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RESUMO




O 5-mononitrato de isossorbida (5-MNIS) é um nitrato organico comumente usado no
tratamento da angina pectoris em razao de suas propriedades vasodilatadoras. No presente
estudo, um novo método foi desenvolvido para determinar e quantificar o 5-MNIS no
plasma humano por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em série
(CLAE-EM-EM), usando ionizacdo fotospray. O 5-MNIS foi extraido de 0,5 mL de plasma
humano por extracdo liquido-liquido. O método teve um tempo de corrida cromatogréfica
de 2,0 min usando uma coluna analitica C8 (100 mm x2.1 mm i.d.). Apesar do método ter
apresentado uma curva de calibragio ndo linear (20 to 2000 ng mL™"), a metodologia
analitica foi completamente validada (r2 > 0.995). Os resultados do desempenho do método
indicam que o método € eficiente, robusto e suficientemente preciso e exato para a
determina¢do de rotina do 5-MNIS em plasma humano. O método desenvolvido aqui foi
empregado num estudo de bioequivaléncia de dois comprimidos de 5-MNIS 40 mg.
O estudo de bioequivaléncia foi aberto, aleatorizado, com dois periodos, cruzado, com um
intervalo de uma semana entre os periodos. Ambas as formulacdes foram bem toleradas.
Os parametros farmacocinéticos do 5S-MNIS foram semelhantes aos descritos na literatura.
Os intervalos de confianga (IC) 90% para as médias geométricas de ASCy. e Cpsx foram
incluidos no intervalo de bioequivaléncia. Baseado nas regras do FDA e Anvisa para os
ensaios de bioequivaléncia em humanos, a bioequivaléncia pode ser concluida, tanto para a
velocidade como para a extensdo da absor¢do entre ambas as formulagdes,

ap6s administracdo de dose oral simples (5-MNIS 40 mg).

Resumo
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ABSTRACT




Isosorbide 5-mononitrate (5-ISMN) is an organic nitrate widely used for its vasodilating
properties in the treatment of angina pectoris. In the present study, a new method was
developed for the determination and quantification of 5-ISMN, in human plasma, by liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), using photospray
ionization. 5-ISMN was extracted from 0.5 mL human plasma by liquid-liquid extraction
(LLE). The method had a chromatographic run of 2.0 min using a C8 analytical column
(100 mm x2.1 mm i.d.). Although the method showed a non linear calibration curve
response (20 to 2000 ng mL-1), the analytical methodology was fully validated (* > 0.995).
The assay performance results indicate that the method is efficient, robust and sufficiently
precise and accurate for the routine determination of the 5-ISMN in human plasma.
The method herein developed was employed in a bioequivalence study of two tablet
formulations of 5-ISMN 40 mg. The bioequivalence study was conducted open,
randomized, two-period, crossover, one-week washout period. Both formulations was well
tolerated. Pharmacokinetic parameters of 5-ISMN was similar those described in the
literature. The 90% confidence interval (CI) for the geometric mean of AUC and Cp,x
were included into the bioequivalence range. Based on FDA and Anvisa rules for human
bioequivalence trial, can be concluded bioequivalence for both, rate and extent of
absorption between both formulations after single oral dose administration

(5-ISMN 40 mg).

Abstract
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1.1- Mononitrato de isossorbida

1.1.1- Consideragdes gerais

O 5-mononitrato de isossorbida (5-MNIS) € um nitrato organico usado na
profilaxia da angina. Exerce seu efeito pelo relaxamento do misculo liso vascular,

resultando na dilatacdo das artérias e veias periféricas.

O trabalho de Needleman (Needleman et al., 1972) foi o ponto de partida para a
concep¢cdo e posterior desenvolvimento do 5-MNIS como um agente antianginoso.
Needleman mostrou que nitratos reduziam a pressdo arterial quando injetados na veia
jugular de ratos, mas ndo quando injetados na veia porta. Baseado nisto, concluiu que a

terapia oral com nitratos organicos era um placebo.

Atualmente, esta conclusio genérica seria considerada absurda, mas Needleman
estava certo na definicio de um ponto farmacoldégico fraco dos nitratos orais disponiveis
naquela época: todos estavam sujeitos a uma grande degradacdo pelo efeito de primeira
passagem pelo figado. Por exemplo, para a nitroglicerina o efeito de primeira passagem
ocorre em cerca de 95% da dose administrada e para o dinitrato de isossorbida,

70 a 80% (Abshagen, 1992).

Estas observacdes estimularam as investigacdes sobre o metabolismo de
primeira passagem e a vasoatividade do dinitrato de isossorbida e seus metabdlitos.
O dinitrato de isossorbida é rapidamente metabolizado em 2-mononitrato de isossorbida e
5-MNIS, ambos ativos. O efeito de primeira passagem para o 5-MNIS € menor que 5%,
fazendo com que este composto apresente cerca de 100% de biodisponibilidade, apds dose
oral. O 5-MNIS persiste no plasma por muitas horas apés o desaparecimento do dinitrato de
1sossorbida, apresentando uma longa meia-vida de eliminacao (cerca de 5 horas) e ndo tem
metabodlito ativo (Chasseaud, 1987). Mostra uma pequena variabilidade interindividual
(Major et al., 1984) e, portanto, apresenta niveis séricos mais previsiveis e reprodutiveis.
O efeito de primeira passagem, muito pequeno, compensa a menor vasoatividade deste
metabolito, comparada ao dinitrato de isossorbida. Sob o ponto de vista farmacocinético,

este farmaco tornou-se mais vantajoso que o dinitrato de isossorbida (Abshagen, 1992).
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O nome quimico do 5-MNIS ¢ D-glucitol, 1,4:3,6-dianidro-,5-nitrato.
O 5-MNIS € um pequeno composto alifdtico biciclico com férmula quimica CcHoNOg e
peso molecular de 191,148 u.m.a. A férmula estrutural do 5-MNIS estd representada na
Figura 1 (Klasco, 2007a). O 5-MNIS pode explodir se sujeito a percussao ou aquecimento
excessivo. Por causa desta propriedade, nao estd disponivel com 100% de pureza, sendo
misturado com lactose, manitol ou amido em diferentes propor¢des para evitar risco de
explosdo (USP, 2007). O 5-MNIS nao diluido € um p6 branco, cristalino, fotossensivel,

facilmente solivel em dgua, dlcool, acetona e diclorometano (Sweetman, 2006).

Figura 1- Estrutura quimica do 5-MNIS

1.1.2- Usos terapéuticos

O 5-MNIS € mais efetivo que o dinitrato de isossorbida no tratamento da angina
estavel cronica (Bidoggia, 1987). Também apresenta bons resultados no tratamento do
infarto agudo do miocéardio e no tratamento do edema pulmonar associado a deficiéncia
ventricular esquerda (Gammage et al., 1986). O 5-MNIS pode ser administrado via oral e
intravenosa, com efeitos hemodinamicos observados em 30 minutos, persistindo por

5 horas ou mais (Klasco, 2007¢c).

A dose de 20 mg, considerada 6tima por dispensar o ajuste individual da dose
do paciente, e a farmacocinética favordvel sdao vantagens do 5-MNIS sobre os outros

nitratos disponiveis (Optimizing... 1992).
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Como acontece com outros nitratos, o desenvolvimento de tolerancia foi
relatado com o uso de 5-MNIS. Para prevenir a tolerdncia e conseqiiente redugdo na
eficdcia, deve-se manter um periodo sem nitrato todos os dias. Este periodo deve ocorrer
quando o paciente tem menor possibilidade de desenvolver angina, que normalmente é
durante o periodo de sono. Um regime de dose assimétrico (20 mg pela manha e 20 mg,
7 horas depois) ou o uso de formulacOes de liberagdo sustentada podem atenuar o
desenvolvimento de tolerancia durante a terapia oral cronica (Rudolph et al., 1983;
Abshagen, 1992). A forma de liberacdo sustentada que permite uma dose didria pode

também melhorar a adesdo ao tratamento.

1.1.3- Farmacodinidmica
1.1.3.1- Efeitos celulares

Os nitratos organicos (nitroglicerina, isossorbida, pentaeritritol) atuam no
musculo liso vascular onde sdo convertidos a 6xido nitrico, que age como um mensageiro
celular induzindo a ativagdo da guanilato ciclase. Este nucleotidio induz vasodilatacio,
provavelmente pela redugdo da concentragdo de cdlcio livre no citosol. Neste processo,
os grupos sulfidrilas reduzidos, provavelmente oriundos da cisteina, atuam como
co-fatores; podendo ser a deplecdo destes grupos durante este processo metabdlico o
principal fator do desenvolvimento da tolerdncia aos nitratos, juntamente com o0S
mecanismos fisiolégicos compensatorios (Klasco, 2007c). A identidade de enzima(s)
comum, responsavel pela conversdo para Oxido nitrico, ainda € desconhecida.
(Rinde-Hoffman et al., 1991; Fung, 1993). No entanto, os efeitos dilatadores dos nitratos

organicos sao independentes do endotélio intacto, ao contrdrio do fator relaxante derivado

do endotélio (6xido nitrico endégeno) (Silber, 1990).

1.1.3.2- Efeitos cardiovasculares

Em virtude de sua acdo no musculo liso vascular, os nitratos sdao chamados

nitrovasodilatadores. A dilatacdo venosa predomina sobre a dilatacdo das arteriolas.
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A dilatacdo venosa reduz o retorno venoso como resultado da concentragdo venosa
(“pooling” venoso), e redugdo da pressdo e volume do ventriculo esquerdo na didstole
(denominada reducdo na pré-carga). A dilatacdo das arteriolas, que € menor € menos
importante, reduz tanto a resisténcia vascular periférica quanto a pressdo do ventriculo
esquerdo na sistole (denominada reducdo na pds-carga). O efeito conseqiiente é uma
reducdo nos determinantes primdrios da demanda de oxigé€nio do miocdrdio. O efeito da
pré-carga ndo ocorre com betabloqueadores ou com bloqueadores de canais de célcio.
Os nitratos também apresentam um efeito vasodilatador coronario que melhora o fluxo

sanguineo corondrio em dreas isquémicas, resultando na melhora do abastecimento de

oxigénio do miocérdio (Silber, 1990).

(0] 5-MNIS também apresenta efeitos anti-espasmodicos.
Efeitos antiplaquetdrios foram descritos para doses terapéuticas de nitratos,

mas o mecanismo ainda continua indefinido (Silber, 1990; Loscalzo, 1992).

1.1.4- Farmacocinética

O 5-MNIS € rapidamente absorvido a partir do trato gastrointestinal.
Ap6s administracdo oral de comprimidos convencionais, niveis plasmdticos de pico sdo
atingidos em 30 a 60 min, com o inicio de acdo em 20 min persistindo por cerca de
8 a 10 horas. Diferente do dinitrato de isossorbida, o 5-MNIS nido sofre metabolismo
hepatico de primeira passagem e sua biodisponibilidade é cerca de 100%. A ligacdo as
proteinas € menor que 5%. Tem um volume de distribui¢do aparente semelhante ao volume
total de dgua do corpo (0,6 L/Kg), que é consideravelmente menor do que aqueles de
compostos mais lipofilicos, como o dinitrato de isossorbida (3,9 L/Kg) e da nitroglicerina
(3,3 L/Kg) (Kirsten et al., 1998). E captado pelas células do misculo liso vascular e o grupo
nitrato é degradado em nitrito inorganico e 6xido nitrico. E metabolizado a compostos
inativos, incluindo isossorbida e glicuronideo de isossorbida. Somente 2% de 5-MNIS ¢é

excretado inalterado na urina, com meia-vida de eliminagdo de cerca de 5 horas

(Abshagen, 1992).
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Comparada aos demais nitratos, o fato de nao haver metabdlitos ativos
simplifica a farmacocinética deste nitrato durante o tratamento cronico, ja que ndo ocorre 0
acimulo de efeito devido aos metabdlitos ativos. Considerando que o 5-MNIS ¢
completamente absorvido e ndo sofre metabolismo de primeira passagem, seus parametros
farmacocinéticos sdo altamente reprodutiveis e previsiveis. A cinética do 5-MNIS ¢
dose-linear, existindo uma correlagdo evidente entre a dose administrada, a concentragdo

plasmética e a resposta clinica. A farmacocinética ndo € alterada em idosos ou em pacientes

com doenga cardiaca coronariana, deficiéncia renal e disfuncio hepatica (Abshagen, 1992).

1.1.5- Efeitos adversos, precaucdes e contra-indicagdes

O conhecimento dos efeitos adversos, precaugdes e contra-indicacdes € de
especial importancia para garantir a seguranca dos voluntarios submetidos a um estudo de
bioequivaléncia, como o apresentado neste trabalho. Segue abaixo, estes dados de forma

resumida (Klasco, 2007b):

Os efeitos adversos mais comuns sdo: tontura, hipotensdo ortostdtica,
taquicardia; do sistema gastrointestinal: constipacdo, diarréia, ndusea, vomito; do sistema

neurolégico: vertigem, dor de cabeca; efeito psiquidtrico: inquietacdo (Klasco, 2007b).

Os efeitos adversos mais graves sao do sistema cardiovascular: disritmia,

deficiéncia cardiaca e episddio hipotensivo grave.

Contra-indicagdes: hipersensibilidade ou reacdo idiossincratica a nitratos

organicos ou outros nitratos ou nitritos.

Interacdes medicamentosas contra-indicadas: sildenafil (estabelecida),

tadalafil (tedrica), vardenafil (estabelecida).

Precaucdes: infarto agudo do miocardio; uso de dlcool; bloqueadores de canais
de cdlcio; hemorragia cerebral; uso de sildenafil concomitantemente; deficiéncia cardiaca
congestiva; glaucoma; hipotireoidismo; cardiomiopatia hipertréfica; hipotensao;

metemoglobinemia; trauma recente de cabeca; anemia grave; deplecao de volume.
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1.2- Espectrometria de massas
1.2.1- Historico

O inicio da padronizacdo das técnicas analiticas e da difusdo comercial da
instrumentagdo analitica deu-se com o surgimento do espectrometro UV-visivel Beckman
DU, em meados de 1940. Desde entdo, a quimica analitica instrumental, principalmente nos
campos da espectrometria e espectroscopia, evoluiu significativamente, aumentando as
possibilidades analiticas em niveis de sensibilidade e seletividade impensdveis até poucos
anos atrds. Uma das técnicas analiticas que ganhou extrema importancia no elenco
disponivel para a indistria farmac€utica foi a cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (Pereira et al., 2005).

A aplicacdo da espectrometria de massas (EM) na andlise de compostos
organicos ndo é novidade. Faz mais de 70 anos desde sua primeira aplicacdo e mais de
30 anos desde o surgimento do primeiro sistema comercial que acoplava a espectrometria
de massas a cromatografia gasosa (utilizando colunas capilares). Mesmo com o passar de
tantos anos, a EM ainda € tratada, no Brasil, como uma ferramenta analitica praticamente
restrita a pesquisa académica (raras excegdes), quando ja ha no mercado brasileiro demanda
para profissionais especializados na drea. A EM ja é uma realidade nos laboratdrios
analiticos de diversas empresas privadas de diferentes segmentos, sobremaneira do

alimenticio e do farmacéutico (Pereira et al., 2005).

A EM ¢é uma técnica analitica que permite a determinacdo qualitativa e
quantitativa de vdrios componentes de uma amostra. A EM produz particulas carregadas
(fons) dos analitos na amostra e usa campos elétricos e/ou magnéticos para separar as
particulas carregadas de acordo com sua massa/carga (m/z) (AppliedBiosystems, 2006).
Dois ou mais EM podem ser acoplados (EM/EM), a fim de fornecer informagdes estruturais
através da fragmentacio dos fons isolados e/ou obter melhores seletividade e sensibilidade

para andlises quantitativas (WatersCorporation, 2007).

As caracteristicas ideais para um detector para um sistema cromatografico
qualquer sdo: um sistema com alta sensibilidade e alta seletividade, boa resposta a um

grande nimero de classes de compostos e habilidade na detec¢do de misturas complexas
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permitindo uma alta velocidade de processamento de amostras. Também € indispensédvel
que o detector possa ser utilizado em andlises quantitativas. Todas essas caracteristicas sao
encontradas no detector por espectrometria de massas (Pereira et al., 2005).
O desenvolvimento de técnicas de ionizacdo em  pressdo  atmosférica
(“API”: “atmospheric pressure ionization”), tais como a ionizacdo quimica em pressao
atmosférica (“APCI, atmospheric pressure chemical ionization”) e a ionizagdo por
eletronebulizacdo (“ESI, electrospray ionization”) possibilitaram a unido vidvel e efetiva de
duas poderosas ferramentas analiticas, a espectrometria de massas (EM) com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tornando-as um método (CLAE-EM)

robusto e aplicdvel a uma grande variedade de matrizes (Pereira et al., 2005).

A ESI produz ions do analito na fase liquida antes deles entrarem no EM.
A 1onizacdo ocorre através da combinacdo de um alto campo elétrico (3-5 kV) com
nebulizacdo pneumdtica (Chen et al., 2005). E usado para pequenas moléculas polares,
peptideos, proteinas e oligonucleotideos e outros compostos de alto peso molecular

(AppliedBiosystems, 2006).

A APCI evapora a amostra através de um nebulizador aquecido antes da
ionizacdo, que € feita por uma descarga corona. O vapor de solvente também age como um
gds reagente para reacOes de ionizagdo quimica (Chen et al., 2005). O APCI ¢
freqiientemente usado para moléculas termicamente estdveis que necessitam maior energia

de ionizagio. E util para pequenos compostos polares e neutros (AppliedBiosystems, 2006).

A CLAE-EM combina o poder de separagio da CLAE, que remove as
interferéncias da amostra que poderiam prejudicar a ioniza¢ao, com o poder de detec¢do da
EM, ligados por uma interface que elimina o solvente e gera os ions em fase gasosa.
Nas técnicas de ionizacdo em pressdo atmosférica, a eliminagdo do solvente e os passos de
ionizagdo sdo combinados na fonte e ocorrem a pressio atmosférica

(WatersCorporation, 2007).

Mais recentemente, com o surgimento dos primeiros equipamentos comerciais
com sistema de fotoionizagdo (“APPI: atmospheric pressure photoionization™),

a técnica CLAE-EM tornou-se uma ferramenta analitica universal capaz de analisar desde
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componentes de baixa massa molecular como aminoédcidos até de alto peso molecular,

como proteinas (Pereira et al., 2005).

No Brasil, um segmento que vem ganhando cada vez mais importincia
econdmica, inclusive trazendo divisas com a prestacdo de servicos na drea de quimica
analitica, € a andlise de farmacos em amostras de plasma, utilizando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (CLAE-EM/EM.) para
desenvolvimento de medicamentos genéricos. O impacto e a velocidade de crescimento da
CLAE-EM-EM sio tao grandes que, mesmo para moléculas tradicionalmente analisadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM), como € o caso
dos esterdides, a CLAE-EM-EM apresenta enormes vantagens, principalmente em relagao a
simplicidade da preparacdo da amostra e tempo de anélise, normalmente inferior a 5 min

(Pereira et al., 2005).

1.2.2- Fotoionizacao

A fotoionizacdo em pressdo atmosférica (APPI) é o mais novo método de
ionizacdo branda na EM (Robb et al., 2000), portanto, ainda com poucos trabalhos
publicados. No entanto, a fotoionizacdo ndo é uma técnica revoluciondria. Foi introduzida
ha aproximadamente 30 anos atrds, como um método de deteccdo na cromatografia gasosa
(Driscoll, 1976; Driscoll e Clarici, 1976; Driscoll e Spaziani, 1976; Driscoll, 1977), e quase

uma década depois, na cromatografia liquida (Locke et al., 1982; Driscoll et al., 1984)

A APPI é semelhante a APCI, exceto pelo uso de fétons para ionizar as
moléculas do analito e aplicagdo de maior energia de ionizacdo. Isto pode levar a melhores

limites de detecc@o para compostos de baixa polaridade (AppliedBiosystems, 2006).

Resumidamente, sdo trés os passos principais para detec¢do por fotoinizacao

em fase gasosa:
* vaporizacao do eluente;

* produgdo de fotoions pela interacdo entre um foton (emitido por uma fonte UV) e os

analitos; e

* deteccdo (que também pode ser feita pelo EM) (Raffaelli e Saba, 2003).
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A fonte APPI, como a APCI, vaporiza a amostra com um nebulizador aquecido
(300 - 500°C) para gerar uma nuvem densa de analitos em fase gasosa (Chen et al., 2005).
E um processo de vaporizacdo rdpida com um minimo de decomposicdo térmica que
preserva a identidade molecular da amostra. A amostra gasosa e as moléculas de solvente
sao levadas para a fonte de ionizacao por meio de um fluxo de gés secundario (gds auxiliar)

(AppliedBiosystems, 2002).

A emissdo dos fotons para ionizacao € feita com uma lampada de fotoinizacao
(Chen et al., 2005). Um grande nimero de reacdes pode ocorrer no processo de
fotoionizacdo, com a producdo de ions esperados ou ndo. A diferenciacio dos ions
formados entre solvente e analito € possivel. Para tanto, a fonte UV deve ser selecionada
para que a energia de emissdo de foton seja maior do que a energia de ionizagdo (EI)
das moléculas alvo e menor que EI dos constituintes do ar e dos solventes mais comuns
(Raffaelli e Saba, 2003). A lampada mais conveniente € a de Kr (10 eV), ja que tem uma
energia de foéton menor que a dos principais componentes do ar (Np: 15,58 eV,
H,0: 12,62 eV e Oy: 12,07 eV) e de alguns dos solventes mais comumente usados (p. ex:
acetonitrila: 12,20 eV, metanol: 10,84 eV, hexano: 10,13 eV) e maior que a maioria dos
compostos investigados. Outras fontes UV sdo: Ar, com EI de 11,2 eV e Xe,

de 8,4 eV (Raffaelli e Saba, 2003).

Um composto dopante, normalmente o tolueno, € vaporizado no gas auxiliar
dentro do nebulizador aquecido. Quando a mistura vaporizada entra na regido de ionizagao,
a molécula dopante captura a maioria da radiagdo UV e é predominantemente ionizada

devido sua alta concentra¢ao no gas auxiliar (AppliedBiosystems, 2002).

O uso de um dopante melhora a sensibilidade de deteccdo do APPL
Muitas substincias podem ser usadas como dopante, mas os mais comuns na literatura sdo
o tolueno (EI: 8,83 eV) e a acetona (EI: 9,7 eV). Enquanto o tolueno aumenta a
sensibilidade do APPI para compostos com baixa e alta AP (afinidade de préton),
a acetona atua somente para aqueles com alta AP (Raffaelli e Saba, 2003). A reagdo de
transferéncia de préton ocorre somente se a afinidade de préton (AP) do solvente € maior

do que a do dopante e a AP do analito € maior do que a do solvente (Hsieh).
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A reacdo inicial no APPI € a formagao de um radical cation do dopante pelo
foton emitido pela lampada (por exemplo, Kr de 10 eV). Para esta reagdo ocorrer, a energia
de ionizac¢do do dopante precisa ser mais baixa do que a energia do féton. Entdo, os radicais
cations do dopante ionizam os analitos através da troca de carga (Kauppila et al., 2002).
A reacdo de protonag¢do de um dado analito M, envolvendo as moléculas de dopante e de

solvente, num modo fon positivo € proposto da seguinte forma (Chen et al., 2005):

[Dopante] + Av »[Dopante]” + ¢

[Dopante]” + n [Solvente] -[Dopante-H] + [(Solvente), +H]"

[(Solvente), +H]" + M —n [Solvente] + [M +H]"

Ao usar CLAE em fase reversa, uma reducdo no conteudo de dgua do eluente
pode aumentar a sensibilidade. Como regra geral, varidveis como aditivos,
pH e composicdo da fase mdvel influenciam fortemente os tempos de reteng@o do analito e
o limite de detec¢do (Raffaelli e Saba, 2003; Chen et al., 2005). Ao contrdrio das fontes
ESI e APCI, a fonte APPI € compativel com ambas as condicdes de fase normal e de fase

reversa, sem a preocupacdo de um potencial explosivo (Chen et al., 2005).

Atualmente, com o APPI foi possivel estender os campos de aplicacdo do
CLAE-EM para aquelas moléculas que ou ndo sd@o ou sdo pouco tratdveis com as técnicas
de ESI e APCI (Raffaelli e Saba, 2003), abrindo uma nova possibilidade para que
compostos pequenos e frageis, como o 5-MNIS, fossem analisados por CLAE-EM/EM.
Possibilidade esta que foi explorada neste trabalho, uma vez que outros métodos analiticos
publicados para quantificacdo de 5-MNIS em plasma humano, apresentam algumas
desvantagens como grande volume de amostra, tempos de corrida analitica longos e
necessidade de troca freqliente de pré-colunas. O wuso da fonte APPI para o
desenvolvimento de um novo método analitico para a quantificacdo do 5-MNIS
(CLAE-APPI-EM/EM) ocorreu em razao da necessidade de dosar um grande nimero de
amostras provenientes de um estudo de bioequivaléncia de duas formulacdes de 5-MNIS,

com o intuito de gerar mais um medicamento genérico para o mercado brasileiro.
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1.3- Biodisponibilidade e bioequivaléncia
1.3.1- Medicamento genérico

Quando consideramos a existéncia de um novo farmaco, podemos considerar
trés periodos de vida. O primeiro deles € anterior a sua aprovacdo para uso publico,
quando estudos pré-clinicos e clinicos sdo realizados, visando avaliar sua eficdcia e
seguranca. O segundo centra-se no periodo de vigéncia de sua patente, na qual a
exclusividade de comercializacdo ainda existe. O ultimo periodo inicia-se apds o término
da patente, quando outras empresas podem comercializar o produto, seja como
medicamento similar ou genérico. Assim, vdrias companhias podem manufaturar e
comercializar diferentes formulacdes de uma mesma substincia ativa, apresentando
qualidade e desempenho semelhantes, de tal forma que a intercambiabilidade entre as
diferentes formulacdes, quando administradas em doses equivalentes, apresente as mesmas

seguranca e eficcia (Anvisa, 2002).

Até o inicio da década de 60, era comum associar-se a eficacia clinica do
medicamento apenas a atividade intrinseca do farmaco. Entretanto, vdrias evidéncias
demonstraram que os componentes da formulacdo e as técnicas de fabricacdo também
influenciam, sendo indispensavel que a forma farmacéutica libere o fairmaco na quantidade
e na velocidade adequadas ao objetivo terapéutico do produto, o que estd diretamente

relacionado a sua biodisponibilidade (Pereira et al., 2005).

Bases cientificas e tecnoldgicas possibilitam a producdo regular e reprodutivel
de formulacdes com as mesmas caracteristicas farmacéuticas, bem como fornecem a
confirmacdo de sua seguranca, eficicia e intercambiabilidade (Anvisa, 2002).
A confirmacdo de intercambiabilidade € dada através dos estudos de equivaléncia
farmacéutica e/ou bioequivaléncia (Anvisa, 2002). A equivaléncia farmacéutica entre dois
medicamentos relaciona-se a comprovacdo de que ambos contém o mesmo farmaco
(mesma base, sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente ativa), na mesma dosagem
e forma farmacéutica, o que pode ser avaliado por meio de testes in vitro (WHO, 1996;
Shargel e Yu, 1999). Tanto do ponto de vista dos 6rgaos regulatérios quanto da inddustria,
estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia podem ser solicitados mesmo apds a

concessao do registro do medicamento.
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A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) encoraja politicas para promover o
uso de genéricos que, comparado aos medicamentos de referéncia, tem pre¢os mais baixos
e qualidade equivalente. Na década de 1990, a politica de medicamentos genéricos foi
identificada como uma alternativa vidvel para o mercado farmacéutico de paises em
desenvolvimento, a fim de reduzir a dependéncia externa e os custos dos medicamentos
(Bermudez, 1994). Identifica-se na politica de genéricos uma forma de regulacdo do
mercado, permitindo a concorréncia de precos com os produtos de marca e com oS

medicamentos inovadores (King e Kanavos, 2002).

A politica de medicamentos genéricos foi instituida no Brasil, em 1999,
com a publicacdo da Lei n° 9.787 (Brasil, 1999), sob intensa divulgacdo do governo em

relagdo a reducdo dos custos dos tratamentos com medicamentos genéricos.

Essa lei define medicamento genérico como:

medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador,
que pretende ser com este intercambidvel, geralmente produzido apds
a expiracdo ou rentincia da protec@o patentdria ou de outros direitos de
exclusividade, comprovada a sua eficdcia, seguranca e qualidade,
e designado pela Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou,

na sua auséncia, pela Denomina¢do Comum Internacional (DCI).

E define medicamento similar como:

aquele que contém 0 mesmo ou 0s mesmos principios ativos, apresenta
a mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de administragao,
posologia e indicagdo terapéutica, preventiva ou diagndstica do
medicamento de referéncia registrado no 6rgdo federal responsdvel
pela vigilancia sanitaria, podendo 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.
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Desde a promulgacao da referida lei até hoje, o mercado de medicamentos
genéricos tem crescido no Brasil. Em 2006, pela primeira vez, desde a instituicdo dos
genéricos, as vendas atingiram mais de 1 bilhdo de ddlares. Houve um aumento de
52,5 % comparado a 2005, de acordo com a IMS Health. Além disso, as vendas totais de
unidades de medicamentos genéricos alcancaram 194 milhdes, um aumento de
27,8 % comparado a 2005. Em termos de valores, os genéricos alcancaram 10,7 % do
mercado e, em termos de unidades vendidas, 13,5%. Segundo Odnir Finotti, vice-presidente
da Associagdo Brasileira das Indistrias de Medicamentos Genéricos, estima-se um aumento

de 20% nas unidades vendidas, em 2007 (People’sDailyOnline, 2007).

A Anvisa tem editado uma série de normas (resolugdes e portarias),
a fim de viabilizar o registro, a produgdo, a prescricdo e a dispensagdo do medicamento
genérico, norteando todo o processo de implementagdo da politica desses medicamentos no
Brasil. Os genéricos estdo ganhando mercado e tém contribuido para a redu¢do dos custos
dos tratamentos (Anvisa, 2004). O Brasil, desafiando interesses de varios segmentos,
tem empreendido importantes esforcos para melhorar o acesso aos medicamentos,
componente critico de uma estratégia do setor de saide, tentando, dessa forma, promover a

eqiiidade na sadde da sua populacdo (Carvalho et al., 2006).

No Brasil, as pesquisas de biodisponibilidade e bioequivaléncia comegaram na
década de 90, gracas ao pioneirismo do Dr. Gilberto de Nucci, por meio da implantagdo da
Unidade de Farmacologia Clinica Miguel Servet no Departamento de Farmacologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, Campinas-SP. Muitos dos profissionais que
atuam na darea de farmacologia clinica no Brasil realizaram parte de sua formacgao

académica sob orientacdo do prof. Dr. Gilberto de Nucci (Anvisa, 2002).

1.3.2- Biodisponibilidade

Muitos medicamentos sdao produzidos e comercializados por mais de uma
industria farmacéutica. O método de fabricacdo e a formulagdo final podem afetar a

concentracdo do fairmaco que atinge o local de acdo e, conseqiientemente, oferecer riscos
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das doses se tornarem subterapéuticas ou toxicas (Zanine e Oga, 1994). A fim de avaliar a
seguranca e eficicia destes medicamentos, sdo propostos os estudos de biodisponibilidade.
Estes sdo indicados também para avaliacdo de medicamentos com novos principios ativos e
para aqueles com novas formulagdes, forma farmac€utica ou quimica que contenham

substancias ativas (ou por¢ao terapéutica) ja aprovados para comercializagao.

Os estudos de biodisponibilidade iniciaram-se a partir de 1945, com a primeira
publicacdo do conceito de disponibilidade bioldgica. O desenvolvimento de novas técnicas
analiticas, durante a década de 1960, possibilitou o desenvolvimento de métodos sensiveis
o suficiente para permitir a quantificacdo de drogas ou metabdlitos, inicialmente na urina,
e posteriormente no plasma, o que possibilitou a avaliagdio e comparacao de
biodisponibilidade de diferentes formulacdes em voluntarios, bem como a demonstracio de

que diferencas significativas entre estas podem ocorrer.

Desde entdo, o termo biodisponibilidade contou com vdrias defini¢des.

As seguintes podem ser citadas:

Segundo o Food and Drug Administration (FDA, 2003):

Biodisponibilidade é a velocidade e a extensdo com que o principio

z

ativo, ou por¢do terapéutica, é absorvido a partir de um produto
farmacéutico e se torna disponivel no local de acdo. Para produtos
farmacéuticos que ndo se pretende atingir a corrente sanguinea,
a biodisponibilidade pode ser avaliada por medidas que reflitam a
velocidade e a extensdo ao qual o principio ativo ou porg¢do terapéutica

torne-se disponivel no local de ag@o.

Além disso, os estudos de biodisponibilidade fornecem outras informagdes
farmacocinéticas uteis relacionadas a distribui¢ao, eliminacao, efeitos dos nutrientes sobre a
absor¢do do farmaco, proporcionalidade da dose, linearidade na farmacocinética da por¢ao
terapéutica e se, necessdrio, da por¢do ndo terapéutica, além de informacdes anteriores a
entrada do farmaco na circulacdo sist€mica, tais como, permeabilidade e influéncia das

enzimas pré-sistémicas e/ou transportadores (por ex.: p-glicoproteina) (FDA, 2003).
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Segundo a nota do guia da Unido FEuropéia sobre investigacdao de

biodisponibilidade e bioequivaléncia (EMEA, 1998):

Biodisponibilidade é a velocidade e a extensdo na qual a substincia
ativa ou por¢do terapéutica é absorvida a partir de uma forma
farmacéutica e se torna disponivel no local de agdo. Ja que na maioria
dos casos pretende-se que as substancias exibam efeitos terapéuticos
sistémicos, uma defini¢do mais pratica pode ser dada, levando em
consideracio o intercambio da substancia entre a circulagdo geral e o
local de acdo: biodisponibilidade € a extensdo e a velocidade com que
uma substancia ou porcao terapéutica € liberada a partir de uma forma

farmacéutica para a circulacdo geral.

Deve-se distinguir biodisponibilidade “absoluta”, que é a comparagdo
de uma dada forma farmacéutica com a administracdo intravenosa
(100%), e a biodisponibilidade “relativa”, que € a comparacgdo de duas
formulagdes farmacéuticas diferentes, ambas diferentes da

via intravenosa.

1.3.3- Bioequivaléncia
Segundo o FDA (FDA, 2003), bioequivaléncia € definida como:

a auséncia de uma diferenca significante na velocidade e extensdo em
que o principio ativo ou porg¢do ativa, em alternativas ou equivalentes
farmacéuticos, torna-se disponivel no local de agdo do farmaco,
quando administrado na mesma dose molar, sob condig¢des

semelhantes num estudo apropriadamente desenhado.

A nota do guia da Unido Européia sobre estudos de biodisponibilidade e

bioequivaléncia (EMEA, 1998), da a seguinte definicdo de bioequivaléncia:
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Dois produtos medicinais sdo bioequivalentes se sdo alternativas ou
equivalentes farmacéuticos e se suas biodisponibilidades (velocidade e
extensdo de absor¢do), apés administracdo na mesma dose molar,
sao semelhantes num grau em que seus efeitos com relagado a eficécia

e seguranga sejam essencialmente os mesmos.

Alternativas farmacéuticas sdo produtos medicinais que contém a mesma
porcdo terapéutica, mas que diferem na forma quimica desta ou na forma farmacéutica.
A “por¢do terap€utica” pode ser usada na forma de sais, ésteres, etc (EMEA, 1998).
Ja equivalentes farmacéuticos sdo produtos medicinais com 0 mesmo principio ativo
(mesmo sal, éster ou forma quimica), concentracdo, forma farmacéutica e via de
administracdo. Devem apresentar padrdes idénticos (poténcia, qualidade, pureza e
identificacdo), mas podem diferenciar em caracteristicas, tais como: cor, sabor, forma,
empacotamento, conservantes, validade e rotulagem (dentro de certos limites)
(Shargel e Yu, 1999). A equivaléncia farmac€utica ndo implica, necessariamente,
em bioequivaléncia ja que diferencas nos excipientes e/ou processo de fabricagdo podem

levar a uma dissolucao e/ou absor¢ao mais rapida ou mais lenta.

Equivalentes terapéuticos sdo produtos medicinais que cont€ém a mesma
substancia ativa ou ‘“por¢do terapéutica” e que, clinicamente, exibe a mesma eficicia e

seguranca do produto referéncia, com eficicia e seguranga ji estabelecidas.

Na prética, a demonstragdo de bioequivaléncia €, geralmente, o método mais
apropriado para constatacdo de equivaléncia terapéutica entre produtos medicinais que
sejam alternativas ou equivalentes farmacéuticos, contanto que eles contenham excipientes
reconhecidos como ndo influentes na seguranca e eficicia. Em alguns casos, em que
velocidades diferentes de absorcdo sdo observadas, os produtos - entdo considerados nao
bioequivalentes - podem ser julgados terapeuticamente equivalentes, desde que as

diferencas na velocidade de absor¢do nao sejam de relevancia terapéutica (EMEA, 1998).
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1.3.4- Critérios de avaliacdo de bioequivaléncia

Quando um medicamento contendo um unico farmaco ¢ administrado
intravenosamente, ele atinge de modo quase imediato o médximo de concentragdo,

sendo progressivamente eliminado.

Todavia, apés a administracdo oral de um farmaco, ocorre um aumento
progressivo de sua concentracdo sanguinea, a0 mesmo tempo em que se inicia a sua
eliminacdo. Se apds a administracdo oral forem coletadas amostras de sangue para
determinagcdo da concentragcdo em tempos diferentes, obter-se-4 uma curva de nivel

sanguineo (sérico ou plasmético) do farmaco em fungao do tempo.

A concentragdo da droga no sangue, em determinado momento, é funcio das
seguintes constantes farmacocinéticas: absorcao, distribuicao, biotransformacdo e excregao.
Portanto, o nivel sanguineo reflete a dinamica da droga nos diversos compartimentos
organicos. Assim, numa primeira fase em que ocorre ascensdo do nivel sanguineo,
ha predominio da absor¢cdo do farmaco, enquanto que na fase de eliminagdo estdo

predominando a distribuicdo, a biotransformacao e a excregao.

Na curva de nivel sanguineo existem trés parametros considerados de maior
importancia para o estudo comparativo de bioequivaléncia de duas formulagdes que

contenham o mesmo principio ativo:

* pico de concentracdo méaxima (Cpsx);

* tempo em que ocorre o pico de concentragdo maxima (Tmax);

* drea sob a curva de nivel sanguineo em fun¢do do tempo (ASC).

O pico de concentracdo méaxima (Cpsy) representa a concentragao mais elevada
alcancada dentro do compartimento intravascular apds administracio do farmaco.
O tempo em que ocorre o pico de concentragdo maxima (Tmsx) estd intimamente
relacionado com a velocidade de absor¢do. Para que o farmaco seja terapeuticamente
eficiente, é importante que atinja, por tempo suficiente, o nivel plasmdtico efetivo,

que € o nivel minimo para que atue eficientemente. E, para evitar riscos de reagdes toxicas,

nao deve ultrapassar a concentragdo maxima tolerada (Zanine e Oga, 1994).
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A drea sob a curva das concentragcdes sanguineas em funcdo do tempo (ASC)
reflete a quantidade de medicamento que alcanca a circulacdo sist€mica. Alteracdes no
volume aparente de distribui¢cdo ndo influenciam o valor da ASC. A ASC € necessdria para
estimar outros parametros cinéticos, tais como a fracdo da dose do medicamento que
alcanca a circulagdo sist€émica, o volume aparente de distribuicao, o “clearance” e o fluxo
sanguineo hepatico. Emprega-se, também, para avaliar se a cinética do farmaco é de

primeira ordem (Naranjo et al., 1992).

O método estatistico para avaliar a bioequivaléncia é baseado no intervalo de
confianca de 90% para a razdo das médias (teste/referéncia) para os parametros
considerados, que deve estar dentro do intervalo de variagdo de 80-125%. Este método €
equivalente ao procedimento do teste t bicaudal com a hipdtese nula da bioinequivaléncia
no nivel de significincia de 5%. A andlise de estatistica (ANOVA) deve levar em
consideracdo as fontes de variacdo que podem ser responsaveis por algum efeito sobre a

resposta.

A validade das hipéteses subjacentes a andlise estatistica (p.ex. aditividade,
normalidade) pode, freqiientemente, ser melhorada pela transformagdo dos dados antes da
andlise, preferivelmente usando a transformacdo logaritmica. Isto € sugerido para os
parametros farmacocinéticos que derivam de medidas de concentracdo, p.ex. ASC,

Chix, etc. Os métodos estatisticos para Trsx devem ser ndo paramétricos.

Em casos especificos, como para firmacos altamente varidveis, normalmente
para Cps, O critério acima pode ser ajustado para um intervalo maior que 80-125%,

de 70-143% (Marzo e Balant, 1995; EMEA, 1998).

Outros parametros farmacocinéticos que podem ser avaliados para fornecer

informacdes adicionais (Naranjo et al., 1992):

T 1: O tempo de meia-vida de eliminacdo indica o tempo necessdrio para que 50% do
farmaco seja eliminado do organismo. Este depende do volume aparente de

distribuicao e do “clearance”. A vida média tem vérias aplicacOes praticas:
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* para calcular o intervalo entre as doses e determinar a fragdo que deve ser administrada

em cada intervalo;
* para prever o tempo necessario para alcangar o estado de equilibrio;
* para prever o tempo necessdrio para eliminar totalmente o firmaco do organismo, e

* para calcular o fator de acumulagdo de um farmaco depois da administracao de doses

multiplas.

K.: € a constante de eliminagdo, que indica a fracdo de farmaco eliminado por unidade de
tempo e reflete a somatdria das constantes de velocidade de excrecdo (renal, hepatica,

etc).

1.4- Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um novo método analitico
para a quantificacdo do 5-MNIS, explorando a nova possibilidade que a fonte APPI abriu

para que um composto pequeno e fragil como este fosse analisado por CLAE-EM/EM.

O objetivo secundério foi comparar a biodisponibilidade de duas formulacdes
de 5-MNIS - comprimidos de 40 mg dos Laboratérios Biosintética (teste) e Monocordil®
dos Laboratérios Baldacci (referéncia) - e avaliar a bioequivaléncia em voluntdrios sadios
de ambos os sexos, apds administracdo oral de dose unica de 40 mg. Para tanto,

foi utilizado o método desenvolvido para quantificar o 5S-MNIS nas amostras deste estudo.
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2.1- Desenvolvimento do método analitico
2.1.1- Reagentes e outros

O 5-mononitrato de isossorbida foi obtido dos Laboratérios Biosintética Ltda.
(lote n.° 01116848, validade: 10/2006, Sdo Paulo, SP, Brasil). Acetonitrila (grau HPLC),
metanol (grau HPLC), acetona (grau HPLC), acido acético (grau de analise) e acetato de
amonio (grau de analise) foram adquiridos da J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, USA) e hexano
(grau de analise) e dietil éter (grau de analise) da Mallinckdrodt (USA). Agua ultrapura foi
obtida do sistema Gradient Millipore (Sao Paulo, Brasil).

As amostras de plasma branco (3 de plasma normal, 1 lipémica e 1 hemolizada)
foram coletadas de voluntarios sadios que ndo faziam uso de qualquer farmaco e fornecidas
pelo Hemocentro de Sao Paulo. O plasma foi obtido por centrifugacdo do sangue tratado
com heparina sédica como anticoagulante. A mistura de plasma foi preparada e estocada a

aproximadamente - 70°C.

2.1.2- Padroes de calibragdo e controles de qualidade

A solugdo estoque de 1 mg.mL™" de 5-MNIS foi preparada em acetonitrila/dgua
1:1. Todas as solugdes foram estocadas a 4°C. A exatiddo nas pesagens foi de cerca de

0,01 mg.

A curva de calibragdo para 5-MNIS foi preparada em plasma humano branco
contaminado com concentrac¢des de 20, 50, 100, 200, 500, 1000 e 2000 ng.mL'1 e realizadas

em duplicata em cada lote.

As amostras do controle de qualidade foram preparadas no plasma branco e

definidas da seguinte maneira:
* Controle de qualidade baixo (CQA, concentragio com cerca de 3 x LOQ) = 60 ng.mL™;

* Controle de qualidade médio (CQB, concentragio entre a baixa e a alta) = 300 ng.mL";
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* Controle de qualidade alto (CCQ, concentracdo entre 75% a 90% do ponto mais alto da

curva de calibragdo) = 1800 ng.mL™";

* Controle de qualidade de dilui¢ao (CQD, concentracdo mais alta que o limite superior da
curva de calibracdo, usada s6 no caso de necessidade de diluir uma amostra por esta

ultrapassar o limite superior da curva) = 3600 ng.mL".

2.1.3- Método analitico
2.1.3.1- Preparacdo da amostra

O 5-MNIS foi extraido das amostras de plasma humano através de um processo
de extragdo liquido-liquido. Este processo de extracdo foi utilizado tanto para as amostras
de concentragdes desconhecidas, como também para as das curvas padrdo e dos controles

de qualidade.

Aliquotas de plasma humano (0,5 mL), sem a adi¢do de padrao interno, foram
agitadas em vortex por 20 s e mantidas em repouso em temperatura ambiente por 2 min.
Ap6s adi¢do de 4 mL de dietil éter:hexano (80:20, v/v), os tubos foram agitados em vortex
por mais 40 s (capela) e levados ao freezer por -70°C por 15 min, para congelar a fase
aquosa. A camada superior foi transferida para tubos limpos e o solvente foi evaporado sob
fluxo de Nitrogénio, a 40°C (capela). O residuo seco foi ressuspenso com 200 pL de
acetonitrila:agua (50:50, v/v) e agitado em vortex por 15 s. As amostras foram transferidas

para pequenos tubos de vidros, tampados e colocados num injetor automatico de amostra.

2.1.3.2- Condigdes cromatograficas e de espectrometria de massa

O sistema CLAE (LC10AD, Shimadzu, Japan) consistiu de uma bomba ¢ um
sistema de injecao de amostra automatico. Foi utilizada uma coluna analitica Génesis Cg
(100 mm x 2.1 mm de didmetro interno, com particulas de 4 pm) e a fase movel foi uma

mistura de acetonitrila:dgua:acetona (80:15:5, v/v/v, com acetato de amonio 20 mM e
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acido acético 0,1%) num fluxo de 350 pL.min"'. Pressdo de 60 Bar e “void time” de
0,8 min. O tempo total de corrida foi 2.0 min. A coluna foi operada a temperatura ambiente.
A temperatura do injetor de amostra automatico foi mantida a 8.0°C e o volume de inje¢ido

foi de 40 puL.

A espectrometria de massa foi realizada num espectrometro de massa com
quadrupolo de triplo estagio Sciex API 3000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
equipado com uma fonte APPI, operando em modo negativo (PS-). A temperatura da fonte
foi mantida em 400°C e a voltagem de fotoionizagdo do capilar em 1.2 kV.
O gas de colisdo foi o nitrogénio. Os dados foram adquiridos pelo programa Analyst”

(v. 1.4, Applied Biosystems).

As condicdes de MRM (monitoragdo de reacdes multiplas) no APPI,

em modo negativo para o 5-MNIS, foram:
Transi¢ao (m/z): 249.92/189.9;

Temperatura da fonte: 400°C;

IS (potencial da fonte de ionizacao): - 1200 V;
DP * (potencial de desagregacdo): - 80 V;

FP (potencial de focalizagdo): - 160 V;

CE (energia de colisdo): - 26 ¢ V;

CXP (potencial de saida de colisdo): - 21 V.

As curvas de calibragdo para o analito foram construidas usando a area do pico

. ~ . ; 2 r
do 5-MNIS via uma regressao linear dos minimos quadrados (com peso 1/x°). As areas dos
picos foram interpoladas a partir da curva de calibracdo para fornecer as concentragdes do

5-MNIS. Estes célculos foram feitos no programa Analyst 1.4.
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2.1.4- Validagao pré-estudo
2.1.4.1- Teste de sobreposicao (“carry-over”)

O sistema cromatografico foi testado para verificar a possibilidade de

“carry-over”. O teste foi realizado, injetando-se na seguinte seqiiéncia:
1) dois extratos de amostras branco;

2) duas amostras do padrdo mais alto;

3) dois extratos de amostras branco.

Os passos 2 e 3 foram repetidos por, pelo menos, mais trés vezes € 0s

cromatogramas foram avaliados.

2.1.4.2- Especificidade / Seletividade

Especificidade ¢ a capacidade para se avaliar de modo inequivoco o analito na
presenga de compostos endogenos. Enquanto, seletividade inclui a capacidade de separar o
analito dos produtos de degradacdo, metabolitos e farmacos co-administrados

(Bressolle et al., 1996).

O cromatograma do plasma contaminado com uma concentragdo bem baixa do
5-MNIS (LOQ) foi comparada com amostras do branco de cinco diferentes conjuntos de
plasma, incluindo um hiperlipémico e outro hemolizado, para avaliar a ocorréncia de
interferentes no tempo de retengdo do analito, usando o mesmo processo de extragcdo e

condicoes analiticas descritas.

2.1.4.3- Limite de quantificagdo

O limite de quantificacdo (LOQ) mede a capacidade do método em detectar
pequenas concentragdes (Bressolle et al., 1996). O LOQ foi definido, levando em
consideragdo a sensibilidade do método, a precisao e a exatidao. Para avaliar a precisdo e a

exatiddo, amostras de controle de qualidade foram incluidas no procedimento de validagao.
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Embora a sensibilidade fosse suficiente para quantificar valores mais baixos,

o importante foi garantir um LOQ préximo a 1 a 3% do valor antecipado de Cax.

As condigdes para aprovacao do valor final do LOQ foram:

1) nenhuma interferéncia observada nos brancos no tempo de retencao do analito ou, tendo
interferéncia, que a resposta do LOQ fosse sete vezes maior que qualquer interferéncia

observada nos brancos, no tempo de reten¢do do analito;

2) que o pico do analito fosse identificavel, com uma exatidao entre 80 e 120% em relacdo

a concentracao padrao nominal;
3) precisdo e exatidao de 20%, calculada entre as duplicatas, quando ambas aprovadas;

4) o controle de qualidade com a mesma concentragdo do LOQ, com a precisdo e exatiddo

mencionadas.

2.1.4.4- Linearidade
O desenvolvimento da curva de calibracdo seguiu os seguintes critérios:
1) desvio < 20% da concentragdao nominal para o LOQ, em pelo menos uma das duplicatas;
2) desvio < 15% para os demais padrdes, em pelo menos uma das duplicatas;

3) pelo menos 75% dos padrdes nao-zero de cada concentragdo nominal concordando com

ositens 1 e 2;

4) coeficiente de correlagdo (r) da curva de calibragao > 0.98.

2.1.4.5- Precisao e exatiddo

Na validagdo pré-estudo, foram avaliadas a precisdo e a exatiddo do método

desenvolvido, intra- (mesmo dia de andlise) e interlote (dias diferentes de andlise).
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Para cada concentracdo, o valor aceitdvel da precisdo foi de até 15% e da exatidao de

85 a 115%. Os testes foram feitos em lotes contendo:
1) curva de calibragdo em duplicata,

2) oito amostras de cada controle de qualidade (CQs). As amostras dos CQs foram
preparadas independentemente, ou seja, de diferentes solugdes-mae, de diferentes

amostras padrao.

O célculo da precisdo ou coeficiente de variagdo (CV) de um método analitico ¢
feito pela razdo entre o desvio-padrdo (DP) e a média aritmética dos resultados obtidos

(concentracdes do analito), multiplicada por 100.

O célculo da exatidao ¢ feito pela razdo entre a média aritmética e o valor

nominal da concentracdo do analito, multiplicada por 100.

2.1.4.6- Recuperacao

A recuperagdo mede a eficiéncia do procedimento de extragdo de um método

analitico, dentro de um limite de variacao.

Experimentos preliminares foram conduzidos para avaliar a recuperagdo com o
método de extragdo descrito acima. A eficiéncia da extragdo foi avaliada num lote

organizado da seguinte maneira:
A) curva de calibragao diluida em fase mével para quantificar as amostras de CQ;
B) cinco amostras de cada CQ diluidas em fase movel,

C) cinco amostras de cada CQ em amostras de plasma, previamente extraidas pelo

procedimento de extracao e depois contaminadas com as concentragdes do analito;

D) cinco amostras de cada CQ em amostras de plasma, extraidas pelo processo de extragao.
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A porcentagem de recuperacao foi calculada como a razdo da area do pico
resultante da extracdo do plasma branco (previamente contaminado com concentragdes
padrdes de 5-MNIS, 60, 300 ¢ 1800 ng.mL™, item D) e a 4rea do pico do plasma branco

extraido e posteriormente contaminado com as concentragdes de 5-MNIS (item C).

A comparagdo com o branco extraido e contaminado com o 5-MNIS,
apds extracdo, foi feita para eliminar o efeito matriz, mostrando uma recuperaciao
verdadeira. O efeito matriz foi determinado pela razdo da média destes valores (item C)
pela razdo da média das areas dos picos provenientes de solu¢des de 5-MNIS,

em fase movel (item B).

A recuperagdo foi também avaliada em diferentes tipos de amostra de plasma,

normal, hemolisado e lipémico para o CQB.

2.1.4.7- Avaliacdo da supressao de ion

A supressdao do sinal EM (supressdo de ions) pode ser causada por
contaminantes (p.ex: sais, proteinas, aminoacidos,...) que entram no EM, provenientes do
eluato, interferindo com o sinal do analito. Estes contaminantes podem ser produzidos por

métodos de extragdo nao especificos, como a descrita em nosso trabalho.

Para avaliar o efeito da supressdao de ion sobre o sinal do 5-MNIS no EM/EM,
o procedimento de extracdo descrito foi testado. Uma amostra de plasma humano foi
extraida como descrito e o extrato reconstituido foi injetado no sistema CLAE,
enquanto uma solucdo do analito em fase movel estava sendo infundida. Neste sistema,

a supressao de ion seria observada como uma depressao do sinal EM.

2.1.4.8- Estabilidade

Os testes de estabilidade avaliam a estabilidade do analito em plasma humano,

sob diversas condi¢des de tempo e temperatura, bem como em solugao.
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Trés amostras de controle de qualidade (60, 300 e 1800 ng.mL") em plasma

humano foram preparadas e divididas em vdrias aliquotas para testar a estabilidade:

No auto-injetor: a 8 °C por 24 h (tempo igual ou superior ao de uma corrida

analitica, no caso, de 10 h);

Por congelamento-descongelamento: 4 ciclos de congelamento a - 20 °C por

24 horas seguido por descongelamento a temperatura ambiente;

A curto prazo: 8 h a temperatura ambiente (tempo igual ou superior ao

necessario para o preparo de amostras para uma corrida analitica);

A longo prazo: duas amostras de controle de qualidade (120 e 1200 ng.mL™)
foram mantidas a temperatura de congelamento por 97 dias (tempo igual ou superior ao

periodo entre o 1° dia de coleta de amostras € o dia da analise da altima amostra).

Subseqiientemente, as concentragdes de 5-MNIS foram medidas e comparadas

com amostras recém-preparadas.

Para avaliar a estabilidade na solucdo-mae, solu¢des do analito foram
recém-preparadas e comparadas com solu¢des preparadas a nove dias (periodo total de

estudo).

Para avaliar a estabilidade das solucdes de trabalho, as solu¢des do analito
foram preparadas e estocadas por 24 horas, sendo um grupo estocado na mesma
temperatura da solu¢do-mie (4°C) e outro a temperatura ambiente. Apds o periodo de

estoque, ambas foram quantificadas e comparadas.

2.1.5- Validag¢ao das corridas analiticas
2.1.5.1- Corrida analitica
Cada lote de analise foi organizado da seguinte maneira:

1) injecdes com solugio de 5-MNIS 60 ng.mL" em fase movel (5 replicatas) no inicio ¢ no

fim de cada lote, para avaliar o desempenho cromatografico e espectrométrico;
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2) uma curva de calibragdo, em duplicata, constituida de amostras branco e padroes

Nnao-zero;
3) amostras teste (com concentracdes desconhecidas) em simplicata;
4) controles de qualidade (baixo, médio e alto) a cada 10 amostras teste.

Todas as amostras de um mesmo voluntario foram quantificadas na mesma

corrida analitica.

A fim de assegurar a qualidade das quantificacdes das amostras,

os seguintes procedimentos foram realizados para validar cada corrida analitica:

As amostras branco foram examinadas em duplicata para descartar a presenca

de contaminagao.

As condigdes para aceitacdo do valor mais baixo da curva de calibracido,

ou seja, o limite de quantificagdo - LOQ, foram:

1) nenhuma interferéncia observada nos brancos no tempo de retencdo do analito ou,
tendo interferéncia, que a resposta do LOQ fosse duas vezes maior que qualquer

interferéncia observada nos brancos no tempo de retencao do analito e

2) que o pico do analito fosse identificavel e reprodutivel, com precisdo e exatiddo dentro

de 20% em relagao a concentracdo nominal.

A condigao para rejeicao de cada padrao da curva de calibracao, exceto o LOQ,
foi que o desvio fosse maior que 15% da concentragdo nominal do padrdo. Qualquer ponto

da curva seria descartado, se nenhum valor da duplicata fosse aceito.
As condigdes para rejeicdo da curva de calibragao foram:

1) rejeicao de mais que 2 dos 6 pontos da curva, ou

2) rejeicao da concentragdo mais alta da curva, ou

3) coeficiente de correlacdo (r) proveniente da regressdo linear dos pontos da curva de

calibragdo menor que 0.98.
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Outras consideragoes:

a) Se em circunstancia extrema (se faltar amostra para reandlise) e a curva de calibracao
fosse rejeitada, a corrida analitica poderia ser feita com base em outra curva de
calibragdo de outra lista, desde que os controles de qualidade fossem checados

novamente e aprovados;

b) A corrida analitica poderia ser parcialmente aceita se o responsavel identificasse que os
erros foram restritos a alguma parte do fim da lista, causada por um erro durante o
processo ou devido ao mal funcionamento do equipamento. Isto deveria ser

documentado;

¢) Os valores das amostras desconhecidas também foram considerados na perspectiva

farmacocinética para decisdes de rejei¢ao parcial e total da corrida analitica.

Valeu-se das seguintes consideragdes a respeito dos resultados das amostras

teste:

a) O valor da mediana deveria ser usado, quando a analise fosse em replicata das amostras

teste; o valor médio deveria ser usado se baseado em consideragdes farmacologicas.

b) Se o resultado fosse menor que o LOQ, seria considerado ZERO, mesmo que fosse
detectavel (tem uma area quantificavel e trés vezes maior que o ruido do branco).

Se maior que o padrao mais alto, deveria ser diluido e analisado novamente.

c) Se as amostras teste estivessem em duplicata e a diferenga entre elas fosse > 30%,
dever-se-ia avaliar a rejeicdo delas. Mesmo que a diferenga fosse < 30%, os valores
deveriam ser rejeitados se estivessem fora da farmacocinética ou se qualquer outro erro

relacionado a extragao ou quantificagao fosse identificado.

d) Se o resultado teste fosse rejeitado, far-se-ia uma nova analise. Mas um resultado poderia
simplesmente ser rejeitado, sem reandlise, se uma interpolagdo entre os dados restantes
fosse suficiente para estimar os pardmetros farmacocinéticos desejados, especialmente
quando a estabilidade do analito fosse o problema. Cuidado especial foi dado aos pontos

proximos ao Cpax.
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e) A reanalise poderia ser feita como anexo da propria lista ou como uma lista em separado.
A reandlise deveria ser feita em triplicata, mas se o material ndo fosse suficiente,
faria em simplicata. Faz-se-ia a mediana dos trés e descartaria o valor anterior.
Se a mediana mostrasse uma diferenca menor que 15% do valor original, o valor original
seria relatado. Se a diferenca fosse entre 15 e 30%, seria relatada a mediana dos
quatro valores. Se a diferenga fosse maior que 30%, a mediana da reandlise seria

relatada.

f) Critérios para reandlise: erro de injecdo, perda da sensibilidade e/ou problemas com EM,
perfil CLAE pobre, erro no processamento da amostra, concentragdo fora da curva de

calibragdo, razao farmacocinética.

2.1.5.2- Validagao intralote

Durante o estudo, at¢ o fim da quantificacio de todas as amostras,
a variabilidade de cada corrida analitica foi monitorada através da avaliagdo dos seus CQs,
que deveriam variar até¢ 15% do valor da concentracdo nominal de cada CQ; se ndo,
o valor era rejeitado. A corrida analitica também seria rejeitada se mais que 33% dos
controles de qualidade fossem rejeitados ou mais que 50% de uma mesma concentragao

fossem rejeitados.

2.1.5.3- Validagao interlote

Durante o estudo, at¢ o fim da quantificacio de todas as amostras,

a variabilidade entre as corridas analiticas foi monitorada do seguinte modo:
1) A média de cada lista de cada um dos CQ que foram aceitos foi calculada;
2) Variabilidade interlote (CV%) destes valores deveria ser menor ou igual a 15%;

3) O valor médio interlote deveria estar dentro de cerca de 15% do valor da concentracao

nominal de cada CQ.
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2.2- Estudo de bioequivaléncia
2.2.1- Formulagoes

O método foi aplicado para avaliar a bioequivaléncia de duas formulagdes de

comprimidos de 5-MNIS (40 mg) em voluntarios sadios:

1) Formulagao teste (T): Mononitrato de isossorbida dos Laboratorios Biosintética Ltda.,

Brasil; lote n.® 314/03, data de expirag¢do: agosto/2005.

2) Formulagdo referéncia (R): Monocordil® dos Laboratérios Baldacci S.A., Brasil;

lote n.° ALOI1, data de expiragdo: dezembro/2004.

2.2.2- Selegao dos voluntarios e critérios de exclusdo e de desligamento

Trinta e um voluntarios sadios adultos (14 do sexo feminino e
13 do sexo masculino) participaram do estudo. O grupo feminino com idade entre
20 e 37 anos (média = desvio-padrao (DP): 28 £ 5 anos), altura de 151 cm a 179 cm
(159 £ 7 cm) e peso entre 47,1 Kg e 69,7 Kg (57,3 £ 7,6). O grupo masculino com idade
entre 20 e 45 anos (30 £ 8 anos), altura de 160 cm a 185 cm (171 £ 7 cm) e peso entre
62,1 Kg e 90,0 Kg (73,5 £ 8,6). O indice de massa corporea foi considerado normal,
quando maior ou igual a 19 e menor ou igual a 28, com tolerancia de 12% quanto ao limite

superior.

A selecdo dos voluntarios foi realizada por meio de consulta médica,
incluindo-se anamnese ¢ exame fisico, além de eletrocardiograma, que colaboraram para a
confirmacao do estado de higidez. Foi avaliado se os voluntarios ndo apresentavam doencas
cardiacas, hepaticas, renais, pulmonares, gastrointestinais, neuroldgicas, hematologicas e
psiquiatricas. Para tanto, realizaram-se os seguintes exames laboratoriais: glicose em jejum,
uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina,
transaminases oxalacética e piruvica, colesterol total, triglicérides, acido urico, yGT - gama
glutamil transferase, hemoglobina, hematocrito, contagem de leucdcitos total e diferencial,
contagem de plaquetas e de globulos vermelhos, sorologia - AIDS, hepatite B ¢ C,

teste de gravidez nas mulheres (HCG), urina de rotina e parasitoldgico de fezes.
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Apos a avaliagdo criteriosa, os voluntarios, entdo selecionados, assinaram, apds

terem suas duvidas esclarecidas, um termo de consentimento, como consta no Apéndice 1.

A exclusdo dos voluntarios teve como base a reposta positiva a qualquer um

dos seguintes critérios:
1) Problemas relacionados com a droga:

a) o voluntirio tem sabidamente uma hipersensibilidade a droga estudada
(mononitrato de isossorbida) ou a compostos quimicamente relacionados;

historia de reagdes adversas sérias ou hipersensibilidade a qualquer droga;

b) historia ou presenca de doengas hepéaticas ou gastrointestinais ou outra condi¢do que

interfere com a absorgao, distribui¢do, excrecdo ou metabolismo da droga;

¢) uso de terapia de manutencdo com qualquer droga, excetuando-se anticoncepcionais

por via oral.
2) Doengas ou problemas de saude:

a) tem histéria de doenca hepatica, renal, pulmonar, gastrointestinal, epiléptica,
hematologica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertensdo de qualquer etiologia que
necessite de tratamento farmacoldgico; tem historia ou teve infarto do miocario,

angina e/ou insuficiéncia cardiaca;

b) achados eletrocardiograficos ndo recomendados a critério do investigador para

participag@o no estudo;

c) os resultados dos exames laboratoriais complementares estdo fora dos valores
considerados normais, a menos que sejam considerados clinicamente irrelevantes

pelo investigador.
3) Hébitos e Dependéncias:
a) voluntario ¢ fumante;
b) voluntario ingere mais do que cinco xicaras de café ou cha por dia;

¢) tem historia de abuso de dlcool ou drogas.

Material e Métodos
79



4) Condigoes encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo:

a) fez uso de medicagdo regular dentro das duas semanas que antecederam o inicio do
tratamento e a data de avaliacdo, ou fez uso de qualquer medicacdo dentro de
uma semana, excetuando-se anticoncepcionais por via oral ou os casos em que,
com base na meia-vida do farmaco e/ou metabolitos ativos, possa ser assumida a

completa eliminacao;

b) foi internado por qualquer motivo até oito semanas antes do inicio do primeiro

periodo de tratamento deste estudo;

¢) tratamento dentro dos trés meses prévios ao estudo com qualquer droga conhecida de

ter um potencial toxico bem definido nos grandes 6rgaos;

d) o voluntario participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer droga

experimental dentro dos trés meses que antecederam o inicio deste estudo;

e) o voluntario doou ou perdeu 450 mL ou mais de sangue dentro dos trés meses que
antecederam ao estudo ou doou mais de 1500 mL dentro dos 12 meses precedendo o

estudo.
5) Outras condigoes:
a) teste positivo de gravidez para as voluntarias mulheres;

b) o voluntario tem qualquer condicdo que o impede de participar do estudo pelo

julgamento do investigador.
Usaram-se os seguintes critérios para o desligamento dos voluntérios:
1) Solicitacao por parte do voluntario para se retirar do estudo a qualquer momento:
a) voluntario nao deseja continuar no estudo por razdes pessoais (ou mesmo sem razao);

b) voluntario ndo deseja continuar no estudo devido aos eventos adversos da droga de

estudo (efeitos nao desejaveis possivelmente relacionados a droga em estudo);
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¢) voluntario nao deseja continuar por razdes outras que nao efeitos adversos por ex.

indisponibilidade, intolerancia aos procedimentos do estudo.

2) Solicitagdo do investigador para retirada do voluntario do estudo, pelos seguintes

motivos:

a) ndo aderéncia as exigéncias do protocolo;

b) eventos adversos ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade;
¢) doenga intercorrente requerendo medicagao;

d) resposta positiva a reavaliacdo de qualquer um dos critérios de exclusdo, no momento

da admissdo ao primeiro periodo de tratamento ou em ocasido subseqiiente;

e) qualquer outra condicdo que, a juizo do investigador, seja do interesse para

manutencao da saude do voluntario.

2.2.3- Protocolo clinico

Os voluntarios selecionados, como mencionado acima, foram submetidos a um
estudo aberto, randomizado, cruzado com 2 tratamentos, 2 periodos (2 seqiiéncias),
nos quais os voluntarios receberam, em cada periodo distinto, a formulacao teste ou a
formulagdo referéncia, havendo por conseguinte dois bragos de tratamento. As formulagdes
foram administradas em dose tnica por via oral (um comprimido de 40 mg de mononitrato
de isossorbida com 200 mL de dgua, de acordo com Tabela de randomizagdo - Apéndice 2)
seguidas de coletas de sangue até 24 horas, sendo cada periodo de internagdo de
aproximadamente 37 horas. Considerando-se que a meia-vida da isossorbida ¢ de cerca de

cinco horas, o intervalo entre as internacgoes foi de sete dias.

Durante cada periodo, apds a internacdo dos voluntarios por volta das 17 horas
do dia anterior a administracdo do medicamento, na Unidade de Farmacologia Clinica

Miguel Servet - Unicamp, foi servido um jantar leve e depois uma ceia, desde que ndo
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houvesse interferéncia com o horario programado para o jejum, desde oito horas antes até

duas horas apds a ingestdo da medicagdo, prevista para a manha seguinte.

Com relacdo as refei¢des, os voluntérios receberam o desjejum 2 horas apds a
administracdao; o almogo, 4 horas; o lanche da tarde, 7,5 horas; o jantar, 11 horas ¢ a ceia,
15 horas ap6s. No dia seguinte a administracdo, apos a coleta de 24 horas, foi servido um
desjejum e, apos avaliagdo médica (se necessaria), os voluntarios foram dispensados.

Todas as refei¢des foram padronizadas (Apéndice 3).

Durante o periodo de internagdo, ndo foi permitido consumo de outros
alimentos além da dieta padronizada, nem o consumo de alcool e cigarro. Liquidos foram
permitidos ad libitum apds almogo, exceto aqueles contendo cafeina e xantina,
tais como chd, café¢ e cola. O uso de qualquer medicacdo foi evitada durante o estudo,

no entanto, quando ndo possivel, esta foi relatada.

Os voluntarios foram acompanhados por uma equipe de saude, a fim de
assegurar que possiveis eventos adversos fossem detectados e tratados devidamente.
Sinais vitais (pressao arterial, freqiiéncia do pulso e temperatura) foram aferidos durante a
internacdo (antes e 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 24 horas ap6s a administracdo da
medicacdo). ApoOs as internacdes, os voluntarios foram reavaliados clinicamente e

repetiu-se a bateria de exames.

O protocolo clinico atendeu a todos os dispositivos da Resolucdo 196/96
(Anvisa, 1996) e complementares ¢ foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas - Unicamp (Anexo 1).

2.2.4- Coleta das amostras

O ensaio teve inicio com uma coleta de sangue de 10 mL para controle
individual, curvas padrdes, apds pelo menos oito horas de jejum, apenas na primeira
internagdo. Seguiu-se, entdo, a coleta de 22 amostras de 4 mL, em cada periodo, de acordo

com a programagao que se segue, para uso na quantificacdo de mononitrato de isossorbida.
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Amostra pré-administragdo: imediatamente antes (dentro de 1 hora) da

administracao da medicacao.

Amostras pés-administragdo: 10 ;20 ;30e40mine 1 ;1,5;2;2,5;3; 3,5;
4,5;6;7;8;10;12;14;16; 18 e 24 horas apos a administragdo da medicagao.

Um total de aproximadamente 190 mL de sangue foi coletado durante os
dois periodos do estudo, incluindo o volume coletado para os exames pré- e pos-estudo.
A coleta das amostras foi feita através de cateter heparinizado introduzido em veia
superficial do antebrago do voluntario. Apos a coleta de cada amostra, o cateter foi lavado

com | mL de solugdo de heparina sodica (5 Ul/mL).

As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm, durante 10 minutos,

o plasma (1,5 mL) foi removido e estocado a —20°C até ser analisado.

2.2.5- Analise estatistica e farmacocinética

A concentragdo sérica maxima (Cpsx) € o tempo em que esta ocorreu (Tmax)
foram obtidos pela curva da concentra¢do da droga versus tempo. As areas sob a curva da
concentagdo versus tempo (ASC) foram calculadas, usando o método log-linear trapezoidal,
exceto a ASCy.4n (de 0 a 24 horas), que foi calculada usando o método trapezoidal linear.
A extrapolagdo destas areas ao infinito (ASCy..) foi feita adicionando-se ao calculo da
ASCy¢ (do tempo 0, zero, ao tempo da ultima concentracdo acima do Limite de
Quantificacdo-LOQ) o valor da razdo entre a ultima concentragdo quantificavel e a
constante de elimina¢do (Cy/K.). A constante de eliminagdo de primeira ordem (K.)
foi estimada pela inclinagdo da regressao linear pelo método dos minimos quadrados do
tempo x logaritmo da concentracdo. A meia-vida (Ty,) foi derivada a partir desta constante

de eliminagao (In2/K.).

As analises estatisticas foram conduzidas apds transformacdo logaritmica

baseada em modelo aditivo para todos os valores de ASC e Cpax.

Ty, e Ke ndo foram avaliados estatisticamente.
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Foi empregada analise de variancia apropriada para o modelo de dois periodos
cruzados, sob os dados de ASC e Cyax transformados logaritmicamente, considerando em

seu modelo os efeitos de seqiiéncia, voluntario dentro da seqiiéncia, tratamento e periodo.

A existéncia de efeito residual foi verificada com base nos testes de seqiiéncia
da ANOVA, utilizando-se como parametro o “P_value” obtido com base na “F stat”

do efeito de seqiiéncia (Sequence Hypothesis of model effects).

Foram calculados os pontos paramétricos e estimativas dos intervalos da razao
T/R (formulagdo "teste" / formulagdo "referéncia") ASC e Cpax. A biodisponibilidade
relativa da formulacdo Teste versus Referéncia foi avaliada pelas razdes das médias
geométricas (pontos estimados). O intervalo de confianga de 90% serviu como estimativa
de intervalo e foi determinado por analises paramétricas (dois testes t unicaudais - p=0.05).
Para o Ty« foi realizado teste nao paramétrico (Hauschke et al., 1992) para as diferencas
individuais (T - R), com o céalculo do ponto estimado e intervalo de confianga de 90%

(IC 90%).

As formulagdes sdo consideradas com biodisponibilidade equivalente se o
intervalo de confianca (IC) de 90% da média geométrica da ASC (no que diz respeito a
extensdao da absorc¢do) e do Cnx (no que diz respeito a velocidade de absorgdo) estiver

dentro do intervalo de 80-125% da média geométrica da formulacao referéncia.

No que se refere aos diferentes parametros de ASC, para efeito de decisao de
bioequivaléncia, a analise considera como variavel alvo a ASCy. desde que a parte
avaliada seja superior a 80% da ASCp. em pelo menos 90% dos voluntarios.
Caso contrario, ¢ dada preferéncia a ASCy.,, para todos os voluntarios, desde que a parte
extrapolada da area total possa ser estimada com suficiente exatiddo. O uso de um dos
outros parametros de ASC pode ser empregado, desde que devidamente justificado.

A escolha de ASC., também deve ser justificada.

A andlise farmacocinética foi realizada com os seguintes programas:
Microsoft Excel Version 7.0; WinNonLin Professional Network Edition, Versdo 1.5;
e Graph Pad Prism Version 3.02 e Bioequivalence Program for Two-Period Crossover

Studies de Herman P. Wijnand, versdo 3.4.
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Tabela 12- Exemplo de validacao intralote

Lote 6103LADO1
Concentracao CQA CQB CCQ
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concentracao Desvio Aprovado? Concentracao Desvio Aprovado? Concentracao Desvio Aprovado?
%0) %) %0
444 -26,0 Nao 291 -3,0 Sim 1770 -1,7 Sim
52,7 -12,2 Sim 276 -8,0 Sim 1930 7,2 Sim
51,3 -14,5 Sim 265 -11,7 Sim 1350 -25,0 Nio
38,9 -35,2 Nio 231 -23,0 Nio 1680 -6,7 Sim
Média 52 277 1790
CV (%) 12,3 9,2 13,7
Exatidao (%) 86,7 92,3 99,4




Tabela 13- Dados da validacao interlote

CQA CQB CCQ
(60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL) CQA,BeC

Lote Média # > % Média # % Média # o % # > %
6103L mgmL) €CQ ¢cQ €CQ @mgmL) CQ 2 CQ @mgmL) €CQ cQ CQ CQ cQ C€Q
ADO1 52,0 2 4 50 277 3 4 75 1790 3 4 75 8 12 67
ADO02 54,2 2 3 67 297 3 3 100 1720 2 3 67 7 9 78
ADO3 63,9 3 4 75 326 2 4 50 1840 4 4 100 9 12 75
AD04 54,3 3 4 75 272 3 4 75 1740 3 4 75 9 12 75
ADO5 61,6 2 3 67 314 2 3 67 1780 2 3 67 6 9 67
ADO06 59,7 4 4 100 318 2 4 50 1810 4 4 100 10 12 83
ADO7 58,6 3 4 75 335 3 4 75 1820 3 4 75 9 12 75

ADOSR]J 56,9 3 4 75 281 3 4 75 1900 2 4 50 8 12 67
ADO09 57,2 4 4 100 308 2 4 50 1920 4 4 100 10 12 83
AD10 55,5 3 4 75 326 3 4 75 1770 3 4 75 9 12 75

AD11R] 57,1 3 3 100 314 2 3 67 1740 2 3 67 7 9 78
AD12 62,0 2 4 50 310 3 4 75 1720 3 4 75 8 12 67
AD13 56,3 4 5 80 271 3 5 60 1760 4 5 80 11 15 73
REO1 58,8 2 3 67 321 2 3 67 2000 2 3 67 6 9 67
RE02 59,6 1 2 50 280 2 2 100 1800 2 2 100 5 6 83
Total 41 55 75 38 55 69 43 55 78 122 165 74

Média geral 57,8 303 1810
(ng/mL)
CV (%) 5,6 7,2 4.4
Exatidao (%) 96,4 101,1 100,4

#CQ: nimero de CQs aprovados em cada lote; 2. CQ: nimero total de CQs de cada lote; % CQ: valor percentual dos CQs aprovados



Tabela 3- Dados de validagdo intralote e interlote para o 5-MNIS

Controle de CQA CQB CCQ CQDb
qualidade (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL) (3600 ng/mL)
Lote VA02 VA03 VAO04 VA02 VAO3 VAO04 VA02 VAO03 VA4 VA02 VA3 VA4
Concentracio (ng/mL) 48,3 45,3 56,4 283 256 292 1650 1620 1730 3140 3360 3020

52,6 52,2 69,8 292 270 298 1660 1600 1460 3280 2900 3100
54,9 53,6 60,5 291 272 325 1610 1560 1760 3100 2900 3200
55,8 51,9 56,2 283 265 298 1700 1640 1920 3180 2920 3200
63,2 54,9 65,2 286 261 309 1470 1480 1590 3140 3160 3140
59,3 59,2 62 288 269 307 1390 1420 1560 3300 3080 3280
57.5 53,8 64.8 278 260 293 1500 1380 1530 3220 3080 3140
57,6 51,5 59,6 247 259 291 1640 1570 1920 3260 3120 3180

Média intra-lote (ng/mL) 56,2 52,8 61,8 281 264 302 1580 1530 1680 3200 3060 3160
Precisao intralote (CV %) 7,9 7.4 7.5 5.2 2,2 3.8 7,0 6,3 10,5 2,3 5.2 2,5

Exatidao intralote (%) 93,6 88,0 103,0 93,7 88,0 100,5 87,6 85,2 93,5 89,0 85,1 87,7
Média inter-lote (ng/mL) 56,9 282 1600 3140
Precisao interlote (CV %) 9,9 6,7 8,9 3,8

Exatidao interlote (%) 94,9 94,1 88,8 87,3




Tabela 4- Dados de validagao do processo de reinjecao para o 5-MNIS

Lote VA04
Concentracio nominal LOQ CQA CQB CCQ
(20 ng/mL) (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Original Reinjecao Original Reinjecao Original Reinjecao Original  Reinjecao

19,5 19,8 48,3 42,5 283 283 1650 1790
17,6 19,2 52,6 54,6 292 292 1660 1770
21,2 19,6 54,9 51,9 291 302 1610 1690
17,5 19,2 55,8 59,2 283 295 1700 1810
19,9 22,2 63,2 57,5 286 293 1470 1530
21,3 20 59,3 56,9 288 299 1390 1510
22,6 22,2 57,5 54,9 278 289 1500 1570
19,1 21,3 57,6 51,3 247 254 1640 1790

Média (ng/mL) 19,8 20,4 56,2 53,6 281 288 1580 1680

Variacao (%) 3,0 -4,5 2,6 6,7




Tabela 5- Valores médios da recuperacao do 5-MNIS

Replicata CQA CQB CCQ
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 1 Pool2  Pool 3 Pool 1 Pool2  Pool 3
1 62,9 62,0 55,9 60,9 61,7 54,0 71,9 57,1 52,4
2 77,6 63,1 63,1 62,9 66,0 60,3 74,5 59,8 50,0
3 61,3 59,1 55,7 61,7 64,4 56,6 79,3 55,2 48,2
4 63,5 64,2 59,6 64,9 64,8 54,7 82,1 55,4 51,5
5 57,3 63,1 57,0 63,7 67,2 58,1 74,6 46,6 50,6
média 64,5 62,3 58,2 62,8 64,8 56,7 76,5 54,8 50,5

CvV 11,9 3,1 5,3 2,6 32 4,5 5,4 9,0 3,1




3.1- Desenvolvimento do método analitico
3.1.1- Validagao pré-estudo

A quantificacdo do 5-MNIS foi realizada com o método desenvolvido por
CLAE-EM-EM, com ionizacdo por fotoionizacdo em pressao atmosférica (APPI),
uma vez que apresentou os melhores resultados comparada aos métodos de ionizag¢do por
eletronebulizacdo (ESI) e com a ionizacdo quimica em pressdo atmosférica (APCI).
A Figura 2 mostra o espectro de massa do 5-MNIS com estes trés modos de ionizagdo.
A formacdo do ion [M + acetato]- de m/z 249.9 foi abundante na fotoinizac¢do (Figura 2A),
foi observado na ionizacdo quimica (APCI), mas numa baixa abundancia (Figura 2C),

e ndo ocorreu na ionizacao por eletrospray (ESI) (Figura 2B).

O método CLAE-EM-EM, com ionizagdo por fotoionizacdo em pressiao
atmosférica (APPI), foi completamente validado como se segue. A validacdo pré-teste
apresentou, de modo geral, uma precisio menor que 10%, inclusive para o LOQ,
indicando uma excelente reprodutibilidade dos resultados. Enquanto a exatidao se manteve

dentro da faixa de 85 a 115%, inclusive para o LOQ.

3.1.1.1- Teste de sobreposicdo (‘“carry-over”)

O sistema cromatografico foi testado para verificar a possibilidade de
“carry-over”, ou seja, da contaminacdo de amostra para amostra. Como representado na
Figura 3, a comparacdo dos tultimos cromatogramas da série demonstra que a injecao do
padrao mais alto (Figura 3B) ndo alterou a linha de base da injecdo da amostra branco

(Figura 3A) e portanto, que ndo houve nenhum efeito de “carry-over”.

3.1.1.2- Especificidade

A figura 4 mostra cromatogramas tipicos obtidos pelo método descrito.
O tempo de retencdo do 5-MNIS foi de 1,2 min (Figura 4B). Como se observa no

cromatograma do plasma branco (Figura 4A), nenhum pico interferente apareceu no tempo
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de reten¢do do composto de interesse. Também nao foi observado nenhum pico interferente
no tempo de reten¢do do 5-MNIS em plasma lip€mico e hemolizado. Portanto o método foi

considerado especifico e seletivo.

3.1.1.3- Determinag¢do do limite de quantificagdao

O LOQ, sob as condi¢des experimentais, foi de 20.0 ng/mL de 5-MNIS, e
considerado o ponto mais baixo da curva de calibragdo. Os dados da validacdo sao
apresentados na Tabela 1. J4 que todos os parametros descritos na Tabela 1 estdo de acordo
com o guia do FDA (menor que 20% para a precisdao e entre 80-120% para a exatiddo),

conclui-se a completa validagao do LOQ. A Figura 4B ilustra um cromatograma tipico do

LOQ.

3.1.1.4- Linearidade

O método de regressdo mais simples que descreveu as curvas de calibracdo do
5-MNIS foi y = A + Bx (com peso 1/x2). Trés curvas de calibragdo, preparadas
independentemente de diferentes solucdes-mae, foram avaliadas na validagdo pré-estudo.
Embora o método tenha mostrado uma curva de calibracio ndo linear, a metodologia
analitica foi completamente validada (Tabela 2). A Figura 5 ilustra uma curva de calibracao

do 5-MNIS.

3.1.1.5- Precisao e exatidao

A Tabela 3 (pré-validacdo) mostra os valores intralote e interlote da exatidao e
precisao dos controles de qualidade. Ja que todos os parametros descritos na Tabela 3 estao
de acordo com o guia do FDA (menor que 15% para a precisdo e entre 85-125% para a
exatiddo), conclui-se a completa validacdo dos CQs (CQA, CQB, CCQ), inclusive do
processo de diluicao (CQD).
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O processo de reinjecao foi validado pela inje¢cdo de amostras do LOQ e dos
CQs. A razdo entre a amostra original e a reinjetada foi avaliada. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 4, que mostra uma variacdo menor que 20% para o LOQ e de

15% para os CQs.

3.1.1.6- Recuperagao

A Tabela 5 mostra as concentracdes médias (n = 5) dos testes de recuperacao,
durante a validacdo pré-estudo, em diferentes amostras de plasma normal. Para o plasma
hemolizado, a recuperacdo média foi de 60,8% e para o plasma lipémico foi de 54,0%.
Os resultados da recuperacdo estdo de acordo com os parametros de reprodutibilidade e

consisténcia e foram adequados ao ensaio.

3.1.1.7- Avaliacao da supressdo de ion

Nao foi observada nenhuma supressio de fon signficante do sinal EM,

no tempo em que o analito foi eluido, como mostrado na Figura 6.

3.1.1.8- Estabilidade

Os testes de estabilidade demonstraram que o analito manteve-se inalterado nas

amostras de plasma humano, nas seguintes condi¢des de temperatura e tempo:

- a temperatura do auto-injetor (8°C) por 24 horas (Tabela 6), apds processamento da

amostra;

- por quatro ciclos de congelamento (-20°C) e descongelamento (temperatura ambiente)

(Tabela 7);
- a curto prazo: oito horas a temperatura ambiente (Tabela 8);

- a longo prazo: 97 dias a -20°C (Tabela 9);
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Os testes de estabilidade demonstraram que o analito, em solug¢do, se manteve

inalterado, seguintes condi¢des de temperatura e tempo:

- solu¢do mae estocada a 4 °C por nove dias (Tabela 10);

- solugdes de trabalho a temperatura ambiente, por 24 horas (Tabela 11).

3.1.2- Validagdo das corridas analiticas

3.1.2.1- Validacao intralote

A validacio intralote foi realizada de acordo com os critérios estabelecidos em
Materiais e Métodos. A Tabela 12 exemplifica a validacdo intralote deste estudo
(lote 6103LADO1), As demais tabelas de validacdo intralote sdo apresentadas no

Apéndice 4.

3.1.2.2- Validacao interlote

A Tabela 13 mostra a completa validagado interlote do presente estudo.
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Figura 2- Espectro de massa do 5-MNIS

Figura 2A- usando fonte de ionizacdo por fotospray (APPI), voltagem da fonte de
fon = -1200 V, equipamento API 3000, mostrando os fons monitorados que
correspondem ao aduto com o anion acetato [M + acetato]- de m/z 249.9 e o

ion molecular deprotonado [M — H]- de m/z 189,9

Figura 2B- usando fonte turbo ionspray (ESI), voltagem da fonte de fon = -4500 V,
equipamento API 4000, mostrando que ndao houve a formacdo do ion

[M + acetato]- de m/z 249,9

Figura 2C- usando fonte de ionizacao quimica (APCI), agulha de descarga corona = 5 pA,
equipamento API 4000, mostrando a formacdo do ion [M + acetato]-

de m/z 249,9, mas numa baixa abundancia
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Figura 3- Cromatogramas do teste de “carry-over” mostrando que a injecdo do padrao mais

alto ndo alterou a linha de base da inje¢cdo da amostra branco
Figura 3A- dltimo cromatograma do extrato da amostra branco da série testada

Figura 3B- dltimo cromatograma da inje¢do do padrdo mais alto da série testada
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Figura 4- Exemplos de cromatogramas

Figura 4A- do plasma branco mostrando auséncia de interferentes no tempo de retencao do

5-MNIS

Figura 4B- do plasma contaminado com 20 ng.mL'1 de 5-MNIS (LOQ) mostrando o tempo

de reten¢ado de 1,2 min
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Tabela 1- Dados de valida¢ao do LOQ para o 5-MNIS

Valor esperado 20 ng/mL
Identificacio do lote 6103VAO02 6103VAO03 6103VA04
Concentracao 19,5 16,6 22
(ng/mL) 17,6 18 21,6
21,2 16,2 15,5
17,5 16,8 19,2
19,9 19,2 21,9
21,3 18,9 25,1
22,6 17,7 21,7
19,1 19,2 19,8
Média intralote (ng/mL) 19,8 17,8 20,8
Precisao intralote (CV %) 9,1 6,8 13,3
Exatidao intralote (%) 99,2 89,1 104,3
Média interlote (in ng/mL) 19,5
Precisao interlote (CV %) 12,0
Exatidao interlote (%) 97,5
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Tabela 2- Dados de validag¢ao da curva de calibracao para o 5-MNIS

Concentracao Concentracio' Média Exatidio CV
nominal (ng/mL) (ng/mL) (%) (%) %
>
(ng/mL) Lote g
6103VA02 6103VA03 6103VA04 <
20 18,5 19,9 19,6 19,3 96,7 3,8 Sim
21,7 19,1 20,2 20,3 101,7 6,4
50 47,5 48,9 48,9 48,4 96,9 1,7  Sim
48,6 53,8 51,4 51,3 102,5 5,1
100 105 100 101 102 102,0 2,6 Sim
102 108 102 104 104,0 33
200 203 213 200 205 102,7 3,3 Sim
214 224 216 218 109,0 24
500 465 458 486 470 93,9 3,1 Sim
469 449 455 458 91,5 2,2
1000 996 983 991 990 99,0 0,7 Sim
1090 1040 1060 1063 106,3 2.4
2000 1820 1740 1810 1790 89,5 24  Sim
2100 2020 2100 2073 103,7 2,2

Coeficiente de
0,9990 0,9981 0,9990 -
correlacao

'Modelo de regressio da curva concentragio x tempo: Y = A+Bx (peso 1/x2)
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Figura 5- Grifico representativo da curva de calibragdo para o 5-MNIS
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Figura 6- Experimento de supressd@o de fon mostrando nenhuma supressao signficante no

tempo em que o analito foi eluido (1,2 min)

Figura 6A- perfil da linha de base do extrato de plasma branco injetado no sistema
enquanto uma solucdo padrio de 5-MNIS em fase movel estava sendo

infundida, mostrando auséncia de supressdo de ion

Figura 6B- pico padrdao do LOQ (20 ng/mL) mostrando o tempo de retencdo do 5S-ISMN de

1,2 min
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Tabela 6- Resultados do teste de estabilidade pds-processamento

Concentracao (ng/mL)

CQA CQB CCQ
(60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Referéncia Apés Referéncia Apés Referéncia Apés
24 horas 24 horas 24 horas

53,1 49,3 286 279 1740 1600

55,9 51,4 278 277 1680 1670

50,8 55,4 290 290 1760 1750

48,8 54,0 288 275 1650 1700

46,4 50,4 286 277 1660 1700

Média 51,0 52,1 286 280 1698 1684

CV (%) 7,2 4,9 1,6 2,1 2,9 33

Variacao 2,2 -2,1 -0,8

Tabela 7- Resultados do teste de estabilidade apds quatro ciclos de congelamento e

descongelamento
Concentracao (ng/mL)
CQA COB CCQ
(60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)

Referéncia Apés 4 Referéncia Apés 4 Referéncia Apés
ciclos ciclos ciclos

60,4 46,9 285 305 1510 1720

65,8 54,5 311 312 1610 1870

62,7 50,2 314 325 1490 1910

53,6 47,8 319 316 1630 1960

56,6 52,3 290 298 1970 1850

Média 59,8 50,3 304 311 1642 1862

CV (%) 8,1 6,2 5,0 3,3 11,8 4,8

Variacao -15.,8 2,4 13,4
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Tabela 8- Resultados do teste de estabilidade a curto prazo

Concentracao (ng/mL)

CQA CQB CCQ
(60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Referéncia Apés  Referéncia  Apoés  Referéncia  Apds
8 horas 8 horas 8 horas

60,4 54,7 285 258 1510 1570

65,8 45,5 311 261 1610 1610

62,7 43,0 314 273 1490 1570

53,6 494 319 266 1630 1560

56,6 61,9 290 268 1970 1710

Média 59,8 50,9 304 265 1642 1604

CV (%) 8,1 14,9 5,0 2,2 11,8 39

Variacao -14,9 -12,7 -2,3

Tabela 9- Resultados do teste de estabilidade a longo prazo

Concentracao
100 ng/mL 1000 ng/mL
Referéncia  Apdés  Referéncia Apos
97 dias 97 dias

92 139 1020 1290

92 113 1040 1140

89 109 1020 1270

107 128 1140 1340

108 135 1010 1350

Média 98 125 1046 1278

CV (%) 9,3 10,6 5,1 6,6

Variacao 27,8 22,2
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Tabela 10- Resultados do teste de estabilidade da solu¢ao-mae de 5-MNIS

Concentracao (ng/mL)

CQA CQB CCQ
(60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)

Referéncia  Apés  Referéncia Apos Referéncia Apos

9 dias 9 dias 9 dias

60,1 62,1 321 353 2050 2250

62,4 71,4 303 372 2040 2260

56,7 69,4 312 339 2050 2270

68,4 65,9 317 326 1950 2230

52,5 66,8 299 331 1970 2230

Média 60,0 67,1 310 344 2012 2248

CV (%) 10,0 5,3 3,0 54 2,4 0,8

Variacao 11,8 10,9 11,7

Tabela 11- Resultados do teste de estabilidade das solu¢des de trabalho de 5-MNIS

Concentracao (ng/mL)

CQA CQB CCQ
(60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Referéncia Apos Referéncia Apos Referéncia Apos
24 horas 24 horas 24 horas

51 52 277 272 1680 1600

49 54 253 261 1670 1590

47 55 276 258 1610 1670

49 49 271 275 1720 1650

51 50 254 272 1650 1610

Média 49 52 266 268 1666 1624

CV (%) 29 5,1 4.4 2.8 2.4 2,1

Variacao 5,3 0,5 -2,5
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3.2- Estudo de bioequivaléncia

A principio foram selecionados 26 voluntdrios para participar do estudo.
No entanto, os voluntdrios 2, 11, 14 e 17 sairam do estudo por razdes pessoais.
O voluntério 26 saiu do estudo por decisdo do investigador principal. Os voluntérios 2, 11,
14, 17 e 26 foram substituidos pelos voluntarios 102, 111, 114, 117 e 126 observando a
sequéncia correspondente, como definido no protocolo clinico. O voluntdrio 26 saiu do
estudo depois que todas as amostras do segundo periodo foram coletadas, portanto,
a avaliacdo de bioequivaléncia foi concluida com o voluntario 26. Ao todo, 31 voluntarios
foram envolvidos no estudo, mas apenas 27 voluntarios efetivamente contribuiram com

dados para o estudo.

Os resultados pré- e poés-estudo dos exames laboratoriais, fisicos e ECG nao
apresentaram nenhuma alteracdo clinicamente relevante. Durante os dois periodos de
tratamento, os sinais vitais permaneceram dentro da faixa de variacdo normal. O evento
adverso mais freqiiente neste estudo foi dor de cabe¢a moderada, relatada por 22 dos
27 voluntérios, sendo alguns episédios fracos (3) e outros intensos (3). Outros eventos
adversos relatados foram desconforto abdominal (em 2 voluntarios), nausea (3) e vOmito

(3). Nenhum evento adverso grave foi relatado ou observado.

A partir da determinacdo da concentragao do 5-MNIS no plasma, obteve-se
uma curva de nivel plasmatico em fun¢do do tempo para cada voluntdrio (Apéndice V) e,
a partir destas, os parametros farmacocinéticos foram calculados. A Figura 7 mostra a curva
média do nivel plasmético do 5-MNIS em fun¢do do tempo e a Tabela 14 mostra os valores
médios dos parametros farmacocinéticos dos 27 voluntarios. A Tabela 15 mostra as médias
(e desvio-padrdao) das concentragdes plasmadticas do 5-MNIS em fun¢do do tempo,
para ambas as formulagdes.

A Tabela 16 resume a analise estatistica das razdes individuais (teste/referéncia)
de ASCy24n, ASCO-0, ASC o € Cpsx, bem como a inclusdao do IC 90% para as médias
geométricas. As diferencas individuais (teste — referéncia) do Tpsx (ponto estimado
= - 0,085) ndo foram estatisticamente diferentes de zero, ja que o valor zero estd incluido
no IC 90% (- 0,25 - 0,0).

A andlise de variancia ndo revelou nenhum efeito relacionado ao periodo para

quaisquer dos parametros farmacocinéticos.

Resultados

106



1250

© . c args
O —o—5-MNIS Biosintética
)
‘© 1000-
E ~°~Monocordil®
23
Qo 750
o £
z& g)
S~ 5001
(<))
=
(o) 250
(&)
0_

rrrrJrrrrJrrrryrrrqrrrr[frrr[rrr[rrr[rrrqprrrp T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Figura 7- Curva média das concentra¢des plasmdticas de 5-MNIS em funcido do tempo
para ambas as formulagdes. Os dados correspondem aos 27 voluntdrios que

receberam dose tnica de 40 mg de cada formulagdo

Tabela 14- Média (e DP) dos principais parametros farmacocinéticos. Os dados
correspondem aos 27 voluntdrios que receberam uma dose tnica de 40 mg de

cada formulagdo

Parametros Monocordil® 5-MNIS Biosintética
Farmacocinéticos Média DP Média DP
ASCy (ng * h/mL) 7032 1726 6919 1742
ASC0-o (ng * h/mL) 7290 1760 7205 1766
ASCy.24n (ng * h/mL) 7089 1733 6969 1749
Cinax (ng/mL) 1135 330 1204 328

Mediana Amplitude Mediana Amplitude

Ke (h-1) 0,15 0,11 0,19 0,15 0,06 0,19

ti2(h) 4,61 3,68 6,14 4,77 3,67 11,78

Tmax(h) 0,67 0,17 3,00 0,50 0,17 2,50
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Tabela 15- Média (e DP) das concentragdes plasmadticas (ng/mL) do 5-MNIS de ambas

formulacdes em fungdo do tempo (n = 27)

Teste Referéncia

Tempo (h) (5-MNIS Biosintética) (Monocordil®)

Média DP Média DP

00:00 0,0 0,0 0,0 0,0
00:10 4414 472,6 363,5 380,9
00:20 798.,6 479,0 792.,6 463,7
00:30 862,6 322,0 959,3 491,0
00:40 963,4 3474 1013,5 343,1
01:00 912,1 273.8 947.7 271,0
01:30 843,3 220,7 845,0 2450
02:00 811,3 210,8 789,7 224.5
02:30 741,0 211,2 754,1 200,4
03:00 691,3 193,3 684,9 219,3
03:30 6424 176,8 632,6 186,3
04:00 625,1 178,5 600,6 173,1
05:00 535,9 145,6 520,1 144,7
06:00 456,8 122,1 449.,6 132,7
07:00 399,9 111,7 3943 110,1
08:00 348.,6 86,9 337.8 92,8
10:00 266,6 75,6 2533 66,0
12:00 192,3 56,3 190,4 47,7
14:00 150,5 49,0 141,8 35,6

16:00 109,9 37,8 105,2 31,8
18:00 83,2 29,3 76,4 19,4

24:00 33,3 15,0 33,4 15,3
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Tabela 16- Andlise estatistica das razdes individuais da ASCy.4n, ASCpo, ASCopt € Cpnax
obtidas apds a administracdo de dose dnica de 40 mg de 5-MNIS (de ambas

formulacdes) em 27 voluntérios sadios

Teste/Referéncia Média Geométrica IC 90% Poder Estatistico
ASCy.prazio % 98,32 94,58-102,20 1,0000
ASCy., razdo % 98,96 95,12-102,95 1,0000
ASCy.rrazio % 98,38 94,60-102,31 1,0000
Chnax razao % 105,41 95,93-115,82 0,9709
Resultados
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4- DISCUSSAO
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4.1- Desenvolvimento do método analitico

Virios métodos analiticos, como CLAE com detec¢do por andlise de energia
térmica (Maddock et al., 1983; Yu e Goff, 1983), cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massa (Zuccaro et al., 1990; Lauro-Marty et al., 1995; Marinkovic et al.,
1997) e, principalmente, a cromatografia gasosa de alta resolu¢do com um detector de
captura de elétron (HRGC-ECD: high resolution gas chromatography with an
electron-capture detector) (Rosseel e Bogaert, 1972; Morrison e Fung, 1984; Santoni et al.,
1984; Sioufi e Pommier, 1984; Marzo e Treffner, 1985; Michel et al., 1989;
Edlund e Johansen, 1991; Gremeau et al., 1995; Pennings e de Haas, 1996; Pommier et al.,
1996; Pastera et al., 2004) foram descritos para quantificar o 5-MNIS no plasma humano.
Entretanto, estes métodos apresentam algumas desvantagens, como, grande volume de
amostra, tempos de corrida analitica longos e necessidade de troca freqliente de

pré-colunas CG.

O HRGC-ECD foi o mais usado, pela alta sensibilidade e seletividade.
Entretanto, os dados anteriores por HRGC mostram que o 5S-MNIS sofre uma considerédvel
decomposicdo quando a temperatura do injetor é maior que 150°C. Ao mesmo tempo,
esta temperatura é considerada baixa, promovendo a condensacdo de compostos nao
volateis que causam a contaminacdo do sistema de injecdo, diminuindo rapidamente a
sensibilidade; sendo necessdria a troca do injetor a cada 60 inje¢Oes (Pastera et al., 2004).

Tzeng e Fung (Tzeng e Fung, 1991), enfatizaram a alta instabilidade térmica no CG dos

mononitratos organicos e a adsor¢do irreversivel nos sistemas de injecao CG.

Mais recentemente, alguns trabalhos usando a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa foram publicados, como CLAE-EM (Stockis et al., 2002;
Sun et al., 2007) e CLAE-EM-EM (Vree et al., 2004; Jain et al., 2006). Nestes ultimos,
inclui-se nosso estudo (Silva et al., 2006), desenvolvido em 2004 e publicado em 2006,
que descreve, pela primeira vez, um método para quantificacio do 5-MNIS em plasma
humano por CLAE-EM-EM, utilizando ionizagdo por APPI no modo negativo.
Nosso método foi concebido para dosar rapidamente o grande nimero de amostras

provenientes do nosso estudo de bioequivaléncia.
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O modo de ionizagdo por fotoionizagdo em pressdo atmosférica (APPI) € um
procedimento adotado quase que universalmente para identificar de modo eficiente varias
classes de substancias, incluindo substincias apolares, tais como compostos aromaticos
policiclicos, e analisar diferentes fairmacos em matrizes bioldgicas, incluindo compostos
polares. Este procedimento abre uma nova possibilidade para que compostos pequenos e
frageis, como o 5-MNIS, possam ser analisados por CLAE-EM-EM. O 5-MNIS € uma
molécula tensionada e estd propensa a fragmentacio na fonte, resultando em producdo de
ions pequenos e nenhum pico de ion molecular sob condi¢des tipicas de operacio EM.
Uma das principais vantagens deste sistema de ionizac¢do € que a ionizagdo da molécula é
branda e produz fragmentacdes minimas € um sinal de fon molecular predominante
(Jain et al., 2006). Para o 5-MNIS, a formagdo do ion foi observada em modo negativo,
e corresponde a um aduto com o anion acetato [M + acetato] de m/z 249.9,
com abundancia 10 vezes maior que a do ion molecular deprotonado [M - H] de m/z 189.9.
A abundincia méixima do fon m/z 249.9 foi obtida com o minimo de voltagem de
transferéncia de ion (no moédulo), IS = - 1200 V, e o aumento do IS (no médulo) reduziu a
abundancia deste aduto__acetato (dados ndo mostrados). A formacdo do ion
[M + acetato] ndo foi observada em ionizagdo por eletrospray (ESI) devido a alta voltagem
usada (4000 — 5500 V) no modo de ionizacdo. No entanto, apds publicacio do nosso
trabalho, outro grupo conseguiu obter um aduto do 5-MNIS de m/z 250,1, usando uma
voltagem da fonte de fon de — 3500V no modo ESI (Jain et al., 2006). Na ionizacdo quimica
em pressao atmosférica (APCI), o fon de m/z 249,9 pode ser observado, mas numa
abundancia muito baixa (Figura 1C). Na andlise do 5-MNIS pelo HRGC-EM,
usando impacto de elétron, independentemente se a molécula € derivatizada ou nao,
a alta fragmentacao e a baixa abundancia do fon molecular ndo fornece nenhuma vantagem

em termos de seletividade e sensibilidade sobre o uso do detector de captura de elétron.

A principal transi¢ao observada pela dissociacao do fon aduto [M + acetato] € o
ion molecular deprotonado [M — H] (Figura 1A). A transicdo m/z 249.9>189.9 teve a
intensidade mais alta e a interferéncia mais baixa detectdvel causada pelo plasma humano

branco e, portanto, foi selecionada para este método.
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O padrao interno deve ser um composto com similaridade estrutural com o
analito, para que seu comportamento no método analitico (extragdo, separacao
cromatografica e ionizacdo) seja semelhante ao do analito. No caso do 5-MNIS,

sua molécula deuterada seria o padrio interno ideal, no entanto, ndo existe no mercado.

Diferentes moléculas com estruturas quimicamente ndo relacionadas ao
5-MNIS foram utilizadas em andlises de HRGC e HRGC-EM como padrdo interno,
tais como nitroglicerina e 9-fluoronona (Pastera et al., 2004). Durante o desenvolvimento
deste método, diferentes substincias foram avaliadas como padrdo interno,
tais como cloranfenicol, pentanitato e dlcool p-nitrobenzila. Entretanto, eles ndo mostraram
tempos de retencdo semelhantes e/ou resposta satisfatoria na ionizacdo por fotoionizacao.
Por isto, foi decidido ndo wusar um padrdo interno nesta metodologia.
O limite de quantificagio (LOQ) foi validado para 20 ng mL™" e o tempo de corrida de
2.0 min permitiu um alta velocidade de processamento, necessdria para a quantificacdo de

um grande nimero de amostras.

O método otimizado foi validado pela avaliacdo da recuperagdo, linearidade,
limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo. Os coeficientes de variagdo (precisio) e
exatiddio de menos que 15% foram considerados aceitdveis, exceto para o LOQ,
que foi expandido para 20%, como recomendado por Shah et al. (Shah et al.,, 1991)
e Bressole et al. (Bressolle et al., 1996) para a andlise das amostras bioldgicas para estudos

farmacocinéticos.

Trés curvas de calibracdo, preparadas independentemente de diferentes
solu¢des-mae, foram avaliadas na validacao pré-estudo. Mesmo apresentando uma curva de
calibracdo nao linear (20 - 2000 ng.mL'l), a metodologia analitica foi completamente
validada com uma equagdo linear y = 322 + 25x — 998 #+ 302 e r* > 0.998.
Portanto, esta ndo linearidade nao afetou o ensaio. As concentracdes da curva de calibracao,
bem como as dos controles de qualidade, foram determinadas em fun¢do da previsdo das
concentracdes de 5-MNIS para a posologia usada neste protocolo clinico. A utilizagdo deste
método para outros esquemas posoldgicos pode implicar numa revisdo destes valores.
O limite méximo da curva de calibracdo (2000 ng/mL) foi suficientemente alto para

quantificar todas as amostras, sendo atingido apenas uma unica vez, ji que foi assim
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escolhido por ser um valor maior que o Cpi do 5-MNIS de isossorbida descrito na
literatura (Abshagen, 1992). Por outro lado, o LOQ fo1 suficientemente baixo para permitir
a quantificacdo de concentracdes de 5-MNIS correspondentes a cerca de 2% do Cpax

encontrado.

A especificidade/seletividade foi provada pela auséncia de picos interferentes
no tempo de retencdo do 5-MNIS. A supressdo de ion, avaliada como proposto por
Bonfiglio et al. (Bonfiglio et al., 1999), ndo mostrou nenhum efeito matriz no tempo de
retencdo do farmaco. A recuperacdo do 5-MNIS foi consistente e reprodutivel nas
trés concentracdes testadas. O experimento foi realizado com tubos de vidro, j4 que o
5-MNIS adere ao pléstico, reduzindo a recuperacdo do 5-MNIS (Pennings e de Haas,
1996). Os testes realizados indicaram que o 5-MNIS nas amostras de plasma nao
apresentou nenhuma degradacdo significante nos testes de estabilidade: auto-injetor a
8°C por 24 h, a curto prazo (8 h a temperatura ambiente), a longo prazo (97 dias a - 20°C),

ciclos de congelamento-descongelamento.

Atualmente no Brasil, a produ¢do de medicamentos para exportacdo e
substituicdo de importagdes, bem como a pesquisa de novos medicamentos e formulacdes
sdo atividades em forte expansdo (obviamente ndo se compara com a dos paises
desenvolvidos). Os controles de matéria-prima, produto final, caracterizacio de
biodisponibilidade, bioequivaléncia e de metabdlitos e pesquisas de novas drogas
necessitam de apoio analitico de ponta. Cada vez mais esse suporte € fornecido pelas
diferentes modalidades da espectrometria de massas contemporanea. A espectrometria de
massas ja € uma realidade em diversos segmentos da inddstria farmacéutica brasileira,

propiciando um desenvolvimento sustentdvel e inclusdo social, através da produgdo de

medicamentos genéricos (Pereira et al., 2005).

E importante salientar que, no Brasil, as pesquisas de biodisponibilidade e
bioequivaléncia comegaram em 1989 na Unicamp/SP, portanto o assunto ainda ¢é
relativamente novo e o Pafs ainda carece de mao-de-obra capacitada para trabalhar em
Centros de Pesquisa (Anvisa, 2002). Segundo a Anvisa, com o aumento da demanda de
estudos de bioequivaléncia para medicamentos genéricos, faz-se necessdrio o investimento
em formacdo e capacitacio de mao-de-obra qualificada, para que o Brasil se torne

auto-suficiente nessa area.
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4.2- Estudo de bioequivaléncia

O ensaio clinico transcorreu normalmente, ndo sendo relatado nem observado
nenhum evento adverso grave, portanto, as formulagdes foram consideradas bem toleradas
na dose administrada. O evento adverso mais freqiientemente relatado foi dor de cabeca,
que ocorreu em 80% dos voluntarios. A dor de cabega é um evento esperado, em virtude do
efeito farmacodindmico de vasodilatacio do 5-MNIS (Vree et al., 2004) e normalmente

desaparece com a continuidade do tratamento (Klasco, 2007c).

Para avaliar a bioequivaléncia entre a formulagdo do mononitrato de isossorbida
(comprimido 40 mg) produzida pelos Laboratérios Biosintética Ltda com a formulagdo
referéncia (Monocordil® dos Laboratérios Baldacci) foram avaliados os seguintes
parametros: ASC o € Chax, de acordo com as recomendagdes do FDA e RDC 1170
(FDA, 2003; Anvisa, 2006). Foi realizado um estudo com dose tnica ao invés de multiplas
doses, uma vez que o estudo de dose tnica é mais sensivel para avaliar a liberagdo do
farmaco de um medicamento de liberacdo imediata para a circulagdo sist€mica

(Anvisa, 2006).

O valor médio da ASCy. foi aproximadamente 97% do valor médio da ASCO0-co
para ambas as formulagdes, e nenhum voluntirio apresentou qualquer valor abaixo de
93% da ASCO0-00. O valor médio da ASC (. de 97% coincide com o valor teoricamente
esperado, j4 que nosso estudo teve um periodo de coleta (24 horas) que correspondeu a
cerca de cinco vezes o valor de t;, do 5-MNIS (5 horas). Isto indica que foi possivel tracar
um bom perfil farmacocinético (curva concentragdo x tempo) do 5-MNIS que circulou pelo
organismo para todos os voluntarios. Além disso, vale ressaltar que o método analitico foi
eficiente, cobrindo o intervalo de concentracdes de 20 a 2000 ng/mL, suficiente para
quantificar toda o 5-MNIS que circulou no organismo. O método desenvolvido apresentou
um LOQ de cerca de 2% do Cy.x € um limite méximo suficientemente mais alto que 0 Cyax,

para que nenhuma amostra extrapolasse este valor.

Sendo assim, a extensdo da absor¢do para avaliacio da bioequivaléncia da

N

formulacdo teste com relagdo a referéncia pode ser estabelecida a partir dos valores de

ASCy, de acordo com a RDC 1170 (Anvisa, 2006), que estabelece que a ASCy.; deve ser
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pelo menos 80% da ASCy... O presente estudo demonstrou que os intervalos de confiancga
de 90% das médias de ASCy: e Cps (apds transformacdo logaritmica das razdes
individuais) estdo inclusos na faixa de variagdo de bioequivaléncia (80-125%).
Conseqiientemente, as duas formulacdes de isossorbida foram consideradas bioequivalentes
(Anvisa, 2006). Para o 5-MNIS, o Tnsx ndo foi considerado clinicamente relevante para a
determinagdo da bioequivaléncia. Mesmo assim, a andlise ndo paramétrica das diferencas

individuais demonstrou nenhuma diferenca significativa entre as formulacoes.

O 5-MNIS apresentou ASC por volta de 7000 ng*h/mL, proximo dos valores
descritos por Abshagen (Abshagen, 1992). A concentracdo méxima atingida apds a dose de
40 mg foi préoxima de 1200 ng/mL, semelhante a citada por Pastera et al. (Pastera et al.,
2004). O 5-MNIS foi rapidamente absorvido, atingindo a concentra¢do mdaxima entre
30 e 40 min, sendo um pouco mais rapido que o descrito por Abshagen (Abshagen, 1992)
(1 hora). Esta diferenca no Tysx ndo interfere no efeito do farmaco, uma vez que, em ambos
0s casos, a concentracdo terapéutica minima (100 ng/mL (Gandini et al., 1987;
Merz et al., 1992) foi atingida em cerca de 20 min. Os niveis terapé€uticos de 5-MNIS
mantiveram-se por cerca de 12 horas, logo, espera-se que a acao deste farmaco seja mantida
por periodo semelhante, uma vez que existe uma boa correlagdo entre a dose administrada,

a concentracdo plasmaética e o efeito do 5S-MNIS (Abshagen, 1992).

Ambas formulagdes demonstraram um perfil de eliminacdo semelhante,
como se observou pelos valores de t;, e Ke, compardveis a outros relatos
(Abshagen, 1992). Estes parametros ndo sdo decisivos para o estabelecimento da
bioequivaléncia (Anvisa, 2006). O t;,» observado por volta de cinco horas, caracteriza uma
eliminacdo longa, se comparado a outros nitratos organicos, como dinitrato de isossorbida
(ti2 = 1h) e nitroglicerina (t;» < 5 min), o que justifica o fato do 5-MNIS ser considerado

um nitrato de longa duracdo (Kirsten et al., 1998).

O estudo de bioequivaléncia apresentado aqui foi para a formulacdo de
comprimido de 40 mg de 5-MNIS. No entanto, o Monocordil® é apresentado como
comprimidos de 20 e 40 mg de 5-MNIS. Apesar da diferenca da quantidade de 5-MNIS em

cada apresentacdo, as duas sdo proporcionalmente semelhantes segundo a definicdo do
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FDA (FDA, 2003), portanto, a realizacdo do estudo de bioequivaléncia para a maior
dosagem (40 mg) elimina a necessidade de outro estudo de bioequivaléncia para o genérico
na menor dosagem (20 mg), uma vez que este seja aprovado no teste de dissolucado.
Portanto, este estudo rendeu ao mercado brasileiro um novo genérico do 5-MNIS,

em duas dosagens diferentes (20 e 40 mg da Biosintética Ltda).

Nosso estudo contribuiu para que, em 2006, o nimero de medicamentos
genéricos registrados no Brasil para o tratamento das doengas cardiovasculares ocupasse o
terceiro lugar (9,93%) depois daqueles para o tratamento das infec¢des/infestagcdes
(33,69%) e da dor/inflamacao/febre (23,46%). As doencas cardiovasculares sao importantes
causas de morbidade e mortalidade no mundo. Segundo dados do Ministério da
Saude/Cenepi (Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM) e base demografica do
IBGE) (Brasil, 2004), as doencas do aparelho circulatério (ou doengas cardiovasculares)

foram a principal causa de morte por causa definida (31,5%) no Brasil, em 2003.

Os estudos de bioequivaléncia trazem um rapido retorno social, uma vez que
garante a qualidade de um medicamento com menor custo para o paciente. No caso que
apresentamos, a reducdo de custo do medicamento genérico em relacdo ao de referéncia é
de 35%. Portanto, para um paciente que faz um tratamento a longo prazo,
como os pacientes que utilizam o 5-MNIS, isto significa a reducdo do custo mensal de um
tratamento com 2 doses didrias de 20 mg de R$ 25,26 para R$ 16,38, uma economia de
R$ 8,88/més. Este calculo foi feito com base na tabela de precos em vigor, em junho de

2007, para os comprimidos de 5-MNIS em caixas com 20 comprimidos.

7

No Brasil, a qualidade dos genéricos ainda € questionada por médicos,
que mantém o habito de prescrever apenas os medicamentos de marca. No entanto, no
sistema de saude publica, ja4 € obrigatéria a prescricdo através do nome genérico do
medicamento. De qualquer modo, o interesse em baixar custos do cuidado de satde
resultou num grande aumento no uso de genéricos. Em 2006, de acordo com a IMS Health,
as vendas atingiram mais de 1 bilhdo de ddlares no Brasil, um aumento de

52,5 % comparado a 2005 (People’sDailyOnline, 2007).
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O numero de estudos de bioequivaléncia no Brasil cresceu muito desde a lei dos
genéricos, em 1999, até 2004/2005. Neste interim, as industrias farmacéuticas tiveram
maior interesse em estabelecer a bioequivaléncia para os produtos mais vendidos e com
protocolos mais comuns. No primeiro semestre de 2007, houve uma queda consideravel do
nimero de estudos realizados, uma vez que as industrias estdo represando a demanda.
Isto porque com a nova exigéncia do teste de bioequivaléncia também para o medicamento
similar (Anvisa, 2003) muitas estdo reformulando os seus produtos e realizando testes de
equivaléncia farmacéutica para entdo passar aos de bioequivaléncia. Ou estdo aguardando o

prazo de revalidagdo de registro de seus produtos que, normalmente, é de cinco anos.

Além disso, ha a necessidade de fazer estudos de bioequivaléncia para farmacos
que precisam de protocolos mais complexos, como aqueles que necessitam de quantificacio
de metabdlitos, estudos em pacientes (medicamentos que oferecem risco aumentado para
voluntdrios, como os citotoxicos e psicotrépicos) e em criangas (medicamentos
pediatricos). Nos dois ultimos casos, o Brasil ainda precisa discutir os aspectos éticos e
questdes metodoldgicas para a realizacdo destes estudos, dai a importancia de termos massa

critica para desenvolver este trabalho.

Os estudos de bioequivaléncia envolvem uma gama de conhecimentos de
diferentes dreas como farmdcia, medicina, estatistica e quimica, j4 que apresentam
trés etapas distintas: clinica, analitica e estatistica. Portanto, as discussdes sobre este tema
necessitam o envolvimento de uma equipe multidisciplinar, bem afinada para conversar

entre si.
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5- CONCLUSAO
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Um novo método CLAE-EM-EM, com ioniza¢do por APPI, no modo negativo,
para quantificacdo do 5-MNIS foi desenvolvido e completamente validado. O método foi
bastante sensivel e rdpido para ser aplicado em estudos de farmacocinética, como € o caso

deste estudo de bioequivaléncia.

Baseando-se nas regras da Anvisa (Anvisa, 2006) e do FDA (FDA, 2003)
para avaliacdo de bioequivaléncia de farmacos em seres humanos e na andlise dos
resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a formulacdo teste
(Laboratérios Biosintética Ltda.) € bioequivalente em relagdo a formulacdo referéncia
(Monocordil®, Laboratérios Baldacci S.A.), apdés administracdo de dose unica de

40 mg de 5-MNIS, em voluntérios sadios.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

= Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
- = (0_19) 3788-8936
PRI LIAMYP FAX (0_19) 3788-8925
% www fom unicamp br/pesquisa/etica/index . hitml
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CEP, 10/11/03
(Grupo II)

PARECER PROJETO: N° 533/2003

IFIDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE UMA FORMULACAO DE
MONONITRATO DE ISOSSORBIDA COMPRIMIDO DE 40 MG DOS
LABORATORIOS BIOSINTETICA LTDA VERSUS UMA FORMULACAO DE
MONONITRATO DE ISOSSORBIDA COMPRIMIDO DE 40 MG DE REFERENCIA
DOS LABORATORIOS BALDACCI (MONOCORDIL) EM VOLUNTARIOS SADIOS
DE AMBOS OS SEX0S” ‘

PESQUISADOR RESPONSAVEL.: Gilberto de Nucci

INSTITUICAO: Unidade de Farmacologia Miguel Servet

APRESENTACAO AO CEP: 07/11/2003

APRESENTAR RELATORIO EM: 21/10/04

II - OBJETIVOS

Avaliar se a formulagio de Mononitrato de isossorbida comprimido de 40 mg produzida
pela biosintética atinge nivel plasmatico equivalente a formulagao referéncia.

I - SUMARIO

Trata-se de um estudo aberto, randomizado, cruzado, dose Gnica onde 26 voluntarios de
ambos 0s sexos, com idade enire 18 e 50 anos, recebem os medicamentos teste e referéncia em
dois periodos. Depois de uma sele¢io e observado um periodo de pelo menos 2 semanas sem
fazer uso de qualquer medicagdo, os voluntarios receberdo em cada um dos dois periodos de
internamento ( aproximadamente 24 horas), 01 comprimido com 1 g de cefalexina de uma das
formulagdes. Serdo realizados exames laboratoriais antes e apos o estudo.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
O estudo estd bem estruturado. Os critérios de inclusio e exclusio estio relacionados,

bem como os riscos da pesquisa. O Termo de Consentimento ¢ adequado e contém todos as
informagdes para que o voluntario decida se quer ou néo participar do estudo.

V - PARECER DO CEP

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

Anexo

139



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 conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
4 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 penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar © estudo somente apds anlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto a0 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 a4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & 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, Item I11.2.¢€)

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 18 de novembro de 2003.

Profa. Dra. Qﬁe&%atum
PRESIDENTE DOQ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP

Anexo

140



8- APENDICES

141



8.1- TERMO DE CONSENTIMENTO

Estudo de Bioequivaléncia de uma Formulacdo de Mononitrato de Isossorbida
comprimido de 40 mg dos Laboratérios Biosintética Ltda versus uma Formulacao de
Mononitrato de Isossorbida comprimido de 40 mg de Referéncia dos Laboratérios

Baldacci (Monocordil®) em Voluntarios Sadios de Ambos os Sexos.

GDN 61/03-MS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa.
Sua participacdo é importante, porém, vocé nao 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. Gilberto De Nucci

O abaixo-assinado, ,

anos, RG n° declara que € de livre e espontanea vontade que

estd participando como voluntério do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade
do médico/pesquisador Prof. Dr. Gilberto De Nucci da Unidade de Farmacologia Clinica
Miguel Servet - Departamento de Farmacologia - Unicamp. O abaixo-assinado estd ciente

de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa € verificar se um comprimido contendo 40 mg de
Mononitrato de Isossorbida produzido pelos Laboraratérios Biosintética Ltda- Formulagao
Teste - atinge niveis no sangue equivalentes ao Monocordil® dos Laboratérios Baldacci -
Formulagdo Referéncia. Este tipo de experimento faz parte do procedimento para registro e
aprovacao do uso da Formulacdo Teste. A Formulacdo Referéncia ja € um medicamento
registrado e aprovado para uso no Brasil. Vocé recebera as duas medicagdes, cada uma em
uma ocasido diferente. A ordem em que vocé€ tomard cada medicacdo obedecerd a um

sorteio. Deste estudo participardo 26 voluntérios.
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PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participagdo no estudo e, apds a sua participagdo,
vocé serd convidado a ir na Unidade Clinica para verificacdo da sua condi¢do de satde.
Vocé serd examinado por um médico que lhe fard um exame completo, medindo o seu
pulso, sua temperatura, sua pressao arterial. Também serd feito um exame do coragdo
(eletrocardiograma). O médico lhe perguntaré se vocé teve ou tem alguma doenca e se vocé
faz uso 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, albumina, transaminases oxalacética e pirdvica, gamaglutamil transferase, creatinina,
uréia, dcido drico, colesterol e triglicerideos); exame sumério de urina (Urina I) e teste de
gravidez (beta-HCG) para mulheres. Exames para a hepatite B e C e para AIDS
(HIV 1 e HIV2), no sangue, e exame de fezes (protoparasitoldgico), serdo feitos somente

no pré estudo.

Durante o estudo, serd internado duas vezes por aproximadamente 37 horas,
cada periodo, com intervalo minimo de 7 dias. Em cada internamento, a) serd colhida uma
amostra de sangue para dosagem de creatinina, hemoglobina, hematdcrito, transaminases,
e, para os voluntdrios do sexo feminino, B-HCG; b) serd administrado um comprimido
contendo 40 mg de Mononitrato de Isossorbida, acompanhado de 200mL de dgua sem gés;
¢) serdo coletadas 22 amostras de sangue de 4 mL, cada, através de agulha introduzida em
veia superficial para a dosagem do medicamento e mais uma amostra de 10 mL antes da
administracdo da medicacdo (somente na primeira interna¢io) para o controle do método;
d) em intervalos regulares, serd verificada sua pressdo, pulso e temperatura;
e) serdo também servidas refei¢des padronizadas (jantar e ceia [se ndo interferir com o
horério de jejum] na noite da internagdo; almogo, lanche da tarde, jantar e ceia, no dia de
administracdo do medicamento; desjejum,no dia de alta) ou bebidas em hordrios

preestabelecidos. Um total de 190 mL de sangue serd colhido durante todo o estudo.

A duracdo total de sua participagdo na pesquisa estd estimada em 60 dias,

a contar da primeira internagdo, apds o processo de selecao.
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RESPONSABILIDADES

E condicdo indispensével, para participacio no ensaio clinico, que esteja em
boa saude e, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de
quaisquer drogas ou medicacdes e que tampouco tenha participado de outro estudo clinico
com medicamentos nos ultimos 3 meses. Algumas regras deverao ser seguidas para sua
participacdo no estudo: a) ndo pode ser dependente de drogas ou dlcool e caso o
investigador tenha alguma suspeita, podera solicitar exame de urina para detec¢do do uso
de drogas; b) ndo pode ter doado (ou retirado 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; ¢) nao pode tomar bebidas contendo cafeina e
xantinas (chocolate, café, chd, coca-cola, etc) nas 12 horas que antecedem as internagdes

até a ultima coleta.

N

E ainda de responsabilidade do voluntdrio em relacdo a sua participagio no
ensaio clinico: a) comparecer as internagdes na data e hordrios informados;
b) permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo menos 10 horas e 30 minutos) em cada
internacao; ¢) tomar toda a medicacdo prevista; d) ingerir toda a alimentagdo e liquidos que
tenham sido previstos; e) retornar a Unidade na data, hordrio e local combinados,
para realizacdo da consulta e exames de alta, independentemente de haver sido

interrompida sua participacdo no estudo ou de sua desisténcia.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administracdo por boca de Mononitrato de Isossorbida de maneira continuada
pode causar efeitos colaterais como taquicardia, palpitacdes e hipotensdo. Entretanto,
o aparecimento de efeitos indesejdveis apds administracao de dose tnica de Isossorbida tem
menor probabilidade de aparecer. Além dos efeitos citados, a administracdo de qualquer

medicamento pode causar reagcdes imprevisiveis.

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

resolve sem maiores problemas.
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BENEFICIOS OU COMPENSACOES
A participacdo neste estudo ndo tem objetivo de submeté-lo a um tratamento
terapéutico. Conseqlientemente, ndo se espera que a participacio no estudo traga qualquer

beneficio em funcdo do tratamento.

INTERCORRENCIAS

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participacdo no
estudo, voc€ receberd tratamento nesta Instituicdo, sem qualquer custo. Nao havera,
no entanto qualquer compensacdo de ordem financeira em fun¢do do ocorrido, a ndo ser
que a condi¢do facga jus da indenizacdo prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado
abaixo. Contudo, ao assinar este termo, vocé ndo estd renunciando a qualquer direito legal
que voc€ possul.

Durante o periodo de 180 dias, a partir da data da assinatura deste termo,
o voluntdrio estard assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Executivos
Seguros (Sul America Aetna). Contardo também com plano de saude para cobertura de

despesas relacionadas com eventos adversos através da Trial Plan.

RESSARCIMENTO

De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 400,00), os voluntarios
serdo ressarcidos das despesas e tempo despendidos na realizacdo do supracitado estudo
clinico apés a consulta de alta. Caso desista ou seja dispensado antes do estudo ser
finalizado o voluntario receberd proporcionalmente ao tempo despendido, no final do
estudo. Entende também que a desisténcia ou dispensa antes do comparecimento para a
primeira internag¢do ndo da direito a ressarcimento.

Estima-se que, durante o periodo de sua participacdo no Estudo, os voluntarios
terdo como despesa apenas os gastos de deslocamento da residéncia ou trabalho até a
Unidade de Farmacologia Clinica Miguel Servet para internacdo ou a Unidade Clinica para
a realizacdo dos exames e consultas, bem como coleta de amostras ap0s a alta, perfazendo
um total estimado de 02 visitas. Ainda deve ser previsto eventuais visitas posteriores para
acompanhamento dos eventos adversos. O ressarcimento destas despesas jd esta incluido no

valor estabelecido no item acima.

Apéndice 1
146



PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo € voluntdria e que tem a liberdade de desistir ou interromper a
participacdo 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 explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento médico desta

Institui¢do.

Obteve todas as informacdes e esclarecimentos necessarios para poder decidir

conscientemente sobre a participacdo no referido ensaio clinico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no ensaio clinico
poderd ser interrompida, em funcdo a) da ocorréncia de eventos adversos;
b) da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico, prejudique a continuacio de
sua participacdo 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 Pesquisas Cartesius o manté-lo-a informado, em tempo oportuno,
sempre que houver alguma informacdo adicional que possa influenciar seu desejo de
continuar participando no estudo e prestard qualquer tipo de esclarecimento em relacdo ao

progresso da pesquisa, conforme sua solicitacao.

A interrup¢do ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento

pela equipe do Centro de Pesquisas Cartesius.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo,
a ndo ser que haja obrigacdo legal de divulgacdo. A Unidade Analitica Cartesius nao

identificard o voluntario por ocasido da publicacio 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) regulamentar(es) envolvido(s) 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
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aplicaveis, com o propdsito de verificar os procedimentos e dados do ensaio,
sem no entanto violar a condi¢do de que tais informagdes sdo confidenciais. Ao assinar este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé estd também autorizando tal acesso,

mesmo se voceé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o Centro de Pesquisas
Cartesius (Fone 3091-7493) e solicitar que a mesma contacte os médicos responsaveis pelo
ensaio clinico ou entdo entrar em contato diretamente com os mesmos nos telefones

indicados no final deste Termo de Consentimento.

Poderd contactar o Dr. Gilberto De Nucci para receber informagdes adicionais,

relacionadas a pesquisa ou quanto aos seus direitos como voluntério.

Poderd contactar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas - Unicamp, pelo telefone 3788-8936, para apresentar recursos ou

reclamacdes em relacio 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, ap6s, tive nova oportunidade de fazer perguntas
sobre o conteddo do mesmo e também sobre o Estudo e recebi explicacdes que
responderam por completo minhas dividas e reafirmo estar livre e espontaneamente

decidindo participar do Estudo.

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

documento.

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

informacodes, conforme explicado anteriormente.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu ndo renunciei a qualquer direito

legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.
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Campinas, / /

Nome do voluntario Data Assinatura

Pessoa que esta obtendo o Data Assinatura

termo de consentimento

Testemunha Data Assinatura

(Somente necessdrio se o voluntario nao souber ler)

CONTROLE INTERNO

N° do Estudo: / N° do Voluntario:

Telefones para contato:

CENTRO DE PESQUISAS CARTESIUS (11)3091-7493, (11) 5181-7904

Dr. GILBERTO DE NUCCI (19) 3251-6928, (19) 9792-4032, (11) 3091-7493

Dra. MIRIAM PRADO GALUPPO (19) 3251-2983, (11) 3091-7493, (11) 5908- 6000
Dr. CELSO H. DE OLIVEIRA (19) 9112 8820, (11) 3091-7493, (11) 5908-6000
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8.2- SEQUENCIA DE ADMINISTRACAO DAS DUAS FORMULACOES DO
5-MNIS EM 26 VOLUNTARIOS SADIOS

Vol | Sexo | Seq Periodo 1 Periodo 11

01 | M 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
02| M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
03| M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
04 | M 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
05 | M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
06 | M 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
07 | M 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
08 | M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
09 | M 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
10 | M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
1 | M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
12 | M 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
13| M 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
14| F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
15| F 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
16 | F 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
17 | F 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
18 | F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
19 | F 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
20| F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
21| F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
22 | F 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
23 | F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
24 | F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
25 | F 1 MONOCORDIL® 5-MNIS Biosintética
26 | F 2 5-MNIS Biosintética MONOCORDIL®
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8.3- REFEICOES SERVIDAS AOS VOLUNTARIOS DURANTE O PERIODO DE
CONFINAMENTO PARA COLETA DAS AMOSTRAS

Dieta geral isenta de xantina em torno de 2500 a 2700 Kcal que corresponde a

5 refei¢des (café da manha, almogo, lanche da tarde, jantar e ceia)

CAFE DA MANHA
Suco Tang (qualquer sabor)
pao com manteiga

01 fruta

ALMOCO

arroz

feijao

01 por¢do de legume ou verdura refogada
01 por¢ao de salada

01 por¢ao de carne branca (frango)

01 sobremesa (fruta ou doce)

LANCHE DA TARDE
Suco Tang (qualquer sabor)

bolacha salgada
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JANTAR

arroz

feijao

01 por¢do de legume ou verdura refogada
01 por¢ao de salada

01 por¢do de carne branca (frango ou peru)

01 sobremesa (fruta ou doce)

CEIA

Suco Tang de qualquer sabor

bolacha salgada
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8.4- DADOS DA VALIDACAO INTRALOTE DE TODO O ESTUDO

Lote 6103LADO1
Concentraciao CQA CQB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
44,4 -26,0 Nao 291 -3,0 Sim 1770 -1,7 Sim
52,7 -12,2 Sim 276 -8,0 Sim 1930 7,2 Sim
51,3 -14,5 Sim 265 -11,7 Sim 1350 -25,0 Nao
38,9 -35,2 Nio 231 -23,0 Nio 1680 -6,7 Sim
Média 52 2717 1790
CV (%) 12,3 9,2 13,7
Exatidao (%) 86,7 92,3 99.4
Lote 6103LAD02
Concentracao CQA CQB CQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
55 -8,3 Sim 294 -2,0 Sim 1700 -5,6 Sim
53,5 -10,8 Sim 328 9,3 Sim 1380 -23,3 Nio
47,4 -21,0 Nio 269 -10,3 Sim 1750 -2,8 Sim
Média 54,2 297 1720
CV (%) 7.4 10,0 11,7
Exatidao (%) 90,3 99,0 95,6




Lote 6103LADO03
Concentracao CQA CQB CQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
59,1 -1,5 Sim 309 3,0 Sim 1720 -4.4 Sim
46,8 -22,0 Nao 438 46,0 Nao 2060 14,4 Sim
65 8,3 Sim 362 20,7 Nao 1890 5,0 Sim
67,5 12,5 Sim 343 14,3 Sim 1700 -5,6 Sim
Média 63,9 326 1840
CV (%) 144 16,7 9,1
Exatidao (%) 106,5 108,7 102,2
Lote 6103LAD04
Concentracao CQA COB CcQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
53,5 -10,8 Sim 215 -28,3 Nio 1850 2,8 Sim
54,1 -9,8 Sim 282 -6,0 Sim 1460 -18,9 Nao
43 -28,3 Nao 272 -9,3 Sim 1600 -11,1 Sim
55,3 -7,8 Sim 263 -12,3 Sim 1780 -1,1 Sim
Média 57,721 305,00 1807,9
CV (%) 9,9 9,7 9,8
Exatidao (%) 96,2 101,7 100,4




Lote 6103LADO05
Concentraciao CQA CQB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
54,4 9,3 Sim 291 -3,0 Sim 1530 -15,0 Sim
44 4 -26,0 Nao 400 33,3 Nao 2030 12,8 Sim
68,7 14,5 Sim 337 12,3 Sim 2230 23,9 Nio
Média 61,6 314 1780
CV (%) 19,8 17,4 20,3
Exatidao (%) 102,7 104,7 98,9
Lote 6103LAD06
Concentracao CQA CQB CcQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
64,4 7,3 Sim 323 7,7 Sim 1820 1,1 Sim
54,7 -8.,8 Sim 382 27,3 Nao 1860 33 Sim
61,2 2,0 Sim 346 15,3 Nio 1870 3.9 Sim
58,5 -2,5 Sim 314 4,7 Sim 1690 -6,1 Sim
Média 59,7 318 1810
CV (%) 6,9 9,5 4,6
Exatidao (%) 99.5 106,0 100,6




Lote 6103LADO07
Concentracao CQA COB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
60,9 1,5 Sim 334 11,3 Sim 1780 -1,1 Sim
55,4 -1,7 Sim 431 43,7 Nio 1810 0,6 Sim
71,7 19,5 Nao 336 12,0 Sim 2100 16,7 Nao
59,6 -0,7 Sim 334 11,3 Sim 1860 3,3 Sim
Média 58,6 335 1820
CV (%) 14,6 0,4 9,3
Exatidao (%) 97,7 111,7 101,1
Lote 6103LADOSR]J
Concentraciao CQA CQB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
51,6 -14,0 Sim 273 -9,0 Sim 2190 21,7 Nio
59,9 -0,2 Sim 298 -0,7 Sim 1930 7,2 Sim
59,3 -1,2 Sim 273 -9,0 Sim 1170 -35,0 Nio
40,7 -32,2 Nio 245 -18,3 Niao 1860 3.3 Sim
Média 56,9 281 1900
CV (%) 15,7 7,7 22,9
Exatidao (%) 94,8 93,7 105,6




Lote 6103LAD09
Concentracao CQA CQB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
59,7 -0,5 Sim 283 -5,7 Sim 1710 -5,0 Sim
51,8 -13,7 Sim 362 20,7 Nio 2030 12,8 Sim
56,7 -5.5 Sim 373 243 Nao 1940 7.8 Sim
60,4 0,7 Sim 333 11,0 Sim 2020 12,2 Sim
Média 57,2 308 1920
CV (%) 6,8 13,1 7,8
Exatidao (%) 95,3 102,7 106,7
Lote 6103LAD10
Concentracao CQA CQB CcQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
51,3 -14,5 Sim 320 6,7 Sim 1690 -6,1 Sim
53,5 -10,8 Sim 315 5,0 Sim 2600 44 4 Nio
77,3 28,8 Nio 421 40,3 Nio 1850 2,8 Sim
61,7 2.8 Sim 343 14,3 Sim 1760 -2,2 Sim
Média 55,5 326 1770
CV (%) 21,2 15,0 23,8
Exatidao (%) 92,5 108,7 98,3




Lote 6103LADI11R]
Concentracao CQA CQB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
54,9 -8,5 Sim 308 2,7 Sim 1750 -2,8 Sim
57,5 -4.2 Sim 319 6,3 Sim 1740 -3,3 Sim
59 -1,7 Sim 346 15,3 Niao 1350 -25,0 Nao
Média 57,1 314 1740
CV (%) 3,6 6,2 13,1
Exatidao (%) 95,2 104,7 96,7
Lote 6103LAD12
Concentraciao CQA CQB CQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
65,1 8,5 Sim 316 5,3 Sim 1840 2,2 Sim
49,8 -17,0 Nao 387 29,0 Nao 2250 25,0 Nio
69,4 15,7 Nao 307 2,3 Sim 1770 -1,7 Sim
58,8 -2,0 Sim 307 2,3 Sim 1540 -14,4 Sim
Média 62 310 1720
CV (%) 13,7 12,5 17,2
Exatidao (%) 103,3 103,3 95,6




Lote 6103LAD13
Concentracao CQA CQB CcQcC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
51,2 -14,7 Sim 266 -11,3 Sim 1820 1,1 Sim
41,4 -31,0 Nio 375 25,0 Nao 1910 6,1 Sim
65,6 9,3 Sim 288 -4,0 Sim 1700 -5,6 Sim
52,2 -13,0 Sim 260 -13,3 Sim 1590 -11,7 Sim
61,4 2,3 Sim 224 -25,3 Niao 1150 -36,1 Niao
Média 56,3 271 1760
CV (%) 16,8 20,9 16,8
Exatidao (%) 93,8 90,3 97,8
Lote 6103LREO1
Concentraciao CQA CQB CQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio  Aprovado? Concen- Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
61 1,7 Sim 210 -30,0 Nao 1950 8,3 Sim
41,5 -30,8 Nao 298 -0,7 Sim 2060 14,4 Sim
56,7 -5,5 Sim 344 14,7 Sim 2190 21,7 Nio
Média 58,8 321 2000
CV (%) 17,4 21,2 6,0
Exatidao (%) 98,0 107,0 111,1




Lote 6103LRE02
Concentracao CQA CQB CQC
nominal (60 ng/mL) (300 ng/mL) (1800 ng/mL)
Concen- Desvio Aprovado? Concen- Desvio Aprovado? Concen-  Desvio Aprovado?
tracao (%) tracao (%) tracao (%)
50,7 -15,50 Nao 276 -8,00 Sim 1920 6,67 Sim
59,6 -0,67 Sim 284 -5,33 Sim 1680 -6,67 Sim
Média 59,6 280 1800
CV (%) 10,6 2,0 9.4
Exatidao (%) 99,3 93,3 100,0




8.5- CONCENTRACOES INDIVIDUAIS EM FUNCAO DO TEMPO (FIGURAS) E
PARAMETROS FARMACOCINETICOS (TABELAS)

2000+

\
15001 D

1000+

500+

Concentracao plasmatica
(ng/mL)

Voluntario 1

—o— 5-MNIS Biosintética

-0~ Monocordil®

T L L B B L L B L BN B
8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)

Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy. (ng * h/mL) 7253 6143
ASCy(ng * h/mL) 7092 6019
AUC.24n (ng * h/mL) 7137 6058
Crax (ng/mL) 1820 1350
Thnax (h) 0.17 0.50
ti2 (h) 4.50 3.99
K. (1/h) 0.15 0.17
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Concentracao plasmatica

Voluntario 3

—o— 5-MNIS Biosintética

-0~ Monocordil®

T LI B L L B
8§ 10 12 14

LI L L L L B BB
16 18 20 22 24

Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy. (ng * h/mL) 7347 6880
ASCy.(ng * h/mL) 7118 6748
AUC.24n (ng * h/mL) 7161 6795
Crmax (ng/mL) 909 1080
Trnax (h) 0.33 0.33
ti2 (h) 4.62 3.81
K. (1/h) 0.15 0.18
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Voluntario 4

—e— 5-MNIS Biosintética

-0~ Monocordil®

L L BLEL L AL B B L B
12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Monocordil®

5-MNIS Biosintética

ASCy. (ng * h/mL)
ASCy.(ng * h/mL)
AUC.24n (ng * h/mL)
Cinax (ng/mL)

Tinax (h)

tiz (h)

K. (1/h)

5546
5284
5449
1180
0.33
3.68
0.19

5862
5680
5718
709
2.50
4.68
0.15
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Voluntario 5

-0—5-MNIS Biosintética

——Monocordil®

8

10

Tempo (h)

L B B L B L IR
12 14 16 18 20 22 24

Monocordil®

5-MNIS Biosintética

ASCy. (ng * h/mL)
ASCy.¢(ng * h/mL)
AUC.24n (ng * h/mL)
Crnax (ng/mL)

Tinax (h)

tiy2 (h)

Ke (1/h)

5409
5083
5115
957
0.50
5.90
0.12

6014
5460
5481
798
0.67
6.70
0.10
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Voluntario 6

1000- -
000 -0—5-MNIS Biosintética

—*— Monocordil®

750+

Concentracao plasmatica
(ng/mL)

500+
250
0_
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
k
ASCo. (ng * h/mL) 6873 6751
ASCo.(ng * h/mL) 6568 6510
*
AUCq.24n (ng * h/mL) 6610 6539
Thnax (h) 0.67 1.00
ti2 (h) 4.85 4.78
K. (1/h) 0.14 0.15
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Voluntario 7

2000-
-0—5-MNIS Biosintética

——Monocordil®

1500+

1000+

I
I
1 |1
5oofb
0_
—
0

Concentracao plasmatica
(ng/mL)

L B L L L L B B L DL I B DL B R
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo-» (ng * h/mL) 7518 7256
ASCy. (ng * h/mL) 7212 7085
AUCo.24n (ng * h/mL) 7259 7130
Cnax (ng/mL) 1080 1540
Thnax (h) 1.00 0.50
ti (h) 5.08 4.42
K. (1/h) 0.14 0.16
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Voluntario 8

-0—5-MNIS Biosintética

——Monocordil®

LENLEN DL BRI IR BB
8 10 12 14

rrrrrrrTrTrrTrTrTTTTT
16 18 20 22 24

Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo (ng * h/mL) 4814 4251
ASCy.(ng * h/mL) 4641 4077
AUC.24n (ng * h/mL) 4664 4196
Crnax (ng/mL) 1110 772
Tonax (h) 0.33 0.50
tin (h) 5.75 3.67
K. (1/h) 0.12 0.19
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Voluntario 9

1250- .
S -0—- 5-MNIS Biosintética
2 1000 —* Monocordil®
(/)]

S
(o | 750-
o F 50
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£~ 500-
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S 250-
o
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T L L B B B L L B L B L B |
0 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy., (ng * h/mL) 6762 5945
ES
ASCo.(ng * h/mL) 6359 5626
ES

AUCo.24 (ng * h/mL) 6390 5660

Chnax (ng/mL) 766 1060

Tnax (h) 2.00 0.67

ti2 () 5.63 5.43

K. (1/h) 0.12 0.13
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1000+

7504 |!

500

250+

Concentracao plasmatica
(ng/mL)

Voluntario 10

-0—5-MNIS Biosintética

—*— Monocordil®

T LI B L L B
8§ 10 12 14

LI L L L L B BB
16 18 20 22 24

Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy, (ng * h/mL) 5605 4730
ASCo.(ng * h/mL) 5428 4521
AUCq 241 (ng * h/mL) 5461 4546
Cinax (ng/mL) 832 828
Thnax (h) 0.67 0.33
ti2 (h) 5.10 4.99
K. (1/h) 0.14 0.14
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Voluntario 12
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy., (ng * h/mL) 6257 6450
ASCo.(ng * h/mL) 6044 6240
AUC.24n (ng * h/mL) 6087 6271
Cinax (ng/mL) 635 1200
Tnax (h) 3.00 0.33
tin (h) 4.86 4 .88
K. (1/h) 0.14 0.14
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy.» (ng * h/mL) 5309 5530
ASCy. (ng * h/mL) 5094 5241
AUC.24n (ng * h/mL) 5119 5269
Cinax (ng/mL) 979 843
Tinax (h) 0.33 0.33
ti2 (h) 5.80 5.67
K. (1/h) 0.12 0.12
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo-, (ng * h/mL) 6890 7870
ASCo.(ng * h/mL) 6544 7455
AUC.24n (ng * h/mL) 6777 7686
Cinax (ng/mL) 1540 1340
Trnax (h) 0.67 0.67
ti (h) 379 4.25
K. (1/h) 0.18 0.16
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Voluntario 16
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ES
ASCo, (ng * h/mL) 8408 7093
%
ASCo. (ng * h/mL) 8149 6873
ES
AUCo24n (ng * h/mL) 8193 6919
Cinax (ng/mL) 1250 918
Tinax () 1.00 1.50
tia () 4.92 4.48
K. (1/h) 0.14 0.15
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Voluntario 18
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética

ES

ASCy., (ng * h/mL) 6395 7695
*

ASCo.(ng * h/mL) 6206 7411

ES

AUCo.24 (ng * h/mL) 6243 7451

Crmax (ng/mL) 691 1130

Tonax (B) 1.50 1.00

ti (h) 4.17 5.10

K. (1/h) 0.17 0.14
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo. (ng * h/mL) 8424 9129
ASCy. (ng * h/mL) 8197 8885
AUC. 24 (ng * h/mL) 8250 8934
Cinax (ng/mL) 1230 1400
Trnax (h) 0.67 0.50
tin (h) 431 4.27
Ke (1/h) 0.16 0.16
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo- (ng * h/mL) 6307 8249
ASCo.(ng * h/mL) 6115 7927
AUC. 24 (ng * h/mL) 6151 7969
Tnax (h) 0.50 0.50
tiz (h) 4.57 5.29
Ke (1/h) 0.15 0.13
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo. (ng * h/mL) 8447 10235
ASCy. (ng * h/mL) 8312 10097
AUC.24n (ng * h/mL) 8361 10150
Cnax (ng/mL) 1320 2000
Tmax (h) 1.00 0.33
tin (h) 3.97 3.79
K. (1/h) 0.17 0.18
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Voluntario 22
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
k
ASCy.» (ng * h/mL) 8159 8374
%k
ASCo.(ng * h/mL) 7992 8218
%
AUCo.24n (ng * h/mL) 8039 8260
Crnax (ng/mL) 1470 1440
Tnax (h) 0.33 0.33
tin (h) 4.26 4.19
Ke (1/h) 0.16 0.17
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo (ng * h/mL) 8248 7680
ASCy(ng * h/mL) 7942 7459
AUCo.24n (ng * h/mL) 7997 7511
Crnax (ng/mL) 1550 1100
Tomax (h) 0.38 1.00
tin (h) 4.58 4.64
K. (1/h) 0.15 0.15
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Voluntario 24
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
k
ASCo.o (ng * h/mL) 13627 12832
*
ASCo.¢(ng * h/mL) 13283 12502
%
AUC.24n (ng * h/mL) 13364 12579
Cinax (ng/mL) 1880 1870
Trnax (h) 0.67 0.50
tin (h) 428 4.40
K. (1/h) 0.16 0.16
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Voluntario 25
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
%k
ASCy.. (ng * h/mL) 6332 5919
ES
ASCo.(ng * b/mL) 6218 5740
ES
AUCo24n (ng * h/mL) 6250 5781
Cinax (ng/mL) 881 1250
Tnax (h) 1.00 1.00
ti2 () 3.93 5.76
K. (1/h) 0.18 0.12
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Voluntario 26
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ES
ASCy., (ng * h/mL) 5634 6034
*
ASCo.(ng * h/mL) 5375 5687
ES
AUCo24n (ng * h/mL) 5399 5714
Crmax (ng/mL) 705 1210
Tnax (h) 0.33 0.33
ti (h) 5.1 6.09
K. (1/h) 0.13 0.11
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCy.o (ng * h/mL) 6392 6420
ASCo.(ng * h/mL) 6239 6080
AUC.24n (ng * h/mL) 6278 6119
Cinax (ng/mL) 1440 1430
Thax (h) 0.33 0.17
tin (h) 433 5.62
K. (1/h) 0.16 0.12
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Concentracao plasmatica

Voluntario 111
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo-» (ng * h/mL) 8178 6538
ASCy. (ng * h/mL) 7883 6257
AUCo.24n (ng * h/mL) 7951 6288
Cinax (ng/mL) 1100 1200
Trnax (h) 0.67 0.67
ti (h) 5.04 5.82
K. (1/h) 0.14 0.12
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética

ASCo (ng * h/mL) 8389 8214
ASCo.(ng * h/mL) 7780 7128
AUCo.24n (ng * h/mL) 7845 7172
Chax (ng/mL) 862 865

Tinax (h) 1.50 1.00
ti2 (h) 6.14 11.78
K. (1/h) 0.11 0.06
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Voluntario 117
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética
ASCo.o (ng * h/mL) 6949 6193
ASCy.(ng * h/mL) 6780 6019
AUC.24n (ng * h/mL) 6835 6058
Cinax (ng/mL) 1080 1080
Tinax (h) 3.00 0.67
tin (h) 4.60 476
K. (1/h) 0.15 0.15
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Tempo (h)
Monocordil® 5-MNIS Biosintética

k

ASCy. (ng h/mL) 9501 9460
%k

ASCo-t(ng h/mL) 9127 8031

%
AUC. 24 (ng * h/mL) 9184 8970
Cax (ng/mL) 1340 1530
Trnax (h) 0.67 0.50
ti (h) 5.05 5.43
K. (1/h) 0.14 0.13
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8.6- TRABALHOS PUBLICADOS

Seguem os dois trabalhos publicados exigidos pelo Curso de P6s-Graduagdo em
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

como requisitos para obten¢ao do Titulo de Doutor em Farmacologia.

8.6.1- Silva LC, Oliveira LS, Mendes GD, Garcia G, Pereira AS, De Nucci, G.
Quantification of isosorbide S5-mononitrate in human plasma by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry using atmospheric pressure
photoionization. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2006;
832 (2):302-6.

8.6.2- dos Santos Filho HO, Ilha JO, Silva LC, Borges A, Mendes GD, De Nucci G.
Comparative bioavailability study with two amiodarone tablet formulations
dministered with and without food in healthy subjects. Arzneimittelforschung 2007;

57 (9): 582-90.
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