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RESUMO
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A biodisponibilidade relativa, de duas formulacdes de comprimido de clorpropamida 250
mg, foi avaliada em voluntdrios sadios de ambos os sexos. O estudo foi aberto,
aleatorizado, cruzado em dois periodos com intervalo de trés semanas, para o qual foram
selecionados 36 voluntdrios. As amostras de sangue foram coletadas antes da administragao
de dose tnica de cada formulacao, uma Teste (T) e outra Referéncia (R) e durante 72 horas
apos a administragdo. A concentracdo plasmadtica de clorpropamida foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa seqiiencial
(LC/MS/MS), usando ionizagdo tipo eletrospray no modo positivo com monitoramento de
reacdo multipla (MRM). O limite de quantificacdo foi de 0,1 pg/mL. O padrio interno foi a
glibenclamida. A ASCy.7, que representa ASC truncada, Cyax € Thax foram obtidas da
curva de concentracdo plasmdtica em funcao do tempo. A ASC foi calculada empregando o
método trapezoidal. Apenas ASCp7, € Chaix de ambas as formulacdes foram
estatisticamente comparados. A média geométrica e o intervalo de confianca (90%) da
razdo T/R foram respectivamente 93,99 (87,11%—-101,41%) para Cpux e 92,45
(85,96%-99,44%) para ASCy.72. Como o intervalo de confianca (90%), para ASCo.72 € Crax,
apresenta-se dentro do intervalo de confianca de 80-125% proposto pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) e pelo Food and Drug Administration (FDA-EUA),
concluiu-se que ambas as formulagdes estudadas sdo bioequivalentes, no que diz respeito a
magnitude e a velocidade de absorcdo e, portanto podem ser clinicamente intercambidveis

sem prejuizo terapéutico.

N

Palavras-chave: Clorpropamida, bioequivaléncia, HPLC acoplada a espectrometria de

massa seqiiencial (LC/MS/MS), biodisponibilidade, farmacocinética.
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The relative bioavailability between two formulations of chlorpropamide was assessed on
the dosage form tablet 250 mg, in healthy volunteers of both sexes. The study was
conducted using an open, randomized, two-period crossover design with the 3-week
washout interval. Thirty-six subjects were selected. The blood samples were collected at the
time prior to dosing and over an interval of 72 hours, of the single dose of each
formulation, a Test (T) and another Reference (R). Chlorpropamide plasma concentrations
were analyzed by high performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC/MS/MS) with positive ion electrospray ionization using multiple reaction
monitoring (MRM). The limit of quantification was 0,1 ug/mL for plasma Chlorpropamide
analysis. The internal standard was the glibenclamide. The AUC (.75, which represents AUC
truncated, Cpax and Tyax were obtained from plasma concentration-time curve. The AUC
was calculated using the trapezoidal rule. Only AUCj7, and Cp. of the each other
formulations were statistically compared. The geometric mean and respective 90%
confidence interval (CI) of T/R ratios were 93.99 (87.11%—-101.41%) for Cpax and 92.45
(85.96%-99.44 %) for AUCy.7,. Since the interval confidential (90%) for AUCy.7, and Cax
ratios were within the 80-125% interval proposed by the Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria-Brazil (Brasil-Anvisa) and by the Food and Drug Administration (USA-FDA), it
was concluded that both the formulations studied are bioequivalent for both the rate and
extent of absorption and, therefore can be used interchangeably without impairing

therapeutic effectiveness.

Key words: Chlorpropamide, bioequivalence, high performance liquid chromatography

coupled to tandem mass spectrometry (LC/MS/MS), bioavailability, pharmacokinetic.

Abstract
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O impulso conferido pelos avangos cientificos dos séculos XIX e XX associado
aos interesses comerciais das industrias farmacéuticas, resultou no desenvolvimento de
inimeros novos produtos numa verdadeira explosdo de novos farmacos. Muitas destas
inddstrias, fundadas naquela época sdo, na atualidade, campeas de faturamento no mercado

mundial (Modell, 1961).

Os Estados Unidos da América (EUA) tiveram, certamente, papel de relevo no
desenvolvimento do conceito de regulagdo quanto a saide publica, especialmente pelo fato
de reconhecerem, verdadeiramente e sem sofismas, a igualdade entre os homens, aspecto
este praticamente inexistente nas sociedades mondrquicas absolutistas dos séculos XVII e
XVIII. Com um padrio de colonizac¢do basicamente comunitdrio difundiu essa mentalidade

igualitaria e participante, que se cristalizou na propria constituicao (Oliveira, 2006).

Nos EUA, um marco no controle de produtos farmacéuticos foi o Pure Food
And Drug Act de 1906. Foi a primeira lei federal norte-americana destinada a regulamentar
a fabricacdo de medicamentos e exigia que medicamentos comercializados entre Estados

apresentassem as especificacdes quanto a pureza, poténcia e qualidade (Allen et al, 2005).

A lei de 1906 foi em 1938 substituida pelo Food, Drug and Cosmetic Act e foi
entdo criado o Food and Drug Administration (FDA) para administrar e executar a
legislacdo. Esta lei teve sua publicacdo motivada pelo lamentdvel e tragico episodio
ocorrido com o Prontosil, 4-/(2,4-Diaminophenyl)azo] benzenesulfonamide, utilizado com
sucesso, até entdo na forma farmacéutica sélida, teve sua formulacao alterada e passou a ser
produzido na forma de elixir tendo como solvente o dietilenoglicol, que € uma substincia
altamente téxica. Pacientes que faziam uso do medicamento como antimicrobiano foram a
obito por insuficiéncia renal causada pelo excipiente nefrotoxico. A partir de entdo, a
distribui¢ao e o uso de qualquer fairmaco ou medicamento s6 poderia ser feita apds peti¢ao
de um medicamento novo (new drug application - NDA) e submissdo deste a aprovacao
pelo FDA comprovando a sua seguranga e assim obtendo a aprovagao para comercializa¢io

(Allen et al, 2005).

Novos farmacos sdo desenvolvidos sob protecdo de patente que protege o
investimento, feito no desenvolvimento do fairmaco, dando a companhia que o patrocina o

exclusivo direito a venda do medicamento enquanto esta estiver sob vigéncia. Apds a
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expiragdo, deste periodo de validade da patente, outros fabricantes podem produzir e

comercializar o farmaco e formula¢des do mesmo (Di Masi, 2001).

Quando uma molécula recém sintetizada demonstra causar efeito sobre sistemas
bioldgicos, com o potencial de trazer beneficio, tem inicio uma extensa bateria de testes
pré-clinicos (in vitro e em animais) e de pré-formulagdo seguidos de procedimentos e testes
regulatorios. Sendo entdo, feita a administracdo em humanos pela primeira vez,
iniciando-se assim, os primeiros estudos para avaliacdo da seguranca e eficidcia em
humanos. Geralmente, o tempo entre os estudos pré-clinicos e a aprovagao pelo FDA, para
inicio da comercializagdo nos EUA, é de 10,4 anos e emprega de 0,8 a 1,7 bilhdes de
dolares. Das moléculas submetidas aos vdrios testes, apenas uma em cada dez serd
aprovada para comercializacdo, sendo as causas de eliminacdo: eficicia e seguranca
insuficientes, dificuldade de formulacdo e de produgdo, e beneficios econdmicos

insatisfatérios (Di Masi, 2001).

Nas décadas de 60 e 70, quando os avangos na drea de tecnologia farmacéutica
possibilitaram a cépia de formas farmacéuticas, que apds a expiracdo dos direitos de
patente, puderam ser comercializadas, foram relatados varios casos de falhas terapéuticas,
nos EUA, por falta de eficicia (amitriptilina, carbamazepina, glibenclamida,
oxitetraciclina) e por intoxicagdes (carbamazepina, fenitoina, digoxina) (Rheinstein, 1990).
Desde entdo, com o desenvolvimento de técnicas analiticas, suficientemente sensiveis para
a determinagdo da concentracdo plasmadtica de farmacos, foram identificadas diferencas
significativas entre formulacoes distintas de um mesmo farmaco produzidas por diferentes
fabricantes. Assim foram retomados os conceitos de biodisponibilidade, inicialmente
propostos na década de 40, e levantada a necessidade da determinacdo de bioequivaléncia

(Chow e Liu, 1992).

A eficdcia tornou-se um requisito em 1962, com a emenda Kefauver- Harris
Amendment, posterior ao gravissimo incidente com a talidomida (Contergan), que causou
muitos casos de neuropatias periféricas irreversiveis e defeitos congénitos (focomelia). O
produto ndo havia sido aprovado nos Estados Unidos pelo FDA, mas apds alguns anos no
mercado mundial foi retirado deixando o lamentdvel saldo de cerca de 8000 criangas

afetadas em 46 paises inclusive o Brasil. Com a promulga¢do desta emenda todos os
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medicamentos, introduzidos no mercado norte americano apds 1962, possuem alguma

prova de eficdcia (Oliveira, 2006).

A partir de 1970 o FDA comeca a requerer evidéncias de biodisponibilidade
para alguns processos de liberacdo de medicamentos. Os métodos estatisticos, empregados
na determinacdo de bioequivaléncia, sdo também investigados e criteriosamente estudados
por um comité especialmente formado para este fim, com conseqiiente publica¢do de vérios
trabalhos apresentando métodos de tratamento estatistico dos dados de bioequivaléncia, ao
longo das décadas de 70 e 80. Em 1977 é efetivada a regulamentacdo para submissao dos
dados de biodisponibilidade para liberacio de novos medicamentos constando na 21*

edicao do Code of Federal Regulation (CFR) Part 320 (Allen et al, 2005; FDA, 1977).

Em 1984 o FDA foi autorizado a aprovar medicamentos genéricos pelo Drug
Price Competition and Patent Term Restoration Act. Com a promulgacdo desta lei a
protecdo patentaria foi estendida para empresas inovadoras manterem a exclusividade na

comercializacao de suas formulacdes (Patterson e Jones, 2006).

A Organizacao Mundial de Saide (OMS), desde a implantacao do programa de
medicamentos essenciais em 1981, vem colaborando com os paises para assegurar a
disponibilizacdo de medicamentos essenciais. O ponto central da estratégia de uma politica
de medicamentos essenciais, no atual contexto, € a ado¢ao de programas de medicamentos
genéricos, entendendo assim a comercializagdo de produtos rotulados exclusivamente de
acordo com a denominacdo comum internacional (DCI) e com caracteristicas de

intercambialidade com os produtos inovadores (Bermudez, 1994).

O Brasil estabeleceu uma legislacdo para medicamentos genéricos a partir de
1999, com a publicagdo da lei 9787/99 e da resolucao 391/99, bem como pela criacdo da
Anvisa - Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria pela lei n° 9782, de 26 de Janeiro de
1999, que definiu o sistema nacional de vigilancia sanitdria (Brasil, 1999a; Brasil, 1999b;

Brasil, 1999c¢).

O pioneirismo nos estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia no Brasil
coube a Gilberto de Nucci, que na década de 90 implantou a Unidade Miguel Servet no

Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
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Estadual de Campinas — FCM - Unicamp e posteriormente criagdo da Unidade Cartesius, na

Universidade Estadual de Sao Paulo - USP (Brasil, 2002).

A Anvisa conceitua medicamento genérico como ‘“Produto igual ou comparavel
ao de referéncia (inovador, original, de marca) em quantidade de principio ativo (PA),
concentracdo, forma farmacéutica, modo de administragdo e qualidade, podendo ser com
ele intercambidvel, sem prejuizo de eficdcia terapéutica e seguranca. E geralmente
produzido apds expiracdo ou renuncia da patente e de direitos de exclusividade,
comprovando sua eficdcia, seguranga e qualidade através de testes de biodisponibilidade e

equivaléncia terapéutica” (Brasil 1999b; Brasil 1999c).

Os estudos de bioequivaléncia, ou biodisponibilidade comparativa, avaliam a
intercambialidade de formulacdes farmacéuticas baseados na premissa de que as
caracteristicas de absor¢ao definem a biodisponibilidade e que para um farmaco ser eficaz é
necessario que uma quantidade suficiente de farmaco alcance os sitios de a¢do, em tempo

apropriado, para exercer o seu efeito farmacoldgico (Balthasar, 1999; Verbeeck, 2006).

Existe um equilibrio dindmico entre a concentracdo do farmaco no plasma
sanguineo e a concentragdo no(s) sitio(s) de acdo. Esse equilibrio € denominado
distribui¢ao, cuja magnitude depende consideravelmente da sua lipofilia. Uma vez que é
dificil avaliar o farmaco no proprio sitio ou nos sitios de agdo é freqiiente considerar a
concentracdo do farmaco no plasma, como um meio substitutivo para avaliar a sua
concentracdo nestes locais. Assim sendo, € a concentragdo total de firmaco no plasma que

normalmente é determinada para fins clinicos (Chen et al, 2001).

Qualquer agdo que afete a liberagdo do farmaco a partir da forma farmacéutica,
a sua dissolucdo nos fluidos gastrintestinais, a sua permeac¢do e sua estabilidade na barreira
gastrintestinal ou na circulagdo porta-hepdtica terd influencia sobre a sua
biodisponibilidade. Afetando assim a fra¢ao da dose que de fato serd absorvida, de um dado
farmaco incorporado em uma forma farmacéutica, por meio da qual foi administrado

(Hendrikesen et al, 2003).
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Diversos fatores podem influenciar a velocidade e a extensdo da absorcdo, e,

portanto, o percurso do firmaco no plasma, assim como no(s) sitio(s) de acdo. Esses fatores

incluem:

os alimentos ingeridos pelo paciente,

o efeito do estado de uma doenca sobre a absor¢do do farmaco,

a idade do paciente,

o(s) sitio(s) de absorcao do farmaco administrado,

a administracdo concomitante de outros farmacos,

as propriedades fisico-quimicas do farmaco administrado,

o tipo de forma farmacéutica, a composi¢do e o seu método de producao,
o tamanho da dose,

a freqii€éncia da administracao (Dressman et al, 1998).

Desse modo, um determinado farmaco pode apresentar diferencas quanto a sua

biodisponibilidade, se for administrado:

No mesmo tipo de forma farmac€utica, mas por diferentes vias de
administracdo, por exemplo, uma solucdo aquosa de um determinado

farmaco administrada pelas vias oral e intramuscular;

Pelas mesmas vias de administracdo, mas utilizando formas farmacéuticas
diferentes, por exemplo, um comprimido, uma cdpsula de gelatina dura e

uma suspensao aquosa administradas pela via oral;

No mesmo tipo de forma farmacéutica, pela mesma via de administracao,
mas em diferentes formulagdes da forma farmacéutica, por exemplo,

suspensoes aquosas para administracio oral formuladas de modo diferente.
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A variabilidade na biodisponibilidade, apresentada por uma determinada
formulacdo, pode fazer com que a sua concentragdo plasmdtica resulte muito elevada,

causando efeitos colaterais; ou muito baixa, tornando o farmaco ineficaz.

Os estudos de biodisponibilidade comparativa nao requerem a reprodugdo dos
extensos ensaios clinicos que foram necessarios no desenvolvimento do firmaco original
(Chow e Liu, 1992). Estes testes envolvem normalmente algumas centenas de pacientes e
voluntarios sadios. Desde que a seguranca e eficicia do produto inovador, tido como
referéncia, ja tenham sido bem estabelecidas, por ensaios clinicos, e freqiilentemente muitos
anos de uso em pacientes, com sua permanéncia no mercado, € cientificamente
desnecessdrio, e seria pouco ético, requerer que tais provas sejam repetidas em seres
humanos, para cada medicamento genérico cuja solicitacdo de autorizacao de fabricacio e
comercializacdo seja requerida aos 6rgdos competentes. Entretanto, em alternativa a isto, os
candidatos a medicamentos genéricos devem demonstrar cientificamente que sdo
bioequivalentes, ou seja, apresentam o mesmo desempenho que a droga pioneira. Os
estudos de bioequivaléncia sdo por isso de custos muito menores € muito mais €ticos, que
0s que seriam necessdrios caso fossemos admitir a necessidade de realizacdo dos estudos
clinicos de fases I, II e IIl para todas as formulacdes candidatas ao mercado, ji que
envolvem um numero de sujeitos de pesquisa sadios muito menor e ndo envolvem

pacientes (Westlake, 1979).
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O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método de andlise para
clorpropamida, em matriz bioldgica (plasma humano), usando a técnica de cromatografia
liquida de alto desempenho acoplada a espectrometria de massa seqiiencial (LC/MS/MS), e
a aplicacdo do método desenvolvido nas determinagdes plasmdticas do farmaco, com o
objetivo de comparar os parametros farmacocinéticos de duas formulagdes de
clorpropamida 250 mg, na forma farmacéutica de comprimido, avaliando a equivaléncia

terapéutica entre elas.
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1- Diabetes mellitus e antidiabéticos orais

Em 1869 Paul Langerhans identificou as células, agrupadas em ilhas ou ilhotas
(Bhonde et al, 2007), responsdveis pela producdo de insulina, e que posteriormente
receberam o seu nome, ilhotas de Langerhans. Minkowski e Von Mehring em 1889
obtiveram provas indiretas da funcdo destas células ap6s sedimentarem os estudos iniciados
por Malpighi e Bruner, os quais no século XVII produziram diabetes melittus (DM) pela
pancreatectomia. Posteriormente foram muitas as tentativas de extrair e identificar a
substancia pancredtica responsdvel pela regulacdo da glicemia (Bonner e Smith, 1994). Em
1921, Frederick Grant Banting (1891-1941), em colaboracdio com Charles Herbert Best
(1899-1978), descobriu e isolou a isletina (posteriormente chamada insulina) comprovando
que a injecdo desse hormoOnio baixa a glicemia de cdes pancreatomizados, melhorando
drasticamente os sintomas da doenga (Owens et al, 2001). Em 1922 Abel purificou e
cristalizou a insulina. A seqiiéncia de aminodcidos do hormoénio foi estabelecida em 1960,
por Sanger (Arduino, 1980) o que permitiu a sintese completa da proteina, em 1963 por
Katsoyannis, Meienhofer e colaboradores com posterior elucidacdo de sua estrutura

tridimensional por Hodgkin, Mercola e colaboradores em 1972 (Joslin, 1994).

A Insulina, especialmente produzida pelas células 8, ¢ um dos mais importantes
reguladores da homeostase de glicose, sendo liberada em condi¢des basais uniformes e
principalmente em resposta a uma alteracdo de glicemia (Shoelson e Halban, 1994;

Emilien et al., 1999).

Embora referéncias ao DM tenham sido feitas pelos egipcios no ano 3000 aC,
sendo mencionada no famoso papiro de Ebers (1500 aC), foi somente no século II da era
cristd que Celsus e Ereteus (Roma) deram lhe o nome atual e forneceram uma das mais
bem  elaboradas  descricoes da doenca e de sua  histéria  natural

(Krall et al, 1994).

O DM ¢é um conjunto de distirbios metabdlicos que apresentam em comum a
hiperglicemia, que se instalam quando o pancreas nio produz insulina de forma eficiente,
ou quando o organismo ndo pode efetivamente usd-la, conduzindo com o tempo a séria

degeneracao de vdrios sistemas do organismo (Cheng e Fantus, 2005).
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A incidéncia de DM na atualidade tem atingido proporcdes epidémicas.
Recentes estimativas indicam que eram 171 milhdes de pessoas no mundo com diabetes no
ano de 2000, com projecao de chegar a 366 milhdes no ano 2030. O niimero de individuos
diabéticos estd aumentando devido ao crescimento e ao envelhecimento populacional, a
maior urbanizacao, crescente prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como a maior
sobrevida do paciente com DM (World Health Organization - WHO, 2002a; WHO,
2002b).

A OMS, a American Diabetes Association (ADA) e a Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD) adotam uma classificagdo para a DM que inclui quatro classes clinicas:
DM tipo 1, DM tipo 2, diabetes mellitus gestacional e outros tipos especificos de DM,
sendo os tipo 1 e 2 os de maior prevaléncia (ADA, 1997; SBD, 2003; WHO, 2006).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1), forma presente em 5-10% dos casos, € o
resultado de uma destruicdao das células beta pancredticas com conseqiiente defici€éncia de

insulina. E tratado com insulina (ADA, 1997).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € a forma presente em 90-95% dos casos e
caracteriza-se por defeitos na acdo e na secrecdo da insulina (Kahn e Shechter, 1991). O
DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas é geralmente diagnosticado apds os 40 anos. Os
pacientes nao sdo dependentes de insulina exdgena para sobrevivéncia, porém
eventualmente, podem necessitar de tratamento com insulina para a obtencdo de um
controle metabdlico adequado (ADA, 1997). Segundo Scheen (2005) o DM ¢€ caracterizado
por dois defeitos fisiopatoldgicos principais: a resisténcia a insulina, resultando em
aumento da producdo hepdtica de glicose e reducdo da sua utilizagdo periférica, e o
comprometimento da fungdo secretora da célula B, basal que € estimulada por substrato,
particularmente a glicose. A hiperglicemia, quando existe cronicamente, compromete a
fun¢do da célula B e acentua a resisténcia a insulina, sendo referida como glicotoxicidade, e
os efeitos decorrentes dos elevados valores dos dcidos graxos circulantes sdo conhecidos

como lipotoxicidade (Turner et al, 1999; Inzucchi, 2002).

O critério diagndstico € baseado na avaliagdo dos sintomas (politria,

N

polidipsia), da glicemia e da resisténcia a insulina. A hemoglobina glicada mostrou-se
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inferior as glicemias de jejum e pds-prandial para o diagndstico de DM. O termo genérico
hemoglobina glicada refere-se a um conjunto de substancias formadas com base em reagdes
entre a hemoglobina normal, a hemoglobina A (HbA) e alguns aguicares. O nivel de
hemoglobina glicada reflete a glicemia média de um individuo durante os dois a trés meses
anteriores a data de realizacdo do teste e, assim, tem grande utilidade na avaliacdo do nivel
de controle glicémico e da eficicia do tratamento vigente. Por outro lado, os testes de
glicemia refletem o nivel de glicose sangiiinea no exato momento da realizacdo do teste.
Para uma avaliacdo mais global e mais clinicamente fundamentada do controle glicémico,
ambos os métodos sdo importantes, uma vez que as informagdes que fornecem se
complementam. Niveis de hemoglobina glicada acima de 7% estdo associados a um risco

progressivamente maior de complicagdes cronicas (WHO, 2006).

Quando o paciente com DM2 ndo responde ou deixa de responder
adequadamente as medidas ndo-medicamentosas, devem ser indicados um ou mais agentes
antidiabéticos (insulina, hipoglicemiantes orais), com o objetivo de controlar a glicemia e
promover a queda da hemoglobina glicada. Estudos epidemioldgicos (United Kingdom
Prospective Diabetes Study - UKPDS 13, 1995; UKPDS 33, 1998; UKPDS 34, 1998)
sustentam a hipétese de uma relacdo direta entre os niveis sangiiineos de glicose e a doenca
microvascular. Assim sendo, o tratamento tem como meta a obten¢ao de niveis glicémicos
tdo proximos da normalidade quanto os possiveis de serem alcancados na pratica clinica,
devendo dispor de boas estratégias para a sua manuten¢do em longo prazo (Inzucchi, 2002;

Krentz e Bailey, 2005).

Grandes avangos, na drea dos agentes antimicrobianos, vieram com os trabalhos
de Gerhard Domagk, em 1935, mostrando a eficicia do corante sulfamidico,
p-sulfamidocrisoidina (Prontosil rubrum), no tratamento das pneumonias, escarlatina e
infec¢des urindrias. Sendo posteriormente provado por pesquisadores do Instituto Pasteur
da Franca, que o principio dotado de agdo antibidtica era um metabdlico do Prontosil, a
sulfanilamida. Outro importante avango contemporaneo as pesquisas com as sulfonamidas
foi o desenvolvimento da penicilina por Howard Walter Florey e Ernest Boris Chain, a

partir da descoberta de Alexander Fleming, publicada em 1928 no “Annals of Microbiology
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and Bacteriology”, de que um PA, extraido de algumas espécies de fungos do gé€nero

Penicillium, tinha atividade antibidtica (Oliveira, 2006; Allen et al, 2005).

A atividade hipoglicemiante de compostos sulfamidicos foi primeiramente
descrita, em 1930, por Ruiz e colaboradores. Entretanto, seu emprego somente se postulou,
em 1942, com as observagdes de Jabon e colaboradores da ocorréncia de hipoglicemia em
casos de febre  tiféide  tratados com O bacteriostatico sulfatiazol
(p-aminobenzeno-sulfanilisopropiltiodiazol) e, sobretudo depois dos cldssicos estudos de
Loubatiéres, demonstrando a alta eficiéncia hipoglicemiante deste sulfamidico em animais
(Skillman e Feldman, 1981). Em 1955 Franke e Fuchs relataram os bons resultados obtidos
no tratamento de DM com a carbutamida (p-metilbenzeno-sulfonil-butiluréa). Logo em
seguida sintetizou-se a tolbutamida (p-aminobenzeno-sulfonil-butilurea), desprovida de
atividade antimicrobiana e muito menos téxica que a carbutamida. A clorpropamida (p-
clorobenzeno-sulfonil-propilurea) foi introduzida em 1957 e desde entdo vérios outros
hipoglicemiantes do grupo das sulfonilureas foram sintetizados (Lebovitz, 1994; Arduino,

1980).

Os Hipoglicemiantes orais sdo substancias que, quando ingeridas, tém
finalidade de baixar a glicemia e manté-la normal (jejum < 100mg/dl e pds-prandial <
140mg/dl) (Inzucchi, 2002; ADA, 1998). Sob esse conceito amplo, de acordo com o
mecanismo de acdo principal, os antidiabéticos orais podem ser separados em:
medicamentos que incrementam a secrecdo pancredtica de insulina (sulfonilureas e
glinidas); reduzem a velocidade de absorcdo de glicidios (inibidores das alfaglicosidases);
diminuem a producdo hepadtica de glicose (biguanidas); e/ou aumentam a utilizagao
periférica de glicose (glitazonas). No entanto, com finalidade pratica, os antidiabéticos orais
podem ser classificados em duas categorias principais: 0os que aumentam a secrecdo de
insulina (hipoglicemiantes) e os que ndo aumentam (anti-hiperglicemiantes) (SBD, 2006;

Campbell, 2000).

As sulfoniluréas consistem de uma classe de farmacos que tradicionalmente sao
divididos em dois grupos: as de primeira geracdo (tolbutamida e clorpropamida) e as de
segunda geracdo (glibenclamida, glipizida e gliclazida) (Melander, 2004). Todos os

membros desta classe de drogas que consistem em arilsulfoniluréias substituidas. Diferem
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por substitui¢des ocorridas na posi¢do para do anel de benzeno e em um residuo de

nitrogénio da fragcdo da uréia (Kahm e Shechter, 1991).

Quando comparada com placebo as sulfoniluréas reduzem em média a HbA em

1,0-1,5% (Cheng e Fantus, 2005).

2- Clorpropamida

A clorpropamida (1-[(p-Clorofenil)sulfanil]-3-propilurea), uma sulfoniluréia
efetiva no tratamento da DM2 e utilizada desde a década de 1950 (Murray, 1958), € um pé
cristalino branco, com leve odor. A sua férmula empirica é C;oH;3CIN,O3S e o peso
molecular € 276,74. Praticamente insolivel em dgua em pH 7,3. Sua solubilidade em pH 6

€ 2,2 mg/mL (The Merck Index, 2001). DLsy em ratos € 580 mg/mL (Goldenthal, 1971).

2.1- Farmacocinética e metabolismo

A Clorpropamida é rapidamente absorvida apds administragdo oral, com a
concentracdo maxima sangiiinea atingida em 1 a 7 horas, apdés a sua administragdo.

Apresenta ligacdo com as proteinas plasmaticas de cerca de 90% (Ferner e Chaplin, 1987).

Sofre extenso metabolismo hepédtico (Kirchheiner et al, 2005) ¢ 80%
biotranformado, entretanto o anel para-aminobenzeno permanece intacto e os principais
metabolicos sdo 2-hidroxi e 3-hidroxiclorpropamida, e para-clorobenzeno sulfoniluréa
(Taylor, 1972) e para-clorobenzeno sulfonamida (Shon et al, 2004). Em humanos a 2
hidroxilag@o € principal rota de metabolizacdo sendo a 2-hidroxiclorpropamida presente na
urina em quantidades variando de 43 a 69 %. As isoformas CYP2C9 e CYP2C19 sdo
responsaveis por esta reacao de hidroxilacao, sendo a CYP2C9 a principal envolvida com a

reacdo (Shon et al, 2004; Hasler et al, 1999).

A excrecdo renal da forma inalterada (ndo biotransformada) é da ordem de 20%

e pode ser aumentada com a alcalinizacdo da urina e reduzida quando é reduzido o pH da
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urina. Isto sugere que a diurese alcalina pode ser empregada no tratamento da intoxicagao

por superdosagem (Ferner e Chaplin, 1987).

A administracdo por longos periodos com doses terapéuticas, ndo produz um
acumulo excessivo no sangue, dado que os niveis de absor¢do e de excrecdo se estabilizam

entre 5 e 7 dias apds o inicio do tratamento (Ferner e Chaplin, 1987).

Estudos realizados por Taylor e colaboradores (1977) indicaram que a
dissolu¢do in vitro das formulagdes de clorpropamida é dependente do pH, sendo
praticamente completa apdés 30 minutos, em pH 7,2, mas de apenas 40-60% apds 90

minutos, em pH 2.

O estudo realizado por Monro e Welling, em 1974, apresentou a ampla variacao
entre duas das formulacdes testadas, sugerindo que a absor¢do da clorpropamida pode ser

influenciada pelo tamanho das particulas do farmaco.

O estudo realizado por Sartor e colaboradores em 1980 sugere que a absorcao
da clorpropamida ndo ¢é influenciada pela ingestdo de alimento, que reduz C,x sem,

entretanto afetar a biodisponibilidade (Sartor et al, 1980; Ferner e Chaplin, 1987).

2.2- Mecanismo de acao

As sulfoniluréias causam hipoglicemia através da estimulacdo da liberacdo de
insulina das células B pancreaticas. O mecanismo molecular envolve o bloqueio dos canais
de potassio sensiveis a0 ATP (K*ATP), que controlam o potencial de membrana nas ilhotas
de Langerhans. A inibi¢do do K'ATP reduz a condutincia ao K' e conseqiientemente,
promove despolarizacio e influxo de cdlcio, através dos canais de célcio
voltagem-dependente. O aumento da concentracdo de cdlcio intracelular promove a

liberacdo de insulina (Siconolfi-Baez et al, 1990; Malaisse, 1990).

2.3- Indicacdes

A clorpropamida possui atividade terapéutica como hipoglicemiante oral

indicada no tratamento do DM2, nao insulinodependente (DMNID), ndo cetdlica, e que ndo
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pode ser controlado apenas com a dieta. A clorpropamida deve ser um tratamento

complementar da dieta, especifica do diabético e ndo, suplementar desta (Melander, 2004 ).
2.4- Contra-indicacdes

A clorpropamida € contra-indicada nos casos de acidose, queimaduras graves,
coma diabético, infec¢do aguda, cetoacidose. A relacdo risco-beneficio deverd ser avaliada
na presenca de insufici€éncia supra-renal, febre elevada, disfuncdo hepdtica ou renal,
insuficiéncia hipofisdria. Também o é nos casos de hipersensibilidade conhecida ao
farmaco ou a farmacos de estrutura similar (sulfas, etc.) e componentes da formulacdo, bem
como, nos casos de diabetes mellitus insulinodependente (Tipo 1). O seu uso €
contra-indicado na gravidez e lactacdo (Merlob, 2002). Ainda ndo foram estabelecidas a

eficacia e a seguranca de clorpropamida em criangas (Little e Boniface, 2005).

2.5- Reagoes adversas

Em geral, dependem da dose administrada, sdo transitorias e respondem a
diminui¢do ou suspensdo do tratamento (Emilien er al, 1999). O efeito adverso mais
comum € a hipoglicemia, que pode ser provocada pela ingestao inadequada de calorias ou
aumento das necessidades caldricas, podendo ser em alguns casos com gravidade elevada

(coma, convulsdes ou distirbios neurolégicos) (Harrower, 2000).

Também hd uma tendéncia ao ganho de peso, que pode estar associado ao
estimulo do apetite ou mesmo a reten¢do de liquido e edema. Raras vezes pode ocorrer
ictericia colestdtica, desconforto gastrintestinal (3% dos pacientes), erup¢des cutaneas,
lesio de medula Ossea (raras), fraqueza muscular, ataxia, tontura, confusdo mental
fotossensibilidade, discrasias sanguineas. Foram descritas também: dores de cabeca,
sonoléncia. Pode ocorrer sensibilidade cruzada com sulfonamidas antibacterianas

(Melander, 2004).

2.6- Interagcdes medicamentosas

A clorpropamida se liga as proteinas plasmaticas em elevado percentual e sofre
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extenso metabolismo pelas enzimas microssomais (citocromo P450). Assim, a interagao
com farmacos que sdo capazes de deslocd-las de seus sitios de ligagdo as proteinas
plasmaticas ou inibir o seu metabolismo também podem potencializar a hipoglicemia
(sulfonamidas antibacterianas, cloranfenicol, propranolol, salicilatos, fenilbutazona,
probenecida, cumarinicos, inibidores da monoaminoxidase, miconazol, cetoconazol e

alcool) (Scheen, 2005).

Alguns farmacos tendem a produzir hiperglicemia: as tiazidas e outros
diuréticos, anfetaminas, corticosteréides, fenotiazinas e agentes derivados da tirdide,
estrogénios, contraceptivos orais, fenitoina, dcido nicotinico, simpatomiméticos, agentes

bloqueadores dos canais de cdlcio e isoniazida (Melander, 1987).

A ingestido concomitante de dlcool pode provocar, em fun¢do da dose ingerida,
reacdo do tipo dissulfiram, caracterizada por vermelhidao na face, pescoco, as vezes a nivel

de torax e hiperemia conjuntival (Harrower, 2000).

3- Pesquisa clinica e consideracdes éticas

A relagdo entre médicos, cientistas, e a indudstria farmacéutica pode ser
mutuamente vantajosa, € plena de complexidade ética (Robinson, 1992). A bioética € o
estudo de questdes €ticas associadas a assisténcia a satde ou a realizacdo de pesquisas
biomédicas (Vieira e Hossne, 1998). A maioria das abordagens bioéticas € por natureza
independente das perspectivas religiosas ou teoldgicas da sociedade. Da mesma forma ¢é
independente da andlise legal. As leis sdo uma consideracdo nas tomadas de decisdo no
campo da bioética, mas por si s6 ndo determinam a moralidade de uma acdo. As leis
refletem um consenso da sociedade sobre questdes e sdo estabelecidas para determinar um
padrdo minimo de comportamento. Da mesma forma, embora as crencas religiosas possam
de alguma forma representar um papel importante na determinacao da moralidade pessoal,
o esforco mais amplo da bioética tende a se destituir de perspectiva religiosa particular.

Assim, a0 mesmo tempo em que a religido e a lei fornecem parametros para agdes

aceitdveis, as crencas religiosas e o conhecimento da lei sdo em muitas situacdes
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insuficientes para guiar as a¢des morais no contexto clinico e cientifico (Hulley et al,

2000).

Embora a andlise bioética seja multifatorial, ela se fundamenta sobre quatro
principios morais essenciais, constituindo uma estrutura sélida para a andlise critica dos
diversos temas debatidos pela bioética. Sao eles: o principio da autonomia, do beneficio, do
nao maleficio e da justica. O principio da autonomia que considera todo individuo como
possuidor de valor e reconhece o seu direito moral de decidir sobre sua vida. O principio do
beneficio que preconiza, como sendo o objetivo maior de uma investigacdo cientifica ou
procedimento médico, o beneficio ao individuo ou a sociedade como um todo. O principio
do ndo maleficio que afirma que todo e qualquer dano deve ser evitado e quando inevitavel
minimizado ao extremo. Estes dois principios ditam que o objetivo global, dos avancos
cientificos, ndo devem ser maiores que o de proteger os seres humanos sujeitos de pesquisa.
O principio de justica estabelece que casos parecidos recebam tratamento semelhante e que
distingdes devem ser demonstradas e justificadas de forma consistente. O principio da
justica ndo determina o que € justo ou razodvel, mas que os critérios sejam previamente e
amplamente  discutidos e uma vez determinados aplicados com  justica

(Siqueira et al, 2000).

Em 1947 foi elaborado na Alemanha o Cdédigo de Nuremberg, apds o
julgamento dos médicos nazistas pelos crimes cometidos, durante a Segunda Grande
Guerra Mundial, em pesquisas experimentais envolvendo seres humanos. Este tornou
internacional, pela primeira vez, algumas diretrizes éticas que propdem como essencial o
consentimento voluntdrio do sujeito de pesquisa (Nuremberg code, 1947). Nos anos
subseqiientes, o conteudo ético deste Codigo passou por uma ampliagdo, resultando na
Declaragdo de Helsinque, adotada pela Associacdo Médica Mundial, na 18* Assembléia
Médica Mundial, realizada na Finlandia em 1964. Este documento, com suas revisoes de
1975, 1983, 1989, 1996 e 2000, fazem referéncia a criacdo de comités independentes para
andlise ética de projetos de pesquisa com seres humanos (WHO, 2004). Sendo este o
documento internacional que rege os parametros para experimentagdes envolvendo seres
humanos, e propdem que estas pesquisas, envolvendo seres humanos, devem ressaltar a

protecdo a integridade e privacidade dos sujeitos, bem como a minimizagao de riscos e
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desconfortos, a busca de beneficios, a ndo discriminagdo e a protecao de grupos de pessoas

vulneraveis (Office of Human Subjects Research - OHSR, 2004).

Em 1977 o FDA publica suas diretrizes para pesquisas clinicas e em 1988 o
orgdo publica as Normas de Boas préticas clinicas (ICH - International Conference on

Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human

Use, 1995b; ICH, 1996).

Em 1988, o Conselho Nacional de Saide (CNS), do Ministério da Satude,
publicou a Resolugdo 01/88 (Brasil, 1988), com marcante participa¢do do Prof. Elisaldo
Carlini em sua elabora¢do. Uma das determinagdes desta Resolucdo era que toda institui¢ao
de saude que realizava pesquisas em seres humanos, credenciada pelo CNS, tivesse um
comit€ de ética. Algumas das principais atribuicdes desse Comit€ eram autorizar a
realizacdo de pesquisas em seres humanos e orientar os pesquisadores quanto aos aspectos
éticos e de seguranca bioldgica. Neste documento € determinado que a pesquisa somente
pode ser iniciada apds parecer favordvel, por escrito, de um comité de ética. Em 1996, apds
revisdo da Resolugdo 01/88 (Brasil, 1988), o CNS publicou a Resolugdao 196/96 (Brasil,
1996), ficando revogada a anterior de 1988. A resolugdo 251/97 (Brasil, 1997)
complementa a de 1996, sendo exercida por meio destas a regulamentacdo do Ministério da

Saude sobre pesquisas clinicas (Goldim et al, 2003).

As duas estratégias que t€m sido utilizadas no intuito de proteger os individuos
estudados sdo: a utilizacdo do consentimento livre e esclarecido (CLE) e a avaliacdo do
protocolo de pesquisa por um comité de ética em pesquisa (CEP). Este comité, devido a sua
independéncia e representatividade académica e social, deve garantir que as pesquisas
tenham um aval institucional, além da responsabilidade ja assegurada pelo pesquisador. O
CLE permite a pessoa, que estd sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa,
compreender os procedimentos, riscos, desconfortos, beneficios e direitos envolvidos,
visando permitir uma decisdo consciente e autdbnoma, e para tanto podem ser usados
recursos didaticos, mas € fundamental assinatura do consentimento escrito. Este é o
documento mais importante no processo de salvaguarda do ser humano participante da

pesquisa clinica (Hardy et al, 2004; Craig e Stitzel, 2005).

Revisdo da Literatura

78



4- Definicoes importantes
4.1- Biodisponibilidade

Biodisponibilidade € definida, pelo FDA no CFR titulo 21 parte 320.1 como
sendo a velocidade e a extensdo nas quais um PA é absorvido a partir de uma forma
farmacéutica e se torna disponivel no sitio de acdo (FDA, 1977). Esta defini¢do enfoca os
processos pelos quais o PA € liberado da forma farmacéutica que o veicula e se move até o
local de acdo. A sua avaliacdo pode ser considerada um ensaio de controle de qualidade in
vivo de uma formulacdo farmacéutica. O conceito de biodisponibilidade € critico para a

compreensdo do desempenho de uma formulacao farmacéutica (Westlake, 1979).

Sob uma perspectiva farmacocinética, os dados de biodisponibilidade para uma
dada formulacdo fornecem uma estimativa da fracdo relativa da dose administrada
oralmente que € absorvida e alcanca a circulagdo sistémica quando comparada com os
dados de biodisponibilidade para uma solucdo ou suspensdo oral, ou para uma solugdo
intravenosa (FDA, 1977). Além do que, estudos de biodisponibilidade fornecem outras
informacdes farmacocinéticas uteis relativas a distribui¢do, eliminacao, efeitos de alimento
sobre a absor¢do do farmaco, a proporcionalidade da dose e linearidade na farmacocinética
do farmaco. Os dados de biodisponibilidade também podem fornecer indiretamente
informacdes sobre as propriedades do farmaco antes de cair na circulagcdo sistémica, tais
como permeabilidade e a influéncia das enzimas pré-sist€micas e/ou sistemas

transportadores (glicoproteina P) (Chow e Liu, 1992; Keogh e Kunta, 2006).

A biodisponibilidade para formas farmac€uticas administradas oralmente pode
ser documentada desenvolvendo um perfil de disponibilizacdo sistémica, obtido
medindo-se a concentracdo do farmaco e, quando apropriado, de seus metabolitos ativos
(Midha et al, 2004) ao longo do tempo, coletando amostras da circulagdo sist€mica. Através
do emprego de um estudo de biodisponibilidade adequadamente planejado, o desempenho
de uma formulacdo farmacéutica, durante as pesquisas clinicas, pode-se ter evidencias de
seguranca e eficdcia antes da comercializacdo do medicamento, permitindo inclusive

melhorias na formulagdo (FDA, 1977).
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A Anvisa define biodisponibilidade como indicativo da velocidade e a extensao
da absorcdo de um PA em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentracdo, na
circulacdo sangiiinea (ou sua excrecdo na urina), em funcdo do tempo (Brasil, 1999b;

Brasil, 2007).

4.2- Bioequivaléncia

Bioequivaléncia € definida, pelo FDA no CFR titulo 21 parte 320.1 como sendo
a auséncia de diferencas estatisticamente significativas na biodisponibilidade de
formulacdes que sdo entre si equivalentes ou alternativas farmacéuticas, quando
administrados na mesma dose molar, sob condi¢cdes similares em um estudo

adequadamente planejado (FDA, 1977).

4.3- Denominacdo comum brasileira (DCB)

“Denominacdo do fiarmaco ou principio farmacologicamente ativo aprovada

pelo 6rgdo federal responsavel pela vigilancia sanitdria” (Brasil, 1999b; Brasil, 2007).

4.4- Denominac¢dao comum internacional (DCI)

“Denominacdo do farmaco ou principio farmacologicamente ativo

recomendada pela Organizacdo Mundial da Saide” (Brasil, 1999b; Brasil, 2007).

4.5- Equivaléncia terapéutica

Dois medicamentos sdo considerados terapeuticamente equivalentes se eles sao
farmaceuticamente equivalentes e, apds administracdo na mesma dose molar, seus efeitos
em relacdo a eficdcia e seguranca sdo essencialmente os mesmos, o que se avalia por meio
de estudos de bioequivaléncia apropriados, ensaios farmacodindmicos, ensaios clinicos ou

estudos in vitro (Brasil, 2007; Westlake, 1979).
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4.6- Equivalentes farmacéuticos

Sdo medicamentos que contém o mesmo farmaco, isto é, mesmo sal ou éster da
mesma molécula terapeuticamente ativa, na mesma quantidade e forma farmacéutica,
podendo ou ndo conter excipientes idénticos. Deve cumprir com as mesmas especificagdes
atualizadas da Farmacopéia Brasileira e, na auséncia destas, com as de outros c6digos
autorizados pela legislacdo vigente ou, ainda, com outros padrdes aplicaveis de qualidade,
relacionados a identidade, dosagem, pureza, poténcia, uniformidade de contetdo, tempo de
desintegracdo e velocidade de dissolucdo, quando for o caso (FDA, 1977; Brasil, 2007;
Balthasar, 1999).

4.7- Medicamento

Os medicamentos sdo sistemas de liberacdo de farmacos, ou seja, constituem
um meio de administrar um farmaco de maneira segura, eficiente, reprodutivel e pratica ao
organismo. A Anvisa aplica o seguinte conceito para medicamento: “Produto farmacéutico,
tecnicamente obtido ou elaborado, com finalidade profilética, curativa, paliativa ou para
fins de diagnéstico”. (Lei n° 5.991, de 17/12/73). E uma forma farmacéutica acabada que
conttm o farmaco, geralmente em associagdo com adjuvantes farmacotécnicos

(FDA, 1977, Brasil, 1973).

4.8- Medicamentos bioequivalentes

Os medicamentos bioequivalentes sdo equivalentes farmacéuticos que, ao
serem administrados na mesma dose molar, nas mesmas condi¢des experimentais, nao

apresentam diferencas estatisticamente significativas em relacdo a biodisponibilidade

(FDA, 1977; Brasil, 2007).
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4.9- Medicamento sob patente

Sdo produtos inovadores, registrados no oOrgdo federal responsdvel pela
vigilancia sanitdria e comercializados no pais. Sua eficicia, seguranca e qualidade foram
comprovadas cientificamente junto ao 6rgao federal competente, por ocasido de seu registro
e ainda estdo sob protecdo patentdria ndo podendo ser copiados para a fabricacdo de
genéricos, a ndo ser por alguma medida extraordinaria (Maia Neto, 2005; Patterson e

Jones, 2006).

4.10- Medicamento de referéncia

Medicamento inovador registrado no 6rgao federal responsavel pela vigilancia
sanitdria e comercializado no pais, cuja eficacia, seguranca e qualidade foram comprovadas
cientificamente junto ao 6rgdo federal competente, por ocasido do registro (Brasil, 1999b;
Brasil, 2007). Este tipo de medicamento ja foi objeto de patente, a qual jd expirou, tendo
esse nome pelo fato de servir como referéncia para a fabricagdo e liberacdo de genérico do

farmaco que veicula (Chow e Liu, 1992).

4.11- Alternativa farmacéutica

Sao diferentes formas farmacéuticas (comprimidos, suspensao, etc.) nas quais a
velocidade e extensdo da absor¢do ndo mostram diferencas estatisticamente significativas

quando administradas sob condi¢des similares (Westlake, 1979; Verbeeck, 2000).

4.12- Medicamento inovador

Medicamento comercializado no mercado nacional, composto por, pelo menos,
um farmaco ativo, sendo que esse firmaco deve ter sido objeto de patente, mesmo ja

extinta, por parte da empresa responsdvel por seu desenvolvimento e introdu¢do no
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mercado do pais de origem. Em geral, o medicamento inovador é considerado medicamento

de referéncia, entretanto, na sua auséncia, a Anvisa indicara o medicamento de referéncia

(Brasil, 2007).

4.13- Medicamento similar

A medida provisoria n 2190-34 de 23 de agosto de 2001, e suas atualizacdes
tém a seguinte redagdo para o conceito de medicamento similar: “... Aquele que contem o
mesmo ou 0s mesmos principios ativos, apresentando a mesma concentragdo, forma
farmacéutica, via de administracio, posologia e indicacdo terapéutica e que € equivalente
ao medicamento registrado no 6rgdo federal responsdvel pela vigilancia sanitdria”. Os
medicamentos similares podem diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e
forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos,
devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca (Brasil, 2001a; Brasil,

2001b; Brasil, 1999b; Brasil, 2007).

5- Absorc¢ao e fatores que afetam a absorc¢ao

Com excec¢do da via intravenosa, na qual o farmaco é introduzido diretamente
na corrente sanguinea, todas as demais vias de administracdo, para as quais seja requerida
uma agao sistémica, implicam a absor¢cdo do farmaco para a corrente sanguinea. A absorcao
€ o processo pelo qual os farmacos atravessam as membranas biolégicas do local de
administracao até a corrente sanguinea. No procedimento de avaliacdo da bioequivaléncia

(biodisponibilidade relativa) de duas formulagdes, a absorcdo € o processo, no que diz

respeito a sua velocidade e magnitude, que € efetivamente o parametro estudado

(Balthasar, 1999).

7z

Quando um farmaco é administrado, utilizando-se uma forma farmacéutica
destinada a liberagcao bucal, respiratéria, retal, intramuscular ou subcutanea, ele passa do

tecido de absorcdo diretamente para a corrente sanguinea. Quando o farmaco ¢€
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administrado pela via oral, o inicio do efeito pode ser retardado, devido ao tempo de
transito gastrintestinal, ao processo de absorcao e as caracteristicas da circulagdo sanguinea
hepatoentérica. A forma fisica da forma farmacéutica oral pode, também, influir na
velocidade de absor¢do e no inicio da atividade, sendo que as solu¢des atuam mais
rapidamente que as suspensodes, que, por sua vez, atuam, em geral, mais rapido que as
capsulas e os comprimidos. Assim, as formas farmacéuticas podem ser ordenadas segundo
o tempo de inicio do efeito terapéutico. Porem, os fairmacos, independentemente da via de
administracdo, sdo substancias estranhas ao corpo humano. Os processos de distribuigdo,
metabolizacdo e eliminacdo comecam imediatamente apds a sua absor¢ao, ou mesmo ainda
a nivel intestinal, até que sejam eliminados do corpo por meio da urina, das fezes, da saliva,

da pele ou dos pulmdes, tanto na forma inalterada como na biotransformada (Florence e

Attwood, 2003).

O padrdo de absor¢do de farmacos varia consideravelmente de uma substancia
para outra, assim como entre diferentes vias de administracao. As formas farmacéuticas sio
projetadas para ceder o fairmaco, em uma forma que se ajuste a absorcao, a partir de cada
via de administracdo selecionada. As formas farmacéuticas orais sdo normalmente
planejadas para obter um efeito sistémico decorrente da absorcdo do farmaco por varios
epitélios e mucosas do trato gastrintestinal. As mais amplamente utilizadas sdo os

comprimidos, as capsulas, as suspensoes, as solugdes e as emulsdes (Aulton, 2005).

5.1- Fatores fisicos
5.1.1- Solubilidade intrinseca e velocidade de dissolugdo

Para que a absor¢do do farmaco ocorra € necessdrio que as suas moléculas
estejam em soluc@o no local de absorcdo (Charman et al, 1997). A solubilidade de uma
molécula deve ser estudada em diversos pH (Hendriksen et al, 2003). Nos casos em que a
solubilidade aumenta com o pH, a priori, poucos problemas ocorrerdo (Florence e Attwood,

2003; Amidon e Lobenberg, 2000).
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A desagregacdo e dissolucdo da forma farmacé€utica sélida nos fluidos
gastrintestinais € um pré-requisito para que ocorra a absor¢do a que se segue a distribui¢do
do farmaco para a circulacdo sist€émica. A dissolucdo depende em parte da solubilidade do
farmaco no meio que o rodeia (Lachman et al, 2001). A velocidade de dissolu¢do intrinseca
(VDI) ¢ independente dos efeitos de formulacdo e mede as propriedades intrinsecas do
farmaco e sais em fun¢do do meio de dissolucdo, ou seja, pH, for¢a idnica, contra-ions, etc.
Comparando-se a VDI de um sal em dgua com a obtida em um 4cido ou uma base, ou a
base livre com seus sais no mesmo meio, pode-se medir a capacidade do sal em controlar o
seu micro ambiente (Black et al, 2007). A VDI de um farmaco € importante apenas quando
esta for a etapa determinante da velocidade no processo de absor¢ao (Avdeef et al, 2000).
Amidon et al. (1995) propo0s a classificacao biofarmacéutica dos farmacos a qual distingue
quatro classes de farmacos, de acordo com sua solubilidade ao longo da faixa de pH
gastrintestinal e sua permeabilidade pela mucosa gastrintestinal. Nesta classificacdo duas
das quatro potenciais barreiras a absorcao sao, nesse caso, consideradas pelo esquema que,
foi originariamente proposto para a identificacdo de produtos orais solidos de liberacdo
imediata, para os quais os testes de bioequivaléncia in vivo poderiam ndo ser necessarios.
Contudo, este sistema de classificacdo também ¢é til para classificar fairmacos e prever
problemas de biodisponibilidade que podem surgir durante os vérios estagios do processo

de desenvolvimento. As classes propostas por Amidon e colaboradores sao:

classe I: alta solubilidade/alta permeabilidade;

classe II: baixa solubilidade/alta permeabilidade;

classe III: alta solubilidade/baixa permeabilidade;

classe IV: baixa solubilidade/baixa permeabilidade.

Um farmaco € considerado altamente solivel quando a maior dose € solivel em
250 mL ou menos de meio aquoso, na faixa de pH de 1 a 8. O volume corresponde ao
volume minimo previsto no estdbmago, quando uma forma farmacéutica ¢ administrada em
jejum, com um copo de dgua. Se o volume de meio aquoso necessario para dissolver o

farmaco for maior que 250 mL, nas condi¢des de pH variando de 1 a 8, considera-se que o
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farmaco possui baixa solubilidade. Um farmaco € considerado altamente permedvel quando
se presume que a extensdo da absor¢do em seres humanos seja maior que 90% da dose
administrada. Existem varias técnicas que permitem estimar ou mesmo medir a velocidade
de permeacdo por membranas bioldgicas, as quais sdo utilizadas para avaliar a absorcdo
oral em seres humanos. Elas abragem desde previsdes computacionais (in silicio) até
métodos fisico-quimicos e bioldgicos, que por sua vez podem ser métodos in vitro, in situ e

in vivo (Kaus et al, 1999).

De um modo geral, para substancias soldveis, a velocidade de dissolugdo € a
etapa que limita a absor¢do, enquanto, para as sustancias pouco soldveis, € a solubilidade
(Leblanc et al, 1997). Solutos polares sao mais soldveis na dgua do que em fases organicas,
enquanto que, o inverso € verdadeiro para solutos ndo polares. Particulas ionizadas
apresentam uma solubilidade em dgua superior em relaciao aquelas que ndo estio ionizadas.
A solubilidade total dos 4cidos ou das bases em meio aquoso €, pois, dependente do pH.
Para farmacos absorvidos por difusdo passiva, aqueles que apresentam uma solubilidade
reduzida em 4dgua tendem a ter uma velocidade de absor¢do oral menor daqueles que
apresentam uma solubilidade aquosa mais elevada (Lachman et al, 2001). Outro efeito
importante sobre a solubilidade principalmente sobre a de um eletrdlito pouco solivel é do
ion comum, que neste caso resulta em redugdo de solubilidade. Esse efeito de “salting out”
resulta da remog¢do de moléculas de d4gua como solvente devido a hidratagdo competitiva de
outros fons. O processo reverso, “salting in”, ocorre com anions grandes, que “expandem”
a estrutura da dgua, aumentando a solubilidade de alguns compostos fracamente soliveis

em agua (Aulton, 2005).

5.1.2- Dimensao das particulas

A drea superficial das particulas de farmaco é outro parametro que influencia a
sua dissolugdo e, consequentemente a absor¢do, pois o tamanho das particulas determina a
area de superficie especifica. Particulas pequenas com uma grande area de superficie total
dissolvem-se mais rapidamente do que as particulas maiores, embora ambas tenham a

mesma solubilidade intrinseca. O tamanho das particulas parece ter pouca influéncia sobre
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a absorcdo dos farmacos com solubilidade aquosa elevada, mas pode ter um efeito
acentuado sobre a absor¢do de farmacos com solubilidade aquosa reduzida. Entretanto
quando o p6 é muito fino pode ocorrer dificuldade pela tendéncia que este pode ter de
flutuar e ndo se impregnar, com a presenga de cristais envolvidos com uma fina camada de
ar conferindo a esta certa hidrofobicidade e o que dificulta a dissolu¢ao (Florence e

Attwood, 2003).

5.1.3- Morfologia dos cristais

Os polimorfos sdao formas cristalinas que diferem pelo empacotamento e
orientacdo das moléculas sob condi¢des de cristalizacao diferentes. As propriedades
fisico-quimicas destas formas cristalinas (densidade, solubilidade, ponto de fusdo) sdo
influenciadas pelas forcas intermoleculares (Singhal e Curatolo, 2004). Os polimorfos
diferem no ponto de fusdo, solubilidade e densidade (Snider et al, 2004). Por exemplo,
polimorfos com forcas de atracdo fracas (estado de energia elevado) apresentam uma
solubilidade maior do que aquelas com forcas de atracdo fortes. Podem ser observadas
diferencas nas velocidades de dissolucdo e na absorcdo entre polimorfos de um
determinado composto (Singhal e Curatolo, 2004). Quando as diferencas na energia do
cristal sdo pequenas, os efeitos do polimorfismo sobre a absor¢do podem ndo ser
observados, como € o caso da clorpropramida que apresenta concentragdes plasmdticas

comparaveis para trés formas polimérficas (Horter e Dressman, 2001).

5.1.4- Constante de dissociagdo (pK,) e ionizacao

Os compostos nao ionizados dcidos, ou bdsicos, penetram nas membranas
lipidicas do trato gastrintestinal mais facilmente do que as espécies ionizadas. A velocidade
de absorcdo gastrintestinal de um farmaco estd, assim, diretamente relacionada com a
concentracdo das suas formas nao ionizadas no local de absor¢ao o que € uma fun¢ao do
pK. do composto e do pH do ambiente. O pH do trato gastrintestinal varia

aproximadamente entre 1,2 e 3,5 no estdmago, 5,0 a 6,0 no duodeno e 6,5 a 8,0 do jejuno e
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intestino grosso. Na gama de pHs de 1 a 8, a fracdo nao ionizada varia bastante para acidos
com valores de pK, entre 2,5 ¢ 7,5 (diminuindo com o aumento do pH) e para bases com
valores de pKa entre 5 e 11. Para estes compostos prevé-se que a absorcao seja dependente
do pH. Acidos fracos com valores de pK, maiores do que 7,5 e bases com valores inferiores
a 5 apresentam uma absor¢ao independente do pH. Normalmente farmacos com valores de
pK, entre 5 e 7 sdo absorvidos mais facilmente do que os farmacos acidos com valores de
pK, elevados. Compostos anfoteros apresentam menos problemas de absor¢do quando estao
na forma de duplo fon (zwitterions) enquanto que, compostos neutros ndo apresentam

absor¢do dependente do pH (Horter e Dressman, 2001).

5.2- Fatores quimicos
5.2.1- Lipofilia

Membranas bioldgicas, sendo de natureza lipidica, sdo normalmente mais
permedveis a substancias lipidicas. O transporte através destas membranas depende, assim,
em parte da solubilidade no lipidio das espécies que se difundem. A solubilidade em
lipidios de um farmaco é determinada pela presenga de grupos nao polares na estrutura da
molécula do farmaco bem como dos grupos ionizaveis que sdo afetados pelo pH local. As
espécies ndo ionizadas dos farmacos apresentam uma solubilidade nos lipidios maior do
que as espécies ionizadas. A relacdo entre a lipofilia e a hidrofilia de toda a molécula,
traduzida pelo coeficiente de particio 6leo-dgua, determina se uma molécula se difunde
facilmente ao sofrer difusdo passiva através da membrana gastrintestinal ou nao.
Normalmente o coeficiente de partilha 6leo-dgua de uma molécula constitui um indice util
da sua propensdo para ser absorvida por difusdo passiva. No entanto, uma solubilidade
elevada em lipidios ndo tem necessariamente que favorecer a absor¢do, amenos que a
solubilidade em dgua seja relativamente baixa de forma a reter o farmaco na fase aquosa

(Korolkovas, 1974; Thomas, 2003).

A absorcdo de um fiarmaco pode ser aumentada frequentemente por
modificacOes estruturais apropriadas que servem para alterar a razdo lipofilia/hidrofilia

relativa do composto, como por exemplo, a esterificagdo de um &cido soldvel em dgua.
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Outra forma de melhorar a absor¢do de compostos com baixa solubilidade em lipidios é
através da inclusdo de adjuvantes na forma farmacéutica, os quais em vez de alterarem a
solubilidade do farmaco no lipidio em questdo, aumentam a absorcdo por alteracdo da

permeabilidade da membrana do epitélio (Florence e Attwood, 2003).

5.2.2- Estabilidade

A integridade quimica da molécula deve ser mantida até que o composto atinja
o local desejado de absorcdo. Obviamente a instabilidade quimica da forma farmacéutica
ou, a instabilidade da molécula antes de ser transportada através da barreira bioldgica

inicial afeta a biodisponibilidade (Korolkovas e Burckhalter, 1988).

A formacdo de sais constitui uma modificagdo quimica que aumenta,
normalmente, a solubilidade da molécula em dgua. No entanto, a solubilidade aquosa pode
ndo ser a unica determinante da biodisponibilidade. Por exemplo, sais de acidos fracos
podem precipitar a0 primeiro contato com o ambiente gdstrico apds a administracdo oral.
Assim, a dissolu¢do do precipitado é um pré-requisito para que a absor¢cdao ocorra. Numa
situac@o estdtica a concentragdo e as caracteristicas de particdo do fairmaco em relagdo ao
pH da superficie da mucosa, onde a absorcao ocorre, pode ser estudada independentemente.
A dindmica do transporte através do trato gastrintestinal e através das membranas
gastrintestinais €, no entanto, de tal forma que o efeito da formacdo do sal sobre a
biodisponibilidade do farmaco no medicamento € normalmente imprevisivel. O efeito
observado é uma fun¢do da velocidade de dissolu¢ao do sal ou do seu precipitado, do pH

gastrico, do tempo de esvaziamento gastrico, da mobilidade intestinal, do pK, do farmaco,

etc. (Rodriguez-Spong et al, 2004).

A instabilidade quimica € frequentemente uma func¢do do pH. Compostos a que
sejam bastante ldbeis a pH neutro sdo, normalmente, os farmacos mais adequados.
Enquanto que a instabilidade na gama de pHs alcalina € encontrada frequentemente sob
condi¢des fisioldgicas, a estabilidade em &cidos € uma preocupagdo particular para
farmacos para os quais se pretenda uma administracdo oral (Charman et al, 1997). A

7z

formacdo de pré-fairmacos € usada frequentemente para aumentar a absor¢do de um
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farmaco devido a modificacdo quimica. Um pro-farmaco ideal é aquele que ¢é
quantitativamente absorvido e biotransformado no farmaco durante o seu transporte até ao

local de acdo (circulacao sistémica, cérebro, etc.) (Horter e Dressman, 2001).

5.3- Fatores metabdlicos
5.3.1- Trato gastrintestinal

A eliminacgdo pré-sistémica de farmacos ocorre, geralmente, apds administracao
oral. A metabolizagdo pode ocorrer no limen ou na parede do intestino, ou no figado. As
enzimas que metabolizam farmacos e que sdo encontradas na parte superior do intestino
sdo, provavelmente, origindrias da secrecdo das células de Paneth ou de células

provenientes da descamagdo celular da mucosa para o lumen (Leblanc et al, 1997).

Da flora intestinal faz parte uma grande diversidade de microrganismos
constituindo uma fonte importante de atividade metabdlica. Sdo bactérias, sobretudo
anaerdbicas, estdo envolvidas em reacdes de reducdo. Os farmacos que contém grupos nitro
podem ser reduzidos a aminas as quais podem apresentar toxicidade. Farmacos com
enxofre, lactulose e alguns catdrticos podem ser ativados por estas bactérias. Estas reacoes
podem ser complementares ao metabolismo ocorrendo subsequentemente na parede do tubo
digestivo ou no figado, mas podem ser também regeneradoras (hidrélise do glucoronidio e
metabolitos de sulfatos ou da acilamida que sdo excretados na bilis). A dieta, processos
patolégicos ou a presenca de farmacos contribuem para a alteragdo do numero, tipo e
localizagdo destas bactérias. Uma vez que a maioria das bactérias estd restrita a por¢ao
terminal do intestino grosso, a probabilidade de degradagao bacteriana € maior quando os
farmacos sdo administrados por via retal. Os farmacos que sdo absorvidos rapidamente por
via oral podem ndo ser expostos as bactérias intestino grosso. Por outro lado, a
bioinativacdo, pela flora do intestino, pode reduzir ainda mais a biodisponibilidade de
compostos que nao sdo absorvidos eficazmente na por¢ao superior do trato gastrintestinal.
O metabolismo do fairmaco durante o seu transito através da parede do intestino influencia

também a sua biodisponibilidade. As enzimas que metabolizam farmacos estao localizadas
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no reticulo endoplasmdtico, mitocondrias  (monoaminaoxidase) e  citosol
(N-acetiltransferase). Algumas enzimas, tais como a fenol- e a estrona-sulfoquinase,
existem ao longo do trato gastrintestinal, enquanto que, outras podem estar localizadas na
mucosa do jejuno (esterdide-dlcool-sulfoquinase). Estes sistemas de enzimas agrupam-se

em duas categorias:

(1) aquelas enzimas que catalizam as reacOes de pré-conjugacdo, tais como a

C-oxidacdo, hidroxilacao, desalquilacao, N- e S- oxidacao, reducgdo e hidrolise

(2) as que catalisam reacdes de conjugacdo ou de sintese.

Uma vez que muitas destas reagdes também podem ocorrer no figado,
normalmente € dificil quantificar a contribui¢do relativa de cada sitio para a metabolizacao
total de um farmaco. Pode-se dizer, no entanto, que as reacdes de pré-conjugacdo que
dependem dos citocromos Pusp ou Pasg sdo quantitativamente pouco significativas na parede
do intestino ao passo que as reacdes de sintese de O-sulfatacdo estdo mais desenvolvidas.
Embora o piloro, duodeno e jejuno tenham uma atividade metabdlica maior, a
metabolizacdo pode ocorrer ao longo do aparelho digestivo desde a mucosa bucal até ao

reto (Kaus er al, 1999).

O metabolismo € uma fonte importante de variacdo da biodisponibilidade e da
resposta terapéutica. Mudangas fisioldégicas no trato gastrintestinal, a presenca de outros
farmacos, a dieta ou a doenca podem alterar a atividade enzimdtica e, consequentemente, a

metabolizacdo do farmaco na parede do intestino (Goodman e Gilman, 2001).

Os alimentos sdo conhecidos por conterem varios compostos que podem induzir

a oxidac@o microssomal do farmaco sobre a parede do intestino (Rang et al, 2004).

5.3.2- Figado

O ¢6rgio de metabolizagdo mais importante para o metabolismo pré-sistémico é
o figado que recebe o seu fornecimento sanguineo pela artéria hepdtica e pela veia porta

hepatica. Aproximadamente 75% do débito sanguineo hepatico passa pela veia porta, a qual
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drena todo o trato gastrintestinal exceto os 10 cm da porcao final do aparelho digestivo e os
55 cm da porcao superior. Assim, os farmacos absorvidos a partir do trato intestinal ou, da
porc¢do superior do reto, tétm que passar pelo figado antes de atingir a circulagdo sistémica.
No entanto, fairmacos absorvidos a partir do trato intestinal para o sistema linfatico podem

ndo passar pelo figado (Silva, 1989).

Os tipos de reacdes metabolicas que ocorrem no figado sdo semelhantes aquelas
que ocorrem na parede do intestino. Na parede do intestino, existem oxidases com varias
fungdes e desempenhando um papel importante nas reagdes pré-oxidativas do figado,
nomeadamente a glucoronidac¢do, a reacdo mais importante do conjunto de reacdes de
conjugacdo ou de sintese. Um farmaco, ou os seus metabdlitos, podem ser submetidos a
uma ou mais reacOes deste tipo originando produtos que apresentam atividade
farmacoldgica diferente. Assim como resultado do metabolismo de primeira passagem

hepitica a biodisponibilidade de um farmaco fica reduzida (Craig e Stitzel, 2005).

5.3.3- Pulmoes

A absor¢do do farmaco apds a sua administracdo por vdrias vias de
administracdo (oral, retal, inalacdo, intramuscular, oral, transdérmica, subcutianea), ao
colocar o farmaco na circulagdo venosa, faz com que este tenha que passar através dos
pulmdes antes de atingir a parte arterial do sistema. Os farmacos que foram expostos a
atividade metabodlica no local de aplicacdo, durante o processo e absor¢do ou, apds a
primeira passagem pelo figado, vdo continuar a ser metabolizados quando chegam aos
pulmdes. A rede extensa de capilares, que existe nos pulmdes, faz o sangue atingir a
superficie do endotélio, o qual tem uma area de cerca de 70 a 125 mz, onde existe um
nimero elevado de vesiculas de pinocitose que cont€m enzimas que metabolizam farmacos.
Em termos de massa, os pulmdes sdo 6rgdos pequenos, mas contém, proporcionalmente,
mais tecidos fibrosos do que o figado, além de que o débito sanguineo para os pulmdes ser
aproximadamente trés vezes superior ao do figado. Assim, enquanto que a clearance
intrinseca dos pulmdes é, normalmente, mais reduzida do que a do figado, a clearance total

dos pulmdes pode tomar-se significativa devido ao débito sanguineo elevado. Os pulmdes
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tétm sido referidos como locais do metabolismo de vérios compostos. As enzimas
hidroliticas sdo numerosas nos pulmdes e desempenham um papel importante no
metabolismo de compostos enddgenos. No entanto, o seu papel no metabolismo de
xenobidticos ndo € bem entendido. Os sistemas enzimdticos de conjugacdo mais
importantes  detectados nos pulmdes sdao a  glutationa  S-transferase, a
UDP-glucuroniltransferase, a sulfotransferase e a N-acetiltransferase, sendo a mais

importante a conjugacao com a glutationa (Leblanc et al, 1997).

5.4- Fatores fisiologicos e patoldgicos
5.4.1- Idade, gravidez e estados patoldgicos

A biodisponibilidade pode variar com a idade do individuo. O pH géstrico, da
crianga ao nascer, situa-se entre 6 € 8 e atinge os valores de um adultos aos trés anos de
idade, mas os tempos de esvaziamento gastrico sao compardveis aos dos adultos desde os
oito meses de idade. A imaturidade hepdtica na crianca tem influencia no metabolismo de
primeira passagem. Nos idosos, conjugam-se fatores relacionados ao aumento do pH
gastrico, a diminui¢do da superficie util do intestino, da motilidade intestinal, do débito

sanguineo e da capacidade de eliminagdo (Leblanc et al, 1997).

A gravidez é acompanhada de diminuicdo da motilidade gastrintestinal,
aumento do pH gastrico, bem como, de modificacdo da atividade metabodlica, da

composi¢do, volume e fluxo sangiiineo (Labaune, 1993).

Todas as doengas, infec¢des (herpes, candidiases, edemas, ulceras, etc.), que
afetam o tubo digestivo, na sua maioria, diminuem a absorcao, por provocarem atrofia das
vilosidades, desequilibrio da flora, diarréia, esteatorréia, etc. As inflamacdes, entretanto
podem aumentd-la. As modificacdes na flora bacteriana podem ter efeito sobre a
biotransformacdo dos farmacos que sdo absorvidos preferencialmente na parte baixa do
intestino. As doencas hepdticas (hepatite, ictericia por obliteracdo, etc.) causam
modificacdo no efeito de primeira passagem hepdtica e da secre¢do dos sais biliares, o

mesmo acontecendo, com as secre¢des pancredticas, nos casos de lesdes deste 6rgdo. As
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insuficiéncias cardiacas geralmente provocam diminuicdo do débito sangiiineo em todos os
orgdos, inclusive do intestino. Caso, o débito sangiiineo seja a etapa limitante da absor¢ao,

a insuficiéncia cardiaca também poderd afetar a biodisponibilidade (Silva, 1989).

5.4.2- Local de absorcao

A grande drea de superficie disponivel para absorcdo no trato gastrintestinal
tem uma grande influéncia sobre a absor¢do de farmaco administrados oralmente. A
superficie da mucosa gastrintestinal € constituida por uma massa de tecido retorcido
coberto por projecdes de células epiteliais conhecidas por vilosidades e microvilosidades.
Estas estruturas aumentam a d4rea efetiva do trato intestinal em cerca 600 vezes
relativamente a sua aparéncia. A drea de superficie diminui na direcdo distal, sugerindo que
a absorcdo passiva do farmaco torna-se menos eficiente a medida que o mesmo se desloca
em direcdo ao cdlon. Os processos de transporte ativo prevalecem no ileo em relagido a
porc¢ao superior do intestino delgado podendo compensar a diminui¢ao na absor¢@o passiva
(Goodman e Gilman, 2001). Fordtran e colaboradores sugeriram em 1965 que esta
diferenca na absorcao entre a por¢do superior e inferior do intestino delgado pode ndo ser
explicada por diferencas na dimensao da area de superficie de contato e fluxo sangiiineo na
regido. Segundo eles ha uma diferenca marcante na dimensdo dos poros e isto seria a

principal causa na diferenca de permeabilidade.

A cavidade bucal € bastante irrigada por capilares, cujo retorno venoso nao
passa pelo figado, pelo que, muitos dos processos quimicos e metabdlicos a que os
farmacos sdo submetidos, quando administrados oralmente, sdo evitados quando da

administracao pela via bucal (Aulton, 2005).

Outro local de absor¢dao € a ampola retal que tem uma superficie entre 200 e
400 cm®. Normalmente os firmacos absorvidos na parte inferior do reto entram diretamente
na circulagdo sistémica sem que tenham que passar pelo figado. No entanto, se os farmacos
forem absorvidos numa regido superior passam primeiro através do figado. As anastomoses

que existem entre as veias retais interferem nesta diferenciacao (Silva, 1989).
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5.4.3- Tempo de residéncia, esvaziamento gastrico e presenca de alimento

O tempo durante o qual os farmacos permanecem no seu local de absorcao pode
afetar a sua biodisponibilidade. O efeito é minimo com uma injecdo intramuscular ou
subcutanea, mas é mais notério para uma aplicacdo dérmica uma vez que o farmaco se
encontra limitado ao seu local de aplicacdo. Medicamentos tomados oralmente entram no
estdmago cujo tempo de esvaziamento regula a passagem destes para o intestino delgado.
Uma vez ocorrida a passagem para o intestino delgado o seu deslocamento deve ocorrer
sem que se verifiquem impedimentos até atingir o c6lon (Labaune, 1993; Amidon e
Lobenberg, 2000). O tempo de transito entre a boca e o intestino grosso para individuos
sauddveis varia entre 1,5 e 3,5 horas, isto €, 3 horas apds a ingestdo o farmaco pode entrar
no intestino grosso, local onde a absor¢do pode ser menos eficiente ou, mesmo impedida
pela presenca do conteudo fecal. Dependendo da forma farmacéutica ou da presenca de
alimentos, o estdbmago e o intestino delgado podem reter um farmaco até 5 e 20 horas,
respectivamente. A natureza fisico-quimica do farmaco, o tipo de formulacdo e os locais de
absor¢do ao longo do trato gastrintestinal vao determinar o tempo para o esvaziamento
gastrico, diminuindo a mobilidade intestinal ou afetando a biodisponibilidade do farmaco.
Nos casos de tdlcera duodenal a velocidade de esvaziamento gastrico aumenta, nas ulceras

gastricas diminui (Kaus et al, 1999).

Em relacdo a administracio do farmaco por via retal o seu tempo de
permanéncia na ampola retal € determinado pelo esvaziamento desta, defecacdo ou a
eventual migracdo do farmaco no sentido ascendente no intestino grosso. O primeiro dos
dois fatores levard a redugdo ou, ao fim da absor¢ao do fairmaco, enquanto que, o segundo
levara ao aumento da quantidade de farmacos que vai ser submetido ao efeito de primeira

passagem ficando sujeito ao metabolismo do figado (Leblanc et al, 1997).

As conseqiiéncias no atraso do esvaziamento gastrico variam em conformidade
com a natureza do PA. Para aqueles absorvidos por difusdo passiva, o atraso diminui a
absorc¢do tanto dos 4cidos (que nao se dissolvem no estomago) como das bases (que embora
dissolvidas, sdo pouco absorvidas no estomago). Para os farmacos cuja absorcdo é mediada
por transportadores intestinais a aumento desta, dado que com a entrada progressiva no

intestino diminui o fendmeno de saturacdo. Para os PA degradados por enzimas géstricas a
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biodisponibilidade € diminuida, pois a degradacdo é mais acentuada com o tempo de

permanéncia (Charman et al, 1997).

Uma refeicdo rica em lipideos favorecera a dissolu¢cdo das moléculas lipofilicas,
com conseqiiente aumento da biodisponibilidade destes farmacos. Do mesmo modo, a
ingestdao de uma refeicio aumenta as descargas das secre¢des biliares e intestinais. Como
sdo surfactantes, a bilis e os sais biliares favorecem a dissolu¢do das moléculas muito
lipéfilas e muito pouco soliveis, quando ingeridas em jejum. Aumentam igualmente a
permeabilidade da parede e diminuem a tensdo superficial, favorecendo a absorc¢do das

vitaminas A e E, etc. (Labaune, 1993).

A viscosidade do bolo é um fator susceptivel de causar uma reducdo da
velocidade de dissolugdo. A essa viscosidade intrinseca, hd que juntar a das secrecdes

fisiol6gicas, como a mucina, muito abundantes no momento das refeicdes (Aulton, 2005).

A natureza e a quantidade dos liquidos ingeridos tém grande importancia para a
dissolugcdo. Assim, um pequeno volume de dgua pode diminuir a disponibilizacdo de
farmaco (eritromicina, amoxicilina). O pH da maioria das bebidas ndo alcodlicas e sucos de
frutas € acido (2,5 para as colas e os tonicos, 2,5 a 4 para os sucos de frutas). Estas bebidas
ingeridas concomitantemente com medicamentos podem melhorar dissolu¢do dos PA

soldveis em pH 4cido, mas pode aumentar a degradagdo de outros (Leblanc, 1997)

5.4.4- Redistribuicdo e recirculacio

O perfil de concentracdo plasmética de um farmaco pode ser alterado por
redistribuicdo, um processo que pode ocorrer a seguir a administracdo do farmaco. Por
redistribuicdo entende-se a passagem do farmaco para qualquer fluido do organismo que
ndo o sangue antes, ou apods, a entrada no sistema sanguineo. Dependendo da via de
administracao e da efici€éncia do processo de redistribui¢cao o fairmaco pode nunca vir a ter

acdo sistémica. No entanto, geralmente o farmaco € reciclado através da absor¢do ou

drenagem para a circulagdo sistémica. Um exemplo de redistribuicdo € a secrecdo de um
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farmaco do sangue para os fluidos das glandulas submaxilares ou par6tidas.

(Goodman e Gilman, 2001).

No figado também se pode verificar a passagem do fairmaco do sangue para a
bilis. A bilis é, entdo, armazenada na vesicula biliar que se esvazia periodicamente embora
irregularmente, para o intestino delgado. O farmaco pode entdo ser reabsorvido e o

processo recomegar (Silva, 1989).

Finalmente, o sistema linfatico € uma via através da qual o fairmaco, que foi
absorvido no estdmago, no intestino ou por via parenteral, pode sofrer redistribuigdo,
reaparecendo mais tarde na circulagdo sistémica. Quase todos os tecidos do organismo
humano possuem vasos linfaticos que drenam o excesso de fluido diretamente dos espagos
intersticiais. O sistema linfatico constitui a via mais importante para a absorcdo de
substancias lipidicas a partir do trato gastrintestinal. Cerca de um décimo do fluido filtrado
dos capilares arteriais entram nos capilares linfaticos terminais. Esta redistribuicdo ¢é
particularmente importante para substancias com peso molecular elevado, pois os capilares
linfaticos sdo muito mais permeaveis do que os capilares venosos. A linfa que é produzida
na parte inferior e na parte superior esquerda do corpo reentra na circulacdo sistémica na
zona de junc¢do das veias jugular interna esquerda e da subcldvia. Por outro lado, a linfa que
drena a parte superior direita do corpo reentra na circulagdo na zona correspondente, mas
no lado oposto. O fluxo da linfa € lento comparado com o débito sanguineo. Assim, o efeito
inicial da redistribuicdo do farmaco através dos linféticos, traduz-se por uma reducdo das
concentragdes do farmaco no sangue, conferindo-lhe acdo retardada (Silva, 1989; Goodman

e Gilman, 2001).

6- Espectrometria de massa

A espectrometria de massa molecular (mass spectrometry - MS) € uma técnica
analitica na qual, moléculas gasosas sdo ionizadas, aceleradas por um campo elétrico,
ficando todos os fons com a mesma energia cinética, e a seguir, separados em fungdo da

razdo massa/carga ou m/z. Para fons com a mesma energia cinética, quanto maior o valor
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de m/z, menor o percurso dos fons (International Union of Pure and Applied

Chemistry - IUPAC, 1974).

Em um espectrometro de massa de impacto de elétrons, as moléculas no estado
gasoso, sob baixa pressdo, sdo bombardeadas com um feixe de elétrons de alta energia,
normalmente 70 eV (elétron-volt), criando o fon molecular, M" e vérios fragmentos de fons
menores. Logo depois de formados a maioria dos fons moleculares sofre fragmentacdo
dado o excesso de energia cedido pelo feixe de elétrons durante 0 bombardeio da molécula.
A fragmentacdo pode ocorrer de varios modos, dependendo da natureza do fon molecular.
O caminho em que um fon molecular se fragmenta pode dar informacdes muito tteis sobre
a estrutura de moléculas complexas (Maurer, 1998). O conjunto de fons é analisado de
forma a obter-se um sinal para cada valor de m/z e a intensidade de cada sinal traduz a
abundancia relativa do fon que o produz. Chama-se espectro de massas ao grafico que
mostra as intensidades relativas dos sinais, correspondentes aos varios valores de m/z. Em
cada espectro o pico maior, chamado pico base, tem intensidade arbitrada com o valor de
100. As alturas dos picos restantes sdo computadas como percentagens da altura do pico

base (USP - United States Pharmacopoeia XX VIII, 2004b).

Os espectrometros de massa modelo API 2000, da Sciex/Applied
Biosystems - USA, sao capazes de reconhecer o pico base e normalizar os picos restantes

em relacdo a esse pico.

Se determinarmos o espectro de massas de um composto desconhecido e
verificarmos que ele € idéntico ao espectro de um composto de estrutura conhecida referido
na literatura quimica, podemos concluir, praticamente sem qualquer divida, que os dois

compostos sdo idénticos (Williams e Stagg, 1971).

Se um elétron € removido da molécula original, produz-se um fon molecular
(M"), cujo valor de m/z é a massa molecular relativa do composto. As vezes o pico do M* é
o pico de base e pode ser facilmente reconhecido; mas frequentemente, porem, nao € o pico
de base e pode até ser bastante pequeno, dando bastante trabalho para ser localizado. Uma
vez identificado, fornece a massa molecular relativa mais rigorosa que se pode obter. A

primeira vista pareceria que o pico do M" seria o pico de maior valor de m/z. Isso ndo é
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porem assim. Na natureza, a maioria dos elementos ocorre constituida por varios isétopos,

geralmente hd grande predominio do de maior massa atdomica relativa (Coplen et al, 2002).

A massa molecular que se determina usualmente e com que se trabalha é obtida
a partir das massas atomicas relativas médias dos diversos elementos e reflete, pois a
presenca destes isotopos pesados. Entretanto, no caso de massa molecular relativa,
determinada a partir do espectro de massas, o pico do M" corresponde a moléculas que

contém apenas o is6topo mais comum do elemento (Williams e Stagg, 1971).

Para a grande maioria dos compostos, os detectores de massas sdao mais
sensiveis e, de longe, mais especificos do que os detectores tradicionais. Podem analisar
varios compostos e identificar componentes em cromatogramas nao separados, reduzindo
assim a necessidade da cromatografia perfeita. Os dados espectrais de massas podem
complementar dados de outros tipos de detectores. Alguns espectrOmetros de massas
possuem a caracteristica de executar multiplos estdgios de espectrometria de massas em
uma Unica amostra. Eles podem gerar um espectro de massas, selecionar um fon especifico
e a partir deste gerar um novo espectro. Alguns tém a capacidade de repetir este ciclo por
diversas vezes até que sua estrutura seja determinada, MS/MS ou MS" (espectrometria de

massas seqliencial - tandem mass spectrometry) (Johnson e Parker, 1992).

6.1- Descri¢ao bésica do sistema

Os trés principais componentes empregados no processo sdo: a fonte de fons; o

analisador e o detector.

6.1.1- Fonte de ionizagdo

A fonte de ions tem a funcdo de gerar ions, sendo onde ird ocorrer a ionizagao e
fragmentacdo das moléculas. Existem varias técnicas de ioniza¢do sendo as mais comuns a
por impacto de elétrons (electron impact - El), a ionizacdo quimica (chemical ionization -

CI) e a por electrospray (ES) (IUPAC, 1973).

Revisdo da Literatura

99



A fonte de ionizac¢ao EI utiliza um filamento que € responsdvel pela emissao de
elétrons com uma energia de 70 eV, como a energia do feixe de elétrons € bem maior que o
primeiro potencial de ionizacdo na maioria dos compostos da amostra, esta € ionizada e
depois fragmentada. Este tipo de ionizacdo € acoplado a cromatografia gasosa (CG)

(Murray et al, 2006).

A fonte CI utiliza agentes liquidos ou gasosos para promover uma reacao com
as moléculas, normalmente a ionizacdo ocorre através da transferéncia de um préton a
molécula, formando espécies denominadas pseudo ion molecular (Bocxlaer et al, 2000).
Como esta forma de ionizar € bem mais suave do que o impacto de elétrons, o espectro
produzido contém poucos fragmentos e quase somente o pseudo-ion molecular, servindo,
portanto, para determinacdo de peso molecular e/ou andlises quantitativas. Este tipo de

ionizacao € acoplado a CG (IUPAC, 1973).

Na ionizagdo ES a amostra normalmente € dissolvida em uma mistura de dgua e
solvente organico, comumente metanol, isopropanol ou acetonitrila, mas pode ser infundida
diretamente, ou injetada em fluxo continuo, ou seja, contida no eluente de uma coluna de
HPLC (high performance liquid chromatography) ou coluna capilar de CE
(capillary electrophoresis). A fonte de ES € simples, com a formacdo de um spray que
acontece em um campo de alta voltagem (Ball e Derrick, 1993). Em uma das propostas de
mecanismo, acredita-se que a formacgao do ion € o resultado de um processo de evaporagao
i0nica, em que um spray de goticulas é gerado pela dispersdo eletrostitica do liquido
lancado pela ponta do capilar. Este é favorecido por um gds aquecido (normalmente
nitrogé€nio), as goticulas sofrem desagregacdo, perdendo moléculas de solvente no processo
e eventualmente produzindo ions individuais. Em outra proposta para o mecanismo, a
dessolvatacdo das goticulas conduz a uma densidade de carga crescente na superficie da
gota que causard uma explosdo coulombica que conduz eventualmente a ions individuais.
Seja qual for o mecanismo proposto, os ions sdo formados a pressao atmosférica e entram
em um orificio localizado no vértice de um cone que age como uma primeira barreira para a
fase de vacuo. Um coletor (skimmer) recolhe os ions e os guia ao espectrometro de massas.
A formacdo do spray é a parte mais importante da técnica de ES. E normalmente

aconselhdvel filtrar todos os solventes e concentracdes altas de eletrdlito devem ser evitadas
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porque estes podem conduzir a supressdes na ioniza¢do e condi¢cdes operacionais instaveis.
Altos fluxos, compativeis aqueles utilizados em HPLC, hoje podem ser utilizados através
de um gds de nebulizacdo aquecido para ajudar na formacdo do spray. A fonte ES €
utilizada acoplada a todos os analisadores de massas comuns sendo facilmente adaptavel
para introducdo direta da amostra de colunas de HPLC e acontece 4 pressdo e temperatura
atmostérica. Este tipo de ionizacdo teve um grande impacto na utilizacdo da espectrometria
de massas em pesquisas bioldgicas durante os ultimos anos. Foi o primeiro método a
estender a faixa de massa util de instrumentos para mais de 50 000 Daltons (Crotti et al,

2006; Baldwin, 1995).

6.1.2- Analisadores de massas

Apo6s a entrada das moléculas na fonte de fons e posterior ionizacdo, se faz
necessdria a determinacdo das respectivas massas dos ifons formados a fim de obter o
espectro de massas. A fung¢do do analisador de massas é promover a separacdo dos fons a
partir de suas relacOes massas/carga e transmiti-los ao detector. Dentre os analisadores de
massas os mais amplamente utilizados sdo o de setor magnético, o quadrupolo, o ion trap e

o através de tempo de voo (TOF- time of flight) (USP XXVIII, 2004b).

Um espectrometro com setor magnético separa os fons assim que estes passam

por um campo magnético perpendicular a direcdo do caminho (IUPAC, 1973).

Os analisadores de massas quadrupolares, normalmente os mais robusto, de
melhor preco de aquisicdo e mais compactos, sdo considerados de varredura, ou seja, a
partir da entrada de uma mistura de fons com diferentes relacdes massa/carga (m/z) e
diferentes abundancias, sdo aplicados campos elétricos fazendo com que em um
determinado momento, somente ions de uma massa especifica consigam sair ilesos.
Variando-se os valores do campo elétrico aplicado se consegue fazer com que ions distintos

sejam selecionados e registrados (Mcluckey e Stephenson, 1998; Murray et al, 2006).

Ja os analisadores tipo ion trap (coleta de ifons) ndo podem ser considerados
como instrumentos de varredura puros, pois nestes, os fons sdo armazenados antes de sua

varredura propriamente dita. Ele usa um campo elétrico de radiofreqiiéncia para coletar
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todos os fons em trajetdrias estaveis dentro da cavidade metdlica e com a aplicac@o de outro
campo oscilante entre as pontas das cavidades expulsa os ions de uma determinada m/z

pelos buracos nas pontas da cavidade (Murray et al, 2006).

Um espectrometro por campo de voo mede a distancia que cada tipo de ion

percorre até o detector (Williams e Stagg, 1971).

6.1.3- Detectores

Depois de feita a selecdo de ifons pelo analisador, estes sdo direcionados ao

detector onde serao transformados em um sinal mensuravel (Baldwin, 1995).

6.2- Espectrometria de massas seqiiencial (fandem mass spectrometry- MS/MS)

A técnica de MS/MS ou MS", onde n = 2, 3.., é muito sensivel para a
identificacdo de misturas de compostos organicos. Usa dois ou mais estadgios de anélise de
massa, um para pré-selecionar um fon principal, que freqiientemente é o ion molecular do
analito de interesse e o outros para analisar a fragmenta¢do induzida, por exemplo, por
colisao (CID-collision induced dissociation) com um gés inerte, como argdnio ou hélio.
Entdo, os fragmentos dos ions resultantes sdo separados e suas massas analisada no
proximo espectrometro de massa. A técnica de espectrometria de massa adotando este
procedimento conduz a uma quantificacdo mais especifica, precisa e exata por monitorar
um fragmento i6nico especifico de um fon precursor do analito de interesse. Permite
também andlise qualitativa a partir da interpretacdo da rota de fragmentagdo do ion

precursor (IUPAC, 1973; Murray et al, 2006).

A instrumentacdo consiste basicamente de trés equipamentos, em operagcao
seqiiencial no espaco ou no tempo. Seqiiencial no espago consiste em vérios analisadores de
massa em série. Muitas combinagdes sdo possiveis, as mais comuns dentre essas sdo: 0O
triplo quadrupolo (Q1gQ2), os de quatro setores e os instrumentos hibridos. Nesta

simbologia, Q representa um quadrupolo filtro de massas e q um quadrupolo que serve
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como camara de colis@o. No caso do triplo quadruplo, um fon de interesse gerado na fonte
de ionizagdo € selecionado com o primeiro quadrupolo Q1, dissociado na camara de colisdao
q com energias de até 300 eV e os produtos de fragmentacdo analisados com o segundo

quadrupolo Q2 (Biemann, 1993).

A seqiiéncia no tempo pode ser conseguida através de espectrometros de massa
tipo ion trap e do tipo ICR — ion ciclotron resonance (também chamados de FTMS- fourier
transform mass spectrometry) (Marshall et al, 1998). Estes instrumentos ndo estdo de fato
limitados a experimentos MS/MS, mas podem atingir multiplos estdgios (MS/MS/MS/MS,
ou MS"). Nestes instrumentos, os fons sio selecionados através da aplica¢do de pulsos de
tensdes especificas e as dissociagdes ocorrem normalmente por colisdes com outros gases

(Biemann, 1993).
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7- Materiais
7.1- Fase clinica

Os materiais, equipamentos e instrumentos empregados, na fase clinica deste
estudo de bioequivaléncia, foram relacionados no quadro 1. No quadro 2 apresentamos as

formulagdes teste e referéncia, bem como a apresentacdo farmacéutica e especificacoes.

Quadro 1- Materiais, equipamentos e instrumentos

Alcool 70%;

Algodao;

Seringa descartavel 10 mL;

Estante para os tubos identificados e posicionados em fungéo do tempo de coleta;
Caixa para descarte de material perfuro-cortante;

Garrote;

Gelco 20 ou 22 com adaptador;

Cuba redonda;

Esparadrapo;

Solugdo de heparina;

Tubos de vidro com tampa apropriado para acondicionamento das amostras;
Caixas térmicas e gelo seco;

Termdmetro digital de maxima e de minima;

Freezer e geladeira;

Centrifuga;

Quadro 2- Produtos teste ¢ referéncia

FORMULACAO TESTE REFERENCIA

NOME Clorpropamida Diabinese®

FORMA FARMACEUTICA Solido oral - comprimido Soélido oral - comprimido
PRINCIPIO ATIVO (PA) Clorpropamida Clorpropamida
CONCENTRACAO DE PA 250 mg 250 mg

N° DE LOTE 1372845 40417006

DATA DE FABRICACAO Fevereiro, 2004 Margo, 2004

DATA DE VALIDADE Janeiro, 2006 Margo, 2007
FABRICANTE Laboratério Ranbaxy, India Pfizer do Brasil
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7.2- Fase analitica

Na Tabela 1 apresentamos as especificacdes dos padroes de referéncia

(substancia quimica de referéncia - SQR), empregados neste estudo.

Tabela 1- Padrdes de referéncia

NOME USADO DATA DE DATA DE
QUiMICO COMO FABRICANTE FORNECEDOR LOTE ANALISE VALIDADE
Clorpropamida Analito Sigma, USA Ranbaxy, Brasil 031H0722 agosto/2003 ND
Glibenclamida Padrio interno USV Limited, India Barrera, Brasil CHO0033 23-set-2003 31-ago-05

ND: Ndo determinado. Informagdo ndo disponivel.

Na Tabela 2 relacionamos o material e o instrumental usados neste estudo e na

tabela 3 os reagentes e solventes.

Tabela 2- Materiais e instrumentos

MATERIAIS E INSTRUMENTOS

FABRICANTE, PAIS

Micropipetas ajustaveis (P200, P1000 and P10000)
Ponteira plastica azul descartavel para pipetas (faixa de 5-200 pL) e amarela (faixa de 200 - 1000 pL)
Tubos de ensaio descartaveis 120 x 12 mm e 75 x 12 mm
Multipipetador
Tubos de polipropileno descartaveis com tampa tipo rosca com 15 e 50 mL de capacidade
Tubos de vidro (vials) descartaveis com tampas para acondicionar amostras no Auto-injetor
Agitador (Vortex mixer)

Balanga Analitica

Gilson, Franga
Gilson, Franga
Laborglass, Brasil
Eppendorf, USA
Costar, Brasil
OCP Diagnostics, Brasil
Fischer, USA

Ohaus, Alemanha
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Tabela 3- Reagentes e solventes

REAGENTE DESCRICAO FABRICANTE, ORIGEM
Acetonitrila Grau HPLC J. T. Baker, USA
Metanol Grau HPLC J. T. Baker, USA

Dietil éter
Agua deionizada
Hexano (95% n-hexano)
Diclorometano
Acido acético glacial

Acido cloridrico fumegante

PA (grau para analise)
Ultra pura

PA (grau para analise)

PA (grau para analise)

PA (grau para analise)

PA (grau para analise)

Mallinckrodt, USA
Millipore, Brasil
Mallinckrodt, USA
Mallinckrodt, USA
J. T. Baker, USA

Mallinckrodt, USA

Os equipamentos € o0s

listados na tabela 4.

Tabela 4- Equipamentos e software

softwares utilizados no decorrer deste estudo estao

SISTEMA ANALITICO LC-MS/MS
COMPONENTES FABRICANTE, MODELO NOMERO DI
CROMATOGRAFIA LIQUIDA Shimadzu, Japao LC-10ADVP C20963911092 LP
AUTO-INJETOR Agilent, USA G1329-A DE11106653
ESPECTROMETRO DE MASSA (MS- Sciex/Applied AP 2000 B3740101

MS-TANDEM MASS)
FONTE

SOFTWARE (PROCESSAMENTO
DOS DADOS)

Biosystems, USA

Sciex/Applied
Biosystems, USA

Sciex/Applied
Biosystems, USA

Turboionspray

Analyst v 1.3.2 correndo em Pentium III
(Optiplex Dell GX300)

Os certificados de analise do analito, clorpropamida, e do PI, glibenclamida,

estdo reproduzidos nos anexos VI e VII, respectivamente. A estrutura quimica dos mesmos

foi apresentada no anexo VIII.
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7.3- Fase estatistica

A analise farmacocinética e tratamento estatistico dos dados com a

determinagdo de bioequivaléncia foram realizados com o apoio dos seguintes softwares:
= Microsoft Excel Versdo 7.0;
» WinNonLin Professional Network Edition. Versao 1.5;

» Graph Pad Prism Versdo 3.02.

8- Métodos
&.1- Fase clinica

A etapa clinica deste estudo foi conduzida de acordo com as Boas Praticas
Clinicas (BPC) e demais recomendacgdes estabelecidas pela ICH, bem como de
conformidade com as Resolu¢des 196/96, 251/97 do Conselho Nacional de Saude -
Ministério da Saude e RDC 103/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e
Resolugdes complementares (ICH, 1995b; ICH, 1996; Brasil, 1996; Brasil, 1997; Brasil,
2003¢) .

8.1.1- Desenho do estudo

O estudo foi aberto, aleatorizado, cruzado, com 2 tratamentos, 2 periodos
(2 seqiiéncias), nos quais os voluntarios receberam, em cada periodo, a formulacao teste ou
a formulagdo referéncia. O intervalo entre os periodos de tratamento foi de 21 dias

(Brasil, 2003b; USP XXVIII, 2004c¢).

Os voluntarios foram designados, por uma lista de aleatorizagdao (quadro 17), a

uma das seguintes seqiliéncias de tratamento (Brasil, 2003a):
Seqiiéncia 1: Referéncia (periodo I) — Teste (periodo II)

« Seqiiéncia 2: Teste (periodo I) — Referéncia (periodo II)

Parte Experimental — Materiais e Métodos

110



8.1.2- Recrutamento e sele¢cao dos voluntarios

Os voluntérios participaram inicialmente de um processo de recrutamento, para
0 qual assinaram o termo de recrutamento (anexo I), apds receberem os primeiros
esclarecimentos sobre os procedimentos e as condi¢des nas quais sdo desenvolvidas
pesquisas clinicas. Nesta etapa foi feita uma entrevista que incluiu registro de
eletrocardiograma (ECG), de pressdo sanguinea sistolica e diastolica, de freqiiéncia
cardiaca e medida de temperatura corporea. Em seguida os voluntirios receberam um
formulario de encaminhamento ao laboratdrio para realizagdo dos exames conforme anexo
II. Para fins de avaliacdo das condi¢des de saude, durante o processo de recrutamento e

sele¢do dos voluntarios realizaram os exames apresentados no quadro 3.

Quadro 3- Exames laboratoriais do processo de recrutamento e selecdo dos voluntarios

CATEGORIA EXAMES

ECG ECG padrdo com 12 derivagdes

Hemoglobina, hematocrito, contagem total e diferencial de leucécitos, contagem de globulos

Anélise hematolégica vermelhos, contagem de plaquetas.

Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, glicose em jejum, fosfatase alcalina,

Anélise bioquimica SGOT, SGTP, colesterol total, triglicérides, acido urico e yGT.

Urina Sumario de Urina
Fezes Protoparasitologico
Sorologia Analise Sorologica para: hepatite B, hepatite C e HIV (1+2) 3-HCG para mulheres

Com relagdao ao eletrocardiograma, o médico responsavel por interpreta-los
informou caso os achados especificos fossem julgados como normais, anormais nao
clinicamente significativos (“n.s.”) ou anormais informando, inclusive, se o voluntario foi

considerado apto ou ndo para participar do estudo.

Foi feito registro no formulério de relato de caso (case report form - CRF) dos
voluntarios sempre que um resultado de exame foi considerado como “ndo clinicamente

significativo” (“n.s.”).
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Apo6s o recebimento dos resultados destes, foi realizada consulta médica, para a
obtencao do historico médico e exame fisico de cada voluntario, ocasido em que o médico
informou ao voluntario sobre a sua aptidao fisica para poder participar de um estudo ou, em
caso contrario, deu outras orientagdes pertinentes. Por ocasido da obtengdo do historico
clinico os voluntarios foram também informados sobre as restrigdes de uso de
medicamentos e outras apresentadas no item 8.1.7 Os voluntarios também foram
concomitantemente observados quanto as condi¢des emocionais para participacdo em

estudos clinicos.

Posteriormente voluntarios considerados aptos, no processo de recrutamento,
foram convidados a participarem do processo de sele¢do. Para tanto compareceram ao
laboratorio de analises e pesquisas clinicas designado para a realizacdo dos exames da fase

de internacdo, conforme Anexo II.

No dia anterior, ou no proprio dia da internagdo, ja de posse dos resultados
destes exames, foi realizada nova avaliacdo clinica na unidade ambulatorial, o qual foi
explicitamente documentado no formulario de relato do caso (FRC). No quadro 4

apresentamos a descri¢do sucinta desta avaliagdo.

Quadro 4- Histoéria clinica e exames fisicos referenciados no FRC

CATEGORIA EXAMES

Alergias; olhos, nariz ¢ garganta; sistemas respiratorio, cardiovascular, gastrintestinal,
Historia médica geniturinario, nervoso central, hematopoiético-linfatico, enddcrino; dermatologico, misculo-
esquelético; estabilidade emocional, historia familiar, cirGrgica.

Olhos, orelhas, nariz, garganta, pesco¢o (incluindo tiredide), coragdo, pulmdes, abdomen

Exame fisico (incluindo figado e bago), pele, linfonodos, urogenital, sistema nervoso, esqueleto e musculos

Pressao arterial (medida 5 minutos apds descanso, na posi¢do sentada), pulso, altura, peso (roupas

Dados antropométri L .
dos Opometricos leves), indice de massa corpdrea, temperatura em °C

Nesta avaliacdo, as restricoes de uso de medicagdo e os critérios de exclusao

foram cuidadosamente verificados novamente através de questionamento ao voluntario.

A pressao arterial foi considerada como normal dentro dos seguintes limites:
90-140 mmHg para a sistolica e 50-90 mmHg para a diastdlica. O pulso dentro de 50-90

b.p.m foi considerado normal.
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O indice de massa corpérea (IMC) foi considerado normal quando maior ou
igual a 19 e menor ou igual a 27. Os limites do IMC sao definidos no Report of the Dietary
Guidelines Advisory Committee on the Dietary Guidelines for Americans, 2000, U.S.
Department of Agriculture U.S. (USDA) - Department of Health and Human Services,
Fifth Edition, 2000, tendo sido aceita uma tolerancia de 8% quanto ao limite superior

(USDA, 2000).

Foi comprovado que voluntarios do sexo feminino ndo estavam gravidas, com o

exame B-HCG durante a triagem e também obrigatoriamente antes de cada internacao.

Apds terem sido prestadas informagdes adicionais relativas ao estudo e
esclarecidas todas as duvidas restantes, nos casos de concordancia, os voluntarios
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para participagdo no

estudo, anexo III (Brasil, 2003a). Sendo este momento anterior a internagdo do voluntario.

8.1.3- Critérios de inclusdo do voluntario

Os seguintes critérios foram satisfeitos para que o voluntario participasse do

estudo:

= Ambos os sexos com idade entre 18 a 55 anos. As mulheres ndo poderiam

estar gravidas e nem em regime de amamentacao;
® IMC maior ou igual a 19 e menor ou igual a 27;

® Boas condig¢des de satde ou sem doengas significativas, a juizo médico, de
acordo com as regras definidas no protocolo do estudo, e avaliacdes a que
foi submetido: histdria clinica, medidas de pressao e pulso, exame fisico e

psicologico, ECG, e exames laboratoriais complementares;

= Ser capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os
riscos e efeitos adversos e com inten¢do de cooperar com o pesquisador e
agir de acordo com os requerimentos de todo o ensaio, o que foi confirmado

mediante a assinatura do TCLE (anexo III).
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8.1.4- Critérios de Exclusdao do Voluntario

A resposta positiva a qualquer um dos seguintes critérios foi considerada para a

exclusdo do voluntario do estudo:

" Problemas relacionados com o farmaco:

« Hipersensibilidade a droga estudada (clorpropamida) ou a compostos
quimicamente relacionados; historico de reagdes adversas sérias ou

hipersensibilidade a qualquer fAirmaco;

- Histéria ou presenca de doencas hepaticas ou gastrintestinais ou outra
condicdo possa interferir com a absor¢do, distribuicdo, excrecdo ou

metabolismo do farmaco;

®  Uso de terapia de manutencdo com qualquer medicamento, excetuando-se

anticoncepcionais por via oral;

® Doencas ou problemas de saiide:

- Historia de doenca hepdtica, renal, pulmonar, gastrintestinal, epiléptica,
hematologica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertensao de qualquer etiologia
que necessite de tratamento farmacologico; tem historia ou teve infarto do

miocardio, angina e/ou insuficiéncia cardiaca;

« Achados eletrocardiograficos ndo recomendados a critério do investigador

médico para participacdo no estudo;

« Os resultados dos exames laboratoriais complementares fora dos valores
considerados normais de acordo com as normas do protocolo de estudo, a
menos que sejam considerados clinicamente irrelevantes pelo pesquisador

médico;
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Habitos e dependéncias:
Fumante;

Ingestdo de mais do que 5 xicaras de café ou cha por dia; ter habitos

alimentares peculiares, por exemplo, ser vegetariano;

Histoérico de abuso de alcool, drogas ou consumo expressivo de alcool;

Condicoes encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo:

Uso de medicagdo regular dentro das 2 semanas que antecederam o inicio do
tratamento ¢ a data de avaliag@o, ou fez uso de qualquer medicagdo dentro
de uma semana, excetuando-se anticoncepcionais por via oral € os casos em
que, com base na meia-vida do farmaco e/ou metabolitos ativos, possa ser

assumida a sua completa eliminagao;

Internamento por qualquer motivo até 8 semanas antes do inicio do primeiro

periodo de tratamento deste estudo;

Tratamento dentro dos 3 meses prévios ao estudo com qualquer farmaco

com conhecido potencial toxico bem definido para os grandes orgaos;

Participagdo anterior em qualquer estudo experimental ou ingestdo de
qualquer droga experimental dentro dos trés meses que antecedem o inicio

deste estudo;

Doacdo, perda de 450 mL ou mais de sangue dentro dos trés meses que
antecederam ao estudo ou ainda doag¢ao de mais de 1500 mL dentro dos 12

meses precedendo o estudo;

Outras condicoes:

O voluntario tem qualquer condi¢ao que o impede de participar do estudo

pelo julgamento do investigador médico;

Teste positivo de gravidez.
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8.1.5- Critérios de retirada do voluntario

O voluntario pode solicitar que seja retirado do estudo, a qualquer momento,

por ndo desejar continuar no estudo por:

razoes:

Razdes pessoais (ou mesmo sem razao);

Eventos adversos (EA) da droga em estudo (efeitos ndao desejaveis

possivelmente relacionados a droga em estudo);

Razdes outras que ndo efeitos adversos, por exemplo, indisponibilidade,

intolerancia aos procedimentos do estudo;

O Pesquisador pode retirar o voluntario do estudo, por uma das seguintes

Nao aderéncia as exigéncias do protocolo;
EA, sintomas ou sinais de possivel toxicidade;
Doenca intercorrente requerendo medicagao;

Resposta positiva a reavaliacao de qualquer um dos critérios de exclusdo, no
momento da admissdo ao primeiro periodo de tratamento ou em ocasido

subseqiiente;

Qualquer outra condic¢ao que, a juizo do Pesquisador, seja do interesse para

manutencao da saude do voluntario;

Por terem vomitado apos a ingestdo do medicamento até o dobro do tempo

do Tpax do PA.

No caso do nosso estudo, voluntarios com historico de vomito dentro de 8 horas

apo6s a administragdo foram excluidos (FDA, 2003).
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8.1.6- Consideragdes gerais

A sele¢@o de voluntarios, para este estudo, realizada pela unidade ambulatorial
selecionou 36 voluntarios sadios (de ambos os sexos) diretamente da populagdo do Estado
de Sdo Paulo. Estes foram aceitos no estudo somente no caso de terem sido considerados
sauddveis, a juizo médico, com base na histéria médica, exames fisicos e laboratoriais que
antecederam a admissdo no estudo e entdo internados por 2 periodos de aproximadamente
52 horas cada, com 21 dias de intervalo entre as internag¢des. Sendo que a eles foi solicitado
que se apresentasse para internagao, aproximadamente as 16 horas na tarde anterior de cada

periodo de tratamento.

Na noite em que os voluntarios foram internados receberam um jantar leve
padronizado. A fim de manter a padronizagdo dos grupos de tratamento, a dieta (alimentos
e liquidos) oferecida obedeceu ao mesmo padrdo para todos os voluntirios e todos os
alimentos e bebidas servidas foram ingeridas por completo. Os voluntarios permaneceram
em jejum desde 8,5 horas antes até 2 horas apds a ingestdo da medicacdo, prevista para a
manha seguinte. As demais refei¢cdes foram servidas conforme descrito no quadro 5. A
ingestdo de 4gua e liquidos (exceto os que continham cafeina, xantinas ou bebidas
alcodlicas) foi permitida ad libitum até 2 horas antes e apos 2 horas da administracdo do

medicamento.

Quadro 5- Refeigoes

HORAS (%) REFEICAO

- 12 horas Jantar

- 8,5 horas Ceia

+ 2 horas Desjejum
+ 5 horas Almogo
+ 8 horas Lanche
+ 12 horas Jantar
+ 15 horas Ceia

+ 24 horas Desjejum
+ 29 horas Almogo
+ 32 horas Lanche
+ 36 horas Jantar

(*) Tempo contado a partir do momento da administragdo do medicamento
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No dia seguinte a internagdo os voluntarios receberam, conforme definido pela
aleatorizagdo (quadro 17), 250 mg de clorpropamida em dose tnica a partir das 7:00 horas
da manha, acompanhado de 240 mL de 4gua mineral sem gés. Apds a ingestdo de toda a

agua foi feita checagem para confirmar degluticao do medicamento em sua totalidade.

O intervalo de tempo, entre a administracdo do medicamento a cada um dos
voluntarios, foi de aproximadamente 1 minuto de leito para leito e 2 minutos de quarto para

quarto com pequenas variagdes, dependendo da localizagdo do leito.

Os exames laboratoriais pos-estudo (incluindo registro de ECG) foram
repetidos dentro de 21 dias apds a ultima coleta de sangue do estudo, em horario

previamente combinado, conforme Anexo II.

Apobs o recebimento destes resultados, em data ja agendada por ocasido da
coleta para os exames, os voluntarios compareceram a unidade ambulatorial para o exame

clinico de alta.

Os voluntarios tiveram assisténcia e cuidados especializados durante todos os
periodos de tratamento, o que incluiu uma averiguagdo sumaria de suas condi¢des quando
de seu confinamento e no momento da alta, de forma a possibilitar avaliar sua aderéncia aos
quesitos do estudo. Para casos de emergéncia a unidade clinica, onde foram internados os
voluntarios, dispunha de sala prépria equipada com carrinho de emergéncia e medicacao de
urgéncia para qualquer eventualidade, além de unidade de terapia intensiva (UTI) exclusiva

para o atendimento de pacientes participantes dos estudos de bioequivaléncia.

8.1.7- Medicacdes/Tratamentos e condutas permitidas € ndo permitidas antes e

durante o estudo

Além das condi¢des descritas nos itens referentes aos critérios de exclusdo do
voluntario os mesmos foram informados de que durante a fase de tratamento (internagdes
ou intervalo entre elas) também ndo era permitida qualquer medicagdao concomitante,

inclusive aquelas vendidas sem prescricdo médica.
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Todavia, nos caso de EA, foram administradas as medicagdes consideradas
absolutamente necessdrias para o bem estar dos voluntarios. Neste caso, o uso da

medicacdo foi registrado apropriadamente nos FRCs individuais.

Nao foi permitido, desde 12 horas antes até a ultima coleta de sangue de cada
internagao (periodo), o consumo dos seguintes produtos: cafeina; bebidas que contenham
xantina (cha, café, cola); bebidas alcodlicas. Além da proibi¢do nos periodos mencionados,

o consumo de bebidas alcodlicas foi limitado durante toda a etapa clinica.

Durante as internagdes ndo foi permitida a ingestdo de qualquer outro alimento
(incluindo doces, pastilhas, balas, chicletes, pastilhas para garganta, salgadinhos ou
biscoitos de qualquer tipo), além dos programados, bem como foi ratificada a proibi¢ao

quanto ao fumo ou uso de drogas e os critérios de exclusdo/desligamento do estudo.

Nos dias de confinamento, da noite anterior a administragdo até 4 horas apds a
mesma o voluntario reduziu as suas atividades fisicas ao minimo e ndo foi permitida a

doagdo de sangue durante o estudo.

A adesdo as restricdes quanto ao uso de medicamentos, limitagdes dietéticas e
demais restricdes definidas no protocolo foram investigadas inicialmente através de
questionamento ou observa¢do direta no momento da internagdo, ou antes, da

administracao do medicamento e por observagao direta durante o periodo de internagao.

&.1.8- Coleta de amostras

Conforme o protocolo de coleta, apresentado no quadro 6, em cada periodo
foram coletadas 21 amostras de 5 mL em tubos contendo 50 uL de heparina (5000 UI/mL).
Apenas na primeira interna¢do foi feita uma coleta de sangue de 25 mL para controle

individual, curvas padrdes, etc.
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Quadro 6- Protocolo de coleta das amostras

AMOSTRA HORARIO

Amostra pré administracdo Imediatamente antes (dentro de 1 hora) da administragdo da medicagéo

0,5;1;1,5;2;2,33;,2,67;3;3,33,3,67;4;,4,5,5,6; 8, 12; 16; 24;

Amostras apds administragdo

36; 48; 72 horas apos a administragdo da medicacio,

Um total de aproximadamente 267 mL de sangue foi coletado durante os 2

periodos do estudo, incluindo o volume coletado para os exames pré e pos-estudo.

8.1.9- Processamento e armazenamento inicial das amostras

As amostras de sangue (no periodo maximo de 20 minutos apos a coleta) foram
centrifugadas a 3000 rotacdes por minuto (RPM) por 10 minutos a baixa temperatura (4°C).
Imediatamente ap6s a centrifugacdo, o plasma foi retirado e armazenado em frasco
adequado, igualmente identificado, a temperatura de (-20°C) em freezer especifico para
armazenagem de amostras biologicas, localizado na propria unidade, até transporte a

unidade analitica.

8.1.10- Avaliacao de seguranga

Para fins de acompanhamento de seguranga, os voluntarios foram observados
durante o estudo visando a detecgdo de EA. Consideramos EA a qualquer ocorréncia
médica ndo desejada em um sujeito de pesquisa, que estivesse participando do estudo, ao
qual ja tenha sido administrada alguma das formulacdes sob investigacao. Esta ocorréncia
ndo necessita ter uma relagcdo causal com a medica¢do administrada, podendo, portanto ser
um sinal (incluindo achados anormais de exames ou sinais vitais) ou sintoma desfavoravel
e ndo intencional, ou uma doenga temporalmente associada a medicagdo, relacionada ou

nao a esta.
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Além da comunicacao de eventos pelos voluntarios ou pela simples observagao,
foram consideradas e avaliadas as seguintes variaveis, visando a deteccdo de eventos

adversos:

» Sinais vitais dos voluntarios (freqiiéncia cardiaca, pressao arterial e

temperatura) obtidos durante as internagdes;

= Resultados dos exames laboratoriais (hematologia, bioquimica e andlise de
urina) e eletrocardiograma, obtidos ao final do estudo e avaliados de forma

comparativa aqueles obtidos na fase de selecao dos voluntarios.

= Achados de exame fisico, obtidos ao final do estudo e avaliados de forma

comparativa aqueles obtidos na fase de sele¢ao dos voluntarios.

Os voluntarios foram monitorados clinicamente durante toda a condu¢ao do
estudo quanto a possibilidade de estarem desenvolvendo hipoglicemia. Os voluntarios que
por ventura apresentassem hipoglicemia durante a condugdo do estudo receberiam 40 mL

de glicose 50%.

Os voluntarios foram instruidos sobre os EA em potencial, bem como sobre a
necessidade de comunicéd-los imediatamente ao pesquisador ou sua equipe, mesmo 0S
ocorridos ap6s o periodo sob supervisdo médica direta, deveriam ser imediatamente

comunicados a equipe por telefone.

Por ocasido da alta da ultima internagao, todos os voluntarios foram novamente
avisados de que ndo deveriam doar sangue e participar de qualquer estudo clinico com

medicamentos que envolva a coleta de amostra por pelo menos 3 meses.

Todos os voluntarios, inclusive as possiveis exclusoes apds a administragao de
pelo menos uma dose de um dos medicamentos, foram reavaliados clinicamente (incluindo
sinais vitais, exame fisico e ECG) e por exames laboratoriais iguais aos realizados na fase

pré-estudo (inclusive testes soroldgicos e exame de fezes).
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8.1.11- Consideragdes éticas

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental e o TCLE, foi submetido
ao CEP da Unicamp, credenciado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
do Conselho Nacional de Satde/MS (CNS-MS).

O ensaio ndo foi iniciado antes que o protocolo de estudo tivesse sido aprovado

pelo CEP.

O Estudo foi conduzido de acordo com a Declaracdo de Helsinque (1964) e as
revisdes de Toquio (1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989), Somerset Oeste (1996) e
Edinburgh (2000), assim como as regulamentagcdes Nacionais (Resolugdes 196/96 do
CNS-MS, 251/97 do CNS-MS, bem como RDC 103 de 08 de maio de 2003 da
Anvisa - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria e Resolugdes complementares

(WHO, 2004; Brasil, 1996; Brasil, 1997, Brasil, 2003¢).

8.1.11.1- Termo de consentimento livre e esclarecido

Os voluntarios receberam uma explanagdo da natureza e dos objetivos do
estudo. Foi enfatizado que o estudo tem a finalidade de pesquisa e que o voluntario ndo
podera esperar que haja qualquer efeito terapéutico. Ao voluntario ficou claro que ele/ela
estava livre para se retirar a qualquer momento do estudo sem ser obrigado a fornecer o
motivo de fazé-lo e sem que isto cause qualquer prejuizo no seu atendimento junto ao

centro de bioequivaléncia.

A participacdo dos voluntdrios nas atividades de recrutamento e selecdo foi
acompanhada de autorizacdo prévia conforme o termo de recrutamento no anexo I. Uma
vez aprovada a participagdo do voluntario no estudo, foi solicitado a cada um que, caso
concordasse, assinasse o TCLE (anexo III) para participar no estudo, antes da admissdo no

primeiro periodo de tratamento.
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8.1.11.2- Confidencialidade

Toda a informacgao obtida durante o estudo referente ao estado de saude do
voluntario ficou disponivel ao médico da unidade clinica, cuja obrigatoriedade de

manutencao do sigilo foi inerente a sua fungao.

Uma copia dos exames laboratoriais realizados no pré e pds-estudo foram

fornecidos aos voluntarios.

&.2- Fase analitica

Todos os tubos de ensaio e vials usados no estudo (extracdo, auto injetor, etc.),
bem como tubos de polipropileno e ponteiras plasticas para as micropipetas foram
descartados ap6s o uso, conforme as normas e legislagdo especifica para descarte de
material bioldgico, produtos quimicos e solventes orginicos. Todos os equipamentos,
instrumentos, etc. estavam qualificados e/ou validados, com a rotina de calibragdo dentro

dos prazos de validade (Danzer e Currie, 1998; Danzer et al, 2004; ISO: 17025, 1999).

Todos os procedimentos foram realizados conforme as Boas Praticas de
Laboratério (BPL), como registros em loghook apropriado e conforme procedimentos
operacionais escritos e aprovados previamente. O uso de equipamento de protecao

individual e coletiva adequado foi rotina em todos os procedimentos.

O protocolo de validagdo do método foi preparado em conformidade com a
legislagdo da Anvisa, as diretrizes da [IUPAC, ICH e FDA (Brasil, 2002; Brasil, 2003c;
Thompson, 2002; Danzer e Currie, 1998; Danzer et al, 2004; FDA, 2001b; ICH, 1995a;
ICH, 1997).
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8.2.1- Processamento e estocagem das amostras de plasma dos voluntarios

Assim que as amostras foram recebidas na unidade analiticas, elas foram todas
inspecionadas quanto a sua integridade e as etiquetas da amostra fisica comparadas com o
respectivo registro na documentagdo de remessa. Depois de conferidas, conforme
procedimento apropriado, foram armazenadas, com registro de sua localizagdo no
congelador apropriado, a -20°C até descongelamento para analise. Uma cadeia de custodia

para todas as amostras foi aberta para controle interno (Eurachem-CITAC, 2002).

Ap6s da conclusdo da fase analitica do estudo, o contetido restante das amostras
foi transferido para um refrigerador (a -20°C) destinado a armazenamento de amostras por

longo prazo, até que a destrui¢do fosse autorizada (Luque-Garcia e Neubert, 2007).

8.2.2- Preparo das solucdes

Todas as solugdes foram preparadas em tubos de polipropileno com capacidade
para 15 ou 50 ml, com tampa tipo rosca, adequadamente rotulados com identificacao de
data de preparo, visto do analista, analito, concentragdo e matriz/solvente. Foram estocadas
a 4-8°C. A estabilidade das solugdes foi determinada por testes especificos descritos

posteriormente no item de testes de estabilidade.

A Solugdo master ¢ também designada como solu¢do mae e d& origem as
solugdes de trabalho por diluicdo. Estas permaneceram refrigeradas pelo periodo do estudo
compreendido entre seu preparo e realizacdo dos testes finais de estabilidade e tiveram o
padrao (SQR) pesado e diluido separadamente. Foram empregadas solu¢cdes mae distintas
para as curvas de calibragdo, para os controles de qualidade nas concentragdes baixa, media
e alta (QCA, QCB, QCC), para o limite de quantificacio (LOQ) e para as corridas

analiticas (listas com amostras de voluntarios).

As solugdes de trabalho (work solution) permaneceram na bancada de

preparagao pelo tempo necessario para a preparacao das amostras (tabela 5).
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Tabela 5- Preparo das solugdes

SOLUCAO SOLUTO SOLVENTE CONCENTRACAO pg/mL
Clorpropamida . 1000
Mae Metanol/Agua (70/30;V/V)
Glibenclamida 1000
Clorpropamida , 500,0; 400,0; 350,0.; 159,0; 50,0; 30,0; 15,0;
Trabalho Metanol/Agua (70/30;V/V) 5.0:2.0:1.0
Glibenclamida 0,5
Clorpropamida . 0,3
TSS Metanol/Agua (70/30;V/V)
Glibenclamida 0,125
Acetonitrila , 70/30; v/v
Fase movel Agua
Ac. acético 10uM
Extragdo Dietil éter/diclorohexano/hexano 40/30/30; v/v
HCI Ac. Cloridrico fumegante Agua 0,12M

8.2.3- Preparo dos padrdes de calibragdo, controles de qualidade (Quality Control -
QC) e limite inferior de quantificagao (LOQ)

As concentragdes dos padroes foram definidas na fase de desenvolvimento e
validagdo do método analitico e cobriram a faixa de quantificagdo esperada para o mesmo
(range analitico). As suas concentragdes correspondem aos pontos da curva de calibracdo e

foram utilizadas na constru¢do da mesma (tabela 6).

O QCA foi preparado em concentragdo correspondente a trés vezes a do LOQ.
O QCB foi preparado em concentra¢do aproximadamente mediana em relagdo aos QCA e
QCC. O QCC foi preparado em concentracao correspondente a 80% da maior concentracao
da curva de calibragdo. O LOQ ¢ a menor concentragdo quantificavel pelo método com
precisio e exatiddo aceitaveis. E definido no desenvolvimento e validagdo e corresponde a

menor concentragdo da curva de calibragao (Tabela 7).

Parte Experimental — Materiais e Métodos
125



Tabela 6- Preparo dos padrdes de calibracao

PADRAO DE CALIBRACAO SOLUCAO DE TRABALHO
ANALITO FATOR DE
CONC. VOL. PLASMA VOL. FINAL CONC. VOL. ADIC. DILUICAO
(ug/mL) ADIC. (mL) (mL) (ng/mL) (mL)
Clorpropamida 50,0 0,90 1,00 500,0 0,10 10,00
Clorpropamida 35,0 0,90 1,00 350,0 0,10 10,00
Clorpropamida 15,0 0,90 1,00 150,0 0,10 10,00
Clorpropamida 5,0 0,90 1,00 50,0 0,10 10,00
Clorpropamida 1,5 0,90 1,00 15,0 0,10 10,00
Clorpropamida 0,5 0,90 1,00 5,0 0,10 10,00
Clorpropamida 0,2 0,90 1,00 2,0 0,10 10,00
Clorpropamida 0,1 0,90 1,00 1,0 0,10 10,00
Tabela 7- Preparo dos QC e LOQ
QCELOQ SOLUCAO DE TRABALHO
~ FATOR DE
ANALITO —IDENTIFICAO N, VOL.PLASMA  VOL.FINAL  (ove o X]())I]E DILUICAO
(ng/ml) ADIC. (mL) (mL) - (M :
(mL)
Clorpropamida Qcc 40,0 0,90 1,00 400,0 0,10 10,00
Clorpropamida QCB 3,0 0,90 1,00 30,0 0,10 10,00
Clorpropamida QCA 0,3 0,90 1,00 3,0 0,10 10,00
Clorpropamida LOQ 0,1 0,90 1,00 1,0 1,10 10,00

8.2.4- Teste de Desempenho do Sistema (System Suitability Test - TSS)

Os testes de desempenho (conveniéncia) do sistema s3o parte integrante dos

métodos cromatograficos e baseiam-se no conceito de que o equipamento, eletronica,

operacdes analiticas e amostras a serem analisadas constituem um sistema integral que deve

ser avaliado como tal. Verificam se a resolucdo e reprodutibilidade do sistema sdo

adequadas para a analise em questdo e sdo mantidas ao longo da corrida analitica

(Ribani et al, 2004; USP XXVIII, 2004d).

Foram usadas

5 aliquotas de

solugdo com analito na concentragdo

correspondente a 3 vezes o limite de quantificacdo e PI na concentra¢do usada no estudo

(0,125 pg/ml). As amostras foram injetadas no inicio e no final de cada lote amostras.
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8.2.5- Validag¢ao do método de analise

O procedimento de validagdo de um método analitico consiste em demonstrar
que o mesmo quando aplicado a avaliagdo quantitativa de um analito em uma dada matriz
bioldgica, tal como sangue, plasma, soro, ou urina, ¢ confiavel e reprodutivel conforme o
objetivo para o qual este foi desenvolvido. Com a validagao asseguramos ¢ documentamos,
em conformidade com as BPL, que as caracteristicas de desempenho do método sdo
satisfatorias, seguras e confidveis a aplicagdo para a qual se pretende com o método
analitico proposto (Hembeck, 2002). Cada fase do método deve ser investigada com o
objetivo de determinar a extensao na qual o meio ambiente, a matriz, o material, ou
variaveis do procedimento podem afetar a analise do analito, na matriz em questao, do

momento da coleta do material até/e incluindo o tempo da analise (Shah ez al, 2000).

Pode ser importante considerar a variabilidade da matriz devido a natureza
fisioloégica da amostra (plasma lipémico, etc.). No caso dos procedimentos empregando a
técnica de LC/MS/MS, passos apropriados devem ser acrescentados para assegurar a
auséncia de efeitos matriz ao longo de toda aplicagdo do método, principalmente se a
natureza da matriz usada na validagdo do método for passivel de alteracdo (King et al,
2000). Uma das limitagdes associadas com a técnica de LC/MS ¢ a sua susceptibilidade a
sofrer efeito matriz, que ¢ definido como a conseqii€éncia sobre a ionizagdo do analito de
interesse provocada pela coeluicdo de componentes da matriz. Tipicamente esta pode ser
supressao ou aumento do da resposta com conseqiiente perda de precisdo e exatidao na

analise (Dams ef al, 2003).

Cada lote (batch) de amostras analisadas foi chamado de corrida analitica, lista
de amostras desconhecidas ou simplesmente lista e foram dispostas no rack do auto-injetor

conforme seqiiéncia descrita no protocolo de extracio (quadro 13).

O numero de amostras de QC e o seu posicionamento ao longo da corrida
analitica devem ser cuidadosamente considerados para assegurar o adequado controle do

ensaio (FDA, 2001b; Bressolle et al, 1996; Shah et al, 1992).
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A validacdo foi realizada antes de darmos inicio a quantificagdo das amostras

dos voluntarios e consistiu da execu¢do dos testes pertinentes em trés lotes (batch) de

amostras, aqui chamado de lista de validacdo (1, 2 e 3). Como parte integrante do

procedimento de validagao, realizamos também os testes de: carry-over, cross talk e branco

da matriz, como descrito no quadro 07, bem como, teste de recuperacao, avaliagdo da

supressdo i0nica e testes de estabilidade.

Quadro 7- Testes de carry-over, cross talk, Branco da matriz

TESTE OBJETIVO EXECUCAO "%’ CRITERIO DE ACEITACAO
Validar I . - . . - A . .
CARRY-OVER procedimento de 2 vials: solvente; 2 vials: analito + PI; 2 vials: | Auséncia de pico interferente nos
lavagem solvente; 2 vials: analito + PI; 2 vials: solvente. cromatogramas.
. . . . . . ) Auséncia de pico interferente nos
Validar sistema de 1 vial: Plasma branco; 1 vial: analito; 1 vial: PIL
CROSS TALK ~ . - . cromatogramas correspondentes ao branco,
deteccdo Monitorar transi¢do do analito e do PI .
ao analito e ao PI.
BRANCO DA Validar seletividade 4 vials: pool d.e plasma ngrmal; | vials: pool de Auséncia de pico interferente nos
. plasma hemolisado; 1 vials: pool de plasma
MATRIZ do método lipémico; 6 vial: LOQ em solvente cromatogramas de pool de plasma.

1- Todas as amostras com plasma passaram pelo procedimento normal
de extragdo

2- Analito estd na conc. do iltimo ponto da curva de calibragdo
3- PI estd na conc. empregada no estudo (0,125 pg/mL)

Cada lista de validagdo consistiu de amostras dispostas como descrito no

quadro 8 e foi conduzida conforme diretrizes preconizadas pelo FDA e Anvisa.

Quadro 8- Lote de validacao

AMOSTRA VIAL COMPOSICAO
TSS 5 Analito + PI em solvente
Duplicata Plasma branco extraido
ccailig;jlgdéz Duplicata Plasma branco+ PI extraido
Duplicata Pontos da curva em plasma extraido (analito +PI)
LOQ 8 Analito + PI em plasma extraido
QCA 8 Analito + PI em plasma extraido
QCB 8 Analito + PI em plasma extraido
QCC 8 Analito + PI em plasma extraido
TSS 5 Analito + PI em solvente
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O protocolo de validacdo foi preparado com o objetivo de comprovar e
documentar que a metodologia desenvolvida ¢ adequada para a analise de Clorpropamida

em plasma humano e produz resultados confidveis e reprodutiveis (Inman ef al, 1987).

8.2.5.1- Curva de calibragdo, coeficiente de correlagdao linear, linearidade,

faixa de aplicagdo (range analitico), limite de quantificacao

A Calibragdo ¢ um processo matematico e estatistico para extrair informagdes a

partir da resposta de um instrumento (Honorato et al, 2002; Danzer e Currie, 1998).

A concentragdo de uma amostra ndo ¢ uma grandeza fisica observavel. Em
qualquer método analitico, a concentragdo sempre ¢ obtida de forma indireta, a partir da
medida de outras grandezas como absor¢ao ou emissdo de luz, condutividade e até mesmo
pesos ou volumes, como nos métodos da quimica analitica classica. Para chegarmos ao
valor da concentracdo, cuja determinagdo ¢ o objetivo final da andlise, ¢ necessario
encontrarmos uma fun¢do que relacione as medidas efetivamente realizadas com a
concentragdo procurada. Em qualquer andlise é necessario fazer uma calibragdo que ¢ uma
parte fundamental do processo analitico, podendo afetar a aplicabilidade, a exatidao, a

precisdo, a duragdo e o custo global de uma analise (Pimentel ef al, 1998).

A Curva de calibracdo ¢ a relagdo entre a resposta de um instrumento ¢ a

quantidade (massa, volume, concentracdo) de um analito (Barros Neto et al, 2001).

Qualquer conjunto de pontos em um espago multidimensional apresentando
uma tendéncia regular pode ser representado por uma fungdo matematica, que
freqiientemente pode ser escolhida através de um processo de ajuste conhecido como
método de minimos quadrados. Este fornece resultados ndo tendenciosos e com variancia
minima dentro de certas suposi¢des de natureza estatistica (Custodio et al, 1997). Quando
se deseja construir uma curva de calibragao ¢ feita a suposi¢ao de que a curva passa “o mais

perto possivel” dos pontos experimentais (Pimentel e Barros Neto, 1996).

A curva de calibragdo, com determinagdo da funcdo resposta, foi preparada
usando como matriz plasma humano, no range de concentragdes apresentadas no quadro

13. Esta incluiu uma amostra de branco (matriz biologica isenta de SQR do farmaco e do
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PI), uma amostra de matriz bioldgica mais o PI e de oito amostras contendo SQR do
farmaco e PI, contemplando o limite de variagdo esperado para o método, do LOQ até
120% da concentragdo mais alta que se pretende analisar, ou seja, de 0,100 pg/mL a

50 ug/mL.

O coeficiente de correlacao linear expressa a relacao de x a y na curva, onde os

valores ideais esperados sdo 1 e —1, ou seja, quanto mais proximo da unidade maior a

correlacdo, maior a probabilidade de existir uma relagdo linear definida. Caso os valores

tendam a zero, indica que ndo ha regressao linear. O intervalo em que o valor de ‘r’ pode

ser encontrado é: -1 < r < +1; onde, ‘r’ igual a 1, é considerado como sendo a correlacao
(o

perfeita e ‘r° igual a zero, como sendo a correlacdio  inexistente

(Leite, 2002; Barros Neto et al, 2001).

A linearidade da curva de calibracao foi avaliada pela determinagdo dos desvios
da concentracdo dos pontos da curva em relagdo a concentracdo nominal e coeficiente de

correlacdo linear (USP XXVIII, 2004d), conforme os critérios descritos no quadro 9.

Quadro 9- Concentragdes ¢ critérios de aceitagao da curva

CONCENTRACAO DOS PONTOS DA CURVA DE CALIBRACAO (ug/mL)

0,1 0,2 0,5 1,5 5,0 15,0 35,0 50,0

DESVIOS ENTRE MEDIA E A CON CENTRACAO NOMINAL ACEITACAO
LOQ <20%
Concentragdes acima do LOQ <15%
Coeficiente de correlagio linear >0,98
Percentual de pontos de concentragdo aprovados * >75%
*Aprovados conforme critérios acima e incluindo o LOQ e maior concentragdo da curva

A faixa de aplicagdo de um procedimento analitico (range analitico) ¢ o
intervalo, limite inferior e superior, no qual a concentracdo do analito ¢ determinada com
exatiddo, precisdao e linearidade (The Japanese Pharmacopeia - JP XIV, 2001; European

Pharmacopeia, 2002; The British Pharmacopoeia - BF, 2003).
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O LOQ foi definido levando-se em conta a sensibilidade, a precisdao e a
exatiddo do método. Para a determinagdo da precisdo e da exatidao foram empregadas oito
amostras preparadas na menor concentragdo da curva de calibragdo, ou seja, 0,100 pg/mL,

que foram avaliadas conforme critérios descritos no quadro 10.

Quadro 10- Critérios para aprovagdo do limite inferior de quantificagao (LOQ)

CRITERIO ACEITACAO
Picos interferentes * Ausentes ou no minimo, 5 vezes menores que o LOQ
Exatidao 80-120%
Precisdo >20%
* Picos interferentes no tempo de retengdo do farmaco

8.2.5.2- Precisio e exatidio

A precisao de um método analitico ¢ o grau de concordancia (ou grau de
dispersdo) entre os resultados de medidas efetuadas em torno de um valor central, obtidos
de ensaios efetuados vérias vezes, usualmente triplicatas de pesagens distintas, de uma
amostra homogénea, sob condi¢des experimentais idénticas (Peters e Maurer, 2002). Pode
ser expressa, quantitativamente, como desvio padrdo relativo (RSD) ou coeficiente de
variagdo (CV%). Quanto maior a concordancia entre os valores (repeticdes) em torno da
média de concentragdes, maior a precisdo e menor a dispersao (Cienfuegos, 2005). Quanto
maior RSD ou CV%, maior a variabilidade estatistica ¢ menor a precisdo. Para métodos
bioanaliticos ndo sdo admitidos valores superiores a 15%, segundo a formula (Brasil,

2003c¢):

Desvio Padrao X 100

Concentragdo média determinada experimentalmente

Precisdo (CV%) =

A repetitividade ¢ avaliacdo de como o método se comporta sendo realizado
pelo mesmo analista, na mesma amostra, mesmas condi¢des de andlise € com pequeno
intervalo de tempo de diferenca de uma analise para outra (FDA, 2001b). A repetitividade ¢

uma caracteristica do método e ndo do resultado da analise (Swartz e krull, 1997). Para
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ensaios de bioequivaléncia deve ser considerada em nivel de repetitividade (intra-lote) e
precisdo intermedidria (inter-lote), sob condi¢des de ensaio idénticas (ICH, 1995). A
precisdo intermediaria expressa as possiveis variagcdes dentro do mesmo laboratério tais
como: dias, analistas, equipamento, etc. para a analise de varias aliquotas (pesagens) de

uma mesma amostra homogénea (ICH, 1997).

O FDA define a exatiddo de um método analitico como sendo o “modo de
expressarmos o quanto os valores obtidos no ensaio se encontram proximos do resultado

real tido como verdadeiro”.

Este resultado exato, sem erro sistematico é um conceito tedrico. A exatiddo
perfeita ou ideal ndo pode ser alcancada. Portanto, exatidao em seu significado analitico ¢
sempre considerada dentro de certos limites (Swartz e krull, 1997). E expressa como
percentual de resposta obtido através do doseamento de uma quantidade conhecida da
substancia em exame incorporada em um meio de composi¢ao definida e idéntico a matriz
da amostra (Eurachem, 1998). Representa o grau de concordancia entre os resultados

individuais encontrados e um valor aceito como referéncia (Swartz e krull, 1997).

A andlise de brancos ¢ muito importante para a obtencdo de resultados exatos.
Dependendo do tipo de andlise alguns tipos de brancos sdo imprescindiveis a um bom
resultado: branco de reagentes, solventes, PI, branco do analito na matriz (teor zero ou nao

detectado) ou matriz limpa (FDA, 2001b).

Os ensaios devem ser realizados em um mesmo dia ¢ em dias diferentes. A
exatiddo ¢ expressa pela relacio entre a concentragdo média determinada

experimentalmente e a concentragdo teorica correspondente (Brasil, 2003c):

Concentragdo média determinada experimentalmente X 100
Concentragdo Tedrica

Exatiddo =

Na avaliacdo da precisdo e¢ da exatiddo do método foram usadas trés
concentragdes distintas (QCA, QCB, QCC) na faixa de alcance do método (range), sendo

que foram feitas oito determinagdes por concentracdo. A precisdo foi expressa como CV%
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e a exatidao pela relagdo entre a média das concentragdes determinadas experimentalmente
e a concentracdo tedrica correspondente, tida como verdadeira (Karnes et al, 1991; Karnes

e March, 1991).

A Precisdo e Exatiddo intra-lote (intra-batch), foi determinada pela avaliacao
de amostras de QCs de um mesmo lote e a inter-lote (inter-batch) foi determinada pela
avaliacdo destas nos diversos lotes de amostras, com a avaliagdo da variabilidade destes
(com analises realizadas em dias diferentes); com os critérios de aceitacdo descritos no

quadro 11.

Quadro 11- Critérios de aceitagdo para validacao intra-lote e inter-lote

CRITERIO ACEITACAO*
Exatiddo Entre 85-115% do valor tido como verdadeiro
Precisdo CV<15%

A determinagdo da precisdo do procedimento de re-injecao foi executada re-
injetando-se as amostras de LOQ e QCs imediatamente apds o término de uma lista de

validagdo. Como critérios de aprovagao foram considerados os descritos no quadro 09.

8.2.5.3- Recuperacao (R)

E importante considerar que a eficiéncia do método varia em fungdo da
concentragdo da substincia (Thompson et al, 1999). Na maioria dos casos, a dispersao dos
resultados aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperacdo pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentragdes. Por esse motivo, a recuperagao deve ser
avaliada na faixa de concentragdo esperada para o composto de interesse (Ribani et al,
2004). A sua determinacdo avalia a eficiéncia do processo de extracdo da amostra e
corresponde a fracdo do analito adicionada a matriz limpa da amostra (branco de matriz)

que pode ser detectada pelo método (Burns et al, 2002; Eurachem, 1998; IUPAC, 1997).

O teste de recuperagdao foi executado empregando um lote de amostras
especifico para essa finalidade, com amostras de QCA, QCB e QCC preparadas em pool de

plasma normal, lipémico e hemolisado. Estas amostras foram submetidas ao procedimento
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de extracdo normal (EXT) e os resultados obtidos com estas foram comparados com os
obtidos com o mesmo tipo de amostras ndo submetidas ao processo de extracdo (BM), ou
seja, o plasma passa pelo procedimento de extracdo e s6 entdo ¢ contaminado (fortificado)

com padrao.

R% = EXT X 100
BM

8.2.5.4- Supressao i6nica

Para a avaliacdo da supressdo i6nica empregamos uma instalacdo experimental
que consistiu de uma bomba de infusdo conectada ao sistema por um fluxometro antes da
bifurcagdo e do sistema de bombeamento de fase mével HPLC, o qual foi o mesmo usado
nas analises do estudo. A bomba de infusdo foi colocada para transferir (50,0 pL/min) uma
mistura de analito e PI em fase mével. Uma amostra de plasma humano branco, extraida
por procedimento normal adotado para todas as amostras, foi injetado no sistema de HPLC,
enquanto uma solugdo de padrdo estava sendo infundida e depois de estabilizada a linha de
base com este. Neste sistema, qualquer supressdo iOnica seria observada como uma
depressao do sinal emitido pelo analisador de massa (Muller et al, 2002). Uma ilustracao do

esquema da instalacdo preparada para a realizacao do teste foi apresentada no anexo XI.

8.2.6- Testes de estabilidade das amostras, solu¢cdes mae e de trabalho

A estabilidade de um farmaco em um fluido biologico ¢ funcdo das condigdes
de armazenamento, das propriedades fisico-quimicas deste, da matriz, ¢ do sistema de
embalagem/acondicionamento. A estabilidade ¢ pertinente apenas ao sistema e condigdes
para os quais foi determinada ndo devendo ser extrapolada para outras matrizes e outros
sistemas de embalagem. O procedimento de avaliagdo da estabilidade do analito deve ser
conduzido de forma a abranger o periodo de tempo que vai da coleta das amostras até o
término do estudo, considerando as condi¢des de manuseio e armazenamento das amostras

e solugdes empregadas no estudo (Bressolle et al, 1996).

Nestes testes amostras de plasma e solu¢des empregadas no estudo sdo

submetidas as mesmas condi¢des ou mais adversas as quais as amostras dos voluntarios e
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solugoes foram submetidas, no armazenamento e manuseio, durante o estudo. Os valores de
concentragdo obtidos para essas amostras sdo comparados com os obtidos para amostras de
preparacao recente, tidas como referéncia. Nao sdo aceitas variagdes superiores a 15%. Sao
empregadas cinco amostras para cada nivel de concentragdo (QCA, QCB e QCC). Os
parametros empregados nos testes de estabilidade das amostras e solugdes empregadas no

estudo estdo apresentados no quadro 12.

Quadro 12- Testes de estabilidade

TESTES DE ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS

TEMPO TEMPERATURA

Auto injetor 143 horas 8+2°C

1° ciclo: 30 horas

Congelamento e descongelamento 2°ciclo: 17 horas -20°C

3° ciclo: 47 horas

Curta duragdo 23 horas T °C ambiente

Longa duragdo 68 dias -20°C

TESTES DE ESTABILIDADE DAS SOLUCOES

TEMPO TEMPERATURA
Solugdo master de clorpropamida 42 dias 4-8°C
Solug@o master de glibenclamida 42 dias 4-8°C
Solugdo de trabalho de clorpropamida 15 horas T °C ambiente

8.2.7- Procedimento de extracao

O procedimento de extracao foi adotado para todas as amostras dos voluntarios,
bem como para as amostras de controle de qualidade (QCA, QCB, QCC), LOQ e curva de
calibragdo, tanto no procedimento de validagdo do método como na quantificacdo das
amostras dos voluntarios. A extragdo foi do tipo liquido-liquido (Henion et al, 1998). O

protocolo de extracdo esta esquematizado no anexo XII.
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8.2.8- Condig¢des e parametros cromatograficos e espectrograficos

As condi¢Oes e parametros do sistema de Cromatografia Liquida de Alta

Performance e Espectrometria de Massa, empregados no estudo e definidos por ocasido do

desenvolvimento do método e validados, sdo descritas na tabela 8 € 9.

Tabela 8- Parametros da cromatografia

PARAMETRO-CONDICAO

DESCRICAO

Técnica analitica
Fase movel
Extragdo (mistura de solvente)
Solucdo de lavagem
Solvente de ressuspensio
Solvente das solugdes
Coluna cromatografica
Matriz biologica
Temperatura do auto-injetor
Fluxo de fase movel
Pressdo
Temperatura da coluna
Volume de injegao
Anti-coagulante
Analito quantificado

Padréo interno

Concentragio de padrao interno

Tempo total da corrida
Tempo de retengdo

Tempo de retengao

LC-MS/MS
Acetonitrila/agua (70/30; v/v) + 10 uM de acido acético
Liquido/Liquido — dietil éter/hexano/diclorometano (40/30/30; v/v/v)
Acetonitrila
Fase movel
Metanol/agua (70/30; v/v)
Jones, Génesis C18 4pm (100x 2,1 mm d.i)
Plasma humano
5°C
0,2 ml/min
35 bar
Temperatura ambiente
S5uL
Heparina sodica
Clorpropamida
Glibenclamida
0,125 pg/mL
3,5 min
Clorpropamida 1,8 +0,3

Glibenclamida (IS) 2,5+0,3

O espectro do

analito (clorpropamida) e do PI (glibenclamida) foram

apresentados no anexo XIII e XIX.
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Tabela 9- Parametros da espectrometria de massa

R DESCRICAO
PARAMETRO
Clorpropamida Glibenclamida
Transigdo MRM 277,0>175,0 4942 > 369,4
fon precursor (fon pai) 277,0 494,2
fon produto (fon filho) 175,0 369,4
Dwell time (tempo de residéncia) 0,2 seg 0,2 seg
Energia de colisdo 24 19
Voltagem do cone (decluster potencial) 30 23

Detecgao
Tipo de ionizagdo
Temperatura de dessolvatagdo (°C)
Voltagem capilar (kV)

Espectrometro de massa

Monitoramento de Multipla Reagdo (MRM)
ESP+

350

API12000

8.2.9- Preparo da corrida analitica (lista)

Quadro 13- Lote de amostras desconhecidas — Protocolo de extrag¢do

AMOSTRA VIAL COMPOSICAO
TSS 5 Analito + PI em solvente
duplicata Plasma branco extraido
Curva duplicata Plasma branco+ PI extraido
duplicata pontos da curva em plasma extraido (analito +PI)
Amostras 10 Plasma dos voluntarios de concentragido desconhecida
QCA 1 analito + PI em plasma extraido
Amostras 10 Plasma dos voluntarios de concentragdo desconhecida
QCB 1 analito + PI em plasma extraido
Amostras 10 Plasma dos voluntarios* de concentragdo desconhecida
QCcC 1 analito + PI em plasma extraido
()
TSS 5 Analito + PI em solvente
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As amostras de cada lista foram dispostas no rack do auto-injetor conforme

seqiiéncia descrita no protocolo de extra¢do (quadro 13).

Cada voluntario teve suas amostras do primeiro e segundo periodos analisadas
em uma mesma lista. Cada lote continha no maximo 300 vials ¢ no minimo 4 QC de cada
nivel de concentragdo intercalados a cada 10 amostras de voluntarios, sendo amostras

coletadas no primeiro e segundo periodo de no méximo 2 voluntérios.

8.2.10- Validacao da corrida analitica

Amostras de QC, em 3 niveis de concentracdo, foram usadas para monitorar e
validar as corridas analiticas e foram descartadas as com desvio > 15 % em relagao a
concentragdo nominal. A corrida analitica seria rejeitada se mais que 33% do total ou mais

que 50% dos QCs na mesma concentragdo tivessem sido rejeitados.

Se a concentracdo de uma amostra teve valor abaixo do LOQ seu valor nao foi
extrapolado e, portanto, relatado como zero ou abreviadamente com a sigla em Inglés

BLOQ (Abaixo do Limite de Quantificacao).

Quadro 14- Critérios para execugdo de re-analise

RE-ANALISE

PI ndo € adicionado a amostra

Area do PI apresentando um valor aberrante

Perfil cromatografico insatisfatorio

Erro no processamento (extragdo) da amostra

Concentragdo fora do range da curva de calibragido

Razdes farmacocinéticas
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Caso uma amostra de voluntario tenha sido rejeitada devido a razdes analiticas
ou seu valor foi considerado suspeito, segundo os critérios descritos no quadro 14, foi
executado o procedimento de re-andlise. Estas foram feitas numa lista separada (Lista de re-
analise - LREO1), elaborada especialmente para esta finalidade em triplicata (tabela 24) e

adotados os critérios de decisdo descritos no quadro 15.

Quadro 15- Critérios de decisdo para definir valores aceitos apds a re-analise

RE-ANALISE

DIFERENCA ENTRE MEDIA DE RE-ANALISE E VALOR ORIGINAL VALOR CONSIDERADO

<15% Valor original
Entre 15-30% Média dos 4 valores
>30% Meédia da re-analise

8.3- Fase estatistica
O tratamento dos pardmetros farmacocinéticos incluiu:
Calculo de:

ASC (072 horasy — Area sob a curva de concentragdo da droga versus tempo do

tempo 0 (zero) ao tempo de 72 horas, calculada pelo método linear-log trapezoidal;
Determinacio de:
Cmax — Maior concentracao alcangada, com base nos dados experimentais;
Tmax — Tempo no qual ocorreu Cpax, ndo foi considerado estatisticamente.
Ty, e K¢ ndo foram calculados devido ao fato de empregarmos ASC (yncada

Foi empregada analise de variancia apropriada para o modelo de 2 periodos
cruzados, sob os dados de ASC (yuncada) € Cmax transformados logaritmicamente, a qual levou
em conta em seu modelo os efeitos de seqiiéncia, voluntario dentro da seqiiéncia,

tratamento e periodo (Chow e Wang, 2001).
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A verificagdo de existéncia de efeito residual foi realizada com base na analise
de variancia (ANOVA), utilizando-se como pardmetro o p-value obtido com base na

estatistica de F do efeito de seqiiéncia (FDA, 2001a; Brasil 2003d; FDA 2003).

Foram calculados os pontos paramétricos e estimativas dos intervalos da razao
T/R (formulagdo "teste" / formulag¢do "referéncia") para valores ASCiruncada) € Cmax. A
biodisponibilidade relativa da formulagdo teste versus referéncia foi avaliada pelas razdes
das médias geométricas (pontos estimados). O intervalo de confianga de 90% foi usado
como estimativa de intervalo e foi determinado por andlises paramétricas (dois testes t

unicaudais, p=0,05) (Schuirmann, 1987; Senn, 2001; FDA 2003).

As formulagdes em estudo serdo consideradas com biodisponibilidade
equivalente caso o intervalo de confianca (IC) de 90%, da média geométrica da ASCiruncada)
(no que diz respeito a extensdo da absor¢do) € Chax (no que diz respeito a velocidade de
absor¢do), da formulacdo teste, estejam dentro do intervalo de 80-125% da média

geométrica da formulagao referéncia (Brasil 2002; Brasil 2003¢e; FDA 2003).

No que se refere aos diferentes parametros de ASC, para efeito de decisdo de
bioequivaléncia, a analise considerou como variavel alvo a ASCuncada) considerada até 72

horas (Marzo et al, 1999).

O numero planejado foi de 36 voluntarios. Em caso de drop-out nao houve

substitui¢do (Chow e Wang, 2001; Senn, 2001).
O nivel de significancia a ser utilizado ¢ p < ou = 0,05 (Senn, 2001)

Foram incluidos na andlise estatistica apenas os voluntarios que vieram a

completar os dois periodos do estudo (Schuirmann, 1990).
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9- Fase clinica

9.1- Dados demogréficos

Quadro 16- Dados demograficos

NUMERO | SEXO | IDENTIFICACAO | NASCIMENTO | IDADE[ANOS] | ALTURA [M] PESO [KG] IMC [Kg/M?]
1 M AP220960M 22-Set-60 44 1,67 69,00 24,70
2 M AR140284M 14-Fev-84 20 1,77 62,00 19,70
3 M AS150872M 15-Ago-72 32 1,68 66,00 23,30
4 M CS210372M 21-Mar-72 32 1,65 68,00 24,90
5 M DR120383M 12-Mar-83 21 1,68 73,00 25,80
6 M E0291256M 29-Dez-56 48 1,61 58,50 22,50
7 M EO190773M 19-Jul-73 31 1,64 56,50 21,00
8 M FC010271M 1-Fev-71 33 1,63 67,50 25,40
9 M FRO11083M 1-Out-83 21 1,78 66,60 21,00
10 M FS090278M 9-Fev-78 26 1,72 67,30 22,70
11 M FS190566M 19-Mai-66 38 1,73 76,90 25,70
12 M JX070979M 7-Set-79 25 1,82 72,90 22,00
13 M JP150975M 15-Set-75 29 1,71 72,80 24,90
14 M MM231074M 23-Out-74 30 1,72 63,30 21,40
15 M NS130786M 13-Jul-86 18 1,76 76,60 24,70
16 M RG170883M 17-Ago-83 21 1,77 71,60 22,80
17 M RB011173M 1-Nov-73 31 1,58 58,00 23,20
18 M SP040582M 4-Mai-82 22 1,66 66,50 24,10
19 F AF090874F 9-Ago-74 30 1,64 65,20 24,20

20 F A0240385F 24-Mar-85 19 1,57 55,60 22,50
21 F AG270679F 27-Tun-79 25 1,59 58,20 23,00
22 F CAO11261F 1-Dez-61 43 1,62 68,00 26,00
23 F CT250670F 25-Jun-70 34 1,52 53,30 23,00
24 F DC230286F 23-Fev-86 18 1,56 62,10 25,50
25 F DN060657F 6-Jun-57 47 1,59 61,10 24,10
26 F DP020782F 2-Jul-82 22 1,70 77,80 26,90
27 F FM200978F 20-Set-78 26 1,52 52,10 22,50
28 F IMI151057F 15-Out-57 48 1,65 61,20 22,40
29 F KG220180F 22-Jan-80 25 1,52 51,00 22,00
30 F LM280876F 28-Ago-76 28 1,67 61,50 21,80
31 F MB111268F 11-Dez-68 37 1,54 61,20 25,80
32 F PB190885F 19-Ago-85 19 1,60 60,50 23,60
33 F RP030968F 3-Set-68 36 1,54 54,30 22,80
34 F RS300785F 30-Jul-85 19 1,58 56,00 22,40
35 F RC200570F 20-Mai-70 34 1,55 63,40 26,30
36 F SR180383F 18-Mar-83 21 1,60 58,50 22,80
MEDIA 29 1,64 63,72 23,54
SD 8.94 0,08 7,17 1,72
MIN 18 1,52 51,00 19,70
MAX 48 1,82 77,80 26,90

Resultados

143




9.2- Lista de aleatorizacao

Quadro 17- Lista de aleatorizagao

NUMERO | SEXO | IDENTIFICACAO | PERIODOI PERIODO II
1 M AP220960M T R
2 M AR140284M R T
3 M AS150872M T R
4 M CS210372M R T
5 M DR120383M T R
6 M E0291256M R T
7 M EO0190773M T R
8 M FC010271M R T
9 M FRO11083M R T
10 M FS090278M T R
11 M FS190566M R T
12 M JX070979M T R
13 M JP150975M T R
14 M MM231074M R T
15 M NS130786M T R
16 M RG170883M R T
17 M RBO11173M R T
18 M SP040582M T R
19 F AF090874F R T

20 F A0240385F T R
21 F AG270679F R T
22 F CAO011261F T R
23 F CT250670F R T
24 F DC230286F T R
25 F DN060657F R T
26 F DP020782F T R
27 F FM200978F T R
28 F IM151057F R T
29 F KG220180F T R
30 F LM280876F R T
31 F MB111268F R T
32 F PB190885F T R
33 F RP030968F T R
34 F RS300785F R T
35 F RC200570F T R
36 F SR180383F R T

Codificagdo para identifica¢do dos voluntdrios: AABDDMMAAS em que A=inicial do
primeiro nome. B=inicial do sobrenome, DD=dia do nascimento, MM=més do
nascimento, AA=ano do nascimento, S=sexo.
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O quadro 16 apresenta a média e desvio padrdo dos dados demograficos dos

voluntarios recrutados para o estudo. O quadro 17 apresenta a lista de aleatorizagdo adotada

no estudo. A tabela 10 apresenta os dados separados por género, comparativamente aos

dados de todos os voluntarios.

Tabela 10- Dados demograficos de todos os voluntarios e por género

; IDADE [ANOS] ALTURA [M] PESO [KG] IMC [Kg/M?]
VOLUNTARIO
MASC FEM TOTAL MASC FEM TOTAL MASC FEM TOTAL MASC FEM TOTAL
MEDIA 29 29 29 1,70 1,59 1,64 67,39 60,06 63,72 23,32 23,76 23,54
SD 8,32 9,75 8,94 0,07 0,05 0,08 6,05 6,38 7,17 1,82 1,64 1,72
MIN 18 18 18 1,58 1,52 1,52 56,50 51,00 51,00 19,70 21,80 19,70
MAX 48 48 48 1,82 1,70 1,82 76,90 77,80 77,80 25,80 26,90 26,90

O quadro 18 apresenta os eventos adversos relatados pelos voluntarios nos dois

periodos de medicagdo. Os resultados dos exames laboratoriais pré e pds-estudo estdo

graficamente apresentados no anexo I'V.

Quadro 18- Eventos adversos

EVENTO N° DE CASOS CLASSIFICACAO
Cefaléia 07 Nao sérios de intensidade fraca a moderada
Sonoléncia 01 Nao sério de intensidade fraca a moderada
Nausea 02 Nao sérios de intensidade fraca a moderada

O voluntario 21 relatou a ocorréncia de diarréia acompanhada de distensao

abdominal antes da administracdo da medicacdo do segundo periodo e foi excluido do

estudo por decisdo do investigador médico.

O protocolo clinico ¢ o termo de consentimento livre e esclarecido foram

submetidos a aprovagdo do CEP da Unicamp e o referido termo foi assinado por todos os

voluntarios selecionados antes do internamento, conforme preconizado pelas normas que

regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos. O documento de aprovagdao do

protocolo pelo comité esta reproduzido no anexo V.
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10- Fase analitica

Os certificados de analise do analito, clorpropamida, e do PI, glibenclamida,
estdo reproduzidos nos anexos VI e VII, respectivamente. A estrutura quimica dos mesmos

foi apresentada no anexo VIIIL.

10.1- Validacao do método analitico
10.1.1- Supressao I6nica, Carry Over, Cross Talk, Branco de Matriz

Na quadro 19 apresentamos os resultados do ensaio de supressdo idnica, carry-
over, cross-talk ¢ branco da matriz. Os cromatogramas referentes a estes ensaios foram

apresentados no anexo IX.

Quadro 19- Supressdo i0nica, carry over, cross talk, branco de matriz

TESTES RESULTADO
Supressao ionica Auséncia de supressdo i6nica no tempo de retengdo do analito e PI.
Carry over Auséncia de picos interferentes com area maior ou igual a 20% da area do analito e PI.
Cross talk Confirmada a relagdo dos cromatogramas com a presen¢a de analito e do PI.
Especificidade (branco de matriz) Auséncia de picos interferentes com area maior ou igual a 20% da area do analito e PIL.

10.1.2- Curva de calibragao

A fun¢do matematica que melhor descreve a curva de calibragdo ¢ uma funcao
quadratica do tipo: y=atbx+cx”2. A tabela 11 apresenta os dados de validagdo das curvas

de calibragdo de trés lotes de amostras empregadas para validagao do método 1, 2 e 3.

Foram consideradas, para a defini¢do da curva, 8 concentracdes proporcionando

uma curva com 8 pontos.

A representacdo grafica da curva foi apresentada na figura 9 no anexo X.
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Tabela 11- Validacgao das curvas de calibragao

CONCENTRACAO

CONCENTRACOES DETERMINADAS EXPERIMENTALMENTE (ug/mL)

LOTE DE VALIDACAO ) A A
NOMINAL (ug/mL) C MEDIA EXATIDAO PRECISAO STATUS
1 2 3 (ng/mL) (%) (CV%)

0,0941 0,0800 0,0862 0,0868 86,8 8,1

0,100 Aprovado
0,0954 0,0964 0,0927 0,0948 94,8 2,0
0,193 0,184 0,194 0,190 95,2 2,9

0,200 Aprovado
0,214 0,213 0,202 0,210 104,8 3,2
0,500 0,520 0,533 0,518 103,5 3,2

0,500 Aprovado
0,508 0,527 0,535 0,523 104,7 2,7
1,53 1,65 1,68 1,62 108,0 49

1,50 Aprovado
1,54 1,73 1,88 1,72 114,4 9,9
5,00 4,99 4,75 491 98,3 2,9

5,00 Aprovado
5,13 5,59 5,34 5,35 107,1 43
14,5 14,2 15,2 14,6 97,6 3,5

15,00 Aprovado
15,0 15,1 13,8 14,6 97,6 49
352 34,8 36,5 35,5 101,4 2,5

35,00 Aprovado
35,5 338 353 349 99,6 2,7
49,0 48,9 47,5 48,5 96,9 1,7

50,00 Aprovado
50,6 52,9 51,5 51,7 103,3 2,2

CORRELACAO LINEAR 0,9999 0,9999 0,9985

10.1.3- Determinagao do limite inferior de quantificacio

A tabela 12 apresenta os resultados que validam a concentragdo de

0,100 pg/mL, como a menor concentragdo determinada pelo método com precisdo e

exatidao satisfatorias.

Tabela 12- Limite inferior de quantificagdo

INTRA-LOTE INTER-LOTE
LOTE ‘ ‘

MEDIA PRECISAO EXATIDAO MEDIA PRECISAO EXATIDAO

(ug/mL) (ng/mL)
1 0,101 6,9 101,0
2 0,086 3,5 86,0 0,0958 10,8 95,8
3 0,100 11,2 100,4
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10.1.4- Validagao intra-lote e inter-lote

A tabela 13 apresenta os resultados obtidos na determinagdo da precisdo e
exatiddo inter e intra-lote. Nesta tabela para validagdo a nivel intra-lote apresentamos os
valores médios de concentracdo (n=8), o CV% para avaliacdo da precisdo, e o percentual
(%) de varia¢do da concentracdo obtida experimentalmente e a concentragdo nominal tida
como verdadeira para avaliagdo da exatiddo. Os dados sdo apresentados em trés niveis de

concentragdo: baixo, médio e alto (QCA, QCB, QCC) na faixa de alcance do método.

Para validacdo a nivel inter-lote apresentamos os valores médios de
concentragdo, o CV% e a exatiddo (%) obtidos a partir das médias de cada lote de
validagdo. A nivel inter-lote os dados também s3o apresentados em trés niveis de

concentragdo: baixo, médio e alto (QCA, QCB, QCC) na faixa de alcance do método.

Tabela 13- Precisdo e exatidao intra e inter-lote

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 pg/mL) QCC (40,0 pg/mL)
01 02 03 01 02 03 01 02 03
. MEDIA (pg/mL) 0,330 0,306 0,335 3,38 321 3,37 448 39,5 394
é g PRECISAO (CV %) 2,7 49 48 2,6 3,6 52 47 40 6,5
EXATIDAO (%) 110,2 1020 11,6 1126 107,1 112,3 112,0 98,8 98,4
o MEDIA (ug/mL) 0,324 3,32 412
E g PRECISAO (CV %) 5,7 44 7.9
EXATIDAO (%) 107,9 110,7 103,1

10.1.5- Validacao do processo de re-injecao

Os resultados, apresentados na tabela 14, nos permitem avaliar a confiabilidade
dos dados fornecidos apds a execucdo de um procedimento de re-inje¢do das amostras, por

exemplo, nos caso em que a corrida tenha sido interrompida por qualquer motivo.

Tabela 14- Validagao do procedimento de re-injecao

LOQ(pg/mL) QCA (pg/mL) QCB (pg/mL) QCC(pg/mL)
INICIAL REINJECAO INICIAL REINJECAO INICIAL REINJECAO  INICIAL REINJECAO
MEDIA (pg/mL) 0,101 0,109 0330 0341 338 334 48 450
VARIACAO (%) 78 31 11 05
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10.1.6- Recuperagdo

As tabelas 15 e 16 apresentam os resultados obtidos na determinacdo do fator
de recuperacdo do método para o analito (clorpropamida) e para o PI (glibenclamida),

respectivamente.

Tabela 15- Teste de recuperagao - clorpropamida

.

NIVEL DE mmMo AMOSTRA RECUPERACAO

CONCENI'RA(;AO POOL EXTRAIDA EXTRAIDA INDIVIDUAL. MEDIA CV (%)
1 0320 0131 409
BAIXA 2 0310 0123 396 412 44
3 0305 0132 ¥ey)
1 3% 145 49
2 32 143 #3 “9 14
MEDIA 3 3% 152 456
Hemolisado 303 141 466
Lipémico 306 128 417
1 438 183 407
ALTA 2 484 187 386 »0 40
3 86 183 378
Média de valores em ug/mL, n = 5
Tabela 16- Teste de recuperagao - glibenclamida
NIVELDE _ POOL AMOSTRANAO AMOSTRA RECUPERACAO oV %)
CONCENTRACAO EXTRAIDA EXTRAIDA INDIVIDUAL. MEDIA
1 00285 00131 460
BAIXA 2 00300 00130 33 452 37
3 00283 00131 462
1 0290 0144 499
2 0311 0142 458 472 48
MEDIA 3 0307 0,41 460
Hemolisado 0318 0,146 460
Lipémico 0298 0,140 471
1 1512 0693 458
ALTA 2 1363 0665 488 473 2
3 1482 0701 473

Média de valores em ug/mL, n = 5
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10.2- Testes de estabilidade das amostras e solu¢des

Os resultados do teste de estabilidade das amostras, no compartimento do auto-
injetor, sdo apresentados na tabela 17. Nesta tabela indicamos a média de concentragdo em
trés niveis (baixo, médio e alto) para as amostras processadas, os respectivos coeficientes

de variagdo (para n=5) e a variagao ap6s 143 horas de permanecia no auto-injetor a 5°C.

Tabela 17- Teste de estabilidade no auto-injetor

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 pg/mL) QCC (40,0 pg/mL)
. APOS 143 . APOS 143 . APOS 143
REFERENCIA " o0 (& REFERENCIA HORAS REFERENCIA HORAS
MEDIA (ng/mL) 0,288 0,297 2,81 2,94 37,0 38,0
CV (%) 3,9 3,8 2,7 39 8,4 39
VARIACAO 33 4.6 2.8

Os resultados do teste de congelamento e descongelamento das amostras, apds
3 ciclos de variagdo de temperatura (-20°C a temperatura ambiente), sdo apresentados na
tabela 18. Nesta tabela indicamos a média de concentragdo em trés niveis (baixo, médio e
alto) para as amostras processadas, os respectivos coeficientes de variacao (para n=5) e a
variagdo entre os dados de concentracdo obtidos antes e apds o 3° ciclo de congelamento e

descongelamento.

Tabela 18- Teste de estabilidade no congelamento e descongelamento

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 pg/mL) QCC (40,0 pg/mL)
. APOS 3° . APOS 3° . APOS 3°
REFERENCIA " o' REFERENCIA ‘. ~'0 REFERENCIA ° /0
MEDIA (pg/mL) 0,305 0,290 3,16 2,93 37,1 36,6
CV (%) 72 52 5,6 72 12,3 8,1
VARIACAO -5,0 7,5 -13
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Os resultados do teste de estabilidade da amostra, apds processamento por 23

horas, sdo apresentados na tabela 19. Nesta tabela indicamos a média de concentragdo em

trés niveis (baixo, médio e alto) para as amostras processadas, os respectivos coeficientes

de variacdo (para n=5) e a variagdo entre os dados de concentracao obtidos antes e ap6s 23

horas.

Tabela 19- Teste de estabilidade de curta duracao

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 pg/mL) QCC (40,0 pg/mL)
. APOS 23 . APOS 23 . APOS 23
REFERENCIA REFERENCIA REFERENCIA
HORAS HORAS HORAS
MEDIA (pg/mL) 0,321 0,320 3,22 3,18 38,4 39,6
CV (%) 2,9 5.8 4.4 3,1 2,7 5,0
VARIACAO 0,4 13 3.2

Os resultados do teste de estabilidade para as amostras, quando acondicionadas

a temperatura de -20 °C pelo periodo de duracio do estudo, sdo apresentados na tabela 20.

Nesta tabela indicamos a média de concentragdao em trés niveis (baixo, médio e alto) para as

amostras processadas, os respectivos coeficientes de varia¢do (para n=5) e a variagdo entre

os dados de concentracdo obtidos antes e apds 68 dias de acondicionamento.

Tabela 20- Teste de estabilidade de longa duragao

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 ug/mL) QCC (40,0 pg/mL)
REFERENCIA APOS 68 REFERENCIA APOS 68 REFERENCIA APOS 68
DIAS DIAS DIAS
MEDIA (ug/mL) 0,295 0,288 3,15 3,08 40,1 36,9
CV (%) 9,0 4,4 4,2 39 7,9 5,3
VARIACAO 24 2,2 7,9

Os resultados do teste de estabilidade da solucdo mae de clorpropamida e

glibenclamida, acondicionada a temperatura de 4 & 8°C (geladeira) por 42 dias, sdo

apresentadas na tabela 21 e 22, respectivamente. Nestas tabelas indicamos a média de

concentragdo em trés niveis (baixo, médio e alto) para as solugdes, os respectivos
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coeficientes de variagdo (para n=5) e a variacdo entre os dados de concentracao obtidos

antes e ap6s 42 dias.

Tabela 21- Estabilidade da solu¢do mae de clorpropamida

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 pg/mL) QCC (40,0 pg/mL)
. APOS 42 . APOS . APOS 42
REFERENCIA DIAS REFERENCIA W0 ¢ REFERENCIA DIAS
MEDIA (ug/mL) 0,309 0,327 2,92 3,23 44,0 434
CV (%) 6,6 4,7 7,4 7,9 9,3 8,7
VARIACAO 5.8 8,9 1.4
Tabela 22- Estabilidade da solu¢do mae de glibenclamida
QCA (0,03 pg/mL) QCB (0,30 ug/mL) QCC (1,5 ug/mL)
- APOS 42 - APOS 42 - APOS 42
REFERENCIA DIAS REFERENCIA DIAS REFERENCIA DIAS
MEDIA (ug/mL) 0,0314 0,0305 0,335 0,313 1,68 1,52
CV (%) 4,7 2,1 33 32 3.8 4,6
VARIACAO 2,7 -6,6 9,5

Os resultados do teste de estabilidade da solucdo de trabalho da clorpropamida,

quando mantidas em temperatura ambiente por 15 horas, sdo apresentados na tabela 23.

Nesta tabela indicamos a média de concentragdo em trés niveis (baixo, médio e alto) para a

solugdo de trabalho de clorpropamida, os respectivos coeficientes de variacdo (para n=5) e

a variacao entre os dados de concentragdo obtidos antes e apds 15 horas.

Tabela 23- Estabilidade da solugdo de trabalho de clorpropamida

QCA (0,300 pg/mL) QCB (3,00 pg/mL) QCC (40,0 pg/mL)
. APOS 15 . APOS 15 . APOS 15
REFERENCIA o0 O REFERENCIA  ‘poo’ & REFERENCIA HORAS
MEDIA (ug/mL) 0,343 0,311 3,38 3,33 37,6 41,0
CV (%) 4,0 7,5 3,0 47 5,6 8,3
VARIACAO 9,2 -1,5 8,9
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10.3- Validacao dos lotes de amostras dos voluntarios
Os resultados da validagao das corridas analiticas de todas as listas de amostras
dos voluntarios sdo apresentados na tabela 24. As listas LAD02, LADO03, LAD12 e LADI3
foram rejeitadas vindo a ser repetidas integralmente nas listas de repeticio (LRP) de
namero 01 a 07. A lista LREO1 foi feita para as amostras que foram rejeitadas
individualmente, conforme motivos descritos na tabela 32, e foram agrupadas para re-
analise.

Tabela 24- Identificacdo das listas de amostras analisadas dos voluntarios

PSTAQOTE) . QUANT.NOLOTE  LOTE . STATUS  OBSERVACOES*
LADO1 Vols. 001-002-003-004 216 Aprovado -
LADO2 Vols. 005-006-007-008-009 259 Rejeitado QCs fora do range
LADO3 Vols. 010-011-012-013-014 261 Rejeitado Corrida interrompida
LADO4 Vols. 015-016 123 Aprovado -
LADO5 Vols. 017-018 123 Aprovado -
LADO6 Vols. 019-020 123 Aprovado -
LADO7 Vols. 022-023 123 Aprovado -
LADOS Vols. 024-025 120 Aprovado -
LADO0O9 Vols. 026-027 121 Aprovado -
LADI10 Vols. 028-029 123 Aprovado -
LADI11 Vols. 030-031 123 Aprovado -
LADI12 Vols. 032-033 123 Rejeitado PI apresentou valor aberrante
LADI13 Vols. 034-035 123 Rejeitado QCs fora do range
LADI14 Vols. 036-021 96 Aprovado -
LRPO1 Vols. 005-006 121 Aprovado -
LRP02 Vols. 007-008 123 Aprovado -
LRPO3 Vols. 009-010 123 Aprovado -
LRP0O4 Vols. 011-012 123 Aprovado -
LRPOS Vols. 013-014 123 Aprovado -
LRP06 Vols. 032-033 123 Aprovado -
LRPO7 Vols. 034-035 123 Aprovado -
LREO1 Lote de amostras re- 123 Aprovado Vide tabela 32

analisadas

LAD: Lista de amostras desconhecidas (amostras de voluntdrios)

LRP: Lista de repeti¢do onde todas as amostras dos voluntdrios que compdem a lista sdo re-analisadas.

LRE: Lista de re-andlise de amostra dos voluntdrios onde apenas algumas amostras por lista sdo re-analisadas (Vide tabela 32).
* As observagdes referem-se aos motivos de rejei¢cdo do lote de amostras (lista) na sua totalidade.
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analise das amostras dos voluntarios.

Tabela 25- Informacdes adicionais sobre as listas de amostras

Na tabela 25 ¢ apresentado um resumo da validagao das corridas analiticas para

PERCENTUAIS DE APROVACAO

Total de amostras desconhecidas quantificadas 1481
Total de amostras de QCs incluidas 168
% de QCs em relagdo as amostras desconhecidas quantificadas 11,34%

Total de QCs aprovados 151

% de QCs aprovados 89,9

Lotes processados 22

Lotes rejeitados 4
10.3.1- Teste de desempenho do sistema (TSS-System Suitability Test)
Tabela 26- Dados do TSS e perfil de resposta do PI
TEMPO DE RETENCAO DO ANALITO TSS
ustaspe PO 15 QCE AMOSTRAS icio TERMING
AMOSTRAS - - - - -
MEDIA CV (%) MEDIA CV (%) MEDIA CV (%) MEDIA CV (%) MEDIA CV (%)
LADO1 257364 10,0 1,86 0,5 1,86 0,7 0,20 2,1 0,20 3,5
LADO4 283455 13,2 1,85 1,3 1,86 0,5 0,16 8,7 0,15 8,8
LADO5 289958 5,9 1,87 0,6 1,87 0,5 0,13 3,0 0,16 44
LADO6 294380 7,2 1,88 0,3 1,87 0,6 0,16 6,1 0,15 6,5
LADO7 278052 12,6 1,86 1,3 1,87 0,9 0,19 1,5 0,16 1,4
LADOS8 244037 3,6 1,83 0,3 1,83 0,3 0,16 2,7 0,15 6,4
LADO09 250936 4,7 1,88 0,5 1,84 1,1 0,16 2,2 0,16 3,0
LADI10 243765 438 1,85 1,0 1,85 1,1 0,16 6,2 0,15 1,9
LADI1 248652 7,2 1,89 0,3 1,89 0,7 0,14 1,6 0,15 2,2
LADI14 236905 8,4 1,84 0,5 1,84 0,3 0,17 3,7 0,17 2,6
LRPO1 239487 10,4 1,85 0,9 1,84 0,6 0,21 8,5 0,19 53
LRP02 288050 5,5 1,83 1,2 1,83 0,8 0,16 5,8 0,18 10,9
LRP03 263461 9,1 1,86 1,2 1,85 0,9 0,20 24 0,21 33
LRP04 272973 12,3 1,86 1,1 1,86 1,0 0,20 6,2 0,18 5,6
LRPO5 265374 8,9 1,86 1,1 1,83 0,8 0,22 9,9 0,20 3,7
LRP06 229300 12,7 1,83 0,4 1,83 0,3 0,22 44 0,22 2,6
LRPO7 227570 10,0 1,85 0,8 1,85 0,9 0,21 3,7 0,23 2,9
LREO1 207268 9,7 1,88 1,1 1,86 0,5 0,09 3,7 0,09 7.8
MEDIA 256722 8,7 1,86 0,8 1,85 0,7 0,17 4,6 0,17 4,6
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A tabela 26 apresenta os resultados do TSS respectivamente para todas as listas

aprovadas.

10.3.2- Validacdo das curvas de calibracdo das listas de amostras dos

voluntarios

O modelo de regressao, as equacdes para cada curva de calibragdo, com
coeficiente angular e intercepto da reta, bem como o respectivo coeficiente de correlacao

linear (r), ¢ mostrado abaixo, na tabela 27, para todas as listas aprovadas.

Tabela 27- Equacdes das curvas de calibragdo de cada lista de amostra

EQUACAO GERAL: y = a + bx + cx"2 (1/x weighted)

IDENTIFICACAO a b c r
LADO1 7.25E-03 5.88E-01 -3.74E-03 0,998800
LADO4 1.03E-02 4.19E-01 -1.45E-03 0,999000
LADOS -6.76E-03 4.53E-01 -2.52E-03 0,999400
LADO6 1.84E-03 4.89E-01 -2.37E-03 0,999700
LADO7 9.75E-03 4.88E-01 -2.74E-03 0,999500
LADO8 6.75E-03 4.50E-01 -2.01E-03 0,999000
LADO9 2.01E-03 4.40E-01 -1.47E-03 0,999700
LADI10 -3.04E-04 4.64E-01 -2.35E-03 0,999600
LADI11 3.23E-03 4.46E-01 -1.35E-03 0,998800
LADI14 1.36E-02 4.90E-01 -2.85E-03 0,999500
LRPO1 1.14E-02 5.27E-01 -2.99E-03 0,999400
LRPO2 8.85E-03 5.09E-01 -2.40E-03 0,998700
LRPO3 4.39E-03 5.97E-01 -4.16E-03 0,998900
LRP04 2.72E-03 6.44E-01 -5.39E-03 0,998800
LRPO5 2.39E-02 5.44E-01 -2.74E-03 0,999500
LRPO6 1.71E-02 6.17E-01 -3.52E-03 0,999100
LRPO7 1.31E-02 5.97E-01 -3.39E-03 0,998900
LREO1 1.19E-02 2.68E-01 -8.77E-04 0,998300
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10.3.3- Validagao intra-lote e validacao inter-lote

Os resultados da wvalidagdo intra-lote e inter-lote sdo apresentados,
respectivamente, nas tabelas 28 e 29.
Tabela 28- Controle de qualidade intra - lote
QCA QCB QcCC TOTAL DE QC
LISTA - - -
xf/zl]ﬁ CV(%)  EXATIDRO % (N;E/I;‘Iﬁ‘) V(%)  EXATIDAO % (N;;I;‘% CV(%)  EXATIDAO % APROV. TOTAL %
LADO1 0295 63 982 8 298 56 993 100 438 42 1096 67 15 18 83
LAD04 0314 1,7 1048 100 329 46 1098 67 400 25 999 100 8 9 89
LADO5 0306 01 1020 67 303 67 1011 100 41,5 106 1038 100 8 9 89
LAD06 0271 07 904 100 28 02 952 100 361 65 904 67 8 9 89
LADO7 0279 72 93,0 67 28 32 944 100 374 40 935 67 7 9 78
LAD08 0300 2,1 999 100 3,06 04 10,9 100 37,7 22 943 100 9 9 100
LADO09 0290 48 966 100 299 99 995 100 349 20 873 67 8 9 89
LAD10 0302 68 1005 100 292 20 972 100 379 49 948 100 9 9 100
LAD11 0317 09 1057 67 295 25 982 100 350 14 874 100 8 9 89
LAD14 0294 86 97,9 100 28 02 953 100 391 01 979 100 6 6 100
LRPO1 0300 27 999 100 297 63 989 100 390 32 975 100 9 9 100
LRP02 0284 50 946 100 3,03 32 1009 100 399 13,1 997 67 8 9 89
LRP03 0317 68 1055 100 308 86 1027 100 380 32 955 100 9 9 100
LRP04 0318 38 106, 67 294 57 979 100 408 19 1019 67 7 9 78
LRPO05 0273 98 91,0 100 300 74 1000 100 365 55 913 100 9 9 100
LRP06 0284 0,1 947 67 303 66 1011 100 41,0 68 1025 100 8 9 89
LRP07 0310 44 1033 100 317 09 1057 100 426 04 1066 67 8 9 89
LREO1 028 42 953 100 3,15 99 1051 67 382 30 956 67 7 9 78
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Tabela 29- Controle de qualidade inter - lote

QCA QCB QcCcC QC TOTAL
LISTA - - -
?::,E‘Ilﬁ APROV. TOTAL % APROV. ?::,E‘Ilﬁ APROV. TOTAL % APROV. ?::/zllj APROV. TOTAL % APROV. APROV. TOTAL %

LAD 01 0,295 5 6 83 2,98 6 6 100 438 4 6 67 15 18 83
LAD 04 0314 3 3 100 3,29 2 3 67 40,0 3 3 100 8 9 89
LAD 05 0,306 2 3 67 3,03 3 3 100 415 3 3 100 8 9 89
LAD 06 0,271 3 3 100 2,86 3 3 100 36,1 2 3 67 8 9 89
LAD 07 0,279 2 3 67 2,83 3 3 100 374 2 3 67 7 9 78
LAD 08 0,300 3 3 100 3,06 3 3 100 37,7 3 3 100 9 9 100
LAD 09 0,290 3 3 100 2,99 3 3 100 349 2 3 67 8 9 89
LAD 10 0,302 3 3 100 2,92 3 3 100 37,9 3 3 100 9 9 100
LAD 11 0317 2 3 67 2,95 3 3 100 35,0 3 3 100 8 9 89
LAD 14 0,294 2 2 100 2,86 2 2 100 39,1 2 2 100 6 6 100
LRP 01 0,300 3 3 100 2,97 3 3 100 39,0 3 3 100 9 9 100
LRP 02 0,284 3 3 100 3,03 3 3 100 39,9 2 3 67 8 9 89
LRP 03 0317 3 3 100 3,08 3 3 100 38,0 3 3 100 9 9 100
LRP 04 0318 2 3 67 2,94 3 3 100 408 2 3 67 7 9 78
LRP 05 0,273 3 3 100 3,00 3 3 100 36,5 3 3 100 9 9 100
LRP 06 0,284 2 3 67 3,03 3 3 100 41,0 3 3 100 8 9 89
LRP 07 0,310 3 3 100 3,17 3 3 100 42,6 2 3 67 8 9 89
LRE 01 0,286 3 3 100 3,15 2 3 67 38,2 2 3 67 7 9 78
ﬁg‘gﬁ 0,297 3,01 38,9
CV (%) 5,1 39 6,4

EXATIDAO 98,9 100,3 97,1

(%)
QC TOTAL 50 56 89,3 54 56 96,4 47 56 83,9 151 168 89,9
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A quantidade de amostras de controle de qualidade e o percentual destas em

cada uma das listas de amostras dos voluntérios aprovadas sao apresentados na tabela 30.

Tabela 30- Amostras de controle de qualidade

LOTE DE AMOSTRAS CONTROLE DE QUALIDADE
IDENTIFICACAO QUANTIDADE TOTAL %
LAD 01 216 18 8,3
LAD 04 123 9 7.3
LAD 05 123 9 7.3
LAD 06 123 9 7,3
LAD 07 123 9 7.3
LAD 08 120 9 7,5
LAD 09 121 9 7.4
LAD 10 123 9 7.3
LAD 11 123 9 7.3
LAD 14 96 6 6,3
LRP 01 121 9 7.4
LRP 02 123 9 7.3
LRP 03 123 9 7.3
LRP 04 123 9 7.3
LRP 05 123 9 7.3
LRP 06 123 9 7.3
LRP 07 123 9 7.3
LRE 01 123 9 7.3

10.4- Re-andlise

Tabela 31- Percentual de re-analise

PERCENTUAL DE RE-ANALISE

TOTAL DE AMOSTRAS DESCONHECIDAS QUANTIFICADAS 1481
AMOSTRAS RE-ANALISADAS 28
PERCENTUAL DE RE-ANALISES 1,9%

O percentual de re-analise foi apresentado na tabela 31. As amostras que foram
re-analisadas, a razdo para a ré-andlise, bem como a decisd@o quanto a definicdo do valor

final, apds a re-andlise, foram apresentadas na tabela 32.
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Tabela 32- Motivos e decisdes quanto as re-analises

VALOR TRIPLICATA (ug/ml) MEDIA DA _ VALOR
AMOSTRA  MOTIVO ORIGINAL TRIPLICATA DECISAO FINAL
(ng/mL) 1 2 3 (ng/mL) (ng/mL)
V002 - P2 - 2:20 a 44,6 26,2 33 28,1 28,1 Média da repeticio 28,1
V003 - P1 - 4:00 a BLOQ 24 26,2 25,4 254 Média da repetigdo 25,4
V015 - P1 - 06:00 a 30,2 207 204 217 20,7 Meédia da repeticio 20,7
V020 - P1 - 12:00 a 28,0 29.9 30 29,9 29.9 Valor original 28,0
V022 - P2 - 06:00 a 358 2,7 277 25,1 26,7 Média do valor original 272
€ repeticao
V025 - P2 - 00:00 b 37 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ Média da repetigdo BLOQ
V025 - P2 - 00:30 b 356 41 389 418 41 Média o valor original 4
e repeticao
V025 - P2 - 01:00 b BLOQ 36,1 386 362 36,2 Média da repeticio 36,2
V025 - P2 - 01:30 b 324 309 348 389 348 Valor original 324
V027 - P1 - 00:00 b 192 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ Média da repeticio BLOQ
V027 - P1-00:30 b BLOQ 19 22,4 22,6 22,4 Meédia da repeticdo 22,4
V027 - P1 - 01:00 b 19,6 208 23,7 248 23,7 Média do valor original 2238
e repeticao
V005 - P1 - 08:00 a 32,1 20 199 201 20 Média da repeticio 20,0
V005 - P1 - 12:00 a 277 193 207 209 20,7 Média o valor original 54 ¢
e repeticao
V005 - P2 - 04:30 a 34,6 28 232 241 232 Média da repeticio 232
V005 - P2 - 05:00 a 338 20 203 222 213 Média da repeticio 213
V006 - P1 - 03:00 b 24,4 25,9 234 25 25 Valor original 24.4
V006 - P1 -03:20 a 37,8 258 24 25,9 258 Meédia da repeti¢ao 25,8
V006 - P1 - 03:40 a 30,5 268 249 238 24,9 Média do valor original 55 ¢
e repeticao
VOI1 - P2 - 03:40 b 19 24,9 26 2.4 24,9 Média da repeticio 24,9
VO11 - P2 - 04:00 b 332 256 245 221 245 Média do valor original 55
. € repeticao o
VOI1 - P2 - 12:00 a 27.9 22,9 20 21,7 21,7 Média do valor original 223
. € repeticao L
V011 - P2 - 16:00 a 28,6 21 21,9 21,3 21,3 Média do valor original 21,6
. € repeticao L
VOL1 - P2 - 24:00 a 26,3 182 199 204 19,9 Média do valor original 20,2
e repeticao
V014 - P2 - 02:20 a 414 273 256 26,7 26,7 Média da repeticio 26,7
V033 - P1 - 01:00 b 35,5 408 407 414 40,8 Valor original 35,5
V033 - P1-01:30 b 17,1 315 378 399 378 Média da repeticio 378
V033 - P1 - 02:00 b 24 376 326 351 35,1 Média da repeticio 35,1

a — Area do PI apresentando um valor aberrante
b — Razdes farmacocinéticas

BLOQ - Abaixo do LOQ

V — N °do Voluntdrio (001 a 036)

P — Periodo do estudo (1 ou 2).
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10.5- Determinagao da concentragdo de clorpropamida

Os valores da concentragdo plasmatica de clorpropamida de todos os 36
voluntarios, nos 21 tempos de coleta, estdo apresentados nas tabelas 33 a 38. Os valores de
concentragdo abaixo do BLOQ sao considerados como sendo zero, para fins de tratamento

estatistico.

Tabela 33- Concentragdo plasmatica de clorpropamida, em pg/mL, dos voluntarios

01 ao 06

VOLUNTARIO 01 02 03 04 05 06

HORARIO (h) I 1 I I I II I I I I I I
0:00 BLOQ 0,103 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
0:30 0473 255 308 35 432 284 8,62 646 346 273 464 815
1:00 294 312 283 288 303 325 18 208 299 25 342 296
1:30 534 299 286 29 30,5 274 26 233 315 287 32 31,6
2:00 632 274 314 272 311 29 29,1 243 283 26 304 29,1
2:20 779 286 327 281 297 284 234 242 285 272 33,7 277
2:40 774 262 324 327 294 275 20,7 21,7 255 238 297 258
3:00 75 225 278 275 287 269 224 242 241 246 244 259
3:20 766 244 283 248 254 2801 227 258 232 238 258 244
3:40 795 224 299 247 274 255 225 242 237 229 258 273
4:00 894 221 272 251 254 263 21,7 21,8 246 221 278 30
4:30 8,19 22,7 26,1 27 277 255 246 214 213 232 246 287
5:00 894 243 283 26,7 27 254 253 20,5 244 213 264 26
6:00 773 24 267 265 248 238 222 229 24 27,3 258 2411
8:00 693 234 252 256 256 227 20,7 262 20 207 266 246
12:00 785 223 243 256 236 2 21 229 208 186 225 217
16:00 6,7 199 246 207 193 198 206 18,9 18 15,2 22 18,2
24:00 632 194 224 198 193 18,3 15,9 157 144 139 203 16,1
36:00 635 17,1 185 16,7 159 149 161 16 1,6 102 192 155
48:00 584 198 167 133 128 135 133 12 974 806 N/A 126
72:00 416 13,6 122 102 927 8.4 7,74 722 568 472 949  N/A

Concentragdo plasmdtica de clorpropamida nas amostras dos voluntdrios 01, 02, 03, 04, 05 e 06, nos periodos I e I, em
fungdo do hordrio de coleta.
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Tabela 34- Concentragdo plasmatica de clorpropamida, em pg/mL, dos voluntérios

07 ao 12

VOLUNTARIO 07 08 09 10 11 12

HORARIO (h) 1 I 1 II I Il I I I I I I
0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 0,11 BLOQ BLOQ
0:30 318 193 279 741 35 183 21,5 329 308 84 128 103
1:00 261 265 343 238 31,1 262 21,9 27,6 282 12,1 214 28
1:30 255 255 302 27,7 29,01 232 278 255 297 234 204 30,5
2:00 243 274 297 271 27 256 258 278 289 274 238 243
2:20 25 281 278 269 248 262 271 292 283 28 285 261
2:40 268 234 265 231 228 232 246 286 301 233 24 243
3:00 297 2 26,8 243 247 225 258 254 239 281 238 206
3:20 283 223 27 25 23,1 20 28 256 21,6 233 218 216
3:40 231 2201 289 255 219 23 22,5 267 226 249 197 20,5
4:00 253 218 27 282 228 224 232 278 274 25 181 204
4:30 219 228 272 265 216 199 215 289 267 274 184 224
5:00 247 227 267 25 276 219 21 292 270 247 183 23,1
6:00 21 229 23,1 28 24 213 218 298 318 238 213 238
8:00 183 221 235 241 214 193 19.8 31 23 209 184 24
12:00 192 191 239 242 205 172 193 198 226 223 204 204
16:00 15,5 16 20 197 188 178 184 199 208 21,6 17,6 183
24:00 158 134 174 184 148 169 182 192 189 202 161 189
36:00 122 126 171 158 148 14,1 16,3 2 158 214 168 148
48:00 9,12 9,53 12,9 13 128 11,6 133 135 174 145 128 109
72:00 5,67 548 881 837 897 673 822 10,6 16 12,1 898 7.1

Concentragdo plasmdtica de clorpropamida nas amostras dos voluntdrios 07, 08, 09, 10, 11 e 12, nos periodos I e II, em
fungdo do hordrio de coleta.
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Tabela 35- Concentragdo plasmatica de clorpropamida, em pg/mL, dos voluntérios

13 a0 18

VOLUNTARIO 13 14 15 16 17 18

HORARIO (h) I Il 1 I I I 1 I 1 I I I
0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
0:30 1,6 194 284 24 15 28,2 22 176 214 202 404 332
1:00 182 267 282 274 205 267 229 293 252 259 302 36
1:30 27 254 241 329 242 247 24 289 343 28 296 29,5
2:00 271 247 264 292 24 248 243 32,1 345 389 279 287
2:20 286 266 295 267 238 245 248 30,4 32 336 262 287
2:40 247 234 238 237 21 21,8 24,1 268 293 315 263 274
3:00 238 226 229 25 21,5 21,6 267 28 304 30,8 257 266
3:20 231 224 218 245 218 224 235 275 314 308 245 265
3:40 224 23 239 243 209 244 246 2701 312 306 251 27
4:00 2,6 266 233 306 21,1 288 253 27,8 32 31,2 238 284
4:30 22 224 23 258 252 22,6 264 248 338 346 24 25,9
5:00 231 213 245 229 227 244 271 28,7 32 33,1 24,1 275
6:00 21,1 207 256 192 207 203 246 254 31 292 249 241
8:00 22 204 229 158 213 187 235 263 292 29 237 215
12:00 184 224 20,1 24 204 197 226 264 2701 273 20,7 2
16:00 15.8 19 16,4 178 165 165 196 204 243 227 187 188
24:00 163 148 17 21,8 158 162 183 198 223 2 17 17,5
36:00 143 142 20,1 17,6 149 153 177 173 21,7 203 158 184
48:00 12,1 124 144 145 124 117 14 14,1 163 162 13,7 134
72:00 8,73 797 10,5 921 822 785 102 105 125 10,7 103 9,54

Concentragdo plasmdtica de clorpropamida nas amostras dos voluntdrios 13, 14, 15, 16, 17 e 18, nos periodos I e I, em
fungdo do hordrio de coleta.
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Tabela 36- Concentragdo plasmatica de

clorpropamida, em upg/mL, dos voluntarios

19 a0 24

VOLUNTARIO 19 20 21 22 23 24

HORARIO (h) I II 1 I I II I I I I I I
0:00 BLOQ LOQ BLOQ BLOQ BLOQ Drop-out BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ LOQ
0:30 10 774 197 212 205  Drop-out 35 644 464 489 796 373
1:00 152 246 214 21,6 251  Drop-out 27 31,7 382 416 149 354
1:30 164 26 224 288 322  Drop-out 30 30,0 335 328 278 341
2:00 206 249 296 338 294  Drop-out 27 268 324 308 322 318
2:20 308 252 292 412 298  Drop-owt 27,6 296 384 366 329 371
2:40 263 235 259 351 273  Dropout 249 353 313 332 309 313
3:00 241 269 248 329 292 Drop-out 242 31 334 303 313 281
3:20 249 253 256 346 253  Dropouwt 232 254 308 321 294 273
3:40 235 255 249 315 269  Dropouwt 21,6 272 313 336 34 286
4:00 26 236 286 302 276  Drop-out 245 247 294 299 292 278
4:30 252 225 314 311 29 Drop-out 22,1 27 29,5 298 283 276
5:00 252 248 30,1 32,6 29 Drop-out 23,1 27 30,7 31,3 306 27
6:00 245 232 263 27,6 27 Dropout 212 272 302 252 286 251
8:00 237 218 232 31 288  Drop-owt 216 265 288 21,5 284 265
12:00 22 21 28 276 26,1  Drop-out 192 202 274 238 268 215
16:00 214 197 21,7 229 214 Dropout 165 184 21,7 19,1 234 21
24:00 178 166 214 24 219  Drop-out 16,6 15,6 19 188 207 18
36:00 16,7 118 169 21 16,1  Drop-out 114 141 149 124 174 149
48:00 9,98 943 137 172 129  Dropout 104 113 103 975 NA NA
72:00 773 622 96 11,3 N/A  Drop-out 594 557 645 522 965 N/A

Concentragdo plasmdtica de clorpropamida nas amostras dos voluntdrios 19, 20, 21, 22, 23 e 24, nos periodos I e II, em

fungdo do hordrio de coleta.
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Tabela 37- Concentragdo plasmatica de clorpropamida, em pg/mL, dos voluntérios

25 ao 30

VOLUNTARIO 25 26 27 28 29 30

HORARIO (h) I II I I I I I I 1 I I Il
0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
0:30 43 40 8,81 923 224 352 40,7 347 158 44 7,45 33,6
1:00 409 362 202 274 228 302 314 284 416 447 19,7 29
1:30 358 324 205 256 203 335 29 286 426 475 34 30,1
2:00 342 326 206 238 312 336 272 286 418 47 29,3 27
2:20 33,1 347 242 242 353 344 296 32,1 484 444 308 288
2:40 321 292 19,1 23 31,1 324 293 284 398 40,7 267 30
3:00 333 292 21 207 302 272 264 292 383 432 287 255
3:20 30 284 20,7 215 295 313 263 246 383 40,6 284 244
3:40 3,5 272 221 21 289 308 273 2701 353 392 269 243
4:00 31,9 27,7 204 20 292 302 25 285 396 384 282 255
4:30 303 292 204 204 28 30,8 257 263 362 41,6 282 302
5:00 303 269 20,1 205 286 30,6 25 27,5 439 414 289 238
6:00 284 25 199 204 281 283 249 251 365 347 281 267
8:00 272 218 184 168 278 27 21,2 199 339 324 292 234
12:00 246 214 164 17,7 251 272 222 199 322 307 248 226
16:00 21,7 17,9 14 138 22,1 2211 18,7 17,5 279 288 202 187
24:00 20,1 15 12 1,5 193 20 17,2 179 236 245 186 195
36:00 157 127 739 792 149 169 144 133 235 214 174 162
48:00 14,7 106 NA NA 11,7 126 126 10,7 156 18 14,1 13
72:00 8,33 674 342 328 745 877 809 572 125 129 10 9,25

Concentragdo plasmdtica de clorpropamida nas amostras dos voluntdrios 25, 26, 27, 28, 29 e 30, nos periodos I e II, em
fungdo do hordrio de coleta.
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Tabela 38- Concentragdo plasmatica de clorpropamida, em pg/mL, dos voluntérios

31 ao 36

VOLUNTARIO 31 32 33 34 35 36

HORARIO (h) I II I I I I I I 1 I I Il
0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ
0:30 292 24 13,2 35 129 102 126 203 334 7,7 22,6 348
1:00 298 235 266 335 355 283 213 232 352 127 303 317
1:30 31,9 232 295 292 378 322 232 242 342 154 36 29,1
2:00 284 23 287 299 351 319 31 29 413 187 338 304
2:20 31,5 30 306 31,9 30,1 339 347 341 386 274 335 319
2:40 285 268 30,6 282 30,6 329 288 315 309 257 305 281
3:00 273 272 271 274 31,5 298 304 30,7 324 275 31 29,5
3:20 262 258 282 268 288 297 273 306 297 253 284 272
3:40 263 237 294 252 292 284 25 283 286 267 254 259
4:00 27 241 268 29,1 34 285 271 27,5 252 288 282 276
4:30 258 227 28 274 274 287 284 27,6 276 246 297 249
5:00 264 25 26 258 30,7 30,1 258 299 296 235 278 241
6:00 255 213 282 253 253 268 302 246 251 228 267 239
8:00 243 21 242 21,7 263 267 254 252 251 22 27,1 24
12:00 247 199 218 183 239 233 248 272 226 197 265 23,1
16:00 202 169 204 194 21,7 201 221 237 199 174 266 221
24:00 18,1 14,8 18 9,06 19,1 191 239 192 194 21 223 198
36:00 124 11,5 122 8 164 158 202 178 164 13,6 18 17,1
48:00 9,15 833 935 7,19 1,6 119 177 151 11,9 105 16 N/A
72:00 5,77 42 459 3,03 7,5 757 135 1,5 573 632 1,8 N/A

Concentragdo plasmdtica de clorpropamida nas amostras dos voluntdrios 31, 32, 33, 34, 35 e 36, nos periodos 1 e II, em
fungdo do hordrio de coleta.
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11- Fase estatistica
11.1- Concentragdo plasmatica Média x Tempo

As figuras 1 e 2 apresentam os graficos da concentragdo plasmatica média x

tempo, para a formulacdo teste e referéncia, sem e com a transformacao logaritmica dos
dados.

o Diabinese®
40- e Clorpropamida

Concentragdo plasmatica (ng/mL)

Tempo (h)

Figura 1- Dados normais (sem transformacao logaritmica)

o Diabinese®
e Clorpropamida

Concentragdo plasmatica (pg/mL)
G

Tempo (h)

Figura 2- Dados com transformacdo logaritmica
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11.2- Parametros farmacocinéticos

Tabela 39- Parametros farmacocinéticos

; FORMULACAO REFERENCIA FORMULACAO TESTE
VOLUNTARIO - - - N
Tmax Crnax ASCyp;;n - PERIODO SEQUENCIA Tmax Cinax ASCo.7on PERIODO SEQUENCIA
1 1,00 31,20 1362,99 2 T-R 4,00 8,94 431,52 1 T-R
2 2,33 32,70 1402,41 1 R-T 0,50 35,00 1247,79 2 R-T
3 1,00 32,50 1154,82 2 T-R 0,50 43,20 1201,96 1 T-R
4 2,00 29,10 1096,00 1 R-T 8,00 26,20 1074,19 2 R-T
5 1,50 28,70 854,60 2 T-R 0,50 34,60 948,35 1 T-R
6 0,50 46,40 1313,28 1 R-T 1,50 31,60 864,30 2 R-T
7 2,33 28,10 913,40 2 T-R 0,50 31,80 923,54 1 T-R
8 1,00 34,30 1182,13 1 R-T 4,00 28,20 1158,06 2 R-T
9 0,50 35,00 1091,32 1 R-T 1,00 26,20 1005,25 2 R-T
10 0,50 32,90 1302,60 2 T-R 1,50 27,80 1113,09 1 T-R
11 6,00 31,80 1355,57 1 R-T 3,00 28,10 1296,96 2 R-T
12 1,50 30,50 1060,54 2 T-R 2,33 28,50 1077,84 1 T-R
13 1,00 26,70 1051,53 2 T-R 2,33 28,60 1036,28 1 T-R
14 2,33 29,50 1208,48 1 R-T 1,50 32,90 1203,60 2 R-T
15 4,00 28,80 1040,27 2 T-R 4,50 25,20 1044,51 1 T-R
16 5,00 27,10 1211,53 1 R-T 2,00 32,10 1270,04 2 R-T
17 2,00 34,50 1471,76 1 R-T 2,00 38,90 1414,64 2 R-T
18 1,00 36,00 1200,41 2 T-R 0,50 40,40 1174,78 1 T-R
19 2,33 30,80 1085,59 1 R-T 3,00 26,90 972,85 2 R-T
20 2,33 41,20 1473,42 2 T-R 4,50 31,40 1262,07 1 T-R
22 2,67 3530 1036,00 2 T-R 0,50 35,00 962,66 1 T-R
23 0,50 46,40 1173,57 1 R-T 0,50 48,90 1057,87 2 R-T
24 0,50 37,30 760,30 2 T-R 3,67 34,00 1300,21 1 T-R
25 0,50 48,00 1279,17 1 R-T 0,50 40,00 1028,88 2 R-T
26 1,00 27,40 696,63 2 T-R 2,33 24,20 684,73 1 T-R
27 0,50 3520 1261,03 2 T-R 2,33 35,30 1169,24 1 T-R
28 0,50 40,70 1115,59 1 R-T 0,50 34,70 1023,92 2 R-T
29 1,50 47,50 1645,25 2 T-R 2,33 48,40 1597,62 1 T-R
30 1,50 34,00 1251,93 1 R-T 0,50 33,60 1190,40 2 R-T
31 1,50 31,90 1036,06 1 R-T 2,33 30,00 883,96 2 R-T
32 0,50 35,00 785,95 2 T-R 2,33 30,60 1004,87 1 T-R
33 2,37 33,90 1162,81 2 T-R 1,50 37,80 1182,18 1 T-R
34 2,33 34,70 1447,02 1 R-T 2,33 34,10 1322,37 2 R-T
35 4,00 28,80 1024,41 2 T-R 2,00 41,30 1154,28 1 T-R
36 1,50 36,00 1407,16 1 R-T 0,50 34,80 782,92 2 R-T
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Na tabela 39 apresentamos os parametros farmacocinéticos, Tiax, Cmax € ASCo.
72n, de todos os 35 voluntérios que participaram da fase estatistica do estudo, determinados

para a formulacao referéncia e teste.

11.3- Estatistica descritiva dos parametros farmacocinéticos

Na tabela 40 apresentamos a estatistica descritiva dos pardmetros
farmacocinéticos, Tmax, Cmax € ASCo.72n, de todos os 35 voluntarios que participaram da fase

estatistica do estudo, determinados para a formulagado referéncia e teste.

Tabela 40- Estatistica descritiva

Tmax Cmax ASC0-72h

REFERENCIA TESTE REFERENCIA TESTE REFERENCIA TESTE

N 35 35 35 35 35 35

MEDIA 2,05 1,76 32,84 34,28 1087,65 1169,02
DEVIO PADRAO 1,62 133 7,34 5,83 213,50 214,45
ERRO PADRAO 0,27 0,22 1,24 0,99 36,09 36,25

VARIANCIA 2,61 1,76 53,83 33,97 45581,22 45990,61
MINIMO 0,50 0,50 8,94 26,70 431,52 696,63

MEDIANA 2,00 1,50 32,90 33,90 1077,84 1173,57
MAXIMO 8,00 6,00 48,90 48,00 1597,62 1645,25
INTERVALO 7,50 5,50 39,96 21,30 1166,10 948,62
CV% 78,78 75,54 22,34 17,00 19,63 18,34

MEDIA GEOMETRICA 1,50 1,36 31,81 33,84 1063,33 1148,66

HARMONICA 1,07 1,05 30,26 33,44 1032,26 1126,82
MEDIA Log 0,41 0,30 3,46 3,52 6,97 7,05
DEVIO PADRAO Log 0,84 0,74 0,28 0,16 0,23 0,19
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11.4- Média das razdes T/R

As figuras 3 e 4 apresentam graficamente os dados da Razdo T/R

respectivamente para Cpax € ASCo.72n de todos os 35 voluntérios que participaram da fase

estatistica do estudo.

Todos voluntarios

: :
U
&
H m
A
12345678 91011121314151617181920 222324252627 28 2930 31 3233 34 3536
voluntarios
Figura 3- Razao T/R para Cyax
Todos voluntarios
2_
o]
wn
<
&
F
J

12345678 9101112131415161718182022232425262728293031323334 3536

voluntarios

Figura 4- Razdo T/R para ASCo.7on
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11.5- Razdo (T/R)

Tabela 41- Razdo teste/referéncia

, Crnax ASCy.72n
VOLUNTARIO
(TESTE/REFERENCIA) [LOG(TESTE/REFERENCIA)] (TESTE/REFERENCIA) [LOG(TESTE/REFERENCIA)]
1 0,29 -1,25 0,32 -1,15
2 1,07 0,07 0,89 -0,12
3 1,33 0,28 1,04 0,04
4 0,90 -0,10 0,98 -0,02
5 1,21 0,19 1,11 0,10
6 0,68 -0,38 0,66 -0,42
7 1,13 0,12 1,01 0,01
8 0,82 -0,20 0,98 -0,02
9 0,75 -0,29 0,92 -0,08
10 0,84 -0,17 0,85 -0,16
11 0,88 -0,12 0,96 -0,04
12 0,93 -0,07 1,02 0,02
13 1,07 0,07 0,99 -0,01
14 1,12 0,11 1,00 0,00
15 0,88 -0,13 1,00 0,00
16 1,18 0,17 1,05 0,05
17 1,13 0,12 0,96 -0,04
18 1,12 0,12 0,98 -0,02
19 0,87 -0,14 0,90 -0,11
20 0,76 -0,27 0,86 -0,15
22 0,99 -0,01 0,93 -0,07
23 1,05 0,05 0,90 -0,10
24 0,91 -0,09 1,71 0,54
25 0,83 -0,18 0,80 -0,22
26 0,88 -0,12 0,98 -0,02
27 1,00 0,00 0,93 -0,08
28 0,85 -0,16 0,92 -0,09
29 1,02 0,02 0,97 -0,03
30 0,99 -0,01 0,95 -0,05
31 0,94 -0,06 0,85 -0,16
32 0,87 -0,13 1,28 0,25
33 1,12 0,11 1,02 0,02
34 0,98 -0,02 0,91 -0,09
35 1,43 0,36 1,13 0,12
36 0,97 -0,03 0,56 -0,59
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Na tabela 41 apresentamos os valores da razao dos parametros farmacocinéticos
Cmax © ASCo.7n, entre a formulagdo teste ¢ a referéncia, com e sem a transformagao
logaritmica para todos os 35 voluntarios que participaram da fase estatistica do estudo,

determinados para a formulagdo referéncia e teste.

11.6- Avaliag¢do da bioequivaléncia

A tabela 42 apresenta a média geométrica da razdo das formulagdes
teste/referéncia, o intervalo de confianga (90%), o poder e o coeficiente de variagdo intra-
sujeito para a ASCy.7n € Chax. Os dados foram apresentados para todos os voluntarios que
participaram da fase estatistica do estudo (n=35), e por género separadamente, mulheres

(n=17) e homens (n=18).

Tabela 42- Tratamento estatistico da razdo teste/referéncia para ASC e Cpax

PARAMETRO (N=35)

TESTE/REF. -
MEDIA GEOM. 90% IC PODER INTRA-SUJEITO CV (%)
ASCy.7RAZAO 92,45 85,95 - 99,44 0,9983 19,47%
Cuax RAZAO 93,99 87,11-101,41 0,9970 19,97%
HOMEM - PARAMETRO (N=18)
TESTE/REF. -
MEDIA GEOM. 90% IC PODER INTRA-SUJEITO CV (%)
ASCy72n RAZAO 90,15 79,96 - 101,63 0,9240 22,84%
Conax RAZAO 92,15 79,68 - 106,56 0,8183 27,10%
MULHER - PARAMETRO (N=17)
TESTE/REF. -
MEDIA GEOM. 90% IC PODER INTRA-SUJEITO CV (%)
ASCy.12n RAZAO 94,54 86,98 - 102,76 0,9949 14,64%
Cax RAZAO 95,87 90,24 -101,86 0,9999 10,49%
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O estudo foi finalizado com 35 voluntirios proporcionando um CV%
intra-sujeito de 19,47% e 19,97 %, respectivamente para ASCoy.72n € Cmax. O poder foi de
0,9983 e 0,9970 respectivamente para ASCo.72n € Cax. A média geométrica foi de 92,45 e
93,99 respectivamente para ASCy.;on € Cmax. O intervalo de confianga de 90% foi de
85,95-99,44 ¢ 87,11-101,41 respectivamente para ASCy.721 € Ciax. O relatdrio emitido pelo

programa estatistico foi apresentado no anexo XV.
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6- DISCUSSAO
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Com a andlise dos dados demograficos apresentados no quadro 16 podemos
verificar que estes estdo em concordancia com os limites estabelecidos no protocolo
clinico. Estes dados apresentam média de 29 anos para a idade, 1,64 m para a altura, 63,72
Kg para o peso e 23,54 Kg/m2 para o IMC dos voluntarios, com desvio padrao de 8,94,
0,08, 7,17 e 1,72 respectivamente. A média do IMC determinada para todos os voluntarios,
n=36, ndo difere significativamente da calculada separadamente por género que foi
respectivamente para o sexo masculino e feminino 23,32 e 23,76 Kg/m®. Entretanto
podemos observar que o desvio padrao dos dados dos voluntirios do sexo masculino ¢
maior que o dos voluntarios do sexo feminino 1,82 e 1,64, respectivamente (tabela 10).
Estes resultados sdo similares aos encontrados para o CV% intra-sujeito, que também foi
maior para os voluntdrios do sexo masculino (tabela 42). O efeito do género na
farmacocinética da clorpropamida nao foi especificamente estudado anteriormente. No
presente estudo relatamos uma diferenga marcante na variagdo intra-sujeito, quando os
dados sdo apresentados separadamente por género. O CV% intra-sujeito para a razdo T/R
de ASCy.7; e Cpax foram respectivamente 19,47% e 19,97% quando consideramos os dados
de todos os voluntarios inclusos na fase estatistica do estudo (n=35). Quando os dados
foram tratados separadamente por género os valores do CV% intra-sujeito para a razdo T/R
de ASCy.72 e Cpax foram respectivamente, 22,84% e 27,10%, para os homens (n=18) e
foram respectivamente, 14,64% e 10,49%, para as mulheres (n=17). Esta diferen¢a nao
influencia os resultados da avaliagdo de bioequivaléncia, quando s3o considerados os dados
dos voluntarios de ambos os sexos, entretanto quando consideradas as informagdes

referentes a cada género separadamente observamos diferenca significativa entre sexos.

Cada voluntario foi aleatoriamente alocado na seqiiéncia de tratamento (TR ou
RT). Apresentamos a lista de aleatorizagdo no quadro 17. A aleatorizagdo ¢ uma ferramenta
estatistica fundamental na validagdo de um estudo de bioequivaléncia. Inferéncias
estatisticas validas sdo normalmente baseadas na suposi¢dao de que os erros do modelo
estatistico empregado sdo varidveis aleatdrias independentemente distribuidas, o que pode

ser garantido pela correta aleatorizagao.

A tolerancia a ambas as formulacdes foi boa. Cefaléia e nauseas sdo efeitos
adversos esperados com o uso de um farmaco hipoglicemiante administrado em jejum de

8,5 horas que perdurou por 2 horas apos a medicacdo (quadro 18).
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O voluntario que foi excluido do estudo relatou ter tido diarréia acompanhada
de distensdo abdominal, antes da administracdo da medicacdo referente ao segundo
periodo. Este evento foi classificado, pelo investigador médico, como ndo sério de
intensidade moderada e ndo relacionado com a terapia sob investigagdo. A conduta médica
foi tratamento farmacoldgico, devidamente registrado no campo apropriado do FRC, nao

sendo necessario nenhum exame complementar.

Os exames clinicos, soroldgicos, dosagens bioquimicas e urinélise realizados
nos voluntérios, ao final da fase clinica, ndo revelaram alteragdes clinicas relevantes em
relagdo aos realizados antes do internamento. Podemos visualizar isto graficamente no

anexo IV.

Conforme procedimento, adotado em pesquisas clinicas, de ndo publicacdo de
estudos que ndo foram previamente aprovados por um comité de ética, no anexo V,

apresentamos copia do documento que ratifica a aprovacao do nosso estudo.

Encontramos valores de C.x € Tmax Similares aos encontrados por outros
autores, respectivamente 34,28 pg/mL e 1,76 min, levando-se em conta as possiveis
diferencas inerentes a sensibilidade dos métodos empregados por eles. James Taylor, em
1972, tendo como matriz plasma e empregando Thin Layer Chromatography (TLC), obteve
valores para Cyax € Thax, respectivamente de 28,5 pg/mL e 3,0 min, em um estudo com 6
voluntarios. Monro e Welling, em 1974, tendo como matriz soro e empregando TLC,
obtiveram valores para Cpax € Tmax, respectivamente de 35,75 pg/mL e 3,5 min, em um
estudo também com 6 voluntérios. Taylor e colaboradores, em 1977, também empregando
plasma como matriz, obtiveram valores para Cyax € Timax, respectivamente de 29,7 pg/mL e
3,0 min, empregando GC e contando também com 6 voluntdrios. Evans e colaboradores,
em 1979, empregando soro como matriz, obtiveram valores para Cpax € Tmax,
respectivamente de 32,5 pug/mL e 4,2 min, empregando GC e contando com 9 voluntarios.
Batenhorst e colaboradores, em 1982, empregando soro como matriz, obtiveram valores
para Cpax € Thax, respectivamente de 30,3 pg/mL e 3,5 min, empregando HPLC e contando

com 18 voluntarios.
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Na tabela 43 apresentamos sucintamente os dados da literatura revisada.

Tabela 43- Referéncias — Fase clinica

REFERENCIA MATRIZ METODO/DETECCAO Cpax  Twax N
Silva MA et al, 2007 Plasma LC/MS/MS 34,28 1,76 35
Taylor T et al, 1977 Plasma GC 29,7 3,0 6
Taylor JA et al, 1972 Plasma TLC 28,5 3,0 6
Evans M et al, 1979 Soro GC 32,5 42 9
Batenhorst et al, 1982 Soro HPLC 30,3 3,5 18
Monro ¢ Welling, 1974 Soro TLC 35,75 3,5 6

N: n° de voluntdrios

A fase clinica do estudo proporcionou resultados satisfatorios, sem perda de
amostras que pudessem comprometer as fases subseqiientes. A exclusdo de um voluntario
ndo comprometeu o tratamento estatistico ¢ os dados dos 35 voluntérios, que participaram
dos dois periodos do estudo, foram submetidos a fase estatistica. A fase clinica foi
satisfatoriamente encerrada com a alta de todos os 36 voluntérios, cujos exames de alta

foram realizados a contento e com resultados satisfatorios.

Os certificados de analise do analito e do PI foram apresentados com o objetivo
de documentar a identidade e o teor das SQR empregadas no estudo, como preconizado
pelas BPL e legislagdo da Anvisa vigentes no pais (anexo VI e VII). Na avaliacdo de
bioequivaléncia ambas as formulagdes sob investigacdo sdo submetidas as mesmas
condi¢des analiticas e, portanto os resultados de ambas estdo sujeitos aos mesmos
interferentes, no que diz respeito as substancias de referéncia e reagentes empregados nas
analises. Portanto para a qualidade dos dados, em relacio & comparagdo de parametros
farmacocinéticos nos ensaios de bioequivaléncia, o grau de pureza dos padrdes e reagentes
ndo tem o mesmo grau de importdncia que tem para as determinagdes quantitativas de
principio ativo em formulagdes farmacéuticas ou dosagens bioquimicas, por exemplo.
Todos os ensaios foram realizados em laboratérios certificados pelos orgdos oficiais

competentes e, portanto adotamos as BPL rotineiramente.
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O uso de métodos analiticos satisfatoriamente seletivos e sensiveis para a
avaliacdo qualitativa e quantitativa de farmacos e de seus metabolitos sdo pontos criticos
para a conducdo eficaz dos ensaios pré-clinicos e/ou biofarmacéuticos nos estudos de
farmacologia clinica. A condi¢do imprescindivel para alcangarmos sucesso nestes estudos ¢
o uso de métodos bioanaliticos apropriadamente validados. A sensibilidade esta associada
com a capacidade de o método discriminar entre diversos teores semelhantes e depende da
inclinagdo da curva de calibrag@o. Por defini¢do ¢ igual a inclinacdo da reta de calibracao
dividida pela estimativa do desvio padrdo. Para dois métodos de mesma precisdo o mais
sensivel sera o que possuir a curva de calibragdo com maior inclina¢do (Leite, 2002). As
condigdes cromatograficas, definidas por ocasido do desenvolvimento do método,
proporcionaram picos simétricos € com boa resolucao tanto para o analito como para o PI,
com um tempo total de corrida pequeno (3,5 min.), satisfatdrio para a andlise de grandes
quantidades de amostras em matriz biologica, tipicas dos estudos de bioequivaléncia

(tabela 8).

Durante o desenvolvimento do método experimentamos os modos positivos e
negativos de ionizagdo e a resposta no modo positivo foi muito melhor devido a
caracteristicas basicas das moléculas do analito e PI. A adi¢do de acido acético 10 pM
melhorou a resposta proporcionando baixo ruido de fundo, no modo de ESI positivo. A
definicdo dos pardmetros de espectrometria de massa foi focada na fragmentacdo do ion
molecular precursor na célula de colisdo. Os picos com m/z del75 e 369,4 foram os mais
intensos e dominantes fragmentos para a clorpropamida e glibenclamida, respectivamente.
A selecao da voltagem e temperatura de dessolvatacdo foi essencial para a obtengdo de

fragmentos estdveis e abundantes (tabela 09).

Alguns métodos empregando a técnica de LC/MS/MS empregam isotopos
como PI, que, embora sejam ideais, sdo de custo elevado e de dificil aquisi¢do (Oliveira,
2002). O método desenvolvido apresentou o LOQ menor que os relatados em trabalhos
publicados anteriormente, uma recuperacdo com exatiddo e precisdo satisfatorias, bem
como, resultados dos testes de avaliagdo de efeito matriz, cross talk e supressdo ionica
satisfatorios (quadro 19), sendo preciso e exato dentro do range analitico validado

(tabelas 11 a 14). T. Taylor e colaboradores, em 1977, obtiveram LOQ de 1,0 pg/mL,
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empregando GC. Monro ¢ Welling, em 1974, obtiveram LOQ de 5,0 pg/mL, empregando
TLC. Ku e colaboradores, em 2003, obtiveram LOQ de 4,0 pg/mL, empregando High
Performance Capillary Electrophoresis with Ultra Vilolet detection (HPCE/UV). Hoizey e
colaboradores, em 2005, obtiveram LOQ de 31,5 pg/mL, empregando LC/MS/MS.

Na tabela 44 apresentamos sucintamente os dados da literatura revisada.

Tabela 44- Referéncias — Fase analitica

METODO/ LOQ TEMPO DE TEMPO TOTAL

REFERENCIA MATRIZ DETECCAO (pg/mL) EXTRACAO RETENCAO (min.) CORRIDA (min.)
Silva MA et al, 2007 Plasma LC/MS/MS 0,1 lig-liq 1,8 35
Taylor T et al, 1977 Plasma GC 1 ND 5 ND
Ku et al, 2003 Chas HPCE/UV 4 lig-liq 3.8 4
Hoizey, et al, 2005 Plasma LC/MS/MS 31,5 lig-liq ND 4
Monro e Welling, 1974 Soro TLC 5 ND ND ND

ND: Dado ndo fornecido

O procedimento de extracdo ao qual todas as amostras foram submetidas, do
tipo liquido-liquido, empregou como liquido de extracdo a composi¢cdo de solventes dietil
éter/hexano/diclorometano (40/30/30; v/v/v) que foi a que, com polaridade mais adequada
para carrear o farmaco da fase aquosa, mostrou melhor rendimento com auséncia de efeito
matriz e supressdo idnica. A adicdo do acido cloridrico 1%, favoreceu o rompimento da

ligacdo as proteinas plasmaticas (anexo XII).

A determinacdo do fator de recuperacdo (tabela 15 e 16) mostrou que o
procedimento de extragdo a que as amostras sdo submetidas € reprodutivel e consistente,
nos trés niveis de concentracdo na faixa de alcance do método, tanto para o analito
(clorpropamida) quanto para o PI (glibenclamida). O percentual baixo para o fator de
recuperacdo ndo afetara a andlise estatistica para estabelecimento de bioequivaléncia, pois
estard sendo aplicado em ambas as formulagdes. Hoizey e colaboradores, em 2005,
encontraram resultado similar para o fator de recuperacdo. Moura e colaboradores, em
2004, desenvolveram e validaram um método de doseamento para Glibenclamida, que no

nosso estudo foi usada como PI. O procedimento de extragdo deste método foi similar ao
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nosso, diferindo na composicdo do liquido de extragdo em que ndo estava presente o
hexano e com a mesma propor¢do de diclorometano, e com resultados também

satisfatorios.

A especificidade, segundo a USP, ¢ a habilidade para avaliar o analito
inequivocamente, com exatidao, em presenga de outros componentes cuja presenca &
esperada tais como impurezas, produtos de degradacdo, componentes da matriz,
excipientes, outros principios ativos e metabolitos assegurando que o valor de concentracao
determinado seja correspondente apenas ao analito de interesse (USP XXVIII, 2004d).
Para a seletividade tem sido atribuido o mesmo significado de especificidade e em varias
circunstancias esta associada ao efeito matriz. A [IUPAC e AOAC usam preferencialmente
o termo seletividade, reservando especificidade apenas para os métodos de ensaio
totalmente seletivos, ou seja, que produzem resposta para uma Unica substincia de
interesse. Para evitar confusdes adotaremos o termo seletividade que nos parece mais
apropriado, pois os métodos cromatograficos geralmente respondem a mais de uma
substancia, com uma determinada caracteristica em comum (IUPAC, 1973; IUPAC, 1997;
Vessman et al, 2001; AOAC, 2004). A seletividade ¢ medida e documentada na resolugao
de uma separagdo, na contagem dos pratos, na determinacdo do fator de caldeamento, etc.
(Swartz e Krull, 1997; USP XXVIII, 2004a). A seletividade ¢ o primeiro passo no
desenvolvimento e validacdo de um método instrumental de separacdo e deve ser avaliada
continuamente durante a validagdo e subseqiiente uso do método. Algumas amostras
principalmente as matrizes biologicas podem sofrer degradagdo, gerando compostos que
nao foram observados inicialmente, que podem coeluir com a substancia de interesse. Em
HPLC a seletividade ¢ obtida pela escolha de colunas e condi¢des cromatograficas
otimizadas, como: temperatura da coluna, composi¢ao da fase mével, comprimento de onda

do detector, nimero de pratos teoricos, etc. (Collins et al, 2006).

A ionizagdo do analito e do PI na técnica de LC/MS/MS ¢ susceptivel de ser
influenciada por componentes da matriz com conseqiiente influencia na exatiddo do método
(Annesley, 2003). O ensaio de supressdo idnica comprovou nao haver substincias
interferentes capazes de provocar supressao ou potencializagdo do sinal i6nico no tempo de

retencao do analito ou do PI (Anexo IX e quadro 19).
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A andlise visual dos cromatogramas, referentes aos ensaios de carry over
comprova a auséncia de interferentes no tempo de retengdo do analito e do PI. O ensaio
cross talk validou a selecdo dos canais no espectrometro de massa, confirmando que o
cromatograma referente ao analito e ao PI de fato ¢ respectivamente referente a estes. A
especificidade/seletividade do método foi satisfatoria conforme podemos verificar pela
analise visual dos cromatogramas. Nao foi detectada a presenca de nenhum interferente no

tempo de reten¢do do analito e do PI (Anexo IX e quadro 19).

Com a avaliag¢ao dos dados de validacao das curvas de calibracao dos trés lotes
de amostras (tabela 11), verificamos que, conforme os critérios de aceitacdo da Anvisa e
FDA, todos os pontos em duplicata das trés curvas, bem como os respectivos coeficientes
de correlacdo foram aprovados. A precisdo foi expressa como coeficiente de variacao
percentual (CV%) e a exatiddo pela relagdo entre a média das concentragdes determinadas
experimentalmente e a concentracdo teodrica correspondente, tida como verdadeira. A
determinagdo das concentragdes no LOQ e demais pontos das trés curvas tem desvio menor
que 15% em relagdo a concentracdo nominal e a precisdo de todas as determinacdes teve
CV% menor que 11% (tabela 12). Podemos verificar também que o coeficiente de
correlacdo linear foi superior a 0,99 (tabela 11). A Anvisa estabelece que, para aprovacao
da curva, o coeficiente de correlagdo linear deve ser no minimo de 0,98, a precisdo com
CV% menor que 20% para o LOQ e 15% para os demais pontos e exatiddo dentro de
80-120% para o LOQ e 85-115% para os demais pontos. Estes resultados validam a fun¢ao
matematica da curva de calibracdo do método, com precisdo e exatidao suficientes para
fornecer resultados reprodutiveis e confidveis. Embora o método tenha funcdo quadratica
(tabela 11 e 27), este foi completamente validado e isto ndo afetou a qualidade dos
resultados. Todos os lotes de amostras de validagdo e de voluntarios foram calculados

usando esse modelo de regressao.

Na avaliacdo da precisao e¢ da exatiddo do método foram wusadas trés
concentragdes distintas (QCA, QCB, QCC) na sua faixa de alcance (range analitico), sendo
que foram feitas oito determina¢des por concentracdo (tabela 13). A precisdo e exatidao
intra-lote foi determinada pela avaliacdo de amostras de QCs de um mesmo lote. A

inter-lote foi determinada pela avaliacdo de amostras de QCs dos trés lotes empregadas no
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procedimento de validacdo, com a avaliagdao da variabilidade de um lote (de voluntarios ou
validagdo) para o outro (analisadas em dias diferentes). O CV% foi menor que 8% nos trés
niveis de concentragdo e para os trés lotes de amostras (lote 1, 2 e 3). Podemos ainda
verificar que a exatiddo esta entre 98 e 111%. Com esta avaliagdo podemos comprovar que
o método ¢ preciso e exato dentro do range para o qual validamos a curva de calibracao e

conforme limites de aceitagao (15%) preconizados pela Anvisa e FDA.

Todas as corridas analiticas foram monitoradas, quanto a precisdo e exatidao,
com o objetivo de assegurar a continuidade do desempenho satisfatério do método
previamente documentada na validacdo. Para tanto amostras de QC, em trés niveis de
concentracdo na faixa de aplicagdo do método, foram colocadas em todos os lotes (listas)
de amostras (ou corrida analitica), intercaladas a cada 10 amostras dos voluntarios. Além
dos QCs continham uma curva de calibra¢do. Todas as amostras de um mesmo voluntario

foram colocadas sempre na mesma lista (tabela 24).

O coeficiente de correlagdo linear da curva de calibragao de todos os lotes de
amostras dos voluntarios (tabela 27) foram maiores que 0,99 assim como nos 3 lotes de
validagdo (tabela 11). O nimero de amostras de QC (em multiplos de trés) incorporadas em
cada corrida analitica foi superior a 6% do nimero de amostras dos voluntarios constante

de cada lote. A Anvisa preconiza um minimo de 5% (tabela 25 e 30).

A Anvisa e o FDA estabelecem que a variacdo nos valores de concentracao das
amostras de controle de qualidade (QCA, QCB e QCC), em relacdo aos seus respectivos
valores nominais, ndo deve ser superior ou inferior a 15%, sendo este o seu critério de
aprovagdo. Para que uma corrida esteja aprovada ndo menos que 67% das amostras de QC
devem estar aprovadas, ou seja, devem estar dentro de mais ou menos 15% de seus valores
nominais. O percentual de aprovagdo das amostras de controle de qualidade no nosso

estudo foi maior que 75% em todos os lotes (tabela 31 e 32).

A avaliagdo da conformidade do sistema analitico para todas as listas analisadas
no estudo foi satisfatoria, pois apresentaram um CV%, tanto para variacdo na area do PI,

bem como para a variagdo no tempo de retencdo do analito, aprovados. Ao observarmos o
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grafico das areas do PI também nao verificamos mudangas abruptas na area deste ao longo

do estudo (tabela 26 e figura 10).

O CV% foi menor que 14% e a exatidao entre 87 ¢ 110% para todas as listas
aprovadas, sendo assim a precisdo ¢ a exatiddo foram satisfatorias, tanto na avaliagdo

intra-lote como na inter-lote (tabela 28 €29).

A variagdo (%) dos resultados de concentragdo antes e apds a re-injecao foi
menor que 8% para os quatro niveis de concentracdo (LOQ, QCA, QCB e QCC). Estes
resultados nos permitiriam executar um procedimento de re-injecdo das amostras, caso
alguma corrida tivesse sido interrompida, por qualquer motivo levando-se em conta apenas
o tempo limite de permanéncia das amostras no rack do auto-injetor, tempo este

determinado pelo estudo de estabilidade (tabela 14).

Os resultados apresentados na tabela 17, que se referem a avaliagdo da
estabilidade das amostras no compartimento do auto-injetor, indicam que as amostras
processadas podem ali permanecer, por 143 horas, sem apresentar degradagao ou alteragdes
que possam comprometer a qualidade dos resultados de andlise. Isto significa que podemos
programar uma corrida analitica contendo um lote de amostras, suficientemente grande para
durar igual periodo de tempo, com a garantia que ndo havera degradagdo suficiente para
comprometer resultados. A variagdo entre a concentracdo da amostra logo apds a sua
preparacdo (tida como referéncia) e a concentragdo da amostra, apdés permanéncia no

auto-injetor, foi menor que 5% para os trés niveis de concentragao.

A avaliacdo da estabilidade das amostras apds processamento indica que, as
mesmas podem permanecer 4 temperatura ambiente por 23 horas, enquanto sdo preparados
os lotes de amostras que compdem uma corrida analitica, sem apresentar degradacdo ou
alteracdes que possam comprometer a qualidade dos resultados de andlise. Em todos os
niveis de concentracdo a variacdo foi menor que 4%. Este tempo € superior ao necessario

para o manuseio das amostras na bancada, em condi¢des de rotina (tabela 19).

Na tabela 18 sdo apresentados os resultados do teste de congelamento e
descongelamento das amostras processadas nos indicando que estas permanecem estaveis

apos serem descongeladas (até a temperatura ambiente) e re-congeladas por 3 vezes, sem

Discussio

183



comprometer a qualidade dos resultados de analise. Em todos os niveis de concentragao a

variagdo foi menor que 8%.

Os resultados do teste de estabilidade de longa duragdo, que avaliam as
condi¢des de estocagem e acondicionamento das amostras de plasma dos voluntarios, nos
sinalizaram que estas permaneceram estaveis pelo periodo de tempo que durou o estudo, 68
dias, estando congeladas a -20°C. Em todos os niveis de concentragdo a variagcdo foi menor
que 8%. A andlise de todas as amostras do estudo foi concluida dentro do periodo de tempo

para o qual a estabilidade foi determinada (tabela 20).

A solucdo mae de clorpropamida e glibenclamida, estocadas a temperatura de
4 a 8°C (geladeira) por 42 dias ndo apresentam alteracdes de degradagdo significativas,
capazes de comprometer os resultados do estudo, conforme indicaram os testes de

estabilidade executados com as mesmas (tabela 21 e 22).

As solugdes de trabalho da clorpropamida também sdo estaveis quando mantida
em temperatura ambiente por 15 horas, tempo este superior ao necessario para 0 manuseio
das solu¢des na bancada, quando sdo preparados os lotes de amostras. Na determinacao de
estabilidade de todas as solucdes empregadas no estudo obtivemos valores de CV% e

desvio em relacdo a concentracao referéncia menores que 10% (tabela 23).

Todos os testes que compdem a avaliagdo de estabilidade, das amostras e das
solugdes empregadas no estudo, apresentaram coeficiente de variacdo e desvio em relacdo a
concentragdo referéncia menores que 15%, estando assim em conformidade com os

critérios de aceitacdo propostos pela legislagao vigente no pais e internacionais.

O percentual de re-andlise foi 1,9%, muito inferior ao limite maximo permitido
pela Anvisa que ¢ de 20% do total de amostras. Os motivos bem como a decisdo para
definicdo do valor final, apos a re-andlise, estdo de conformidade com o descrito

previamente no protocolo analitico do estudo (tabelas 25, 31, 32).

A presenga de efeitos residuais tem um grande impacto na inferéncia estatistica
de bioequivaléncia entre formulagdes. Se um firmaco tem uma meia vida longa ou se o

intervalo entre os periodos de tratamento ¢ muito curto, o efeito do mesmo pode persistir
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depois do fim de periodo de eliminagado (efeito residual). Neste caso, € necessario distinguir
a diferenca entre o efeito do farmaco e os efeitos residuais. Na analise de variancia
(ANOVA) dos parametros farmacocinéticos ASCy7, € Cpax, com transformacgao
logaritmica, avaliamos os efeitos de seqiiéncia, de voluntario dentro da seqiiéncia, de
periodo e de tratamento (anexo XV). Os valores de concentragao diferentes de zero
apresentados pelos voluntarios de numero 01 (0,103 pg/mL), 11 (0,11 pg/mL), 19
(0,100 pg/mL) e 24 (0,100 pg/mL) no tempo de coleta anterior & administracdo da
formulagdo (tempo zero) ndo interferiram na determinagdo de bioequivaléncia entre as

formulagoes (tabelas 33 a 38).

A analise dos dados e a determinagdo de bioequivaléncia entre as formulagdes
dependem diretamente do delineamento selecionado. O delineamento do nosso estudo foi
aberto, aleatorizado, cruzado em dois periodos com administragdo de dose unica de uma
formulagdo teste e outra referéncia. A legislacdo nacional e internacional que normatiza os
estudos de bioequivaléncia preconiza que um delineamento do tipo cruzado deve ser
adotado. Uma das vantagens do estudo cruzado, muito importante em estudos de
bioequivaléncia, ¢ que cada individuo serve como seu proprio controle, o que permite uma
comparag¢do do individuo com ele mesmo, para as diferentes formulagdes. Outra importante
vantagem deste delineamento ¢ que a variabilidade inter-individual ¢ removida da
comparagdo entre formulacdes, o que dota de maior poder estatistico o teste de diferenca de
tratamentos. Um nUmero apropriado de voluntarios sadios deverd assegurar poder
estatistico suficiente para garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de
bioequivaléncia. O poder do teste de um estudo de bioequivaléncia ¢ definido como a
probabilidade de aceitar a bioequivaléncia entre produto teste e referéncia corretamente,
dentro dos limites clinicamente relevantes definidos como sendo 20% da média da
formulagdo referéncia. O quantitativo de voluntarios ¢ definido com o objetivo de obter um
poder minimo de 80%. No nosso estudo, pela andlise do poder para ASCy.72n € Chax,
referente aos 35 voluntarios, podemos considerar que um proximo estudo poderia ser
realizado com um numero menor de voluntarios obtendo um média geométrica dentro do
intervalo de 80-125% com intervalo de confianga de 90%, satisfazendo assim os critérios
de bioequivaléncia propostos pela Anvisa e FDA. O numero de voluntarios, envolvidos em

um protocolo de estudo clinico, ¢ muito importante para termos uma avaliagdo estatistica
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dos resultados consistente, com dados procedentes de uma amostra verdadeiramente
representativa do universo em estudo. Entretanto as premissas éticas, de fundamental
importancia em qualquer estudo clinico, preconizam que os ensaios envolvendo seres
humanos devem ser realizados com o menor nimero de sujeitos de pesquisa possivel de

fornecer resultados estatisticamente relevantes (tabela 42).

A legislacdo nos orienta a determinar os parametros farmacocinéticos: ASCy.,
ASCo.inf, Cmax € Tmax, sendo que deste ultimo ndo ¢ necessario fazermos tratamento

estatistico, apenas a estatistica descritiva.

Na tabela 39 e 40, conforme exigéncia da legislagdo em vigor no pais (Brasil,
2006; Brasil, 2007), apresentamos valores individuais, médias (aritmética e geométrica),
desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos pardmetros farmacocinéticos relacionados a

administracdo dos medicamentos teste e referéncia, ou seja, ASCop.-72n, Cmax € Tmax-

A ja citada legislacdo também recomenda que os pardmetros ASCo.7on € Crax
sejam transformados em logaritmo natural, uma vez que, em geral, a distribuicao dos dados
transformados se aproxima mais a uma distribuicdo normal em relagdao aos dados originais.
O tratamento estatistico proposto adota estatistica paramétrica que ja demonstrou ter poder
estatistico mais significativo que a estatistica ndo paramétrica, em estudos de
bioequivaléncia (Oliveira, 2003). Apresentamos entdo, estas informagdes na tabela 41 e a

representacdo grafica das mesmas nas figuras 3 e 4.

Nao ¢ recomendavel fazer a extrapolacdo dos dados. Nos farmacos com tempo
de meia vida superior a 24 horas recomenda-se entdo determinar a area sob a curva
truncada (ASCiunc). Deste modo o tempo de coleta estendeu de 0-72 h da administracao e
determinamos entdo apenas a ASCo72n, Cmax, © Tmax, pardmetros suficientes para a

avalia¢do de bioequivaléncia.

As figuras 1 e 2 mostram a similaridade entre o perfil de concentragdo
plasmatica das duas formulagdes, embora ndo seja suficiente para comprovar a
bioequivaléncia das mesmas, pois esta comprovacao s € possivel pela avaliagdo estatistica

dos dados obtidos no estudo.
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O método desenvolvido para determinacdo de clorpropamida em plasma,
empregando a técnica de LC/MS/MS e o método de extragdo do tipo liquido-liquido foi
completamente validado, com resultados satisfatérios. O método demonstrou ter exatidao,
precisao, especificidade e sensibilidade adequadas para doseamento de clorpropamida em
plasma empregando glibenclamida como padrdo interno e com LOQ inferior ao relatado
pela literatura. O método foi utilizado em um estudo de bioequivaléncia de forma
satisfatoria apresentando um tempo de corrida relativamente curto e com robustez adequada
ao doseamento de grandes quantidades de amostras em matriz bioldgica. As duas
formulacdes submetidas ao estudo sdo bioequivalentes podendo ser intercambidveis, sem

perda de eficdcia terapéutica e seguranga, proporcionando niveis plasmaticos equivalentes.
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ANEXO I - TERMO DE RECRUTAMENTO

TERMO DE RECRUTAMENTO

N° do Estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um processo de recrutamento de voluntarios para um projeto de
pesquisa clinica. Sua participagdo é importante, porém, voc€ ndo deve participar contra a sua vontade. Leia
atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos

deste processo sejam esclarecidos.

Responsavel:

O abaixo-assinado, , anos, RG

declara que ¢ de livre e espontinea vontade que estd participando como voluntario de um

processo de recrutamento para um projeto de pesquisa clinica sob responsabilidade do

Prof. Dr. . O abaixo-assinado esta ciente

que:

I - A sua participagdo neste processo de recrutamento tem como objetivo avaliar suas condigdes de saude para

possivel participacdo em um projeto de pesquisa clinica.

IT - Sera submetido aos seguintes exames laboratoriais: (Analise hematologica) Hemoglobina, hematdcrito,
contagem total e diferencial de leucdcitos, contagem de globulos vermelhos, contagem de plaquetas; (analise
bioquimica) uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, glicose em jejum, fosfatase alcalina,
SGOT, SGTP, colesterol total, triglicérides, acido trico e yGT; (urina) urina I; (Sorologia) Analise Soroldgica

para: B-HCG para mulheres, hepatite B, hepatite C e HIV (1 e 2).

IIT - Obteve todas as informagdes necessarias para decidir conscientemente sobre a participagdo no referido

processo.

IV - Tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo no processo no momento que desejar, sem

necessidade de qualquer explicagdo e que esta desisténcia ndo implicara em qualquer penalidade.

V- Os resultados obtidos durante o processo serdo mantidos em sigilo, € o Centro de Bioequivaléncia nado

identificara o voluntario por ocasido da exposicdo e/ou publicagdo dos mesmos.

VI - O Centro de Bioequivaléncia fornecera informagdo ao voluntario e prestara qualquer tipo de

esclarecimento em relagdo ao processo, quando solicitado pelo mesmo.

VII — Caso seja selecionado para um ensaio de pesquisa clinica, podera entrar em contato com a Secretaria do
Comité de Etica em Pesquisas da Unicamp pelo telefone: para apresentar recursos ou

reclamagdes em relagdo ao ensaio clinico.
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VIII- E condi¢do indispensavel, para participagdo no processo, que o voluntario esteja em boa saude e,
portanto, caso durante o processo de recrutamento, a avaliacdo clinica e/ou os exames laboratoriais ndo
estiverem dentro dos limites de normalidade, vocé sera dispensado com os devidos esclarecimentos e

orientagdo médica.

IX - Caso esteja sob tratamento médico no momento, ou esteja fazendo uso de quaisquer drogas ou
medicagdes, ou tenha participado de qualquer outro ensaio clinico no periodo de 90 dias antes da assinatura

deste termo de selegdo prévia vocé ndo podera ser recrutado.

X - Caso seja selecionado para participar do estudo, vocé fara uma nova entrevista antes da internacdo e nesta
serdo fornecidos os dados do estudo em questdo. Neste caso, vocé devera assinar outro termo denominado

termo de consentimento livre e esclarecido antes da administragdo da medicag@o.

XI — E condicdo indispensavel para participagdo nos ensaios clinicos que voluntarias femininas ndo estejam

gravidas, comprovado por exame laboratorial de gravidez.

Assinatura do voluntario:

Assinatura da pessoa responsavel pelo atendimento:
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ANEXO II - PROTOCOLO DE EXAMES LABORATORIAIS

FASE

EXAME

RECRUTAMENTO

Hemograma

Uréia

Creatinina

Bilirrubinas

Proteinas totais

Albumina

Glicemia

Fosfatase alcalina

Transaminase piravica

Transaminase oxalacética

Colesterol total

Triglicérides

Acido turico

Gama-glutamil transferase

Sorologia para HIV [ e 11

Sorologia para hepatite B

Sorologia para hepatite C

Urina |

Parasitologico de fezes.

B-HCG para mulheres

EM CADA INTERNACAO

Creatinina

Transaminase piruvica

Tansaminase oxalacética

Hematocrito

Hemoglobina

B-HCG para mulheres

POS ESTUDO - DENTRO DE

21 DIAS DA ULTIMA COLETA

Hemograma

Uréia

Creatinina

Bilirrubinas

Proteinas totais

Albumina

Glicemia

Fosfatase alcalina

Transaminase piravica

Transaminase oxalacética

Colesterol total

Triglicérides

Acido trico

Gama-glutamil transferase

Urina I

B-HCG para mulheres
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ANEXO III - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de Biodisponibilidade Comparativa de uma Formulacio de Teste

(clorpropamida - comprimido - 250 mg; Ranbaxy Farmacéutica Ltda) versus uma

®
Formulacao de Referéncia (Diabinese - comprimido - 250 mg; Pfizer Inc Brasil) em

Voluntarios Sadios de ambos os sexos.

N° do Estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacdo € importante, porém,
vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer

pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Responsavel: Prof. Dr.

O abaixo-assinado, , anos, RG

o

n declara que ¢ de livre e espontinea vontade que esta participando como voluntario do

projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade do médico/pesquisador Prof. Dr.

. O abaixo-assinado esta ciente que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa ¢ verificar se a formulacdo teste (clorpropamida -comprimido - 250 mg; Ranbaxy
®

Laboratories Limited, India) atinge niveis no sangue equivalentes a formulacdo referéncia (Diabinese -
comprimido - 250 mg; Pfizer Inc Brasil). Vocé recebera as duas medicagdes, cada uma em uma ocasido

diferente. A ordem que vocé tomara cada medicagdo obedecera a um sorteio.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participagdo no estudo e¢ apds a sua participagdo vocé sera convidado a ir & Unidade
Ambulatorial para avaliar a sua condi¢do de saide. Vocé sera examinado por um médico que lhe fara um
exame completo, medindo o seu pulso, sua temperatura, sua pressao arterial. Também sera feito um exame do

coracdo (eletrocardiograma). O médico lhe perguntara se vocé teve ou tem alguma doenga e se vocé faz uso
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de algum medicamento. Durante a visita serdo coletadas amostras de sangue, urina e fezes para exames
laboratoriais. Os exames laboratoriais incluem exame de sangue completo como hemograma completo;
bioquimica sangiiinea (glicose no sangue, proteinas totais, transaminases oxalacética e piravica, gama-
glutamil trasnferase, creatinina, uréia, acido urico, colesterol e triglicerideos), B-HCG para mulheres e exame
sumario de urina (Urina I). Exames para a hepatite B e C e para AIDS (HIV 1 e HIV 2), no sangue, e exame
de fezes (protoparasitologico), serdo feitos somente no pré-estudo.

Durante o estudo, vocé sera internado 2 vezes por aproximadamente 52 horas cada periodo, na Unidade
Clinica, com intervalo minimo de 21 dias. Em cada internamento, a) sera colhida uma amostra de sangue para
dosagem de hemoglobina, hematdcrito, creatinina, SGOT, SGTP, B-HCG para mulheres; b) serd administrado
250 mg de clorpropamida, acompanhado de 240 mL de agua mineral sem gas; c) serfo coletadas 21 amostras
de sangue de 5 mL cada, através de agulha introduzida em veia superficial para a dosagem do medicamento ¢
mais uma amostra de 25 mL antes da administracdo da medicagdo (somente na primeira internagdo) para o
controle do método. d) em intervalos regulares, sera verificada sua pressdo, pulso e temperatura; e) serdo
também servidas refeicdes padronizadas (jantar, ceia, na noite da internag@o [se ndo interferir com o jejum];
desjejum, almogo, lanche da tarde, jantar e ceia no dia de administragdo do medicamento; desjejum, almogo,
lanche e jantar no dia de alta) ou bebidas em horarios preestabelecidos. Apods a coleta de 36 horas da
medicacdo horas vocé recebera alta da Unidade Clinica. Um total aproximado de 267 mL de sangue serd
colhido durante todo o estudo.

A durag@o total de sua participagdo na pesquisa esta estimada em 60 dias, a contar da primeira internagao,

apos o processo de selegdo.

RESPONSABILIDADES

E condigio indispensavel, para participagdo no ensaio clinico, que esteja em boa saude e, portanto, nio esteja
no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou medicagdes e que tampouco tenha
participado de outro estudo clinico com medicamentos nos ultimos 3 meses. Algumas regras deverdo ser
seguidas para sua participacdo no estudo: a) ndo pode ser dependente de drogas ou alcool e caso o
Pesquisador tenha alguma suspeita, podera solicitar exame de urina para deteccdo do uso de drogas; b) ndo
pode ter doado (ou retirado/perdido por qualquer motivo) sangue ou plasma dentro dos trés meses que
antecedem o estudo, ou ter doado 1500 mL (um litro e meio) no periodo de um ano antecedendo o estudo; c)
ndo pode tomar bebidas contendo cafeina e xantinas (café, cha, coca-cola, etc.) nas 12 horas que antecedem as
internagdes até a ultima coleta.

E ainda de sua responsabilidade em relagdo a sua participagdo no ensaio clinico: a) comparecer as internagdes
na data e horérios informados; b) permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo menos 10 horas) em cada
internagdo; c) tomar toda a medicagdo prevista; d) Ingerir toda a alimentacdo e liquidos que tenham sido
previstos; ¢) retornar a Unidade Clinica na data, horario e local combinados, para realizagdo da consulta e
exames de alta, independentemente de haver sido interrompida sua participacdo no estudo ou de sua

desisténcia.
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POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administragdo por boca de clorpropamida de maneira continuada pode causar reagdes como: ictericia
colestatica, nauseas, diarréias, vomitos, anorexia e fome. Entretanto o aparecimento de efeitos indesejaveis
apos administragdo em dose tnica de clorpropamida tem menor probabilidade de aparecer. Além dos efeitos
citados, a administracdo de qualquer medicamento pode causar reagdes imprevisiveis. A retirada de sangue ¢é
um procedimento seguro ¢ pode causar um leve desconforto, além de uma mancha roxa pequena no local da

picada que freqiientemente resolve sem maiores problemas.

BENEFICIOS OU COMPENSACOES

A participagao neste estudo, ndo tem objetivo de submeté-lo a um tratamento terapéutico. Conseqiientemente,

ndo se espera que a participagao no estudo traga qualquer beneficio em fung¢do do tratamento.

INTERCORRENCIAS (efeitos indesejaveis)

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participagdo no estudo, vocé recebera tratamento
desta Institui¢do, sem qualquer custo. Ndo havera, no entanto qualquer compensagdo de ordem financeira em
funcdo do ocorrido, a ndo ser que a condicdo faca jus da indenizac@o prevista no Seguro de Vida em Grupo
mencionado abaixo. Contudo, ao assinar este termo, vocé ndo esta renunciando qualquer direito legal que

vocé possui.

Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo, o voluntario estara assegurado

(Seguro de Vida em Grupo) pela empresa . Contardo também com plano de satde para

cobertura de despesas relacionadas com eventos adversos através da empresa

RESSARCIMENTO

De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ ), os voluntarios serdo ressarcidos das
despesas e tempo despendido na realiza¢do do supracitado estudo clinico apds a consulta de alta. Caso desista,
ou seja, dispensado antes do estudo ser finalizado o voluntario recebera proporcionalmente ao tempo
despendido, no final do estudo. Entende também que a desisténcia ou dispensa antes do comparecimento para

a primeira internagao ndo da direito a ressarcimento.

Estima-se que durante o periodo de sua participacdo no Estudo vocé€s terdo como despesa apenas os gastos
de deslocamento da residéncia ou trabalho até a Unidade Ambulatorial para a realizagdo dos exames e
consultas, bem como coletas de amostras ap6s a alta. Ainda deve ser previsto eventuais visitas posteriores
para acompanhamento dos eventos adversos. O ressarcimento destas despesas ja estd incluido no valor

estabelecido no item acima.
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PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participagdo ¢ voluntaria e vocé 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 explicagdo e sem que isto venha interferir no seu

atendimento médico nesta Instituigao.

Obteve todas as informagdes e esclarecimentos necessarios para poder decidir conscientemente sobre a

participag@o no referido ensaio clinico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no ensaio clinico podera ser interrompida, em
fungdo a) da ocorréncia de eventos adversos; b) da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico,
prejudique a continuagdo de sua participa¢do no estudo; ¢) do ndo 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; ¢) da suspensdo do Estudo como um todo.

O Centro de Bioequivaléncia o mantera informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma
informagao adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestara qualquer

tipo de esclarecimento em relagdo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitacdo.

A interrup¢ao ndo causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe do Centro de

Bioequivaléncia.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja obrigagdo
legal de divulgagdo. O Centro de Bioequivaléncia ndo identificara o voluntario por ocasido da publicacdo dos

resultados obtidos.

Contudo, o(s) monitor (es) do Estudo, auditor (es), membros do Comité de Etica e Pesquisa Clinica, ou
autoridades do(s) 6rgdo(s) governamentais envolvido(s) na fiscalizagdo e acompanhamento do estudo terdo
direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na
extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacdes aplicaveis, com o propdsito de verificar os
procedimentos ¢ dados do ensaio, sem, no entanto violar a condigdo de que tais informagdes sdo
confidenciais. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé estd também autorizando

tal acesso, mesmo se vocé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o Centro de Bioequivaléncia (Fone: ) €
solicitar que o mesmo contate os médicos responsaveis pelo ensaio clinico ou entdo entrar em contato

diretamente com os mesmos nos telefones indicados no final deste Termo de Consentimento.

Podera contatar o Pesquisador Médico responsavel pelo estudo, a Gerente de Pesquisa Clinica ou o Médico
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Atendente para receber informagodes adicionais, relacionadas & pesquisa ou quanto aos seus direitos como

voluntario.

Podera contatar a Secretaria do Comité em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Estadual de

Campinas fone: para apresentar recursos ou reclamagdes em relagdo ao ensaio clinico.

Se vocé concorda com o exposto acima leia e assine o documento abaixo:

Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apos, tive nova oportunidade de fazer perguntas sobre o contetido do mesmo o também
sobre o Estudo e recebi explicagdes que responderam por completo minhas duavidas e reafirmo estar livre e

espontaneamente decidindo participar do Estudo.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou certificando que toda a informagao que eu prestei,
incluindo minha histéria médica, é verdadeira e correta até onde é de meu conhecimento, e declaro estar

recebendo uma copia assinada deste documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as minhas informagdes, conforme

explicitado anteriormente.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu ndo renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao

participar deste Estudo.

, / /
NOME DO VOLUNTARIO DATA Assinatura
PESSOA QUE ESTA OBTENDO O | DATA Assinatura
TERMO DE CONSENTIMENTO
TESTEMUNHA (Somente necessario se o | DATA Assinatura
voluntario ndo souber ler)

CONTROLE INTERNO N° do Estudo: / N° do Voluntario:

TELEFONES PARA CONTATO:
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ANEXO IV- REPRESENTACAO GRAFICA DOS RESULTADOS DE EXAMES
LABORATORIAIS
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Pre Study Pos Study
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ANEXO V - PARECER DO CEP

- B DR en N and Y.L v b}
COMITE DE ETICA EM PESQU

2 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

= (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

B cep@fem.unicamp br

fcm unicamp br

CEP, 15/02/05.
(Grupo IT)

PARECER PROJETO: N° 045/2005

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DA BIODISPONIBILIDADE COMPARATIVA DE UMA
FORMULACAO DE TESTE (CLORPROPAMIDA — COMPRIMIDO - 250 MG;
RANBAXY LABORATORIES LIMITED, DEWAS, INDIA) VERSUS UMA
FORMULACAO DE REFERENCIA (DIABINESE®-COMPRIMIDO-250 MG; PFIZER
INC BRASIL) EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS OS SEXOS-GND 017/05.”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gilberto de Nucci

INSTITUICAO: Clinica de Repouso Itapira

APRESENTACAO AO CEP: 14/02/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 15/08/05 ¢ 15/02/06

II - OBJETIVOS

Avaliar comparativamente a biodisponibilidade de dois produtos a fim de determinar se
sdo equivalentes.

I - SUMARIO

E um estudo aberto, randomizado, cruzado, com dois tratamentos, onde 36 voluntarios
de ambos os sexos, com idade entre 18 e 55 anos, recebem, em cada periodo distinto, a
formulagdo teste ou a formulagdo referéncia, havendo por conseguinte dois bragos de tratamento.
As formulagdes s@o administradas em dose Gnica por via oral seguidos de coletas de sangue de
pelo menos 3 meias-vidas. Os periodos de tratamento devem obedecer um intervalo minimo de 7
meias-vidas entre eles.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
O estudo esta bem estruturado. O Termo de Consentimento ¢ adequado e contém todos
as informagdes para que o voluntario decida se quer ou nio participar do estudo. Os critérios de

inclusdo e exclusio sao adequados, bem como a forma de recrutamento dos voluntarios.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €

-1-
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item [V.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1v.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado €
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que ©
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano n@o previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicinamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com O parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na [T Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 15 de fevereiro de 2005.

Profa. Dﬁ. aarm Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO VI - CERTIFICADO DE ANALISE DA CLORPROPAMIDA

™y ;-I
TR J:'
F 1} ".I
[£5

SIGMA-ALDRICH

Certificate:sAnalysis

Chlarpropamide,
PFroduct Name ﬁg.p-:g.:l P
Product Number £1290
Product Erand Sigma
CAS Number g4-20-2
Molecular Formula €, H,,CIN, 0,5
Molecular Weight 276,74
1 4-7 LOT 031HOS2E RESULTS
APPLARANCE WHITE POMWDER
SOLUBILITY CLEAR COLORLESS SOLUTION AT 200 MG PLUS 4 ML OF ETHANOL
FURITY BY NADH TITRATION EER
FURITY BY HPLC EER-E
QC ACCEPTANCE DATE ALGUST 2083
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ANEXO VII - CERTIFICADO DE ANALISE DA GLIBENCLAMIDA (PI)

USY UMITED ! pe Usnpa
B.S.D. Marg, (Govandi Station Road), L
Govandi, Mumbai - 400 088. INDIA rnend
Tel. : + 91 (22) 556 4048 / 48/ 50 / 51 o Desengett _ @
Fax : + 91 (22) 558 4025 / 551 5608
Email: intemational@usv.co.in
—— ——
-
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Name of the product :  Glibenclamide BP
Batch no. ’ :  CHOO33
Date of manufacture :  September 2000
Date of expiry : August 2005
Date of analysis :  23/09/2000
Analytical report no. * GBO047/2000-2001
Test Results Limits
Characters - A almost white powder. As per BP
Practically insoluble in water and  Practically insoluble in water and
in ether; slightly soluble in alcohol  In ether; slightly soluble in
& in methanol. alcohol 8 in methanol.
Identification )
Test A Melting point : 172°C 169°C - 174°C
Test B Complies As per BP
'_Fﬁt [ Complies As per BP
Test D Complies As per BP
Test E ' - Complies As per BP
Appearance of solut.inn Complies As per BP
. .
Heavy metals Complies Not more than 20 ppm
Related substances Complies As per BP
Loss on drying 0.12% Not more than 1.0%
Sulphated ash 0.04% Not more than 0.1%
Assay as Ca3H2CIN;OsS 99.23% Not less than 99% &
(on dried basis) Not more than 101%
Particle size
Smaller than 20 p 100% 100% less than 20 p
k : The ple | as per BP 1999,

BARRERA FARMACEUTICA E REPRES. LTDA M____,

Rua Balatais, 602 - Conj. 32 .
Prepared By 1. Pauiista - CEP 01423-010- Sdo Paulo - 5P Manager — Quality Assurance

Tel.: (011) 3885-3497 - Fax: (011) 3885-2705
E-Mail: barrera@osite.com br
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ANEXO VIII - ESTRUTURA QUIMICA DO ANALITO (CLORPROPAMIDA) E PI
(GLIBENCLAMIDA)

ESTRUTURA QUIMICA CLORPROPAMIDA
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ANEXO IX - CROMATOGRAMAS

TESTE DE SUPRESSAO IONICA

Peak Name: "Chlorpropamide”  Mass(es): "277.0/175.0 amu"
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Figura 5- Perfil da linha de base ap6s inje¢@o de plasma branco demonstrando auséncia de supressao idnica
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Figura 6- Cromatograma apos injecdo de amostra com o analito e padréo interno (PI)
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ESPECIFICIDADE

Peak Name: "Chlorpropamide” Mass(es): "277.0/175.0 amu"
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Figura 7- Cromatograma referente a amostra de um pool de plasma branco normal e PI
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Figura 8- Cromatograma referente a uma amostra de pool de plasma branco normal com analito

concentragdo do LIQ ¢ PI.
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ANEXO X - CURVA DE CALIBRACAO E GRAFICO DA MEDIA DA AREA DO
PADRAO INTERNO
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Figura 9- Curva de calibragao
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ANEXO XI - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA EMPREGADO
NO TESTE DE SUPRESSAO IONICA

Liquid chromatograph
Mass spectrometer

|—
1[N

Infusion pump
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ANEXO XII - PROTOCOLO DE EXTRACAO

Protocolo de extracao

Clorpropamida

l Pipetar 100 uL de plasma l

[ Pipetar 50 uL de IS (Glibenclamida 500 ng/mL) ]

Agitar em vortex

[ Pipetar 200 uL de HCI 1% ]

Agitar 10 seg em vortex

’ Adicionar 4 mL de solvente de extracao

eter/hexano/dicloro (40/30/30)

Agitar 40 seg.

Centrifugar 1 min 3200 rpm

Congelar -70C por 15 min.

Fase Organica l l Fase Aquosa

Verter para tubo de ensaio l Descartar

Secar sob N2 a 50C

[ Pipetar 200 uL de MP ]

Agitar 15 seg. para ressuspender

lTransferir para vial e fechar l
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ANEXO XIII - ESPECTRO DE MASSA DO ANALITO CLORPROPAMIDA

ESPECTRO DE MASSA CID PARA O ANALITO (ION PRECUSSOR E ION
PRODUTO)
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ANEXO XIV - ESPECTRO DE MASSA DO PI - GLIBENCLAMIDA

ESPECTRO DE MASSA CID PARA GLIBENCLAMIDA ({ON PRECUSSOR E {ON
PRODUTO)
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ANEXO XV - RELATORIO DO PROGRAMA ESTATISTICO

® [
Chlorpropamide vs. Diabinese tablet formulation
Cmax parametric analysis of In-transformed data

Bioavailability Statistics Dependent variable: Ln (Cmax)
Alpha=0.0500 Bioequivalence Limits: (A.H.) Lower= 0.800 (A.H.)

Upper= 1.250
Transformation = LN Percent of Reference to Detect = 0.20

Formulation variable: formname Reference: reference Least

squares mean=3.522594, s.e. =0.031742

Test: test Least squares
mean=3.460613, s.e.=0.031742
Difference = -0.0619,
s.e.d.= 0.0448, df= 33 Ratio
= 93.9901 Classical

Westlake
C.L 80% = ( 88.6304 , 99.6739) ( 90.4477 , 109.5523)
C.L 90% = ( 87.1124 , 101.4107) ( 88.6237 , 111.3763)
C.L 95% = ( 85.7843 , 102.9808) ( 87.1085 , 112.8915)

Two One Sided T-tests Prob (< 80%)=0.0005
Prob (> 125%)=0.0000 Max=0.0005 Total=0.0005

A.H. p-value = 0.0005 Power = 0.9970
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®
Chlorpropamide vs. Diabinese tablet formulation

AUC.72:00n parametric analysis of In-transformed data

Biocavailability Statistics Dependent variable:
Ln (AUCall)Alpha=0.0500 Bioequivalence Limits: (A.H.)Lower=

0.800 (A.H.)Upper= 1.250
Transformation = LN Percent of Reference to Detect = 0.20

Formulation variable: formname Reference: reference Least

squares mean=7.048378, s.e.=0.030446

Test: test Least squares
mean=6.969901, s.e.=0.030446
Difference = -0.0784,
s.e.d.= 0.0430, df= 33 Ratio
= 92.4524 Classical

Westlake
C.L. 80% = ( 87.3898 , 97.8083) ( 89.1185 , 110.8815)
C.L. 90% = ( 85.9537 , 99.4424) ( 87.3898 , 112.6102)
C.L. 95% = ( 84.6964 , 100.9186) ( 85.95406 , 114.0454)

Two One Sided T-tests Prob (< 80%)=0.0009
Prob (> 125%)=0.0000 Max=0.0009 Total=0.0009

A.H. p-value = 0.0009 Power = 0.9983
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WinNonlin — ANALISE ESTATISTICA (Teste x Referéncia)

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM (V01l.5A) Core
Version 30Jun97

Dependent variable: Ln (Cmax)
Total Observations: 70 Observations Used: 70

Model Sum of Squares: 2.4677525 df 36 Error Sum
of Squares: 1.1628417 df 33 Mean Square Error:
0.0352376

Sequential Analysis of Variance (Type 1)
Effect SS df F Prob

Seq 0.0566709 1 l1.61 0.2136 Subject (Seg) 2.3433339 33 2.02
0.0240 Period 0.0005738 1 0.02 0.8992 Form Name 0.0671739 1
1.91 0.1767

Weighted Squares of Means (Type 3)
Effect SS df F Prob

Seq 0.0566709 1 l1.61 0.2136 Subject (Seg) 2.3433339 33 2.02
0.0240 Period 0.0009828 1 0.03 0.8684 Form Name 0.0671739 1
1.91 0.1767

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1.5A) Core Version 30Jun97

Contrasts
Dependent variable: Ln (Cmax)
Sequential Sum of Squares (Type 1) Contrast Effect SS df F Prob

Cwvs. T 0.0671739 1 1.91 0.1767 Contrast: 1 -1
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WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1.5A) Core Version 30Jun97

Hypothesis Tests
Dependent variable: Ln (Cmax)
Effect SS df F Prob

Sequential Sum of Squares (Type 1) Test Seqg 0.0566709 1 0.80
0.3781

Using Subject (Seq) as error term

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1l.5A) Core Version 30Jun97

Least Squares Means

Dependent variable: Ln(Cmax) period

Value Std. Error 1.0000 3.495352
0.031743
2.0000 3.487855 0.031743

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1.5A) Core Version 30Jun97

Bioavailability Statistics Dependent variable: Ln (Cmax)
Alpha=0.0500 Bioequivalence Limits: (A.H.)Lower= 0.800

(A.H.)Upper= 1.250

Transformation = LN Percent of Reference to Detect = 0.20

Formulation variable: form name Reference: reference Least

squares mean=3.522594, s.e.=0.031742

Test: test Least squares mean=3.460613,
s.e.=0.031742 Difference = -0.0619,
s.e.d.= 0.0448, df= 33 Ratio =93.9901
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Classical Westlake

C.L. 80% = ( 88.6304 , 99.6739) ( 90.4477 , 109.5523)
C.L. 90% = ( 87.1124 , 101.4107) ( 88.6237 , 111.3763)
C.L. 095% = ( 85.7843 , 102.9808) ( 87.1085 , 112.8915)

Two One Sided T-tests Prob (< 80%)=0.0005
Prob (> 125%)=0.0000 Max=0.0005 Total=0.0005

A.H. p-value = 0.0005 Power = 0.9970

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(V01l.5A) Core Version 30Jun97

Dependent variable: Ln (AUCall)Total Observations:70 Observations

Used: 70

Model Sum of Squares: 2.1093300 df36 Error Sum of
Squares: 1.0697612 df 33 Mean Square Error:
0.0324170

Sequential Analysis of Variance (Type 1)
Effect SS df F Prob

Seq 0.1642771 1 5.07 0.0312 Subject (Seg) 1.8051905 33 1.69
0.0690 Period 0.0321755 1 0.99 0.3264 Form Name 0.1076868 1
3.32 0.0774

Weighted Squares of Means (Type 3)
Effect SS df F Prob

Seq 0.1642771 1 5.07 0.0312 Subject (Seq) 1.8051905 33 1.69
0.0690 Period 0.0355994 1 1.10 0.3023 Form Name 0.1076868 1
3.32 0.0774
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WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1.5A)Core Version 30Jun97

Contrasts
Dependent variable: Ln (AUCall)
Sequential Sum of Squares (Type 1) Contrast Effect SS df F Prob

Cvs. T 0.1076868 1 3.32 0.0774 Contrast: 1 -1

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1l.5A) Core Version 30Jun97

Hypothesis Tests
Dependent variable: Ln (AUCall)
Effect SS df F Prob

Sequential Sum of Squares (Type 1) Test Seq 0.1642771 1 3.00
0.0924 Using Subiject (Seq) as error term

WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM

(VO1.5A) Core Version 30Jun97

Least Squares Means

Dependent variable: Ln (AUCall) period

Value Std. Error 1.0000 7.031700
0.030446
2.0000 6.986579 0.030446
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WINNONLIN ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM
(VO1.5A)Core Version 30Jun97

Bioavailability Statistics Dependent variable: Ln (AUCall)
Alpha=0.0500 Bioequivalence Limits: (A.H.)Lower= 0.800
(A.H.)Upper= 1.250

Transformation = LN Percent of Reference to Detect = 0.20

Formulation variable: form name Reference: reference Least

squares mean=7.048378, s.e.=0.030446

Test: test Least squares

mean=6.969901, s.e.=0.0304406

Difference = -0.0784, s.e.d.=

0.0430, df= 33 Ratio = 92.4524

Classical Westlake
C.L. 80% = ( 87.3898 , 97.8083) ( 89.1185 , 110.8815)
CcC.L. 90% = ( 85.9537 , 99.4424) ( 87.3898 , 112.6102)
C.L. 95% = ( 84.6964 , 100.9186) ( 85.9546 , 114.0454)

Two One Sided T-tests Prob (< 80%)=0.0009
Prob (> 125%)=0.0000 Max=0.0009 Total=0.0009

A.H. p-value = 0.0009 Power = 0.9983
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ANEXO XVI - ARTIGO CIENTIFICO PUBLICADO

Comparative Bioavailability Study with Two Chlorpropamide Tablet
Formulations in Healthy Volunteers

Marcia Aparecida da Silva', Fabiana D. Mendes® ®, Rogério Antonio de Oliveira®, Tausif Monif®, Anil
Patni®, Simrit Reyar®, Gustavo D. Mendes' 2, Gilberto De Nucci'%?

! Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas,
Campinas, SP (Brazil)

2 Cartesius Analytical Unit, Department of Pharmacology, Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP (Brazil)

8 Department of Internal Medicine, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas,
Campinas SP (Brazil)

* Institute of Mathematics and Statistics, Department of Statistics, University of Sdo Paulo, Sdo
Paulo, SP (Brazil)

® Ranbaxy Laboratories Ltd., Haryana (India)

Corresponding author: Prof. Dr. Gilberto De Nucci, 415 Jesuino Marcondes Machado Ave.,
13092-320, Campinas, SP (Brasil); e-mail: denucci@dglnet.com.br

Objective: The aim of this study was the assessment of the bioequivalence of two
formulations (250 mg tablet) of chlorpropamide (CAS 94-20-2) in 36 healthy volunteers of
both sexes.

Methods: The study was conducted using an open, randomized, two-period crossover
design with a 3-week washout interval. Plasma samples were obtained over a 72-h period.
Plasma chlorpropamide concentrations were analyzed by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) with positive ion electrospray ionization using
multiple reaction monitoring (MRM). From the chlorpropamide plasma concentration vs. time
curves, the following pharmacokinetic parameters were obtained: AUC_72,, AUC; s and C,ax-

Results: The limit of quantification was 0.1 uyg/mL for plasma chlorpropamide analysis. The
geometric mean and respective 90 % confidence interval (Cl) of Test/ Reference percent
ratios were 93.99 % (87.11 %—101.41 %) for C,.x, 92.45 % (85.96 %—99.44 %) for AUC,_721 and
90.30 % (83.35 %—97.82 %) for AUC_ins

Conclusion: Since the 90 % CI for AUCy_72n, AUCq_ins and C,.x ratios were within the 80-125 %
interval proposed by the US FDA, it was concluded that chlorpropamide 250 mg tablet (test
formulation) was bioequivalent to the reference 250 mg tablet for of both the rate and extent
of absorption.

Key words Blood glucose-lowering drugs * CAS 94-20-2 « Chlorpropamide, bioavailability,

pharmacokinetics * Sulfonylureas
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Comparative Bioavailability Study
with Two Chlorpropamide Tablet
Formulations in Healthy Volunteers

Marcia Aparecida da Silva', Fabiana D. Mendes®3, Rogério Antonio de Oliveira*, Tausif MonifS, Anil Patni’,
Simrit Reyar®, Gustavo D. Mendes'2?, Gilberto De Nucci'®3

! Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas, Campinas, SP (Brazil)
2 Cartesius Analytical Unit, Department of Pharmacology, Institute of Blomedical Sciences, University of Séo

Paulo, S3o Paulo, SP (Brazil)

3 Department of Internal Medicine, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas, Campinas SP

(Brazil)

*Institute of Mathematics and Statistics, Department of Statistics, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP (Brazil)
3 Ranbaxy Laboratories Ltd., Haryana (India)

Corresponding author: Prof. Dr. Gilberto De Nucei, 415 Jesuino Marcondes Machado Ave., 13092-320, Campinas, SP (Brazil};

e-mail: denucci@dginet.com.br

Summary

Objective: The aim of this stady was the

of the bioequivalence of two
formulations (250 mg tablet) of chlor-
propamide (CAS 94-20-2) In 36 healthy
volunteers of both sexes.

Methods: The study was conducted
using an open, randomized, two-period
crossover design with a 3-week washout
interval, Plasma samples were obtained
over a 72-h period. Plasma chlorprop-
amide concentrations were analyzed by
liquid chromatography coupled to tan-
dem mass spectrometry (LC-MS-MS) with
pusitive lon electrospray ionization using

dtiph " itoring (MRM).
Prom the chlorpropamide plasma con-
centration vs thme curves, the following
phar kinetic y s were ob-
tained: ATICy 7z, AUCy,r and Cop gy

Results: The limit of quantification was
0.1 pg/mL for plasma chlorpropamide

tysis. The ge ric mean and resp
tive 90% confidence Interval (Cl) of Test/
Reference percent ratios were 83.99%
(87.11 %~101.41 %) for C,,,, 92.45%
(85.96 %~99.44%) for AUCy_y,, and
90.30 % (83.35 %~97.82%) for AUC,,_ s

Conclusian: Since the 90 % CI for
AUCy_ 721y AUCq gurand Cppe, ratios were
within the 80125 % interval proposed by
the US FDA, It was concluded that chior-
propamide 250 mg tablet (test formula-
tion) was bloequivalent to the refi e
250 mg tablet for of both the rate and ex-
tent of absarption.

Key words

= Blood glucose-lowering drugs

u CAS 94-20-2

a Chlorpropamide, bioavail-
ability, pharmacokinetics

u Sulfonylureas

2007;57(9):591-598

. ArzneimForschDrugRes

1. Introduction

Chlorpropamide (1-((p-chlorophenyl)sulfonyll-3-pro-
pylurea, CAS 94-20-2) is an oral blood-glucose-lowering
drug of the sulfonylurea class. The empirical formula is
CyoH;3CIN, 055 and weight molecular is 276.74 [1]. Orally
active sulfonylurea compounds have been used in the
treatment of type 2 diabetes since the 1950s, (2, 3, 4] fol-

Arzneimnittel-Forschung (Drug Research) 2007;57(9):591-598
© ECV - Editio Cantor Verlag, Aulendorf (Germany)

lowing the serendipitous discovery a decade earlier that
this kind of sulfonamides could reduce blood glucose
levels. Chlorpropamide is absorbed rapidly from the
gastrointestinal tract [5, 6], with a maximum concentra-
tion reached after 1 to 7 h (7]. However, absorption is de-
layed by food (7, 8], depends on pH (7, 9] and varies from
one preparation to another (7, 10]. The biological half-
life of chlorpropamide is long, ranging between 24-48 h

da Silva et al. - Chlorpropamide 591
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for various subjects |5, 6, 7, 9]. Chlorpropamide under-
goes extensive hepatic metabolism altheugh the p-chlo-
robenzene ring remains intact (7]. The major metabo-
lites are 2-hydroxy and 3-hydroxychloropropamde and
p-chlorebenzene sulphonylurea (7, 6], which are more
rapidly eliminated than the parent drug [7]. Urinary ex-
cretion of unchanged drug is usually about 20% of the
ingested dose (7, 6], Steady-state concentrations of chlo-
rpropamide depend more on its slow elimination than
on its absorption; but there is wide inter individual vari-
ation. Intra subject variation has not been characterized,
but is also likely to be large [7]. The aim of this study was
to compare in healthy volunteers of both sexes, the phar-
macokinetic profiles and to evaluate the bioequivalence
of two chlorpropamide 250 mg tablet formulations.
Chlorpropamide plasma levels were measured by high
performance liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (LC-MS-MS).

2. Materials and methods

2.1. Clinical protocol

Thirty-six healthy volunteers of both sexes (18 male and 18 fe-
inale), aged berween 18 and 55 years old (29.3 + 8.9, mean = sd;
range 18-48 years), height between 152 and 182 cm (164.0 + 8
cm), weight between 51.00 and 77.80 kg (63.7 + 7.2 kg) and with
a Body Mass Index (BMI) greater than 19.70 and less than 26,90
{23.54 + 1.72, mean t sd; range 19.7-26.9 kg/in?) were selected
for the study. The volunteers were free from significant cardiac,
hepatic, renal, pulmonary, neurological, gastrointestinal and
hematological diseases, as assessed by physical examination,
ECG and the following laboratory tests: blood glucose, urea,
creatinine, AST, ALT, alkaline phosphatase, ¥GT, total bilirrubin,
uric acid, total cholesterol, triglycerides, albumin and totai pro-
tein, hemoglobin, hematocrit, total and differential white cell
counts, erythrocyte sedimentation rate and routine urinalysis.
All subjects were negative for HIV, HBV (except for serological
scar) and HCV [11, 12], The study began with 35 healthy volun-
teers. One volunteer dropped out by decision (response posi-
tive to exclusion criteria) of the clinical investigator before the
administration of the second period.

All subjects provided written informed consent and the pro-
tocol was approved by the Ethics Committee of State University
of Campinas (Unicamp). Any major changes required approval
from the Committee. The study was conducted in accordance
with the provisions of the Declaration of Helsinki (1964), Tokyo
(1975), Venice (1983), Hong Kong (1989), Somerset West (1996)
and Edinburgh (2000} revisions (12, 13]. Alter a screening and
wash-out period (of at least 2 weeks), the individuals who qual-
ified were hospitalized for 2 periods of approximately 52 h. The
periods were separated by an interval of 3 weeks, The study was
conducted in an open, randomized, two-period crossover de-
sign. During each period, the volunteers were hospitalized at
3:00 p.m., having already eaten a normal evening meal, and af-
ter an overnight fast they received at 7:00 a.m. a single 250 mg
dose of the appropriate chlorpropamide tablet formulation
along with 240 ml. of tap water. Co-administration of food with
oral drug products may influence drug bioavailability and/ac
bioequivalence. Food-effect bioavailability studies focus on the
effects of food on the release of the drug substance from the
drug product as well as the absorption of the drug substance (8,

592 da Silva ct al. - Chlorpropamide

e B e B e P A T R = e e 7 TG SIS T

14, 15|. No food was allowed during 3 h following drug admin-
istratlon, after which a standard breakfast was consumed. A
lunch, coffee break and an evening meal were provided 5, 8 and
11 h after dosing, respectively. No other food was permitted
during the ‘in-house’ period. Liquid consumption was permit-
ted ad libitum after lunch, but xanthine-containing drinks in-
cluding tea, coffee or cola were prohibited. Smoking was not
allowed during the hospitalization period. At 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24,
36 and 48 h, systolic and diastolic arterial pressure (measured
non-invasively with a sphygmomanometer) and heart rate were
recorded.

2.2. Formulations

The following formulations were employed: chlorpropamide
250 mg (lot number 1372845, expiration date January 2006) as
the test formulation and chlorpropamide 250 mg (lot number
40417006, expiration date March 2007) as the standard refer-
ence.

2.3. Drug analysis

Blood samples (5 ml) from a suitable antecubital vein were col-
lected into heparin-containing tubes before and 0.5, 1, 1.5, 2,
2.33,2.67,3,3.33,3.67.4,45,5,6,8,12, 16,24, 36, 48and 72 h
post-dosing, after the administration of each dose of chlorpro-
pamide. The blood samples were centrifuged at 2000 g for 10
min at room temperature and stored at -20°C until assayed.
Chlorpropamide and the internal standard (IS), glibenclamide
(CAS 10238-21-8) were extracted from the volunteers’ plasma
samples and quantified by liquid chromatography tandem
mass spectrometry (LC/MS/MS) with positive electrospray ion-
ization using multiple reaction monitoring (MRM). Drug plas-
ma extraction was performed using a liquid-phase extraction.

Briefly, 100 uL of each plasma sample were introduced into
a glass tube followed by the internal standard (50 uL of gliben-
clamide solution 0.3 pg/ml), 200 pL of aqueous hydrochloric
acfd solution (0.12 mol/L) and vortex-mixed for 10 s. Then, 2
mL of the organic solvent mix (diethyl ether/dichloromethane/
hexanes (40/30/30; v/v/v)) was added and the samples were
vortex for 40s, performed in a fume cupboard. After centrifuga-
tion at 2000 x g for 1 min and freezing the aqueous phase 0
-70°C for 20 min, the supernatant was transferred to another
tube, in which the organic solvents were evaporated under N,
at 50°C. The residue was then dissolved with 200 pL of mobile
phase (acetonitrile/water (70/30; v/v) + 10 mmol/L acetic acid)
and transferred to microvials. The high performance liquid
chromatography (HPLC) was performed on C18 4 pm (100 x 2.1
mm i.d.) at a flow rate of 0.2 mL/min, and the pressure of the
system was approximately 3500 kPa. The mobile phase was
acetonitrile/ water (70/30; v/v) + 10 mmol/L acetic acid.

The column operated at room temperature, The tempera-
ture of the auto sampler was maintained at 4°C and the injec-
ton volume was 5 pL.

Typical standard retention times were 1.8 + 0.3 min and 2.5
+ 0.3 min for chiorpropamide and IS, respectively, and the total
run-time was 3.0 min. The mass spectrometer (Sciex/Applied
Biosystems model APl 2000) equipped with an electrospray
source using a crossflow counter electrode was run in positive
mode (ES+) with multiple reaction monitoring (MRM). The
mass spectrometer was set as follows: 277.0 > 175.0 and 494.2 >
369.4, for chlorpropamide and glibenclamide (IS) as the precar-
sor jons m/z and the respective product ions.

Arzneimittel-Forschung (Drug Research) 2007)57(9):581-588
® ECV . Cdido Cantor Verlag, Aulendodf (Germany)
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2.4. Linearity

Linearity was determined to asscss the performance of the
method. A quadradc regression with a weighting index of 1/x
was applied to the peak area ratios of and internal standard vs.
the concentrations of the plasma standards of chlorpropamide
in duplicate to generate a calibration curve [16].

2.5. Recovery

The recovery was evaluated by dividing the extracted sample
mean by the uncxtracted (spiked blank plasma extract) sample
mean of the corresponding concentration. The matrix effect ex-
periments were performed using the ratio between spiked mo-
bile phase solutions and unextracted samples, spiked on plas-
ma residues (16].

2.6. Precision and accuracy

Within- and between-run precision were determined as the co-
efficient of veriation (CV) (%) = 100 (SD/M) and the accuracy
(%) by 100 (M/T), where M is the mean, SD is the standard de-
viation of M, and T is the theorctical concentration [17).

2.7.Ton suppression

Suppression of the MS signal ("ion suppression”) can be caused
by contaminants (e. g. salts, proteins, amino acids, etc.) in the
LC eluant entering the MS. Thus, a non-specific extraction pro-
cedure may produce ion suppression that could interfere with
the analysis of the samples. The effects of the sample prepara-
tion method on the variability of the electrospray ienization
tesponse should be determined [18, 19].

To assess the effect of fon suppression on the MS/MS signal
of the analyte, chlorpropamicde, and the internal standard, glth-
enclamide, the extraction procedure was evaluated. The experi-
mental set-up consisted of an infusion pump connected to the
system by a “zero volume tee” before the split and the HPLC
system pumping the mobile phase, which was the same as that
used in the routine analysis of chlorpropamide. The Infuslon
pump was set 1o transfer (50.0 pL/min) a mixture of analyte
and internal standard in the mobile phase (both 10 pg/mL). A
sample of human pooléd blank plasma was extracted as de-
scribed above, and the reconstituted extract was injected into
the HPLC system while the standard mixture was being infused.
In this system, any ion suppression would be observed as a
depression of the MS signal.

2.8. Stability

Stability quality control samples (0.3, 3.0 and 40.0 pg/ml) were
subjected to short-term (23 h) tests at room temperature, three
freeze/thaw (-20 to 25°C) cycles, 143 h autosampler stability
(4°C), long-term (68 days) stability rests (~20'C), master solu-
tion stability tests (after 42 days at 4°C) and working solution
stability tests (after 15 h at room temperature). Subsequently,
the chlorpropamide concentrations were measured compared
to freshly prepared samples |16, 20].

2.9. Pharmacokinetics and statistical analysis

In comparative bioavailability studies between two formula-
tions involving a product with a long half-life, it is recom-
mended to use an AUC truncated at 72 h (AUCg.1,,) and the
pesk of concentration (Cpy) to determine whether both drugs
arc bloequivalent [14]. Our study compared the maximum
concentration reached (Cp,), the Area Under the Curve from
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the time of dosing to the 72-h sample (AUC; 7p,) and the area
under the curve between the first sample (pre-dosage) and in-
finity (AUCo o). The AUCy 73 AUCq_inr and G, data for the
two formulations were analyzed by ANOVA to establish wheth-
er the 90% CI of the ratios was within the B0-125% interval
indicating bioequivalence as proposed by the US Food and
Drug Administration [21].

3. Results and discussion

Tolerance of both formulations was good. Seven volun-
teers complained of cephalea, and two volunteers of
nausea. None of the biochemical parameters monitored
presented any clinically relevant alterations. No signifi-
cant changes in laboratory results were observed [11, 12,
13).

The method was quadratic regression for chlorprop-
amide concentrations from 0.1 to 50 ug/mL (calibration
curve y = -0.00209 x? + 0.414 x + 0.00173 (r = 0.9999)). A
quadratic regression with a weighting index of 1/x was
performed on the peak area ratios of chiorpropamide
and the internal standard versus the chlorpropamide
concentrations of the eight human plasma standards
(in duplicate) to generate a calibration curve. No sig-
nificant ion suppression was observed in the region
where the analyte and the internal standard eluted (Fig.
1).

The recovery of chlorpropamide was 41.2 + 4.4%,
44.9 £ 1.4% and 39.0 + 4.0% for the 0.3, 3.0, 40.0 pg/mL
standard concentrations, respectively. The recovery of
the internal standard was 45.2 + 3.7%, 47.2 + 4.8% and
47.3 £ 3.2% for the 0.3, 3.0, 40.0 pg/mL standard con-

Table 1: Quantified concentration of individual samples for
intra-batch and inter-batch validaton.

e |t | oo
Sample [D BatchlD |mean(n| Botch | batch
ng/mly | FEr "
(n=8]
LOQ (0.1 pg/mL) | 122VOIVALOL | 0001 69 101
122V01VALO8 | Do08s | 35 86
122vo1vaLos | 0.1 1.2 100.4
QGA (0.3 pg/ml) | 122V01VALOL | 0.33 27 102
122VOIVALO3 | 0306 | 49 102
122V01VALOG | 0335 | 4.8 1116
QCB (3.0 pg/miy | 122vorvaLol | 3.3 26 | 1126
122VDIVALG3 | 321 36 | 1071
122VOIWVALOA | 337 s2 | 1123
QOCC (40.0 ug/mL)| 122V01VALD]L | 448 4.7 12
122V01VALD3 | 39.5 4 3.8
122VO1VALD | 39.4 65 9.4
Inter-
Inter- | Inter-
batch
Sampie 1D mean (in mn .:;%
He/ml) | Sy gy | )
n=3)
LOQ (0.1 pg/m) 0.0958 | 10.8 95.8
QCA (0.3 pg/mL) 0324 | 57 1079
QCB (3.0 pg/mL) 332 a4 | 1107
QCC (40.0 pg/ml) a2 79 103.1
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Teble 2: Stability tests for chlorpropamide.
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Chlorpropamide post-processing stability test (values in pg/mL)

Low sample Medium sample High sample
Reference values | Values after 143 h | Reference values | Values after 143 h | Reference values | Values after 143 h
Mesan (ug/mL) 0.288 0297 2.81 2.94 37 38
CV (%) 39 3.8 2.7 3.9 8.4 3.9
Variation (%) 3.3 4.6 28
Chlorpropamide freeze-and-thaw stability test (values in pg/mL)
Low sample Medium sample High sample
Reference values Values after Reference values Values after Reference values Values after
3 cycles 3 cycles 3 cycles
Mean (ug/mL) 0.305 0.29 3.16 293 371 36.6
Vv (%) 72 5.2 56 7.2 123 8.1
Variaton (%) -5.0 -7.5 -L3
Chlorpropamide short-term stability test (values in pg/mL)
Low sample Medium sample High sample
Reference values | Values after 23 h | Reference values | Values after 23 h | Reference values | Values after 23 h
Mean (pg/mL) 0.321 032 322 3.18 384 39.6
CV (%) 29 58 4.4 31 27 5.0
Variation (%) ~0.4 -1.3 2
Chlorpropamide long-term stability test (values in pg/mL)
Low sample Medium sample High sample
Reference values | Values after 143 h | Reference values | Values after 143 h | Reference values | Values after 143 h
Mean (pg/mL) 0.295 0.288 3.15 3.08 40.1 36.9
CV (%) 9.0 4.4 42 39 79 5.3
Variation (%) -2.4 -2.2 -7.9

centrations, respectively. No significant matrix effect
was observed. The limit of quantification (LOQ), de-
fined as the lowest concentration at which both the pre-
cision and accuracy were < 20% [16], was 0.1 pg/mL,
The within- and between-run precision and accuracy
for the LOQ and QCs are summarized in Table 1.

The stability tests (Table 2) performed indicated no
significant degradation under the conditions described
above, including the freeze-and-thaw test, the short-
term test at room temperature and the long-term test
(68 days). The human plasma spiked at final concentra-
tions of 0.3, 3.0, 40.0 ug/mL (n = 5 for each concentra-
tion).

No endogenous peak was observed in the mass chro-
matogram of blank plasma. Fig. 2 shows a chromato-
gram for the standard LOQ sample in which the reten-
tion times for chlorpropamide and the internal standard
were 1.8 and 2.5 min, respectively, and the running time
(RT) was 3 min.

The mean chlorpropamide plasma concentrations
vs. time profiles after a single oral dose of each 250 mg
tablet formulation are shown in Fig. 3. Table 3 shows the
mean pharmacokinetic parameters obtained from vol-
unteers after the administration of 250 mg chlorprop-
amide. Table 4 shows the geometric means of the indi-
vidual C,, and AUCg gy and AUC, 77, (test/reference

A i 1-F th (Drug 2007;57(9):581-898
© ECV - Editlo Cantor Verlag, Aulendorf (Germany)

formulation), the respective 30% confidence intervals
(CI), power, and intra-subject CV for the volunteers.

Chlorpropamide has been determined in plasma and
other matrix by several methods such as high-pressure
liquid chromatography (HPLC) coupled to photodiode
array detector (LOQ 5 pg/mk; RT 15 min) (22); high-
performance capillary eletrophoresis (HPCE) coupled
to ultra-violet detecton (LOQ 4.0 pg/mL; RT 4.0 min)
{23); liquid chromatography-eletrospray tandem mass
spectrometry using an jon-trap detector (LOQ 31.25 pg/
mL; RT 4 min) [24]. The LC-ESI-MS method described
by Magni et al. [25] also shows good sensitivity (0.01 pg/
mL}, however, a longer running time (15 min) and sol-
id-phase extraction in serum (1 mL) for measurement
of chlorpropamide in human plasma. Qur method has a
suitable LOQ (0.1 pg/mL) for a bioequivalence study
coupled to a shert running time (3 min), employing an
easy liquid-liquid extraction in plasma (0.1 mL). The
LC-MS-MS is a very sensitive and selective analytical
tool for pharmacokinetic studies, widely used today [26,
27).

After the oral administration of the chlorpropamide
tablets to the volunteers, the observed chlorpropamide
peak plasma concentration (C,g) values and the time
values achieved (Tp,, ) were similar to those reported in
the literature (5, 6, 9, 15, 28, 29).
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Fig. 2: MRM chromatograms of blank normal pooled human plasma and of the LOQ sample (0.1 pg/mL).
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Fig. 3: Mean plasma concentrations vs. time curve for the two tested chlorpropamide formulations.

Table 3: Mean pharmacokinetic parameters obtained from Table 4: Geometric means of the individual C,, and AUC, 1,
after oral administration of 250 mg chlorprop- (Test/Reference formulation), the respective 50% confidence
amide tablets (Test or Reference). intervals (Cl), power, and intra-subject CV for cach gender.
Variable | Trwe() [Cie(1g/mL) ([j?guch‘}-;;u m;‘fctum e Parametric (n = 35)
Test/Reference [~ Intra-subject
Formulation Reference BT 90% CI Power CV (%)
Mean 1.76 34.28 1163.02 1809.44 92, ! - | 09983 19.47%
sD 133 583 21445 | 65891 MRy, | WaRs. | SO
; 26. i
Max 60 | 0 | iews | dwon | AlGewso | wa | s | oo | 2iaew
. AUCqopm | AUCqq Conme Tt 93.9901 | 87.1124- | 09970 1997%
Varisble | Taa (B |Com Gig/mb) o ol g D | 1014107
Formulaton Test Men - Parametric (n = 18)
Mean 2.05 3284 108785 | 1602.05 Test/Reference| oo Intra-subject
sD 1.62 734 2135 41419 mean | 90%Cl | Power CV (%)
Min 0.5 894 431,52 775.63
Max 8.0 4839 1597.62 | 2469.96 AUCy ratio | 90,1485 | 79.9643- | 0.9240 284%
1016298
AUCqyyrato | 87.4493 | 74.7343- | 0.7634 30.87%
102.3276
Cansy ratio 921467 | 79.812- | 0.8182 27.10%
106.5624
In addition, the calculated 90% CI for mean Cpay, -
AUC, 4 and AUC, ;, Test/Reference individual ratios b s
were within the 80-125% interval defined by the USs | TevRelemnce| oo [0 T it sublect
Food and Drug Administration [30], thus establishing iz s
the bioequivalence of the fwo formulations, AUC; pratio | 94.5431 | 86.9803- | 0.9949 14.64%
102.7635
AUCy jyratio | 932105 | 891678~ | 0.9999 7.90%
Acknowledgement 97.4365
The bioequivalence trial was supported by Ranbaxy Laborato- | Cme®ratio | 95.8746 1:';82?;}' 0.93%8 lo49%
ries Lid., Haryana (India). @
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