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Resumo

Objetivo. Esta tese tem por objetivo avaliar a bioequivaléncia através da
farmacocinética e farmacodindmica de duas preparagdes comerciais de dois
Antagonistas de Calcio, Amiodipina (Cordarene™ Biosintética comprimido 5 mg vs
Norvasc® Pfizer comprimido 5 mg) e Nimodipina (Oxigen® Biosintética comprimido
90 mg vs Nimotop™ Bayer comprimido 90 mg). Foram selecionados trinta e sete
(37) voluntarios do sexo masculino, entre 18 a 45 anos, saudaveis, para estudo
randomizado, ndo cego e divididos em dois grupos (Grupo Amlodipina [19 vol.] e
Grupo Nimodipina {18 vol .]).

Amostras de sangue dos voluntarios foram coletadas de acordo com horarios pré-
estabelecidos.

Apos determinagao dos niveis plasmaticos das drogas em questéo, foi realizada
analise farmacocinética, com isso obteve-se assim a concentragdo plasmatica
maxima (C.z) © 0 tempo necessario para atingir este nivel maximo (T). As
areas sob a curva tempo vs concentragéo de Amiodipina (AUC g.144ny) € Nimodipina
(AUC(a24y), €M separado, foram calculadas utilizando o método trapezoidal.

As constantes de elimina¢do terminal de primeira ordem (Kg) das substancias
Amlodipina e Nimodipina foram obtidas a partir da equacgao de regressao linear
entre o logaritmo da concentragdo e o tempo. As meias vida (Tq) foram
calculadas empregando a equacao Tar2= (In2/Ke).

Resultados. Nao houve variagdo significativa da PA e FC com administragéo de
uma unica dose das formulagdes das drogas estudadas.

As areas sob as curvas da droga Amilodipina (AUCs. 144) foram comparadas. AUC
média arifmética de Amilodipina Biosintética foi 94.23% da Amlodipina Pfizer
(Intervalo de confianga de 90% de Westlake foi de 80.1 - 109.9%). A AUC média
geomeétrica Amiodipina Biosintetica foi 93.69% da Amlodipina Pfizer (intervalo de
confianga de 90% de Westlake foi de 82.8 - 110.2%).

O maximo de concentragao (Cna) de cada uma também foi comparada. A Chx
média aritmética de Amiodipina Biosintética foi 93.58% da Amlodipina Pfizer

(Intervalo de confianga de 90% de Westlake foi de 88.4 - 111.6%). A Cna média
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geométrica Amilodipina Biosintética foi 93.49% da Amlodipina Pfizer (Intervaio de
confianga de 90% de Westlake foi de 88.7 - 111.3%).

Os calculos realizados seguiram de transformagao logaritmica e a probabilidade
da taxa ser inclusa dentro do intervalo 0.8 - 1.25% foi de 1.0 e 1.0
respectivamente para AUCg- 1441« Crnax (1-Test duas vias).

As areas sob as curvas da droga Nimodipina (AUC| . 24)) foram comparadas. A
AUC média aritmética de Nimodipina Biosintética foi 94.5% da Nimodipina Bayer
(Intervalo de confianga de 90% de Westlake foi de 74.0 - 126.0). A AUC média
geométrica Nimodipina Biosintética foi 98.8% da Nimodipina Bayer (Intervalo de
confianga de 90% de Westlake foi de 76.2 - 124.7%).

O maximo de concentragdo (Cma) de cada uma também foi comparada. A Cpa
média aritmética de Nimodipina Biosintética foi 95.3% da Nimodipina Bayer
(Intervalo de confianga de 90% de Westlake foi de 70.7 - 128.3%). A C média
geométrica Nimodipina Biosintética foi 107.8% da Nimodipina Bayer (intervalo de
confianga de 80% de Westlake foi de 62.9 - 137.0%).

Os céalculos feitos seguiram de transformagdo logaritmica e a probabilidade da
taxa ser inclusa dentro do intervalo 0.8 - 1.25% foi de 0.91 e 0.92 respectivamente
para AUCp. 241« Crmax (- Test duas vias).

Através dos parametros médios de K. e T da Amlodipina e Nimodipina notamos
apresentar diferencas significativas entre elas. O K. e T, da Amlodipina foi de
0.01 h' e 386 h respectivamente e da Nimodipina 0.54 h' e 129 h
respectivamente.

Conclusdo: Concluimos que a substituigdo da Nimodipina Bayer (Nimotop™) e
Amilodipina Pfizer (Norvasc®) pelo seu equivalente Nimodipina Biosintética
(Oxigen®) e Amlodipina Biosintética (Cordarene™) respectivamente €
perfeitamente possivel, uma vez que sua velocidade de absorgéo e extenséo de
absorcdo estao dentro dos parametros requeridos pela F.D A

Em relagao a comparagao cinética das substancias Amiodipina e Nimodipina que
s&0 originarios do protdtipo da Nifedipina, da Classe Dihidropiridinico, concluimos
que a introdugdo de radicais diferentes na sua molécula basica é capaz de
promover alteragdo em sua propriedades fisico-quimicas tornando-a inicio de

acao lenta, extensa distribuicéo e metabolizagao lenta.
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1.1 Histérico

O disturbio cardiocirculatorico mais frequente na pratica médica é a
hipertens&o arterial (H.A)) (STAMLER, 1962), atingindo 10% dos adultos na faixa
dos quarenta anos e 25% na faixa dos sessenta anos (STAMLER, 1960). Além
disso, a ela associam-se aumentos da mortalidade (U.S. DEPT OF HEALTH,
1966; KANNEL et alli, 1972; KANNEL, 1976, KREGER & KANNEL, 1982) e da
morbidade cardiovasculares, com maior incidéncia de infarto do miocardio (.M.},
angina de peito, insuficiéncia cardiaca (1.C.), acidentes vasculares cerebrais
(AV.C.), ataques isquémicos transitérios e arteriopatias periféricas (U.S. DEPT
OF HEALTH, 1966; KANNEL & STOKES, 1985). Por outro lado, existe uma
estreita associagdo entre niveis elevados de presséo arterial (P.A.) e mortalidade
por outras causas gerais, assim como tambem com mortalidade subita cardiaca
(GORDON et alli, 1971; KANNEL, 1986),

E de conhecimento que na H.A. ha alteragdes na resisténcia do leito
vascular periférico, encontrando assim aumento na resisténcia total. Esta
estabelecido que além de fatores estruturais como hipertrofia da camada média,
pode ser adicionado a este conjuntamente, fatores neurogénicos indiretos,
hormonais e fisicos (MORGAN, 1987). A terapia farmacoldgica inibiria a atividade
miogénica e com isso teriamos uma inversao das mudangas estruturais.

Ha autores que discutem esta resposta alterada dos vasos periféricos
como sendo dependente do acumulo de calcio (Ca™) citoplasmatico vindo do

extracelular, promovendo aumento do estado contratil (THOMPSON et alli, 1987)
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e levando as alteracdes morfo-funcionais dos leitos vasculares na H.A., uma vez
que este ion & responsavel pela manutengao da tonicidade da musculatura lisa
(MORGAN, 1987).

Thompson et alli, 1987, investigaram o pape! do influxo de Ca™" através da
membrana celular em musculo vascular liso de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) sob estimulos despolarizantes. Estes autores demostraram
aumento na reatividade vascular ao estimulo de despolarizagdo e que este era
devido a uma alteragao do fluxo de Ca™ através dos canais da membrana celular
(THOMPSON et alli, 1987). Isto apoia a hipdtese de que a H.A. esta relacionada a
movimento transmembrana de Ca". Ha estudos, porém, que contestam esta
afirmativa através de modelos experimentais. Postulam que a sensibilidade
alterada do Ca™ ndo é o fator primario na patogénese da H.A..

Uma das sugestdes & que os canais que conduzem o Ca™ estejam
funcionalmente alterados e tém uma probabilidade maior de abertura ou uma
grande afinidade por este fon (CASSIE et alli, 1990).

A terapia farmacoldgica teria a propriedade de corrigir estes estados
funcionais alterados, haveria inibicao da atividade miogénica € com isso
obteriamos uma invers&o das mudangas estruturais.

A descoberta dos antagonistas do calcio (A.C.) (GODFRAIND & KABA,
1969; GRUN & FLECKENSTEIN, 1871) e, nos ultimos anos, com novas
modificagdes nas formulas estruturais (ABERNETHY, 1881), tem possibilitado o
contréle da H.A. (FLECKENSTEIN et alli, 1989; ABERNETHY, 1989; PETIRCONE
et alli, 1994). da doen¢a isquémica cardiaca (D.L.C)) (TAYLOR, 1889)

promovendo redugdo do consumo de oxigénio pelo miocardio e melhora de sua
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fungdo (TAYLOR, 1991, ABERNETHY, 1989), de determinadas arritmias
cardiacas inibindo o processo de excitacdo dos noddulos sincatrial e
atrioventricular; e promovendo dilatagao de vasos cerebrais (VAGHY et alli, 1987)
em patologias cerebrovasculares. Estudos utilizando A.C. possibilitaram
demonstrar muitas outras aplicagdes no tratamento de doengas nao-
cardiovasculares (RIBEIRO, 1995) como inibir a agrega¢ac plaquetaria, no
tratamento de individuos asmaticos e no alivio da cefaléia tipo cefaléia pulsatil
(VAGHY et alli, 1987). Dados recentes da literatura mostram tambem possuir
efeito inibitorio efou retardatédrio no desenvolvimento da ateroesclerose (WATERS
et alli, 1990) permitindo assim maior controle sobre as patologias isquémicas.
Recentes desenvolvimentos dos A.C. (VANHOUTTE, 1987) tém proporcionado
sua utilizagdo com posologia Unica diaria e baixissimos efeitos colaterais
(EZEKOWITZ et alli, 1995). Tal &€ a sua aplicabilidade gue atualmente &€ uma das
maiores classes de drogas cardiovasculares em estudos clinicos (KELLY &
O'MALLEY, 1992). Com estes efeitos benéficos na pratica clinica, o conhecimento
dos aspectos farmacocinéticos dos A.C. e da bioequivaléncia destes produtos sao
de relevante importancia.

Nos Gltimos anos, quantidades maiores de substéncias, novas ou nao,
foram colocadas no mercado farmacéutico para atender as necessidades da
indUstria farmacéutica. Trouxe para a populacao que dela faz uso uma quantidade
muito grande de opc¢des em relagdo ao seu custo e, para o medico, uma
variedade, levando-se em conta eficacia, eficiéncia terapéutica e custo. Estando

estas industrias coligadas ou nao, colocam para comercializagio os principios
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ativos préprios ou adquiridos. Algumas delas tém a permissadc para isso, outros,
porém, n&o detém a patente do principio ativo.

Diante disso, o Brasil, entretanto, aiém de nao dispor de lei que regula a patente
de medicamentos, ndo exige o controle de qualidade idea! para o registro do
produto tido como “genéricus”. Isto coloca em risco a populagdo e o médico por
estar utilizando medicamentos que podem eventualmente ndo atingirem a mesma
concentragao sanguinea da droga original € consequentemente perda da eficacia
terapéutica. O proprio Ministério da Saide nao sabe precisamente o numero de
especialidades farmacéuticas disponiveis no Brasil, muitc menos sua qualidade e
seguranga.

Portanto para aliviar esta tensdo na classe médica, os estudos de
bioquevaléncia tornaram-se obrigatorios e exigida por decreto lei ne 793/93 M.S.,
principalmente em relacdo aos geneéricos, avaliando a qualidade das diferentes
especialidades farmacéuticas e suas formulacdes de principios ativos basicos
iguais.

Em Farmacoiogia € fato perfeitamente conhecido que para obter efeito
terapéutico adequado € necessario que uma determinada quantidade da droga
esteja na circulagdo sanguinea para que suas moléculas venham ocupar seus
receptores farmacologicos especificos.

Entretanto, a relagdo dose-efeito dos farmacos €& muito variavel entre os
individuos e ha outros fatores que interferem nesta relagdc como fatores

farmacocinéticos e farmacéuticos.

O fator farmacéutico inclui a desintegracao e dissolucdo do farmaco onde sé

podera ent&o haver a absorgéo.
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A farmacocinética compreende a absorgado, distribuigdo, biotransformacgao
e excre¢gdo nho organismo humano. A relagdc da intensidade do efeito &
diretamente proporcional a concentragdo do farmaco na cofrente sanguinea e

este serve de parameétro para indicar o grau de ocupagdo de receptores

envolvidos no seu efeito.

Portanto, diante do exposto e da alta incidéncia dos disturbios

cardiocirculatorios, por atingir individuos em faixas etarias socialmente produtivas,
pela gravidade de suas consegiéncias sobre os portadores desta doenga e pela
necessidade de utilizagio de medicamentos cronicamente para seu controle,
justifica-se 0 empenho crescente das instituigdes de satde puablica e/ou privada
no controle das formulagbes apresentadas a populagao. O controle de qualidade
ideal para assegurar que as formulagbes de um mesmo principio ativo possam ser

intercambiaveis & através de Bioequivaléncia realizados em voluntarios sadios.
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1.2 Calcio e Fluxo Celular

O Ca™ & um dos elementos mais abundantes no corpo humano (HAYNES,
1991) e tem papel importante em muitos processos bioldgicos nas celulas
(BRAUNWALD, 1987) sendo essencial para a integridade funcional dos nervos,
ossos, musculos e tecido cardiaco (AMA, 1894), exercendo influéncia sobre a
excitabilidade e a liberagao de neurotransmissores (HAYNES, 1991; MURAD,
1991).

No ano de 1882 Sidney Ringer estabeleceu que a manutengao da
contratilidade cardiaca era dependente de ions Ca™ (BRAUNWALD et alli, 1987)
e anunciou assim seu papel como intermediario no acoplamento excitagéo-
contragdo e estimulo-secrecdo (TRIGLLE, 1990). Heilbrunn em 1943 descreveu,
anos mais tarde, a relagao entre o Ca™ com integridade da membrana e
permeabilidade celular. Ele também clarificou a suposi¢ao de Ringer (TRIGLLE,
1990) que este fon n&o se apresenta como simples mensageiro celular.

No sistema cardiovascular, o Ca™” esta envolvido no acoplamento excitag&o-
contragdo das células cardiacas e na constricgdo da musculatura vascular lisa
(BRAUNWALD, 1987).

Para elevagao do Ca™ citoplasmatico é disparado um sinal através da superficie
da membrana podendo ser originado de um potencial de agdo e/ou
despolarizacao localizada (ligagao eletromécanica) ou através de uma ligagao

farmacomécanica. Este Ultima possibilidade pode ocorrer independente ou ate
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conjuntamente com as mudangas no potencial da superficie da membrana
(SOMLYO, 1985).

A concentragdo extracelular de Ca"™ €& muito superior comparadoc &
intracelular que & 5X10° M em estado de repouso (MURAD, 1991). A manutengao
fisiologica do Ca”™" no interior celular da musculatura lisa depende dos estoques
no reticulo sarcoplasmatico, mitocondria e do meio extracelular que supre atraves
da superficie da membrana plasmatica (SOMLYO, 1985) (Figura 1).

O reticulo sarcoplasmatico é a organela primariamente responsavel por esta
manutencao celular (SOMLYO, 1985), sendo posteriormente confirmado por
outros pesquisadores (ADELSTEIN & SELLERS, 1987; JONHS et alli, 1987).

Postula-se que a entrada do Ca™* através da membrana citoplasmatica
(Figura 1) ocorra por trés mecanismos: a fenda do calcio, canal de calcio
receptor-operado e canal de calcio voltagem-operado (JONHS et alli, 1987).
Bevam e colaboradores propuseram a existéncia em alguns vasos, principaimente
artérias cerebrais, de canais sensiveis a estiramento sendo portanto chamado de

canal operado por estiramento (BEVAM et alli, 1982; GODFRAIND, 1987).
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Figura 1 Representagao esquematica da regulagdo do calcio celular (APUD,
Triggle, D.J., 1890).

]
[TTTTT]
\\‘

2+

Nat Ca

MI mitocondria; SR Reticulo sarcoplasmatico, Calmod Calmodulina

Neuro-horménics como por exemplo alfa adrenérgico (WOOD, 1989,
Murad, 1991) agem sobre o canal receptor-operado e promovem aumento do Ca’™"

citoplasmatico. Ja o canal voltagem-operado, depende da presenca de
concentragdes elevadas de potassio (K+) e estimulos elétricos despolarizantes

para alterar a concentragéo intracelular deste jon.

A diferenga entre esteé canais € que no primeiro ha menor seletividade ao
fon podendo carrear, conjuntamente, quando ativado, o ion sodio (Na") e K'
(JONHS et alli, 1987}

O canal de Ca™ voltagem-operado pertence a uma familia de proteinas
homélogas que também inclui canais de Na™ e K'. Esses canais contém dominios
de sequéncia homéloga com mdultiplas subunidades menores e sendo ativado

definem o poro interno. As subunidades (Figura 2), que sao regides hidrofobicas,
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podem ser alfa, beta, gama e epsoion (tabela 1). A principal formadora do poro
para o ion Ca™ & a subunidade alfa (MURAD, 1991).

Estes canais foram divididos em trés subtipos e sdo diferenciados por uma
variedade de critérios incluindo permeabilidade seletiva, caracteristica
eletrofisiologica e sensibildade farmacolbgica. Eles, entao, foram chamados de L
(Long lasting), N (Neuronal), T (Transient) (tabela 2) (Johns et alk,

1987 TRIGLLE, 1990) de acordo com a diferenciagao descrita acima.

Figura 2 Subunidades e formagéo do poro de entrada do calcio através da
subunidade alfa (APUD , Korolkovas, A. & Franga, F .F .A.C,,
1993).
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Tabela 1

Caracteristicas das subunidades do canal voltagem-operado

Subunidade Peso molecular Caracteristica

Alfa 1 175kDa polipeptideo nao-glicosideo;
sitio de fosforilagao; de liga-
¢ao as Dihidropindina

alfa 2 145kDa polipeptideo nao-glicosideo

beta 54kDa glicopeptideo

gama 30kDa glicopeptideo

epsolon 24 - 27 kDa glicopeptideo unido a alfa 2
através de pontes de dissulfeto

Korolkovas, A. & Franga, F.F.A.C., 1993
Tabela 2

Classificacao dos canais de calcio voltagem-operado

Propriedade L T N
Intervalo de ativagao(mV) >-10 >-70 >-30
Intervalo de Inativagao(mV) -60a-10 -100 a -60 -120 a -30
Conduténcia (pS) 25 8 12-20
Limiar de ativagao Alta Baixa Alta
Velocidade de Inativacae  Baixa Rapida Moderada
Permeabilidade Ba’">Ca’" Ba’'=Ca’®  Ba’'>Ca’'
Fungéo E-Ligagao Né Sino-atrial  Somente
atividade em do coragéo: neuronal:
musculatura blogueio repe- sistemas,

lisa cardiovas-
vascuiar, celu-

las enddcerinas

titivo em neu-  descarga de

rénios e celu- neurotransmis-

tas enddcrinas -sores

Triggle, D.J., 1890

Korolkovas, A. & Franga, F.F.A.C., 1993



Através do uso de drogas moduladoras do canal de Ca’™ puderam ser
identificados e caracterizados os sitios receptores de ligagao. Estas drogas slo
quimicamente heterogéneas, interagem seletivamente com os canais de Ca”™"
voltagem-operado, e como resultado quantidade deste ion flui através do canal
alterado, mudando assim sua concentragado intracelular e muitas funcdes
celulares. Estas drogas que ativam os canais s&o os ativadores de canal do Ca™”
e o efeito farmacolédgico predominante & vasoconstricgao e em tecido cardiaco
isolado produz efeito inotropico positivo. A partir do uso destas substancias, que
nao possuem qualquer utilidade clinica, pdde-se identificar e estabelecer a acéo
predominante, a fungdo e o papel deste canal em diferentes tecidos (VAGHY et
alli, 1987).

A partir da possibilidade de ligagdo em sitio especifico com definida
relagdo estrutura-atividade, interagdo com droga agonista e antagonista e
promovendo agdes nos tecidos, com toda esta sensibilidade farmacoiégica, o
canal de calcio “L” sugere ser um receptor farmacoldgico pois apresemta todas as

propriedades gerais para tal (TRIGLLE, 1990).
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1.3 Participag¢io do Ca'* no Acoplamento Excitagao-Contracio em tecidos

vasculares e cardiacos

A teoria largamente aceita que o aumento de Ca"™ livre no citoplasma
celular (SOMLYQ, 1985; JOHNS et alli, 1987) esta relacionado com a atividade

contratil em células musculares lisas (ALDESTEIN & SELLERS, 1987).

1.3.1 Agao vascular

Em muasculo liso, o Ca™ age ligando-se & calmodulina, uma proteina que
mantém semelhanga com a troponina C em sua propriedade estrutural e fisica
(ALDESTEIN & SELLERS, 1987). O resultado desta ligagdo é a formagéo do
complexo Ca"-Calmodulina (JOHNS et alli, 1987). Este complexo ativa uma
variedades de enzimas, incluindo as quinases e pelo menos uma fosfatase
(ALDESTEIN & SELLERS, 1987).

Um alvo de importancia pelo complexo Ca™-Calmodulina, nas células musculares
lisas, e a ativagdo da quinase de cadeia leve da miosina (Figura 03) (ALDESTEIN
& SELLERS. 1987, JOHNS et alli, 1987). Estando ativada, isto resulta na
fosforilagio da cadeia leve da miosina e na ativagio da atividade MgATPase pela

actina. Na presenga da hidrélise da adenosina trifosfato (ATP), h& deslizamento
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Figura 3 Ativagao da quinase de cadeia leve da miosina e fosforilacio da
miosina através do complexo Ca' ' -Calmodulina (APUD,

Adelstein, R.S. & Sellers, J.M., 1987).

MLCK
{Inactive)

CamM Cam
-ca* +Ca”

MLCK-CaM
{Active)

/’_\ p
Myosin v g

Phosphorylated

{Cannot Be Phosphatase Myosin
Action- {Can Be Actin-
Activated Activated)

MLCK: quinase de cadeia leve de migsing; CaM: Calmodulina. P: grupo fosforil.

da miosina sobre a actina, ocorrendo assim o processo contrétil (SOMLYO, 1985:
VAGHY et alli, 1987; JOHNS et alli, 1987). O processo inverso ocorre quando ha
desfosforilago da miosina e portanto ha interrupgdc do movimento de
deslizamento. A atividade contratil pode ser disparada mesmo sem a miosina nao
fosforilada estar ativada e, estas situagdes ocorrem, eventualmente, quando a
concentragdo de actina ativada for mais alta (ALDESTEIN & SELLERS, 1987).
Considera-se que mudangas da concentragdo de Ca™ livre citoplasmatico afetam
a velocidade de encurtamento da fibra sem que haja qualquer mudanca na
fosforilagdo da cadeia leve da miosina € também o aumento da afinidade do Ca™
a miosina alterando a atividade da adenosina trifosfatase (ATPase) (SOMLYO,
1885). A quinase de cadeia leve da miosina pode também ser desativada pela

dependente de quinase -Monofosfato 3',5’-ciclico de adenosina (AMPc) (figura 04)



e assim evitando a fosforilagio da miosina e o deshzamento da miosina sobre a
actina. Este processo é reversivel podendo o complexo Ca''-Calmodulina
interagir e promover sua ag¢ao. Ha estudos que com o uso de [} Agonista
adrenergico resulta no relaxamento das fibras da musculatura lisa. Acredita-se
que o AMPc tenha papel duplo, podendo levar também a relaxamento muscuiar
por diminuigdo da afinidade do complexe Ca™'-Calmodulina a quinase de cadeia
leve da miosina (Figura 4). J& & proteina quinase C age diretamente na
fosforilacdo da miosina. E uma enzima Ca"-dependente e ativada pelos
fosfolipides tais como fosfatidilserina da membrana celular. Todo este processo
se desenvolve na presenca da interagdo de um agonista ao receptor da
membrana celular (SOMLYO, 1985; ALDESTEIN & SELLERS, 1987). Todos estes
possiveis agentes envolvidos no processo da atividade contratil independentes do

complexo Ca™'-calmodulina, teriam papel responséavel na modulagdo da atividade

contratil vascular (BRAUNWALD, 1987, BRAUNWALD et alli, 1987) e

independente do aumento do Ca™ intracelutar (MORGAN, 1987)
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Figura 4 Processos de atuagao do AMPc na regulagao da fosforilagéo da
miosina sobre o complexo Ca**-Calmodulina (APUD, Adelstein,

R.S. & Sellers, J.M., 1987)

cAMP-Dependent

Protein Kinase f’

(lnﬂ%ﬁfe) — P-MLCK
Phosphatase { Affinity for CaM)}

CaM CaM
Ca?
cAMP-

Dependent P.K. P-MLCK -CaM
MLCKCaM —— === =™ (No Change in
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MLCK: quinase de cadeia leve de miosina; CaM: Caimodulina, P: grupo fosforil, P.K.: proteina quinase; cAMP: AMPc,

1.3.2 Agao cardiaca

A despolarizagdo da membrana do tecido de conducéo atrial e ventricular e
nos mibcitos dos atrios e ventriculos ocorre como consequéncia de duas
correntes de entrada, uma carreada pelo Na” através de canal rapido e a segunda
pelo Ca™ através de canal lento. No interior do midcito cardiaco, o Ca™ liga-se a
Troponina (Figura 5) aliviando assim o efeito inibitério sobre a actina e promove a
interagdo com a miosina causando contragao. Nos nddulos sinoatrial e

atrioventricular, a despolarizagao & largamente dependente do movimento do Ca™
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através do canal lento porém o preciso mecanismo ibnico que medeia o poténcial

do marcapasso neste tecido néo esta bem esclarecido (AMA, 1994),

Figura 5 Interagio actina-miosina apos liberagdo do efeito inibitério da
troponina atraves da ligagao com calcio (APUD, Adelstein, R.S. &

Sellers, J.M., 1987).

Tropomyosin
Actin

dC T,
. Troponin
N Somple{u

L —

Z \Thin Filament Thick Filament

Thin filament: actina; Thick filament: micsina; |, C e T: 3 subunidades da Troponina que formam o compiexo troponina;
Tropomyosin: tropomiosing; Actin: actina.

1.3.3 Regulagdo do Calcio intracelular pés atividade contratil

Para ambos os casos terminada a agao, o Ca’" é retirado do interior por
meio de dois mecanismos: bomba de Ca™ que utiliza a energia da hidrélise do
ATP e outra através da troca Na* por Ca™ na gual ele é bombeado para o

extracelular (KOROLKOVAS & FRANCA, 1993).



2. Antagonista de Calcio
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2.1 Introducéao

A descoberta destas drogas, capazes de antagonizar a agio do Ca™,
contribuiu para finalizar o entendimento do papel deste no acoplamento estimulo-
resposta, integridade celular em geral e os meios de mobilizacao (reticulo
sarcoplasmatico ou meio extracelular) em resposta ao estimulo celular (TRIGLLE,
1990). Estas substancias no sistema cardiovascular impedem o influxo de Ca™
para o interior das células da musculatura lisa tanto das células dos vasos quanto
das do tecido miocéardico através do bloqueio do canal de célcio e assim
interrompem o processo de excitagdo-contragao (VAGHY et alli, 1987 YAMADA
et alli, 1994). Como resposta ha reducao da frequéncia cardiaca, diminui¢cao da
contratilidade cardiaca, lentificagdo da condugido AV e reducdo da resisténcia
vascular periférica. Nas artérias coronarianas previne o aumento de sua
tonicidade. Outras agdes podem ocorrer em musculatura lisa n&o vascutar como
trato gastrointestinal, brénquio, Gtero, bexiga e ureter. (AMA, 1994)
Eles s&o chamados de antagonistas de calcio mas outras denominagbes como
bloqueadores de canais de célcio, bloqueadores da entrada de calcio (VAGHY et
alli, 1987, VANHOUTTE, 1987), blogueadores dos canais lentos de calcio também
s&o dadas (RIBEIRO, 1995).

Na decada de 60, os primeiros estudos com antagonistas de Ca™ foram

realizados por Fleckenstein, na Alemanha, e Godfraind, na Bélgica (MOURA,

1995).
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Fleckenstein avaliou resposta de fibras musculares expostas ao verapamil
em presenca ou ndo de Ca’" extracelular e obteve resposta mimética 4 auséncia
deste ion (FLECKENSTEIN et all, 1989). Godfraind por sua vez demonstrou que
era possivel bloquear o influxo de Ca™ com cinarizina e flunarizina
(FLECKENSTEIN et alli, 1887, GODFRAIND et alli, 1989) competitivamente em
preparagdes isoladas de vasos despolarizados com K. Obteve como resposta a
nao vasoconstriccdo (POWELL & SLATER, 1958).

O que contrapde ao estudo de Fleckenstein e que as substncias utilizadas nao
eram especificas (FLECKENSTEIN et alli, 1989) pois apresentavam em outros
locais, agbes farmacolégicas e terapéuticas distintas do bloqueio de Ca™".
Portanto sdo drogas com estruturas quimicamente heterogénicas com
correspondente heterogeneicidade de atividade farmacolégica e terapéutica.
(TRIGLLE, 1990}

Apbés realizagdo de varios procedimentos utilizando técnicas
eletrofisiolodgicas e radiomarcadores ligados, pdde-se evidenciar que a a¢ao dos
A.C. ocorre no canal voltagem-operado (VAGHY et alli, 1987, TRIGLLE, 1990;
WOOD, 1989 YAMADA et alli, 1894), sendo mais claramente no canal “L”
(TRIGLLE, 1990; MURAD, 1891), embora existam drogas que atuam scobre canal
receptor-operado conforme estudos demonstrados com a droga verapamil
(GODFRAIND & KABA, 1969; WOOD, 1989).

Tendo esta interagao droga-canal realizada, demonstrada através das técnicas
descritas acima, descobriu-se utilizando células polarizadas ou ndo que a
afinidade dos A.C. era aumentada em estados de despolarizagdo do canal.

Observa assim que esta interagdo é favorecida nos tecidos que apresentam
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despolarizacdo e independentemente do potencial de membrana, exercendo

apenas papel modulador do tipo quatitativo e quantitativo (TRIGLLE, 1990).

Tabela 3

Classificago dos antagonistas de calcio em relagéo ao canal voltagem-operado

Propriedade L T N

1,4 dihidropiridina Sensive! Insensivel Insensivel
(ativadores/antagonistas)
Fenilalquilamina Sensivel Sensivel Insensivel

Benzotiazepina Sensivel Sensivel Insensive!

Triggle, D.J., 1990

Atualmente € de conhecimento que ¢ canal voltagem-operado & um
receptor de multiplas drogas que inibem a entrada de Ca™ e que seu sitio
especifico permite que seis ou mais estuturas de substincias A.C. com diferengas
alostéricas ocupe © local. As afinidades de muitos compostos como da classe
Dihidropiridina foram determinadas por técnicas de liga¢ao in vitro (YAMADA et
alli, 1994). Avangos nos estudos moleculares possibilitaram reconhecer no canal
“L", a subunidade alfa 1 como a que possui maior propriedade do canal.

A seletividade dos efeitos farmacolégicos dos A.C. no sistema cardiovascular se
deve a abundancia dos canais “L” no musculo liso e cardiaco (TRIGLLE, 1890;
MURAD, 1991}, mas sua afinidade esta relacionada a uma variedades de causas,
incluindo, fatores farmacocinéticos como a absor¢ao, distribuicido e metabolismo

(TRIGLLE, 1990} e a fatores farmacodinamicos (YAMADA et alli, 1994).
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2.2 Estrutura Molecular

A interag@o dos A.C. ac receptor € dependente da sua formula estrutural
que Ihe fornece caracteristicas farmacocinéticas (TRIGLLE, 1990). A formula
estrutural da 1,4 dihidropiridina (Figura 6) e o papel dos radicais é o fator
determinante na relagdo estrutura-atividade. Os principais fatores moleculares

que determinam atividade biologica sao os seguintes:

O ndclec 1,4 dihidropiridina oxidado e reduzido origina derivados inativos.
Substituicao do N1-H esta associada a perda de atividade.

+ A presenga de um 4-nticleo fenil com pequenos elétrons retirando substituintes na
posi¢do orto e meta. Substituintes na posigéo para séo prejudiciais a atividade.
Grupos éster C-3 e C-5 do anel 1,4 dihidropiridina conferem atividade antagonista
otima. Quando o padrdo de substituicdo € diferente ao C-3 e C-5, C-4 torna-se
quiral e a estereoseletividade de interagdo € observada. A presenca de

substituinte Nitro ao C-5 esta associada com propriedades ativadoras
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Figura 6 Férmula estrutural para atividade antagonista e agonista da 1,4

dihidropiridina (APUD, Korolkovas, A. & Franga, F.F.A.C_, 1993).

1- E necessaria sua presenga
2- Podem ser grupos volumosos
3- A fungao do éster é tima como antagonista: -COOR>COMe>CN>H,; e NO; como ativador
4- Centro esterecgénico (estereosseletividade)
5- a) Angulo de torsdo determinado do anel aromético
b) Substituintes o>m=>p (0 orto;' m meta; p para)
doadores de elétrons < aceptores de eletrons
6- Pode apresentar grupos volumosos
7- Otimo com grupos alquilicos pequenos
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2.3 Pardmetros Farmacocinéticos

Em geral, absorgdo destas drogas € completa ap6s administrag@o oral

porem a sua biodisponibilidade & baixa em razdo do metabolismo de primeira
passagem pelo figado. Efeitos sao evidentes depois de 30 a 60 minutos da dose
oral € em casos de administragdo intravenosa como por exemplo utilizando
verapamil, os efeitos maximos ocorrem em 15 minutos.
Nao ha excegao destas drogas quanto a ligagdo as proteinas plasmaticas a qual
sao de proporgoes significativas (70 a 99%). Apresentam meias vidas de
eliminacdo de 1.3 a 5 horas podendo variar tanto a meia vida quanto a
biodisponibilidade se houver alteragdo na saturagdo hepética. Sabe-se que
algumas dos A.C. produzem metabdlitos com razoavel atividade farmacoldgica
mas no caso das drogas da classe da Dihidropiridina, eles sao inativos ou
fracamente ativos. Trabathos mostram que a biodisponibilidade e meia vida
maiores sdo observadas nos individuos com cirrose hepaética e nos idosos
(MURAD, 1991).

Revistes nas farmacocinéticas de algumas destas substancias tém sido
realizadas e baseando-se nos trés protdtipos dos A.C. (nifedipina, diltiazem e
verapamil) s&o comparados com os novos. Estes em relagdo aos protdtipos
apresentam baixa biodisponibilidade e sdo bem absorvidos com efeito hepatico de
primeira passagem e tambéem sofrem alteragbes de seu clearance em patologias
hepaticas e em processos de senilidade o que s&o comuns a todos. Considerando

concentragédo plasmatica e efeito, eles necessitam apenas de administragao da
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dose uma ou duas vezes ao dia quando comparado, pois 0s Outros necessitam,
muitas vezes, administragdo de tres a quatro vezes ao dia.
Nimodipina requer administragao muitas vezes ao dia enquanto Amiodipina

€& 0 Unico com caracteristicas farmacocinéticas diferentes dos outros da classe
das Dihidropiridina. Apresenta baixo clearance e um T2 maior permitindo assim

administracdo uma vez ao dia. (KELLY & O’'MALLEY, 1992) Esta droga tem o
atomo de cloro inserido no grupo nitro do anel fenilico e nas posicdes 2 e 3 do
anel dihidropidinico torna-se alongado com incorporagéo de grupos volumosos e
altamente lipofilicos. (KOROLKOVAS & FRANCA, 1993) Na posi¢cdo 2 do anel
1,4-dihidropiridina esta a molécula 2-aminoetiltiometil e devido a esta alteragoes
estruturais quando comparadas ao protdétipo nifedipina, confere uma cinética
muito lenta de inicio e de eliminagdo, muito alta estereoseletividade e uma

redugdo no impacto da substituicdo do anel fenil (TRIGLLE, 1980) pela agéo da

citocromo P 450 (KOROLKOVAS & FRANCA, 1993},
Os novos A.C. mostram caracteristicas farmacocinéticas que incluem
administracao conveniente, aparecimento de efeitos colaterais minimos (KELLY &

O'MALLEY, 1992) e ac&o prolongada (AMA, 1894).
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2.4 Classificagdo dos AC

Os AC foram classificados em trés grupos de acdrdo com sua estrutura
quimica (VAGHY et alli, 1987, WOOD, 1989). dihidropiridina, benzotiazepina e
fenilalquilamina (tabela 2); e dentro de cada grupo contém substancias com

comprovada agao terapéutica.

Tabela 4 Classificacao guimica dos Antagonistas de Caicio

Dihidropiridina Fenilalquilamina , Benzotiazepina
Nifedipina Verapamil Diltiazem
Nicardipina Galopamil

Nimodipina Tiapamil

Nitrendipina

Felodipina

Nisoldipina

Amlodipina

Wood, A.J.J., 1989

De fato, o primeiro a organizar uma classificagdo dos A.C. foi Fleckenstein
de acordo com a especificidade (tabela 3) (TRIGLLE, 1990) enquanto Godfraind
classificou quanto a capacidade de inibir ou facilitar o fluxo de Ca" para o interior
celular independente da familia quimica dos agentes que agem sobre o canal de
Ca™, tentando racionaliza-lo para uso clinico (GODFRAIND, 1987). Godfraind

propds outra abordagem benéfica a fim de classificar os antagonistas que sao
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seletivos ao canal de célcio com base nos seguintes critérios: 1- efeitos cardiacos
resultando principalmente da inibigao da corrente lenta de passagem - agio
antiarritmica, lentificando condugio e efeito inotrbpico negativo, 2- efeitos
vasculares - inibigdo da contrag@o miogénica; 3- protegéo ao tecido - contra
necrose miocardica devido a sobrecarga de Ca™ resuitante de andxia, isquemia e
contra isquemia do tecido cerebral e 4- efeitos hemorragicos - restauragéo da
deformidade da hemacia sanguinea induzida pelo calcio. Tomando estes efeitos
as drogas pode ser divididas em trés categorias e a esta foi associado o grupo
difenilpiperazina (e.g.; Flunarizine) (Figura 7). Esta classificagdo € muito similar
aguela proposta por Spedding mas aqui tambem se faz uma referéncia a agao
destas drogas a nivel molecular, sua capacidade de interagao ao sitios de ligagao
{’H}-dihidropiridine (GODFRAIND, 1987). Em 1885 The World Health
O_rganization (WHOQ), através de seus representantes propuseram uma revisao
para organizar o esquema proposto por Fleckenstein, Godfraind e do perfil
farmacologico qualitativo, resultando assim em uma tabela de resposta de agéo
 dos varios A C. diretamente relacionada a condigdo clinica. Foram classificados
de acordo com o seu grau de especificidade ao tecido cardiovascular
(VANHOUTTE,1987) de tal modo a simplifica-ta (OPIE et alli, 1987). Em 1987,
The International Society and Federation of Cardiology reuniram-se para propor
um novo modelo incluindo as propostas do WHO, classificagao original de

Fieckenstein e muitos outros inclusive aqueles baseados em marcadores de

ligagao. Este grupo concluiu por uma classificagdo com énfase na propriedade

dos trés maiores A.C. (verapamil, nifedipina e diltiazem), todos altamente

especificos com similaridades ou nao (OPIE et alli, 1987). Outras propostas
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vieram depois desta para complementar a desenvolvida por Godfraind em 1980

(KELLY & O'MALLEY, 1992)

tabela b

Classificagdo quimica e seletividade dos antagonistas de calcio segundo

Fleckenstein

Seletivos para os canais de calcio
Dihidropiridina

Fenilalquilamina

Benzotiazepina

Nao seletivo para os canais de calcio
Difenilpiperazina (cinarezina, flunarezina)
Derivados de Prenilamina {prenilamina, fendilina)

Outros (bepridil, caoverini)

Vanhoutte, P.M., 1987
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Figura 7 Diferenciagio dos antagonistas do canal de célcio, especificos e
n&o, com base no critério funcional e sua capacidade de interagao
ao sitio de ligagao {*H}-dihidropiridine ( APUD, Godfraind, T.,
1987).

/ Rhythm Y\

/  Inotropy \‘

Arteries
Protection, cardias:
Protection, brair}:

RBC deformability

D= diitiazem-like; N= nifedipina-like, V= verapamil-tike; F=flunarizine-like. (+) e {-) refere-se a estimulacio e
inibicao do sitio de ligagao no canal de calcio

Com o crescente surgimento de novas drogas, a presenca destas revisdes
nas classificacdes veio contribuir para o entendimento dos efeitos farmacolégicos,
terapéuticos e de aplicagéo clinica dos estabelecidos e dos novos AC.

Nao ha duvida que muitos trabalhos realizados s&o sobre os derivados da
Dihidropiridina por ser a maior classe de drogas que mostra como principal
atuacido para uso antihipertensivo. Portanto reafirmando os A.C. tem efeito
farmacologico sob os vasos coronarianos, perifericos, cerebrais e ao nivel
cardiaco promovendo efeito inotrépico negativo e inibidor da excitagdo sinoatrial e

atrioventricular.



Na pratica clinica seu interesse é no controle da HA. angina pectoris
(VAGHY et alli, 1987), prevengdo contra dano isquémico neuronal por trauma
cranianc ou nac e hemorragia subaracnoidiana (FLEISHAKER et alli, 1994,

HYNYNEN, 1995) e nas arritmias cardiacas (VAGHY et alli, 1987).
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3. Objetivo
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A proposta deste estudo é avaliar:

Bioequivaléncia de duas preparagdes comerciais de Amlodipina (Cordarene”
comprimido 5 mg vs Norvasc® comprimido 5 mg), avaliando-se parametros

farmacocinéticos e farmacodinamicos.

Bioequivaléncia de duas preparacdes comerciais de Nimodipina (Oxigen®
comprimido 90 mg vs Nimotop® comprimido 90 mg), avaliando-se parametros

farmacocinéticos e farmacodinédmicos.

Comparagdo das caracteristicas farmacocinéticas de ambas as drogas,

Nimodipina e Amlodipina, uma vez que elas pertencem a mesma classe dos

Antagonistas de Caicio; classe Dihidropiridina.
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4. Material e Métodos
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4.1 Critérios de selegao

No Ambulaténio de Farmacologia Clinica do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP foram selecionados trinta e sete
(37) voluntarios do sexo masculino, entre 18 a 45 anos, saudaveis para estudo
randomizado, nao cego de bioequivaléncia de duas preparagbes comerciais de
Nimodipina e Amlodipina,

A selegdo constou de exame clinico completo (Anamnese, exame fisico,

exame psiquiatrico), exame diagnodstico (Eletrocardiograma (ECG)) e exames

laboratoriais.

Os exames laboratoriais foram os seguintes:

Hemograma. o Glicemia jejum.
Proteina Total. ¢ Albumina.

Cloretos. « Acido Urico.
Transaminase oxalacetica. e Transaminase piruvica.
Bilirrubina total. o Bilirrubina Fragoes.
Gama GT. + Fosfatase Alcalina.
Protoparasitolégice. o Urinatipo [

Foram admitidos aqueles sujeitos que nac apresentavam patologias
cardiacas, gastrointestinal, hepatica, renal, pulmonar, neurclogica, hematologica

e psiquiatrica ao exame clinico e tinham ECG e exames laboratoriais normais.
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Os critérios de exclusdo foram aqueles que tivessem participado como
voluntario em outro estudo nos (ltimos trés (3) meses que antecedeu a este
estudo, estivessem em uso de medicagao regular durante quatro (4) semanas que
antecederam este estudo, apresentassem histéria de alcoolismo efou uso de
drogas, ingerissem bebida alcoolica regularmente maior que quatro (4) doses por
dia (1 dose= % caneca de cerveja/ 1 copo de vinho/ 1 célice de pinga),
apresentassem peso superior a 100 Kg ou acima de 15% do peso ideal como

descrito em “The Metropolitam Life Insurance Tables”, fumassem quinze (15) ou

mais cigarros por dia

4.2 Método de desenvolvimento

Os protocolos dos estudos foram submetidos & Comissac de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas para aprovagao de acordo com determinacéo da
Resolucdo 01/88 do Ministério da Saude e do Conselho Federal de Medicina
(Apéndice 01). Tendo sido aprovados, foram conduzidos de acordo com as
provisdes da Declaragcao de Helsinki (1965) e de Toquio (1975) e da revisdo em
Veneza (1983).

Todos os voluntarios foram comunicados dos possiveis efeitos adversos do
uso das medicagdes e aqueles que expressaram desejo de continuar, assinaram
o termo de consentimento.

Os sujeitos foram .divididos em dois grupos sendo de dezoito voluntérios

para o Grupo Nimodipina e dezenove voluntarios para o Grupo Amlodipina. Foram
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submetidos a um periodo de quatro semanas de "wash-out” e cada grupo foi
internado por dois (2) periodos de aproximadamente de trinta e seis (36) horas
com intervalo de duas (2) semanas na enfermaria da Farmacologia Clinica da
Unicamp.

As medicagbes utiizadas para o Grupo Amlodipina foram Amlodipina
Biosintetica e Amiodipina Pfizer comprimidos com concentragac de 5Smg de
Amilodipina cada e suas apresentagbes comerciais sado Cordarene”™ e Norvasch,
respectivamente; e para o Grupo de Nimodipina - Nimodipina Biosintética e
Nimodipina Bayer comprimidos com concentracao de 30mg de Nimodipina cada,
vendidas comercialmente com os nomes de Oxigen® e Nimotop®,
respectivamente. Estas formulagdes foram gentilmente fornecidas pelo
L aboratéric Biosintética.

Eles foram internados aproximadamente as 20:00 horas no dia anterior a
administracao de cada dose do medicamento e a administragdo da medicacao
ocorreu as 7:.00 horas sendo prescrito no grupo da Amlodipina dose de 5Smg de
Amlodipina via oral com 200 ml de agua conforme randomizacao (vide tabela) e
no grupo Nimodipina a dose foi de 90mg de Nimodipina (tres comprimidos de
30mg) por via oral (vide tabela).

Durante o periode de internagdo, permaneceram em jejum por um periodo de seis
(6) horas apds administra¢do da dose inicial sendo posteriormente permitida
ingestao de dieta geral fornecida pela cozinha central do hospital, ndo havendo

restricio quanto a ingesta de liquidos com excecédo de produtos que continham

xantinas.
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Critérios de eliminacéo durante o estudo foram aqueles que expressaram
desejo de retirar-se do estudo por outras razées que n3o por efeitos indesejaveis
da medicagc&o em estudo, por efeitos indesejdveis da medicagio em estudo, por
doenga intercorrente que requereu medicagao.

No periodo de estudo foram retiradas amostras sanguineas para analises
da concentragao plasmatica da medicagao em tempos pré determinados. Foram
0s seguintes horarios de coleta:

Grupo Amlodipina: pré dose; 1; 2; 4; 6; 8, 10; 12; 14; 24, 48; 96; 120 ¢ 144 horas
apos dose.

Grupe Nimodipina: pré dose; 0.5; 1; 15; 2; 3; 4; 5, 6; 8, 10; 12; 18 e 24 horas
apos dose.

Em cada ocasido, amostras de 10 mi de sangue eram retiradas via “butterfly” e
colocadas em tubos identificados contendo heparina, Os tubos de amostras que
continham a droga Amlodipina foram protegidos da luz.

As medidas da presséo arterial e frequéncia cardiaca foram tomadas nos
horarios correspondentes a coletas sanguineas através do aparelho
esfignomandmetro de mercurio Tycos.

Os dois Grupos receberam alta hospitalar ao completar vinte quatro (24)
horas apds dose inicial, somente o Grupo da Amitodipina retornou ac Ambulatério
de Farmacoiogia para complementacao das coletas sanguineas de 48, 96 e 144
horas conforme protocolo de coletas de amostras sanguineas estabelecido acima.

Ao final do estudo marcou-se retérno no Ambulatério de Farmacologia, que

ocorreu uma semana depois da Gltima coleta de sangue, para realizagdo de
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exame clinico completo, eletrocardiograma e exames laboratoriais, conforme

descrigéo acima, para avaliagio do estado de higidez dos voluntarios.

4.3 Método de procedimento de analise das amostras sanguineas

As amostras foram imediatamente centrifugadas a 4.000g por dez (10)
minutos e o plasma removido e acondicionado a -20°C até a droga ser analisada.
Amostras de Amiodipina foram extraidas de plasma alcalinizado com n-
butyl-cholide. A fase orgénica foi sedimentada e a fase mével foi reconstituida e
injetada dentro da LC/MS/MS.
Para condigao Cromatografica a fase moével (10 Mm acetato de amonia / metanol /
acetonitrilo = 15 / 32 / 53) foi introduzida através da coluna (Keystone Hypersil,

Cqs 3u, 50 x 3.0 mm, USA) a uma velocidade de fluxo 0.8 ml/min. Amostras

foram analisadas usando um detector PE Sciex APl Il mais MS/MS e o ion
monitorizado foi amlodipina m/z 238.2 — 137.

As concentragbes plasmaticas da Nimodipina foram realizadas através de
fase reversa “ion-pair” HPLC com deteccéo tiltra violeta.
Para analise das amostras da Nimodipina foi preciso que para 1 ml de plasma
(curva standard e amostras de vb!untérios) fossem sucessivamente adicionadas
200 pl do standard interno (solugéo agquosa de nitrendipina 300 ng/ml) e 1 ml de
tampéo borato (decaidratadotetra borato sédico 38 g/, pH 9). Depois de uma

breve agitagao, a mistura foi extraida com 5 ml de dicloromethano (agitado por 1
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minuto). Depois da centrifugagéo (10 min at 2000 g} a fase orgénica foi lavada
com 1 ml de solugéo de acido fosforico 10% (agitada por 1 minuto). A mistura foi
entao centrifugada (5 min at 2000 g) e a fase organica foi separada e evaporada

para secagem sob um fluxo de N3 a 37 °C. O residuo foi reconstituido com 200 pl

da fase movel e 50 l foi injetado dentro do cromatdgrafo liquido.

Para condigao cromatografica a fase movel (0.2 M KHoPO4 tampdo mais 0.02 M

sulfato dodecyl sodico, pH 2.5 / acetonitrila: 50/50) foi despejada através da

coluna {Merck Lichrosorb, Cg, 5u) a uma velocidade de fluxo de 1 mi/min, e o

eluente foi continuamente monitorizado a 248 nm. Sob estas condigdes, o tempo

de retengcdo para nimodipina e nitrendipina foram 131 e 11.6 min,

respectivamente.

4.4 Método estatistico

As analises de farmacocinética foram réalizadas, obtendo a concentragdo
plasmatica maxima (Cmax) € 0 tempo obtido para aceitar este nivel maximo (Tmax).
As areas sob a curva tempo vs concentracdo de Amlodipina (AUCp.1un) €
Nimodipina (AUCp.24n)). €m separado, foram calculadas utilizando o método
trapezoidal.

O software usado para acessar bioguivaléncia foi “Bioequivalence Program

for Two-Period Crassover Studies - Version 34" por Herman P.
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Wijand, empregando testes parametricos (Teste ANOVA) e nao paramétrico

(Teste Wilcoxon).

As constantes de eliminag3o terminal de primeira ordem (K.) das
substancias Amlodipina e Nimodipina foram determinadas a partir da equagao de
regressdo linear entre o logaritmo da concentragdo e o tempo. As meias vida
(T4} foram calculadas empregando a equagéo T12= (Iny/Kg) (Kinetics-Pharmakit

Program-Version 2.0}.
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Tabelas de Randomizacao
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Tabela 06 Randomizagéo Amlodipina

Vol. n°. Sequencia da Administragao

Periodo | Periodo 1
01 Cordarene Norvasc
02 Cordarene Norvasc
03 Cordarene Norvasc
04 Norvasc Cordarene
05 Norvasc Cordarene
06 Cordarene Norvasc
07 Norvasc Cordarene
08 Cordarene Norvasc
09 Norvasc Cordarene
10 Norvasc Cordarene
11 Cordarene Norvasc
12 Norvasc Cordarene
13 Cordarene Norvasc
14 Norvasc Cordarene
15 Norvasc Cordarene
16 Nofvasc Cordarene
17 Cordarene Norvasc
18 Cordarene Norvasc
19 Cordarene Norvasc
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Tabela 07 Randomizagao Nimodipina

Vol. n°. Sequencia da Administragao
Periodo | Periodo 1|

01 Oxigen Nimotop
02 Oxigen Nimotop
03 Oxigen Nimotop
04 Nimotop Oxigen
05 Nimotop Oxigen
06 Oxigen Nimotop
07 Nimotop Oxigen
08 Nimotop Oxigen
09 Oxigen Nimotop
10 Nimotop Oxigen
11 Oxigen ~ Nimotop
12 Nimotop Oxigen
13 Oxigen Nimotop
14 Oxigen Nimotop
15 Oxigen Nimotop
16 Nimotop ' Oxigen
17 Nimotop Oxigen

18 Nimotop Oxigen



5. Resultados
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Nao foram observados no decorrer do estudo clinico, para ambos os
grupos, efeitos colaterais ou reagbes adversas. Variagao na presséo arterial ou
frequéncia cardiaca nao foi significante portanto n&o sendo relatado. Os exames
laboratoriais de ambos os grupos néoc apresentaram alteragtes de seus limites de
normalidade tanto nas fases pré quanto pos estudos. As figuras 9 € 11 mostram
as meédias das concentragbes plasmaticas em fungdo do tempo para Amlodipina e
Nimodipina respectivamente. No grupo Amilodipina foram administradas as
formulagbes contendo comprimide 5 mg de Amilodipina e no grupo Nimodipina
administrou-se formulagcéo com 90 mg de comprimido de Nimodipina.

Os parametros farmacocinéticos calculados estao apresentados adiante e

constam de AUCip24 n, Cray, Tmax, Ke € Tin para as formulagbes Amlodipina

(Norvasc® e Cordarene®) e AUCp 144n, Crmaxy Tmax Ke © Ty para as formulagdes

Nimodipina (Oxiger'tR e Nimotop®) (tabelas 09/10 e 11/12 respectivamente) e suas
respectivas razbes Teste/Padrao e intervalo de confianga de 90% e 95%
respectivamente.

As médias K, e Ty, das substédncias Amlodipina e Nimodipina foram
calculadas obtendo-se uma média geral de ambas e comparadas entre si e estao

representadas adiante na tabela 13 e na figura 13.
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Amlodipina
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Dados da concentragdao média vs Tempo (Figura)
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Figura 8. Dados da Concentragio Média vs Tempo das duas formulagées
Teste/Padrio (Cordarene® vs Norvasch)
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Dados do Tempo Meia Vida (Figura)
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Figura 9. Dados do Tempo Meia Vida das duas Formulacdes Teste/Padrao
(Coradrene® vs Norvasch)
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Analises Estatisticas
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Parametros médios de Farmacocinética (Tabela)
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Tabela 9. Parametros médios de AUC 4 14an), Crnax, Tmax da Amlodipina

Biosintética vs Amiodipina Pfizer

Amlodipina Amlodipina
Biosintética Pfizer
AUC  [0-144h]
ng/mi*h
Imédia arit ] 102 109
L.C. 80% 80.1-109.9%
[média geom ] 98 105
1.C. 90% 89.8-110.2%
Cmax hg/mi
[média arit.] 2.21 2.37
I.C. 90% 88.4-111.6%
[media geom. 217 2.33
(SD)]
1.C. 90% 88.7-111.3%
Tmax (h)
[mediana 6 (2-12) 6 (4-8)

(variacao)]
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Tabela 10.  Parametros médios de K,, T1. da Amlodipina Biosintética vs
Amiodipina Pfizer
Amlodipina Amlodipina
Biosintética Pfizer
Ke (h™)
Media Geom. 0.018 0.018
Variagéo 0.016 - 0.019 0.016 - 0.020
Taz (h)
Média Geom. 378 38.2
Variagdo 35.3-40.5 34.3-425




Anélise de Bioequivaléncia

Amlodipina Biosintética v Amlodipina Pfizer comprimidos

Analise Paramétrica

AUC[0.144h]}: Arithmetic Mean Ratio = 94.23% of Amlodipina Pfizer mean

90% confidence interval

Approx. (from diff.): 88.6 - 99.9%
Mandaliaz & Mau: 88.9 - 89.9%
Westlake: 90.1 - 109.9%

95% confidence interval

Approx. {from diff.): 87.4-101.1%
Mandallaz & Mau: 87.8-101.2%
Westlake: 889-111.1%

Two one-sided t-Test for untransformed values

P [0.8<r<1.25]: 1.0
P [r<0.8]: 0.0
P [r>1.25]: 0.0

ANOVA for difference between treatments
P: 0.1

power: 1.0



Anélise de Bioequivaléncia

Amlodipina Biosintética vs Amlodipina Pfizer comprimidos

AUC[0-144h]: Geometric Mean Ratio = 93.69% of Amiodipina Pfizer mean

90% confidence interva!
Classical: 88.8-98.3%
Westlake: 89.8-110.2%

95% confidence interval
Classical: B7.7-100.1%

Westlake: 88.7-111.3%

Two one-sided t-Test for In-transformed values

P [0.8<r<1.25]: 1.0
P [r<0.8]: 0.0
P [r>1.25]; 0.0

ANOVA for difference between treatments after LN-transformation
P: 0.06

power; 1.0

Analise ndo paramétrica

AUC[0-144h] Geometric mean of individual ratios: 83.5%

90% confidence interval: 87.8-98.2%
Point estimate: 93.0



Analise de Bioequivaléncia

Amlodipina Biosintética vs Amlodipina Pfizer comprimidos

Analise Paramétrica Cmax

Cmax: Arithmetic Mean Ratio = 93.58% of Amlodipina Pfizer

90% confidence interval

Approx. (from diff.): 86.5 - 100.7%
Mandallaz & Mau: 86.9-100.7%
Westlake: 88.4-111.6%

85% confidence interval

Approx. (from diff.): 85.0 - 102.2%
Mandallaz & Mau: 85.6-102.3%
Westlake: 86.9-113.1%

Two one-sided t-Test for untransformed values

P [0.8<r<1.25]; 1.0
P [r<0.8]: 0.0
P [r>1.25]: 0.0

ANQVA for difference between treatments

P: 0.13
power: 1.0



Analise de Bioequivaléncia

Amiodipina Biosintética vs Amlodipina Pfizer comprimidos

Cmax: Geometric Mean Ratio = 93.49% of Amlodipina Pfizer mean

90% confidence interval
Classical: 87.2-100.2%
Westlake: 88.7-111.3%

95% confidence interval
Classical: 85.8-101.7%
Westlake: 87.2-112.8%

Two one-sided t-Test for In-transformed vaiues

P [0.8<r<1.25} 1.0
P [r<0.8]: 0.0
P [r>1.25]: 0.0

ANOVA for difference between treatments after LN-transformation
P: 0.11

power: 1.0

Non-parametric analysis

Cmax: Geometric mean of individual ratios: 0.93
90% confidence interval: 86.4 - 100.2%

Point estimate: 93.1%
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Nimodipina
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Dados da concentragiao média vs Tempo (Figura)
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Figura 10. Dados da Concentragéo Média vs Tempo das duas formulagdes
Teste/Padrao (Oxigen” vs Nimotop®)
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Dados do Tempo Meia Vida (Figura)
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Figura 11. Dados do Tempo Meia Vida das duas Formuiagbes Teste/Padrao
(Oxigen" vs Nimotop®)
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Analises Estatisticas
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Parametros médios de Farmacocinética (Tabela)
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Tabela 11.

Parametros medios de AUC g.144n), Crmax, T max da@ Nimodipina
Biosintética vs Nimodipina Bayer

Nimodipina Nimodipina
Biosintética Bayer
AUC  [0-144h)
ng/ml*h
[média arit.] 84.4 89.4
1.C. 90% 74.0-126.0%
{média geom.] 74.2 75.1
I.C. 90% 76.2-124.7%
Cmax ng/ml
[media arit.] 51.8 54.4
.C. 90% 70.7-129.3%
[média geom.] 45.2 41.5
1.C. 90% 62.9-137.0%
Tmax (h)
[mediana 0.75 (0.5-1.5) 1 {0.5-1.5)

(variagio)l
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Tabe'a 12. Parametros medios de K,, T, da Nimodipina Biosintética vs Nimodipina Bayer

Nimodipina Nimodipina
Biosintética Bayer
Ke (h)
Média Geom. 0.54 0.50
Variagédo 0.44 - 0.65 0.42 - 0.59
Tiz (R
Média Geom. 1.25 1.34
Variagédo 1.05 - 1.48 114 -1.58
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Analise de Bioequivaléncia

Nimodipina Biosintética vs Nimodipina Bayer comprimidos

Analise Paramétrica

AUCr0.24h]: Arithmetic Mean Ratio = 94.5% of Nimodipina Bayer mean

90% confidence interval

Approx. (from diff.). 69.2 - 119.7

Mandallaz & Mau: 72.4 - 122.7

Westlake modified according to Mandallaz & Mau: 74.0 - 126.0

95% confidence interval

Approx. (from diff.): 63.8 - 125.1

Mandallaz & Mau: 68.2 - 130.0

Westlake modified according to Mandallaz & Mau: 68.8 - 131.2

Two one-sided t-Test for untransformed values
P [0.8<r<1.25] = 0.88

P[r<0.8] =0.10

P [r>1.25]=0.03

ANOQVA for difference between treatments
P> 0.30

power = 0.24

Fiuehler's posterior probabilities
P [0.8<r<1.25] = 0.89

P[r<0.8] =0.07

P [r>1.25] = 0.04
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Analise de Bioequivaléncia

Nimodipina Biosintética vs Nimodipina Bayer comprimidos

AUC[0-24h): Geometric Mean Ratio = 98.8 of Nimodipina Bayer mean

90% confidence interval for mean treatment ratio: 77.2 - 126.3

90% confidence interval for mean period ratio: 76.2 - 124.7

95% confidence interval for mean treatment ratio: 73.3 - 133.2

95% confidence interval for mean period ratio: 72.3 - 131.4

Two one-sided t-Test for In-transformed values
P [0.B<r<1.25] = 0.91

P[r<0.8] =0.03

P[r>1.25]=0.06

ANOVA for difference hetween treatments after In-transformation
P>0.230

power = 0.21

Westiake's intervals calculated iteratively after In-transformation
90%: 75.7-124.3

95%: 70.3-128.7
Non-parametric analysis

AUC[0-24h] Geometric mean of individual ratios:

90% confidence interval : 75.1 - 124.2

Point estimate : 99.3
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Analise de Bioequivaléncia

Nimodipina Biosintética vs Nimodipina Bayer comprimidos

Analise Paramétrica Cmax

Cmax: Arithmetic Mean Ratio = 95.3% of Nimodipina Bayer mean

90% confidence interval

Approx. {from diff.): 66.4 - 1242%
Mandallaz & Mau: 70.3-128.6%
Westlake:; 70.7 - 129.3%

Two one-sided t-Test for untransformed values

P [0.8<r<1.25]: 0.92
P [r<0.8] 0.072
P [r>1.25) 0.005

ANOVA for difference between treatments
P: ‘ 0.30
power; 0.19
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Analise de Bioequivaléncia

Nimodipina Biosintética vs Nimodipina Bayer comprimidos

Cmax: Geometric Mean Ratio = 107.8% of Nimodipina Bayer mean
90% confidence interval

Classical: 79.3-146.6%
Westlake: 62.9-137.0%

Two one-sided t-Test for In-transformed values

P [0.8<r<1.25); 0.92
P [r<0.8). 0.013
P [r>1.25]; 0.064

ANQOVA for difference between treatments after LN-transformation
P 0.30
power: 0.15/0.20

Non-parametric analysis

Cmax: Geometric mean of individual ratios
90% confidence interval: 86.8 - 145.3%
Point estimate: 115.9%
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Dados do Tempo Meia Vida média

Amlodipina vs Nimodipina (Figura)



Figura 12. Dados do Tempo Meia Vida média das Formulagdes Amlodipina vs
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Tabela 13. Parametro médio de K, e T,, das Formulagdes Amlodipina vs
Nimodipina
Amlodipina Nimodipina
Ke (h™)
Media Geom. 0.01 0.54
Variagdo 0.01 - 0.02 0.43 - 0.62
T1/2 (h)
Média Geom. 18.6 1.29
Variagao 34.9-41.5 1.09-1.53
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6. Discussao
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O intuito deste trabalho foi avaliar a biceguivaléncia de duas formulagbes
comercias de cada uma das substancias AC: Nimodipina, Amlodipina; e comparar
a cinetica entre estas substancias de mesma classe farmacologica, classe
Dihidropiridinico.

G US Food and Drug Administration (US FDA) estabelece gue a
biodisponibilidade in vivo de uma dada formulagdo farmacéutica pode ser
determinada pela medida dos niveis plasmaticos da molécula da droga, do
ingrediente ativo ou metabdlitos ativos em fungdo do tempo, ou através da
quantificagdo do efeito farmacoldgico agudo  (BIOVAILABILITY &
BIOEQUIVALENCE REQUIREMENTS, 1985).

Para analise da farmacocinética de uma determinada droga teste e
referéncia emprega-se anélise estatistica. Sao testes desenvolvidos que na sua
maioria além de levar em consideracao a variabilidade inter-individuos, leva-se
em conta a variabilidade biolégica nao controlavel de cada individuo (/n vivo
BIOEQUIVALENCE GUIDANCES, 1993).

Empregando-se a curva da concentragio plasmatica versus tempo que
reflete a extensdo da absorgdo para ambas as formulagdes, tanto para
Nimodipina quanto para Amlodipina, pode-se com este dado concluir a
bioequivaléncia e a equivaléncia farmacéutica das formulagées.

Conclui-se que as razbes entre as respectivas formulagoes
Teste/Referéncia estdo dentro do intervalo de bioequivaléncia 0.8 - 1.25%. O
mesmo ocorreu em relagéo a velocidade de absorgéo; os intervalos de confianca

também se encontravam dentro dos limites propostos pela FDA.
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Utilizou-se neste estudo para ambas formulagbes doses consideradas
terapéuticas no entanto as avaliagbes do efeito farmacodindmico n&o pode ser
avaliado pois n&o houve por parte dos pesquisadores interesse nesta forma de
avaliag@o. As medidas de PA e FC foram tomadas em todas as fases de coletas
sanguineas. Nem tao pouco foi realizado qualquer método direto ou indireto para
avaliago do comportamento vascular cerebral durante o estude da droga
Nimodipina.

A impressao geral, sem a realizagao de andlises estatisticas pertinentes,
nao houve variagao significativa da PA e FC com administragdo de uma unica
dose das formulagdes das drogas estudadas.

Atualmente a Comunidade Européia estd propondo modificagdes no
intervalo de confianga tornado-a mais ampla com uma faixa de 70 a 143%.

Mesmo utilizando esta nova variagao, as duas formulagdes testadas tanto
da Amiodipina quanto da Nimodipina continuam dentro do intervalo de confiancga
de 90%.

Outro dado de importancia que deve ser levado em consideragdo embora
muitas vezes néo € the dado o valor que se deve é a analise do Cmax. Embora
ele seja considerado como paramétro de bioequivaléncia, preconiza-se a
extensdo da absorgdo em fungéo do tempo conforme orientacio da FDA. A
analise dos valores Cmax de cada droga € de importdncia para informagao
clinica. Havendo uma absor¢do importante de droga em um curto periodo de
tempo que sabidamente apresentam indices terapéuticos peguenos, estes
poderiam provocar reages indesejaveis ao individuo mesmo naqueles que

tivessem feito supostamente uma Gnica dose. Drogas com indice terapéutico
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amplo ou drogas com indices pequenos mas que apresentam lentificacio na
absorgao em relagao ao tempo, n&o trariam problemas agudos.

Temos de uma unica dose administrada de cada formulagao (Amiodipina
[Biosintética e Pfizer] e Nimodipina [Biosintética e Bayer]) os seguintes valores: o
Amilodipina Cpac 2,21ng/mi e 2,37ng/ml e Nimodipina Crac 51,8ng/mi e 54 4 ng/mi
respectivamentes ; @ Amlodipina Tmax: 6 h e 6 h e Nimodipina Tmax: 0.75he 1 h
respectivamentes. Se fosse a partir dai retirar alguma conclus@o sabendo do
indice terapéutico de cada droga, diriamos que teriamos mais probabilidade de
intervengao no individuo que tivesse ingerido Amlodipina pois seu tempo para
absorgao maxima esta em 6 horas quando comparado com Nimodipina que & de +
1 hora, mas como o objetivo do estudo nio é e nio foi este, nao podemos tirar
conclus@o mas apenas uma suposicdo hipotética.

A outra parte deste trabalho foi avaliar se estas duas substancias mesmo
sendo da mesma classe, apresentavam cinéticas semelhantes uma vez que elas
sao derivadas do protétipo da Classe Dihidropiridina dos AC que é a Nifedipina.

Pudemos constatar que a K. e Ty, da Amlodipina e Nimodipina apresentam
diferencas significativas. O K. e T.» da Amlodipina foi de 0.01 h e 386 h
respectivamente e da Nimodipina 0.54 h e 1.29 h respectivamente.

A diferenca observada deve-se a alteragbes em seus radicais que
adicionando grupos volumosos e/ou radicais mais lipofilicos faz com que estas
substancias mudem sua cinética tendo portanto uma distribuigao muaior, tempo
para agéo terapéutica lenta e metabolizacgéo lentificada.

Esta alteragao € marcadamente vista na Amiodipina como sendo uma

droga desenvolvida recentemente e com propriedades fisico-quimicas diferentes.
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Isto deve-se ao fato das posigdes 2 e 3 do anel dihidropidinico ser alongado com
incorporagéo de grupos volumosos e altamente lipofilicos (KOROLKOVAS &
FRANCA, 1992) e na posicdo 2 do anel 1,4-dihydropyridina estd a molécula 2-
aminoethylthiomethyl. Devido a estas alteragdes estruturais guando comparadas
ao prototipo nifedipina, confere uma cinética muito lenta de inicio (agao
terapéutica) e de eliminagao, alta estereoseletividade e uma redug¢ao no impacto
da substituicdo do anel fenil {TRIGLLE, 1990; KOROLKOVAS & FRANCA, 1992)
pela agdo da citocromo P 450 (KOROLKOVAS & FRANCA, 1992).

Neste trabalho concluimos que a substituicdo da Nimodipina Bayer
(Nimotop™) e Amlodipina Pfizer (Norvasc®) pelo seu equivalente Nimodipina
Biosintética (Oxigen®) e Amlodipina (Cordarene™) Biosintética respectivamente é
perfeitamente possivel, uma vez que sua velocidade de absorgac e extenséo de
absorgado estao dentro dos paramétros requeridos pela FDA.

Em relagdo a comparagado cinética das substancias Amlodipina e
Nimodipina que sao originarios do protétipo da Nifedipina, da Classe
Dihidropiridinico, concluimos que a introdugéo de radicais diferentes na. sua
molécula basica € capaz de promover alteragdo em suas propriedades fisico-
guimicas.

Amiodipina, entdo, por sua vez tem inicio de agado lenta, extensa

distribuicdo e metabolizac¢ao lenta quando comparada com a Nimodipina.
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7. Conclusiao
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- Amiodipina Biosintética € bioequivalente a Amlodipina Pfizer.

- Nimodipina Biosintética & bioequivalente a Nimodipina Bayer.

. Amlodipina apresenta farmacocinética diferente gquando comparada com a

Nimodipina.

Substancias originarias a partir do protdtipo da nifedipina e que apresentam
mudangas no radical nas posi¢des 2 e 3 do anel dihidropidinico com incorporagéo
de grupos volumosos e altamente lipofilico produz modificagdo na sua

farmacocinética.

. Aspectos farmacodindmicos n&o forneceram subsidios suficientes para analise

fidedigna de bioeguivaléncia.
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8. Summary
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Objective: This thesis had as objective to evaluate the bioequivalence through the
pharmacokinetic and pharmacodynamic of two comercial formulations of two
Calcium Blockers, Amlodipine (Biosintética Cordarene” tablets 5 mg vs Pfizer
Norvasc” tablets 5 mg) and Nimodipine (Biosintética Oxigen® tablets 90 mg vs
Bayer Nimotop® tablets 90 mg). It was selected thirty seven (37) volunteers, male,
between 18 and 45 years old, heaithy, to randomized study, not blind, and divided
in two groups {Group Amlodipine [19 vol.] and Group Nimodipine [18 vol }).

Blood samples of volunteers were collected according to pre stabilished time.

After determination of the plasmatic levels of the medicine in guestion, it was
realized pharmacokinetic analysis obtaining the maximum plasmatic concentration
{Cmax) and the time obtained to reach this maximum level (T,.). The areas under
the time curves vs concentration of Amlodipine (AUCg.144n) € Nimodipine (AUC
24ny), i Separate, they were calculated utilizing the trapezoidal method.

The constant of terminal elimination of first order (K,) of the drugs Amlodipine and
Nimodipine were determinated from of the eguation of linear regression between
the logarithmic of concentration and the time. The half lives (T4,2) were calculated
applying the equation T4= (Ina/K,).

Results: In this study there wasn't significant variation of the blood pressure and
heart rate with administration of a single dose of the formulations of the studied
drugs.

The Areas Under the Curve of Amlodipine drugs (AUC ) were compared.

[C-144h]

Biosintética Amlodipine AUC arithmetic mean ratio was 94.23% of Pfizer

f0-144h]
Amilodipine (Westlake’s 90% confidence interval 90.1-109.9%). Biosintética

Amlodipine AUC[[H adh] geometric mean ratio was 93.69% of. Pfizer Amlodipine

(Westlake's 80% confidence interval 89.8-110.2%)

The maximum concentrations reached (C,.) were also compared. Biosintética
Amlodipine C.a arithmetic mean ratio was 93.58% of Pfizer Amiodipine
(Westlake's 90% confidence interval 88.1-111.9%). Biosintética Amlodipineg Cmax

geometfric mean ratio was 93.49% of Pfizer Amlodipine (Westlake's 90%
confidence interval 88.6-111.3%).
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The calculation were done following the logarithmic transformation and the ratio
probability to be including within of the interval 0.8 - 1.25% was 1.0 and 1.0
respectively to AUCq 144 and Crma (two one sided t-Test).

The Areas Under the Curve of Nimodipine drugs (AUC 1) were compared.

|0-24h
Biosintética Nimodipine AUC[M%} arithmetic mean ratio was 94.5% of Bayer
Nimodipine (Westlake's 90% confidence interval 74.0 - 126.0%). Biosintetica
Nimodipine AUC[MW geometric mean ratio was 98.8% of. Bayer Nimodipine
(Westlake's 90% confidence interval 76.2 - 124.7%)

The maximum concentrations reached (Cn.) were also compared. Biosintética
Nimodipine Cna arithmetic mean ratio was 956.3% of Bayer Nimodipine
(Westlake's 90% confidence interval 70.7 - 129.3%). Biosintética Nimodipine Cqa
geometric mean ratio was 107% of. Bayer Nimodipine (Westlake's 90%
confidence interval 62.8 - 137.0%).

The calculation were done following the logarithmic transformation and the ratio
probability to be including within of the interval 0.8 - 1.256% was 0.81 and 0.92
respectively to AUC g4 and Cra (two one sided t-Test).

Through of the mean ratio parameters of K. and Ty, from Amlodipine e
Nimodipine, they showed significant differences. The Ke and Ty, of Amlodipine
were 0.01 h and 38.6 h respectively and Nimodipine 0.54 h and 1.29 h
respectively.

Conclusion: We concluded that the substitution of Bayer Nimodipine (NimotohR)
and Pfizer Amlodipine (Norvasc®) for their equivalents Biosintética Nimodipine
(Oxigen”) and Biosintética Amiodipine (Cordarene®) respectively is perfectly
possible, once their absorption velocity and extension are within of the parameters
required by FDA.

In relation to kinetic comparetion of the Amiodipine and Nimodipine drugs that are
originated from prototype of Nefidipine, Dihydropyridinic class, we conclude what
the introduction of differents radicals in the its basic molecule is able to promote
alteration in its phisical-chimestry property.

In this way, the Amiodipine drug has a slow action begining, distribuition extensive

and low metabolization when compared to Nimodipine drug.
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Apéndice 01

Térmo de Aprovagéaoc pelo Conseltho de Etica Médica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP do Estudo de Bioequivaléncia de duas Formulagdes

Comerciais da Amlodipina em voluntarios jovens e sadios.
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Cidade Universiaria "Zeferno Vaz"
18 de janciro de 1995

COMISSAQ DE ETICA MEDICA DO HC/UNICAMP
CONSULTA No. 248/95-C Etica

ASSUNTO: Projeto de Pesquisa - "Estudo de bioquivaléncia de duas
picparagocs comerciais de comprimidos de besilato de Amlodipina em
veluntarios sadios”.

TINTERESSADO. Prof. Dr. Gilberto de Nucvi
Disciplina de Farmacologia FCM - UNICAMP

-+

RELATOR: Prof. Dr. Femando Lopes Gongales Junior

PARECER

Trata-se de projeto de pesquisa para avaliar a eficacia de duas
preparagdes comerciais de comprimidos de besilato de Amlodipina.

O trabalho esta claro e obedece aos preceitos élicos Necessarios
para este tipo de estudo. Entendemos que o pagamento dos voluntarios visa
somente cobertura de despesas e prejuizos financeiros dos participantes, néo
constituindo remuneragac pela participagao.

A comissdo de ética médica é favoravel 4 realizagao do projeto.

Prof Dr Ferna m &r
TOR

ViEMBRO K

Profa. Dra Miﬁa Tereza M. Baptista
PRESIDENTE DA COMISSAO DE ETICA MEDICA
HC/AUNICAMP

Parecer aprovado por unanimidade na reunido do dia 05.01.95
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Apéndice 02

Térmo de Aprovacgédo pelo Conselho de Etica Médica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP do Estudo de Bioequivaléncia de duas Formulacoes

Comerciais da Nimodipina em voluntarios jovens e sadios.



agb LUMLLOSAU DE ETICA MEDICA DO IIC/UNICAMP
: 114

o g— Cidade Universitaria "Zeferino vaz"
N

L\ Em, 17 de agosto de 1993
UNICAMP

CONSULTA N¢ 179/93-C.Etica

ASSUNTO: Projeto de Pesquisa:"Estudo de Bicequivaléncia de 2 preparag

Comerciais de Comprimidcos de Nimodipina em Voluntdrios Sadic:

INTERESSADOS: Dr. Gilberto de Nucci, Dr. Heitor Moreno Jr e Dra. Gunm :
B. Mendes / Depto. de Farmacologia/FCM

RELATOR: Prof. Dr. Sigisfredo Luis Brenellj
4

Trata-se de Projeto de Pesquisa bem estruturado, acomps-
nhado de termo de consentimento completo e de acordo com as normas es-
tipuladas por esta Comiss3o.

A bibliografia é ampla e todos os riscos controldveis. |,

nao existe portanto, sob o ponto de vista ético, restricdo a sus execy

gao.

-

AAALLA, O ﬂﬂfz::;4xa%\
ndra Redina Fernandes
MEMBRO QUO-~-RELATOR

am Cirillo
CO-RELATOR

Prof.Pr. Sigisfrkfio Luis enelli
Membro lator ComipgsBo de Etica Médica

HC/UNIQAMP

Parecer aprovado por unanimidade na reuni3o do dia 24.08.93
!
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Apéndice 03

Resultados Individuais
da

Amlodipina
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Dados da Concentragéo Individual vs Tempo (Figuras) e Parametros

Farmacocinéticos (Tabelas)
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Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mI*h 121 160
Cmax ng[ml 2.7 34
t h 5] 6

max

119
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VOL IV -CJGM
3_
—— Biosintetica
—o— Norvasc
2_.
E
(®)]
o
1_.
[
04— 1 T T T i } T T ] |
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mi*h 144 156
Cmax ng/mi 2.6 2.7
t h 8 6

maXx
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VOL V -PGBC
2.5+

2.0-

-+ Biosintetica
~o—~ Norvasc

- 1.54
E
£ 1.0-
0.5
0.0 T T t T T i
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mi*h 68 71
Cmax ng/ml 22 2.3
t h 6 6

max



|

VOL VI - PBM
3.5 — .
—— Biosintetica
3.0 —— Norvasc
2.5
E 2.0
2 1.5-
1.0
0.5-
0.0+ T T T T ] | t T T ] \ |
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mt*h 151 158
Cmax ng/ml 2.9 2.7
t _ h © ®

max
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VOL VIl - ALBC

2.5~
—— Biosintetica
2.0 ~o— Norvasc
— 1.5
E
2 10-
0.5-
0.0 ¢te—T—7— T 1 I T T ¢ *
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amiodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144n] ng/mI*h 76 91
Cmax ng.’ml 2.0 2.0
t h 6 8

max



VOL VI - 1ABB
3.5-
. —— Bjosintetica
0 —— Norvasc
2.5
E 2.0
2 1.57
1.0+
0.5-
0-0 T | 1 | 1 ] i t_ i I ] T
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 14
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h) ng/mI*h 108 129
Cmax ng/ml 2.3 3.0
t h 6 6

max
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VOL IX - CDN

3.5-
3.0
2.5-
2.0

ng/mi

1.5+
1.0-
0.5-

—— Biosintetica
—o— Norvasc

—

0:0 - ] I

Amlodipine
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mI*h 107
Cmax ng/ml 20

6
tmax h

I i i T

{ 1
0 4 8 12 16 20 24 4
Time (h)

)
72 96 120 144

Norvasc®

120

2.9
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VOL X - ACM
2.5
—— Biosintetica
2.0 —— Norvasc
- 1.5
E
2 1.0-
0.5+
0.0+— T T T T i i I ! 1 »
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h] ng/ml*h 93 , 85
Cmax nglml 2_-2 _ 19
t h 3] 5]

mav
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3.0+
2.5
2.0-
E 15-
D)
c
1.0
0.5-
0.0 T T T T 1 i t
0 4 8 12 16 20 24 438
Amlodipine
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mI*h 90
Cmax ng/mi 1.9

t

™mav

h

VOL XI - JAR

|

—— Biosintetica
—— Norvasc

8

Time (h)

1

I T
72 96 120 144

Norvasc®

107

2.3
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VOL XII - PCFS

2.0~
—— Biosintetica
—— Norvasc
1.5
E 40-
o
o
0.5-

]
1 I 1

] ] 1
4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)

Amlodipine Norvasc®

Biosintética

AUC [0-144h) ng/mI*h 52 60
Cmax ng/mi _“1..6 1.6
t h 2 6

max



VOL Xl -CL
2.5-
—— Biosintetica
2.0- —— Norvasc

— 1.5+
E
o)
& 1.0+
0.5-
0.0¢—F——7F—T——T7T—— | T T T *
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC 10-144h] ng/ml*h 88 97
Cmax nglml 2.0 - 2.1
t h 6 6

mayv
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VOL XIV -MTS
2.5-
—— Biosintetica
2.0- —o— Norvasc
- 1.5
E
2 1.0-
0.5+
0.0-¢ T T T T T i I T T ) ¢ +
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 14
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0-144h] ng/mI*h 75 80
Cmax hg/ml 1.5 1.9
t h 12 6
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VOL XV - AEOR

2.5+
—— Biosintetica
2.0 —— Norvasc
- 1.5
E
£ 1.0-
0.5
0.0 —— T T — } T T T |
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine Norvasc®
Biosintética
AUC [0.144h] ng/ml*h 156 120
Cmax ng[m] ‘ 2.2 1.9

t h 6 B

[ aa k-0 4
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VOL XVI-CCM
3.5
3.0 —— Biosintetica
- —— Norvasc
2.5-
E 2.0
2 1.5
1.0
0.5
00¢—F—7T—7—7T—"7 +— ] : ]
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine .
Biosintética Norvasc
AUC [0-144h] ng/mI*h 131 135
Cmax ng/ml 3.0 -
t . h 8 A

max



AUC [0-144h] ng/ml*h

Cmax ng/mi

Hnax’1

ng/mi
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VOL XVII - LCC

3.0
—— Biosintetica
2.5 —o— Norvasc
2.0-
1.5
1.0
0.5-
0.0-¢ T T T T Y |  — T T %
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine
e e ieae Norvasc®

Biosintética

120 113

2.4 25

6 "8
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VOL XVIil - LPF
3.0
—— Biosintetica
2.5 —o— Norvasc

2.0+

E 1s-
o)
=
1.0
0.5
0.04+— T T T i i T T \ ¢ :
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine ®
Biosintética Norvasc
AUC [0-144h] ng/mI*h 105 92
Cmax nglml 26 2.4
t h B 6

max
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VOL XIX - AHS
3.0+
—— Biosintetica
287 —o— Norvasc
2.0
E 151
o
e
1.0+
0.5+
00¢+—7—7T——7T 71— | : : | 1
0 4 8 12 16 20 24 48 72 96 120 144
Time (h)
Amlodipine .
Biosintética Norvasc
AUC [0-144h] ng/ml*h 109 1o
Cmax ng/mi 1.9 )5
t h 6 5

max
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Biosintética
AMLODIPINE
TIME (h) MEAN S.D.
" {ng/mil)
0 n.d. n.d.
1 0.46 0.28
2 1.13 0.43
4 1.68 0.51
6 2.15 0.49
8 1.87 0.49
10 1.76 0.41
12 1.69 0.34
14 1.55 0.33
24 1.37 0.29
48 0.84 0.23
96 0.36 0.19
120 1.49 0.18
144 0.10 0.17
Pfizer
NORVASC
TIME (h) MEAN S.D.
{(ng/mi)
0 n.d. n.d.
1 0.54 0.25
2 1.19 0.32
4 1.79 0.45
3] 2.35 0.47
8 211 0.39
10 1.85 0.49
12 1.75 0.42
14 1.62 0.43
24 1.43 0.33
48 0.87 ' 0.26
96 0.40 0.17
120 0.23 0.18

144 0.09 0.14
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Apéndice 04

Resulatdos Individuas
da

Nimodipina
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Dados da Concentragio Individual vs Tempo (Figuras) e Parametros

Farmacocinéticos (Tabelas)
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Vol. | - MCAS

40
’ - Oxigen = Nimotop |
30
E
B 20
c
10
0 . * » . ® L
0:00 4:00 8:00 12.00 16:00 20:00 24:.00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[9-24h) (ng/mi*h) 61 26
Cmax (ng/ml) 37 9

Tmax (h) 0.5 1
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Vol. Il - JMP

} - Oxigen Nimotop—k

— -

0:00 4.00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00

AUC[0_24h] (ng/mi*h}

Cmax (ng/mi)

Tmax (h)

Time (h)
Oxigen Nimotop
20 36

20 27

-

0.5 0.5
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Vol. lil - LCC

ng/ml

b O)r.i_ge(_r“ R Nimotoﬂ

0:00 4:00
Oxigen
AUC[0.24h] (ng/mih) 120
Cmax (ng/ml) 74
Tmax (h) 1

—& .

12:00 16.00 20:00 24:00
Time (h)

Nimotop
123
70



ng/ml
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Vol. IV - SAP

- Oxigen < Nimotop

s 0

AUC[0_24h] (ng/mf*h)
Cmax {(ng/ml}

Tmax (h)

]

400 800 1200 16:00 20:00  24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
56 67
29 25

0.5 1
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Vol.V - MACP

Fii

-+ Dxigen - Nimotop—l

E
[#)]
c
. — o » * rY
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[0_24h] (ng/ml*h) 40 63
Cmax (ng/ml) 29 27

Tmax (h)

0.5 ' 1.5



144

Vol. VI - JDB

180
160 :_:Oxigen @-fiilmotop]
) 140
120
€ 100
2 80
60
40
20
D e . i ! 3 — »
0:00 4:00 8:00 1200 16:00 20:00 24:00
Time {h)
Oxigen Nimotop
AUCg-24n) (ng/mr*h) 192 229
Cmax (ng/ml) 131 159

Tmax (h)

0.5 0.5
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Vol. VIl - AQC

35
& I:Oxigen <+ Nimotop
25
E 20
E‘ 15
10
5
0 « . . P
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 2400
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUCro.24h] (ng/mi*h) 58 40
Cmax (ng/mi) 31 32

Tmax (h)

1 0.5
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Vol. VIII - RLS

60
- Oxigen < Nimotop |
50 ——
40
E
B 30
c
20
10
0 ‘ & ; @ . *
0.00 4:00 8.00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[9.24h] (ng/mi*h) 85 57
Cmax (ng/ml) 56 27

Tmax (h} : 1 14
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Vol. IX - MIAS

|_~; Oxigen - Nimotop ‘

ng/mi

*&—& L4 *

0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[g-24h] (ng/ml*h) 58 87
Cmax (ng/ml) a7 37

Trmax () 0.5 1
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Vol. X - EM

60
- Oxigen eNimotopk
40
E
B 30
c
20
10
0 » * g * .
0:00 4:00 8.00 12:00 16:00 20:.00 24:.00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC1g-241) (ng/mi*h) 99 98
Cmax (ng/mi) 56 55

Tmax (h) 1 0.5



50

ng/mi
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Vol. XI - DRC

I_-; Oxigen = Nimotop}

£ 8 T 4 ®
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00  20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC.24h] (ng/mi*h) 73 48
Capax {ng/ml) 44 31
Tmax (W)

0.5 1.5
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Vol. Xll - RRC

0 1: Oxigen -+ Nimotop
60 |. e
50
T 40
E’ 30
20
10
0 : — o 3 . .
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[g-24p] (ng/ml*h) 122 61
Cax (ng/mi) 59 26

Tmax (h) 0.5 1
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Vol. XIill - PMF

100
g - Oxigen < Nimotop }
80
—_ 60
E
o
c 40
20
0 . P
0.00 4:00 8:00 12:.00 16:00 20:00 24:.00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUCg-24hj (ng/mi*h) 82 143
Cmax (ng/mi) 35 94
Tmax (R} 1 0.5
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Vol. XIV - ASE

I:Ox'igen -+ Nimotop |

ng/mi

; ® *——W —» ; L)
0:00  4:.00 8:00 12:00 16:00 20:.00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[g-24h] (ng/mP*h) 60 58
Cmax (ng/mi) 33 25

Tmax (h) 1 1.5
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Vol. XV - OHA

120
- Oxigen - Nimotop
80
E
B 60
c
40
20
O B * —eo—@ - .
0:00 4.00 8.00 12:00 16:00 20.00 24:.00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[9-24h) (ng/ml*h) 125 71
Cmax (ng/ml) 100 52

Tmax (h) 1 : 1
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Vol. XVI - LFW

120
-+ Oxigen - Nimotop |
80
E
5 60
e
40
20
0 . *
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:.00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC;.24h) {ng/ml*h) 39 106
Crax (ng/ml) 17 102

Tmax (h} 1 0.5
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Vol. XVII - VPS

160
140 | [ Oxigen < Nimotop |
120
_ 100
% 80
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0 4 ® - ®
000 400 800 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[9-24h] (ng/mi™h) 86 232
Cmax (ng/mi) 69 146

Tmax (h) 1 0.5
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Vol. XVl - AGSE

t |+ Oxigen < Nimotop
80 e
50
"é 40
E’ 30
20
10
0 - . . . ®
0:00  4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Oxigen Nimotop
AUC[p-24h] (ng/mi*h) 144 64
Cmax (ng/ml) 66 35

Tmax (h) 0.5 1
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Biosintética
OXIGEN
TIME (h) MEAN S.D.
{ng/ml)
0 n.d. n.a.
0.5 36.4 29.3
1 40.9 23.9
1.5 24.8 12.9
2 17.5 9.2
3 9.9 5.4
4 6.5 5.2
5 2.9 4.4
6 0.5 1.5
8 0.2 0.9
10 n.d. n.a.
12 n.d. n.a.
18 n.d. n.a.
24 n.d. n.a.
Bayer
NIMOTOP
TIME (h) MEAN s.D.
(ng/ml)
0 n.d. n.a.
0.5 45.1 48.3
1 42.0 28.7
15 26.6 15.1
2 16.3 8.5
3 9.5 6.0
4 5.2 4.0
9 3.4 3.3
6 1.0 1.7
8 0.3 1.2
10 n.d. n.a.
12 n.d. n.a.
18 n.d. n.a.
24 n.d. n.a.
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11. Trabalhos submetidos



