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Resumo

A avaliacéo da eficacia e seguranga, bem como da qualidade farmacéutica sio
pré-requisitos para o registro de drogas em muitos paises. Neste contexto, a qualidade
da formulagdo n&o é unicamente caracterizada por investigagégs “in vitro”, mas
também por estudos de biodisponibilidade em voluntarios sadios, que determinam
importdncia na identificagdo de formas farmacéuticas que apresentam falhas
terapéuticas e na selegéo de similares disponiveis no mercado.

O United States Food and Drug Adminfstration (US FDA), define que duas
formulagdes farmacéuticas sido consideradas equivalentes quando a concentragao
plasmatica da droga versus tempo, quando administradas na mesi;na dose molar, nas
mesmas condigbes, néo apresentem diferengas significativas em rélagéo a velocidade
e extens&o de absorg&o. (Bio - Intefnational 94)

Neste trabalho, avaliamos a bioequivaléncia de duas formulacbes de
comprimidos de fluconazol: Fluconal, comprimidos 150mg, (Laboratério Libbs,
formulagao teste) versus Zoltec, comprimidos 1 50mg, (Laboratério Pfizer, formulagéo

referéncia), em dezoito voluntérios sadios do sexo masculino.

O protocoio clinico apresentava delineamento aleatério cruzado de dois
periodos, com intervalo de quatorze dias entre. as doses, aprovado pelo comité de
ética do Hospital Universitario da Universidade Federal do Ceat4 - UFC.

A concentragdo plasmatica de fluconazol foi determinada por Cromatografia
Liguida de Alta Resolugao com detecgao ultravioleta. Os parametros farmacocinéticos
obtidos de cada formulagéo de fluconazol, foram: area sob a curva da concentragao
plasmatica em fungdo do tempo (AUCp.ay), concentragéo plasmatica maxima obtida
(Cuax), tempo empregado para ser alcangada a Cyyux (tnax), Area sob.a curva extrapolada



para o infinito (AUC.,). Todos os parametros farmacocinéticos foram analisados por
métodos estatisticos parameétricos e nao-parametricos.

As médias geométricas das razdes individuais Zoltec/Fluconal foram 96.7 para
AUCo4en) (IC 90% (81.7 - 114), 100.7 para AUCjo-«) ({C80% 85.6 - 118), e 77.4 para
Cmax (IC80% 66.7 - 133). A media aritmeética para as diferengas individuais de Tmax foi
1.7h, com IC 90% com valores estatisticamente diferentes de zero. -

De acordo com os resultados obtidos e requerimentos determinados pelo FDA
(USA), concluimos serem as duas formulagdes néo bioequivalentes, tanto na extenséo

gquanto na velocidade de absorgao.



Introdugao Geral

A sintese e o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos envolvem anos
de pesquisa e grandes investimentos das industrias farmacéuticas, visando a fornecer
novas alternativas terapéuticas a classe médica e a populagéo.

O Food and Drug Administration (FDA) requer que novas formulagbes de
produtos ja disponiveis no mercado sejam testadas em termos de bicequivaléncia que
consiste em comparar a biodisponibilidade das formulagdes, ou seja, que a velocidade
e a extensdo de absorgdo ndo apresentem diferencas significativas em relagéo ao
produto original.

O termo biodisponibilidade é utilizado para indicar a velocidade e quantidade a
qual o ingrediente ativo de uma droga ou espécie terapéutica é absorvida a partir de
um produto farmacéutico para ser disponivel no sitio de agdo da droga.

Formulagbes farmacéuticas diferentes, com o mesmo ingrediente ativo, podem
nédo apresentar respostas farmacoldgicas idénticas, sendo gue a biodisponibilidade da
droga pode ser afetada pela forma farmacéutica que € apresentada.

Concluimos que estas formulagdes nac possuem os mesmos efeitos de
desintegragdo e dissolugéo pois, resultam em diferentes formas de cristais, tamanho
das particulas ou outras caracteristicas das drogas que ndo s&@o controladas
rigorosamente em suas formulagdes e na manufatura das suas preparag¢es. O teste
de bioequivaléncia € fundamental paira o controle da qualidade dos medicamentos.

A resposta terapéutica da grande maioria dos farmacos depende
fundamentalmente da interagéo entfe suas moléculas com receptores farmacolégicos
especificos. Contudo, ¢ fato perfeitamente conhecido que a relagdo existente dose e
efeito de farmacos é muito variavel entre os individuos. Tais variagGes dependem néo
s0 da dose, da gravidade da doenga, das fungbes cardiaca-hepatica-renal, da
motilidade gastrintestinal, da atividade hormonal e da farmacocinética do farmaco.



Assim, varias fases estdo envolvidas na resposta terapéutica do farmaco:

| - Fase Farmacéutica
Il - Fase Farmacocinética
lll - Fase Farmacodinamica

| - Fase Farmacéutica

Compreende a desintegracéo efou a dissolugéo das formas farmacéuticas de
apresentacao e a sua administracéo, por via diferente da intravenosa. Nesta fase estio
envolvidas: a) liberag&o do principio ativo de sua formulagfio, b) dissolugdo. E
importante diferenciar que a desintegragéo é simplesmente a fragmentagéo das formas
farmacéuticas em particulas de menor tamanho. Embora a desintegragao seja um pré-
requisito para ocorrer a absorgéo do principio ativo presente nas formulagdes, esta
ocorrera apés a dissolugéo de suas particulas.

No caso especifico de cdpsulas gelatinosas, a dissolugdo ocorre em maior
velocidade no meio 4cido, resuitando em rapida absorgso quando comparada a

absor¢do em forma de comprimidos e drageas.

Il - Fase Farmacocinética

Compreende a absorgdo, distribuigéo, biotransformagéb € excrecdo dos
farmacos. A fragao da dose disponivel para a absorgdo, constitui medida de
biodisponibilidade.

Il - Fase Farmacodindmica

Compreende a interagdo de moléculas do farmaco livre com os receptores
farmacolégicos especificos. Destaca-se, entretanto, que o efeito farmacolégico de um
farmaco depende, entre outros fatores, de sua concentragéo na biofase dos receptores

e no local de agéo propriamente dito. Em aiguns farmacos, como os antibidticos e



antiinflamatérios por exemplo, a eficacia clinica estd relacionada com suas
capacidades em atingir as areas afetadas, sendo que em regides pouco
vascularizadas ocorrem respostas terapéuticas inadequadas. Para esses casos, o
farmaco de escolha, bem como sua forma farmacéutica de apresentagdo, deverdo ser
aqueles que propiciem ndo s6 o aparecimento de niveis sanglineos mais elevados
mas, principalmente, que garantam maior concentragéo do farmaco no loca! de agéo.



Biodisponibilidade

Determina a velocidade e quantidade a qual o ingrediente ativo de uma droga
ou espeécie terapéutica € absorvida a partir de um produto farmacéutico para ser
disponivel no sitio de agdo da droga. A biodisponibilidade usualmente & determinada
por medida: 1) da concentragéo do ingrediente ativo da droga, ou espécie terapéutica,
ou do(s) seu(s) metabdlito(s), em fluidos bioldgicos, em fungdo do tempo; 2) da
excregdo urinaria da espécie terapéutica ou do(s) seu(s) metabdlito(s), em fungéo do
tempo, ou 3) de um efeito farmacolégico agudo apropriado.

A liberagao de um farmaco, a partir de uma forma farmacéutica, pode influenciar
a velocidade e magnitude da absor¢do. A desintegracac da forma de dosagem e a
dissolugéo possuem um papel relevante na absorgao do farmaco, pois, a maior parte
deles sdo absorvidos por difusdo passiva. A biodisponibilidade de um farmaco pode
ser influenciada por varios fatores, tais como:

¢ Fatores fisiolégicos, dentre os quais destacam-se a variabilidade inter-
individual, com causas genéticas, doencgas, idade, fluxo urinério, sangliineo e uma
variedade de fatores de carater ambienjal. O tempo de esvaziamento gastrico tem
grande influéncia na absorgao de um farmaco, principaimente naquele que é absorvido
em sitio especifico do trato gastrointestinal. No caso de farmacos que sdo absorvidos
através do epitélio gastrico, a absorgdo é bastante favorecida pela sua maior
permanéncia no estémago. Por isso, o uso de voluntérios em jejum em investigagbes
clinicas visa diminuir a variabilidade na*absorgio de drogas (Wilson & Washington,
1989).

A presenga de alimentos pode influenciar a absorgao de varias drogas, levando
a um aumento ou diminuigado do tempo ae esvaziamento gastrico. O Diclofenaco de
potassio apresenta sua velocidade de absorgac diminuida em presenga de alimento
(Poli et al., 1996). Os liquidos digestivos secretados pela ingestao de alimento podem
alterar a absorgdo da droga. O aumento da secre¢éo da bile, influenciada pela
ingestdo de alimento, com seus 'comPonentes tensoativos e solubilizantes pode

acelerar a dissolugao e absorgcéo de farmacos lipossoltveis.



A biodisponibilidade & afetada significantemente pelo chamado efeito de
primeira passagem, o qual reduz a fragédo do farmaco que chega na circulacdo. Este
efeito € produzido pela metabolizagdo do farmaco na parede intestinal e sistema
microssomal hepético. |

+ Fatores farmacotécnicos, que sdo os que apresentam maior importancia,
tais como: formulagéo farmacéutica, via de administragdo da droga, drogas
administradas  concomitantemente due podem afetar profundamente a
biodisponibilidade dos farmacos numa forma farmacéutica. A natureza do sal ou
composto usado, sua velocidade de dissblugéo in vivo, tamanho das particulas e seu
estado fisico, propriedades hidréfilas ou lipdfilas de principio ativo. Existe uma relagéo
direta entre a biodisponibilidade e a velocidade de dissolugdo. A forma farmacéutica
que libera rapidamente seu farmaco, a medida que ocorre a dissolugéo, tende a uma
melhor absorgéo do que aqueles em que a liberagdo ocorre mais lentamente e de
maneira incompleta. A adigao de certos adjuvantes infiui também na velocidade de
absorgéo, o que & importante para a escolha de associagdes medicamentosas.

Equivalentes Farmacéuticos

S&o produtos que contém quantidades idénticas do mesmo ingrediente ativo da
droga, por exemplo 0 mesmo sal ou éster da mesma espécie terapéutica, em idénticas
formas farmacéuticas, mas néoc necessariaménte contendo os mesmos ingredientes
inativos, e que apresentam a mesma qualidade, pureza, poténcia, uniformidade de
conteddo e velocidade de desintegragéo e'lou dissolugao.



Produtos Bicequivalentes

Sac equivalentes farmacéuticos cuja velocidade e grau de absorgdo nao
mostram diferencas significativas quando sac administrades na mesma dose molar da
espécie terapéutica sob condi¢gées experimentais similares, seja como dose Unica ou
multipla.

A bioequivaléncia de duas ou mais formulagdes € determinada, utilizando-se
parametros farmacocinéticos, que sao:

- Area sobre a curva (AUC), que determina a extenséo de absorgao:

- Concentragdo maxima atingida (Cmax), que expressa ndo somente a
velocidade,mas tambem a exiensdo de absorgéo do farmaco em fungdo do tempo
(Tmax)- -

- Tmax que representa um indice de velocidade de absor¢éo.

- Cmax/Tmax, que de acordo com Endrenyi ef al. (1991), &€ uma medida que reflete
melhor a velocidade de absorgdo. .
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INTRODUGAO

Fluconazol [(difiuor-2,4-fenil)-2-bis (1H-triazol-1,2)-4-y1-1)-1,3-propanocl-2], com
formula molecular C13H12F2NgO e peso molecular de 306.3, difere de outros azéis pela
substituigdo de um grupo triazol na posi¢do do grupo imidazol e pela adigao de um
segundo grupo triazélico com a insergao de dois atomos de fltior na posicdo 2 e 4 do
anel aromatico (fig.1). A inser¢do dos atomos de flior no anel aromatico, resufta em
um aumento da polaridade e hidrossolubilidade .da droga, podendo ser utilizada em
forma parenteral (Ryckelynck et al. 1993).

QN_%_T_ Hz_(*? |

F
Figura 1 - Fluconazol

O fluconazol &€ um agente antifangico bis-triazol, utilizado no tratamento de
micoses sistémicas e superficiais, infecgdes criptococcicas em pacientes com AIDS
(Koks et al. 1995), quimioterapia de céncer neutropénico (I-;ou!d,s et al. 1988),
histoplasmose (kobayashi et al. 1986) e infegdes superficiais por candida (Perfect et al.
1986, Richardson et al. 1985). _

O mecanismo de agdo do fluconazol se da pela inibicio do citocromo P-450

fangica, mediada pela C-14 dimetilase, 0 que inibe a conversao do lanosteroi para
ergosterol, levando a destruigdo da membrana celular fangica (Thomas et al. 19886).
Acredita-se que a inibigdo da sintese de ergosterol conduz' a acumulagdo de

esterdides n&o funcionais e a ruptura da fungéo da membrana normal, incluindo a
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coordenagao de sintese, a atividade dos esterdides contidos na membrana e a
preservacgdo da permeabilidade normal.

O fluconazo!l apresenta especificidade alta para fungos, opondo-se ao sistema
citocromo P450 de mamiferos. Por exemplo, a a-dimetilase de ratos requer uma
concentragéo 10.000 maior de fluconazol para causar uma redugdo em 50%
da atividade enzimatica quando comparada a concentragao necessaria para inibir a a-
dimetilase da Candida albicans (Shaw et al., 1987).

A droga apresenta um efeito bifasico, uma fase inibitoria, seguida de uma fase
de indugéo enzimatica (Ryckelynck et al. 1993). Morita et. al. (1992}, descrevem que o
fluconazol pode ser um potente inibidor de isoenzimas da citocromo P-450, que sao
responsaveis pelo metabolismo de muitas drogas, como a teofilina, fenitoina,
ciclosporina e rifabutina.

A biodisponibilidade apés a administragdo oral excede 90% (Humphrey et al,
1985, Brammer & Tarbit 1987), sendo sua absorg&o independente de pH e sua
eliminagéo inalterada, por excrecédo renal (Koks et al. 1993). Washton et al. (1989),
relatam que a absorgdo do fluconazol ndo & afetada em presenga de alimento, mas
que o alimento retarda 0 Tmax em até 4 horas, apés a administragdo da dose.
Apresenta uma baixa ligagdo com proteinas plasmaticas (11-12%), e meia vida de
aproximadamente 25 horas em humanos (Foulds et al, 1 988).

O processo de eliminagéo renal consiste em duas etapas: alta filtragéo renal,
atribuida a baixa ligagdo com proteinas plasmaéticas e extensiva reabsorgéo tubular, o
que determina a longa meia vida do fluconazol (Ryckelynck et al. 1993).

O Fluconazo! penetra bem em todos os tecidos e liquidos corporais. Como
consequéncia importante da excregédo renal e eliminagéo, a meia vida plasmaética do
fluconazol é prolongada no idoso e outros pacientes com reducéo da depuragdo de
creatinina.(Grant et. al., 1990).
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Em estudos de interagdo medicamentosa, a absorgdo do fluconazol néo &
alterada em presenca de hidroxido de magnésio e aluminio (Thorpe et al. 71990). A
interagao com cimetidina, apesar de diminuir 0 Cmax @ a AUC do fluconazol (Lazar &
Wilner 1990}, e aumentar o pH gastrico, a meia-vida plasmatica e eliminagdo do
fluconazol nao foram alterados, ndo provocando efeitos clinicos significantes (Bium et
al. 1990; Washton 1989).

A terapia com fluconazol, tem apresentado boa tolerancia, com raros distlrbios
como nauseas, vémitos e desconforto abdominal. Astakhova & Lepakhin (1990),
demostraram que a terapia com fluconazol pode apresentar leve elevagao em testes
de fungéo hepatica.

Estudos clinicos demostram que o fluconazol pode alterar o metabolismo da
ciclosporina (Cofignon et al. 1989), ou que nenhuma diferenga de concentragdo &
observada nesta interagao (Ehninger et al. 7989). No entanto, a associacio de
fluconazol com ciclosporina pode apresentar riscos, particularmente, se altas doses
deste agente imunossupressor for administrado em pacientes com insuficiéncia renal,
devido ao potencial de nefrotoxicidade com a ciclosporina (Torregrosa et al. 1 992).

Hé algumas evidéncias que o fluconazol aumenta o tempo de sangramento em
pacientes tratados com warfarina (Lazar., et al, 1990), o que pode ser fata] em
pacientes com endocardite fingica, tratados com nicoumalona(/salska et al., 1988).

Rifampicina é um potente indutor de enzimas microssomais hepéticas, A
administragdo concomitante de rifampicina e fluconazol diminui a AUC do fluconazol
em mais ou menos 20% (Apseloff et al., 1891)

criptococcosis (Fernandez EP de, et al. 1986), histoplasmosis (Kobayashi et af. 1986) e
candidiases (Richardson ef aj. 1985; Perfect et al 1986).

G fluconazoi apresenta vantagens como droga de escolha em relagdo a efetiva
penetracéo no fluido cerebroespinhal, baixa toxicidade, principalmente nefrotoxicidade
quando comparado a anfotericina B, flucitosina e cetoconazol, Devido a excelente
atividade no tratamento de meningite criptocéccica em camundongos e coelhos,
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estudos clinicos tém demostrado resuitado semelhante no tratamento de infecgbes
micdticas intracranianas em humanos (Foulds et al. 1988),
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OBJETIVO

Avaliar a existéncia ou ndo de bicequivaléncia entre duas formuiagtes de
comprimidos de fluconazol. (Fluconal, comprimidos, 150mg do laboratério Libbs, como

formulagéo teste, versus Zoltec, comprimidos, 150mg do laboratério Pfizer, como
formulagio referéncia).



16

MATERIAIS E METODOS

Selegao dos voluntarios

Dezoito voluntarios adultos sadios, do sexo masculino, com idade de 19 a 28
anos (media 22.6 anos), peso corporal de 63 a 100 Kg (média 75.7 Kg) foram
selecionados. A selecéo dos voluntarios foi realizada através de consulta médica,
incluindo rigorosos anamnese e exame fisico. Foram exciuidos do estudo todos os
voluntarios que participaram a menos de trés meses de outro estudo, que receberam
medicagéo regularmente, que apresentaram alteragdes clinicas ou sintomas de
doengas cardiacas, hepaticas, renal, pulmonar, neurolégica, gastrointestinal,
hematolégica ou psiquiatrica. |

Além do eletrocardiograma, foram realizados os seguintes exames laboratoriais
para a confirmagéo da higidez dos voluntarios:

- Hemograma completo e velocidade de hemossedimentagso.

- Uréia e creatinina séricas. ‘

- Transaminases, fosfatase alcalina, Gama GT e bilirrubina total.

- Glicemia de jejum. )

- Acido trico, sédio, potassio e cloreto.

-Urina .

- Protoparasitolégico.

Os voluntarios selecionados, esclareceram duvidas pessoais e assinaram termo
de consentimento para o estudo, sendo o protocolo clinico aprovado pelo comité de
Etica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e da Ur]_iversidade Federal do Ceara (UFC).



17

Protocolo Clinico

O estudo clinico foi realizado seguindo o delineamento aleatorio cruzado de dois
periodos, com intervalo de duas semanas entre as doses. ‘

Os voluntérios foram internados na véspera do inicio do estudo, quando
receberam assisténcia e cuidados médicos e de enfermagem. Receberam dieta gerai
até as 23 horas, quando comegaram o jejum visando o inicio do ensaio clinico previsto
para 7 horas do dia seguinte. ) .

Apobs as 8 horas de jejum, os voluntarios receberam uma dose de 150 mg de
fluconazol, via oral. A administragdo do medicamento em estudo seguiu rigorosamente
a randomizagéo apropriada. Os voluntarios permaneceram em jejum para sélidos até 8
horas ap6s a ingestdo do fluconazol; liquidos foram permitidos, bebidas contendo
xantinas, incluindo café, chas e refrigerantes, foram evitadas.

Andlise da droga

As amostras de sangue foram coletadas através de “butterfly” heparinizado
colocado em veia superficial do antebrago antes da administragéq do medicamento e
logo em seguida foi feita a primeira coleta de sangue, minutos antes da administracao
da droga e outras nos seguintes intervalos apos a administragéo da droga: 15, 30, 60,
90 minutos, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24 e 48 horas. Para cada amostra foram coletados
10 m!l de sangue e acondicionados em tubos de vidros devidamente identificados. As
amostras de sangue foram centrifugadas e armazenadas a -20°C até o momento da

analise.
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Sequéncia da Administracio das duas formulagdes de fluconazol em voluntarios

sadios:
Voluntario n. Periodo 1 Periodo 2
01 Zoitec® Fluco®
02 Fluco® _ Zoltec®
03 Fluco® Zoltec®
04 Zoitec® Fluco®
05 Fluco® Zoltec®
06 Zoltec® Fluco®
07 Fluco® Zoltec®
08 Zoltec® Fluco®
09 Fluco® Zoltec®
10 Zoltec® Fluco®
11 Fluco® Zoltec®
12 Zoltec® Fluco®
13 Zoltec® Fluco®
14 Fluco® Zoltec®
15 Zoltec® Fluco®
16 Zoltec® Fluco®
17 Fluco® Zoltec®
18 Fluco® Zoltec®
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Condigées Cromatograficas:
Materiais e Reagentes:

- Sistema agua ultrapura: MilliQ Plus Millipore
- Metanol: Grau HPLC, Merck

- Eter etilico: Grau HPLC, Merck

- Fluconazol: LIBBS Farmacéutica LTDA

- Metronidazol: p.a., Sigma

- Acetonitrila: Grau‘HPLC, Merck

- NaOH : p.a., Merck

- Acetato de sadio: p.a., Merck

Equipamentos e Condigdes Cromatogrificas:

O sistema cromatografico foi composto de um detector UV Hltachl L4000,
acoplado & uma bomba Hitachi L6000 e um injetor Hitachi AS2000A,
Coluna: Lichrospher 100 RP-18, 5 u, 250x4 mm
Guarda Coluna: Lichrospher 100 RP-18, 5 B, 10x4 mm
- A fase mével foi composta por:

A) Acetato buffer 0.01M, pH § : 60%(vol)

B) Acetonitrila :20%(vol)

C) Metanol :20%(vol)

Eluigdo: Isocratica

Fluxo: 1.0 mi/min.

Volume de injeggo: 50p

Detector: A: 210 nm

Tempo de retengso:

- Fluconazol: 4.2+0.2 min

- Metronidazol: 2.9+0.2 min (padréo interno)
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Preparo de Solugdes Padroes
Foram precisamente pesados 10mg de fluconazol em um baldo volumétrico de

10ml, dissoividos em metanol e completado o volume, obtendo uma solugéo stock na
concentragéo de 1mg/ml. (solugao A). Esta solugéo foi diluida para obter as seguintes

concentragoes:
50.000ml - 100ml Sol. B= 500.00 mcg/ml
10.000m! - 100ml Sol. C=100.00 mcg/ml
5.000ml - 100m! Sol. D= 5Q.00 mcg/ml
1.000ml - 100ml Sol. E=  10.00 mcg/ml
0.500ml - 100ml Sol. F=  5.00 mcg/mi
0.250ml - 100m! Sol. G= 2,50 mcg/ml

100 i de cada solugdo foram adicionados para 1ml de controle de plasma
humano para obtengdo dos seguintes pontos na curva:

1ml plasma + 100 pl da sol. B =[] = 50.00 mcg/ml
1ml piasma + 100 pl da sol. C =[] = 10.00 mcg/ml
1ml plasma + 100 pldasol. D=[]= 5.00 mcg/ml
1mi plasma + 100 pldasol. E=[]= 1.00 mcg/ml
1ml plasma + 100 pl da sol. F=[]= 0.50 mcg/ml
1ml plasma + 100 plda sol. G=[]= 0.25 meg/ml
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Solugéo padréo interno (Metronidazol)

Partindo de uma solugao stock de 1 mg/ml (solugso H), foram pipetados 1 ml
desta solugdo e completadoe o volume com agua milli-Q para 10 ml num balido
volumetrico, obtendo uma solugéo de concentragdo final de 100rg/ml (solugdo |). Esta
solugéo foi utilizada para preparagdo da curva padrac, com diluigGes apropriadas de
acordo com as concentragbes desejadas. Ambas as solugbes foram preparadas

diariamente.
Preparo da solugio tampéo de acetato de sédio 0.05M, pH=5

Foram precisamente pesados 0.82g de acetato de sédic em um baldo
volumetrico de 1000m, dissolvidos em 800 m! de 4gua, ajustado o pH para 5 com sol.
Acido Cloridrico concentrado, e completado o volume final da soluggo para 1000ml,
com agua milliQ.

Preparacédo da fase mével:

A fase movel foi composta por 600ml de tamp#o acetato de s6dio 0.01M, pH 5,
adicionados com 200ml de acetonitrila e 200ml de metanol. Apods a mistura, a solugéo
foi sonicada e filtrada num filtro de membrana de 0.45u (Millipore).

Preparagido da amostra:

Para 1m! de plasma foram adicionados 100yl da soluggo de padrao interno (100
pg/ml de metronidazol) e 0.1ml de metanol. A mistura foi extraida com 5mi de éter,
misturados num vértex por 5 minutos. Apés centrifugagdo em 4000 rpm por 10
minutos, a fase organica foi evaporada em um fluxo continue de nitrogénio. O residuo
foi dissolvido com 150ul de fase movel.e 50 ul foram injetados no sistema

cromatografico.
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Validagdo da Metodologia do Ensaio Cromatografico

Confiabilidade e especificidade:

A especificidade do método foi estudada com os cromatogramas de diferentes
solugdes, determinadas em condi¢des similares de andlise. A confiabilidade do método
foi determinada utilizando uma concentragéo conhecida de fluconazol (5ug/mi) e do
metronidazol (10ug/ml), determinando a altura da amostra padrio/altura da amostra do

padrio interno, conforme tabela abaixo;

N. Amostra Concentracio
Altura da amostra/altura do padrao
interno

0.318
0.320
0.321
0.321
0.319
0.315
0.316
0.315
0.314

OOI~NDON|A[WIN]-~

Média " 0.318
Variacao 0.000007
CV.% 0.85

Limite de Detecgao:

O limite de detecgdc do método foi 0.01 pg/ml, sendo determinado o limite de

quantificagdo em 0.03 pg/mil.
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Intra-ensaio:

O intra-ensaio foi determinado a partir da andlise de 5 replicatas de amostras de

plasma de concentragbes de 0.3, 5 e 50 pg/mi de fluconazol, conforme tabela abaixo:

- Area amostra/Padrio
X= Conc (ng/ml) Y= Conc. Calculada interno
0.3 03 0.014
0.3 0.3 0.014
0.3 0.3 0.013
0.3 0.3 0.013
0.3 0.3 0.013
5 5 0.291
5 5 0.203
5 5 0.293
5 5 0.283
5 5 0.293
50 50 2.873
50 50 2.859
50 50 2.860
50 50 2.856
50 50 2.858

Exatiddo e precisdo:

O método apresentou boa exatidao para o intra-ensaio nas concentragbes de
(0.3 pg/ml), apresentando coeficiente de variagéo de 1.45% e para o limite maximo

quantificado (50 pg/ml), coeficiente de variagao de 0.28%.
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Inter-Ensaio:

A variagdo de um inter ensaio realizado, consistiu de curvas padrées
devidamente realizadas em dias diferentes. A curva de calibragéo foi linear quando
utilizamos concentragdes de 0.25 a 50 ug/ml, apresentando coeficiente de regressao
médio de 0.999.

A tabela abaixo demonstra o inter-ensaio realizado no estudo e indica o

coeficiente de variagéo de cada ponto estabelecido da curva padrao (n=6).

CONC.

(ug/mD) 0.25 0.50 1.0 _ 5.0 10.0 50.0
0.22 0.46 0.93 4.92 8.74 50.06

0.23 0.45 0.90 4.75 9.50 50.12

0.22 0.47 0.91 4.83 8.62 50.09

0.23 0.45 0.90 4.75 9.50 50.12

0.22 0.46 0.92 4.80 9.62 50.02

0.23 0.45 0.90 4.82 9.70 50.50

Mean 0.23 0.46 091 | 4.81 9.61 50.15
SD 0.01 0.01 0.01 0.06 0.10 0.17
Ccv 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.00

SEM 0.00 0.00 0.Q1 0.03 0.04 0.07 -
%CV 2.43 1.78 1.39 | 1.31 1.03 0.35
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As duas formulagbes de fluconazo! foram bem toleradas na dose administrada
nos voluntarios. N&o houve qualquer relato de efeitos adversos e os parametros
bioquimicos permaneceram inaiterados e dentro dos valores de referéncia.

A figura 1, apresenta curva de calibragéo do fluconazol, com coeficiente de
regressao medio de 0.9999, utilizando concentragdes de 0.25 a 50 pg/ml. Os valores
dos coeficientes de variagéo inter-ensaio foram 2.43, 1.79, 1.39, 1.31, 1.03, e 0.35%
para concentragdes plasmaticas de fluconazol de 0.25, 0.50, 1.0, 5.0, 10.0 e 50.0
ug/ml respectivamente.

A figura 2, mostra cromatogramas tipicos obtidos pelo métode de HPLC
descrito, demostrando uma amostra de plasma branco, uma amostra da injegdo em
plasma de fluconazol (5 pg/ml) € uma amostra de injecdo em plasma de metronidazol
(padréo interno), na concentragéo de 10 ug/ml. Os tempos de retencdo foram de 2.9
min (metronidazol) e 4.2 min (fluconazol), respectivamente.

A figura 3, mostra um cromatograma de uma amostra de um voluntario
contendo 1.0 pg/ml de metronidazol € 4.0 ug/ml de fluconazol.

A tabela 1 mostra os valores das médias geometricas e os intervalos de
confianga de 90% para AUC(o4s, AUC[o«), Ke, T12, Cmax, @ssim como os valores das
medianas de Tmax para cada formulagao.

As curvas das médias das concentragdes plasmaticas de filuconazoi em fungdo
do tempo obtidas ap6és a administragdo oral de cada formulagdo de 150mg sao
mostradas na figura 4.

A tabela 2 mostra a analise estatistica das razées individuais teste/referéncia da
AUCo-48n), AUCo«], Cmax, Cmax/AUC, Ke, T1z € das diferencas teste - referéncia de
Tmax entre ambas as formulagées de fluconazol, bem como os intervalos de confianga
para determinar a bioequvaléncia entre as formulagdes. Apesar do intervalo de
confianga da area sob a curva estar dentro do estabelecido pela FDA, nso podemos
determinar a bicequivaléncia entre as formulages, em relagdo 2 extenséo de

absorgéo, devido ao erro no delineamento do estudo.
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Curva Padri o Fluconazol

Slope = 0.044343 + 0.000026
# = 0.999998

60

C (ng/mi)

Figura 1 - Curva de calibragio do fluconazol, apresentando coeficiente de regressao médio de 0.9999,
utilizando concentragdes lineares de 0.25 a 50 pg/mi,



100.9 1

1Y)

- .0 ¥ T T
28 %00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 &.00
minutes
(A}
100 .0 |'
my
<
L
N
)/\\\\_ Q|
o W - .
-25.0 ' ; , '
0. 00 1.00 2,00 3.0 4.00 E.60 6.00
minutesx
(B}
100.0 ¢
@
°
[, ]
ml
-
w
[ ]
9.0 L
-25.0 ’ , ' r .
0.00 1.00 2.60 2,00 4.00 5.00 5.00
minutes
(C)

Figura 2- Cromatograma tipico de HPLC, obtido de amostra de plasma humano, (

a) branco {b) amostra
contaminada com 5pg/ml de fluconazol e (c) amostra contaminada com 10ug/

ml de metronidazol.
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Figura 3 - Cromatograma tipico de HPLC, obtido de amostra de plasma humano de um voluntario
contendo 4ug/ml de fluconazol e 1ug/mi de metronidazol.
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Analise Estatistica:

As curvas individuais de concentragées plasmaticas de fluconazol em fungéo do
tempo foram obtidas para cada uma das formulag6es. A concentragio maxima atingida
(Cmax) @ 0 tempo gasto para atingir a concentragdo plasmatica maxima {Tmax) foram
obtidos a partir de cada curva. A area sob a curva da concentragio de fluconazol
versus tempo de 0-48h (AUCo4sn), foi calculada pelo método trapezoidal.

A extrapolagdo das AUCo-4sh ao infinito (AUC) foi realizado pela adi¢éo do valor
CaslKe s AUCo4en calculadas (onde Css = concentragao plasmatica 48 horas apés a
dose, calculada a partir da equagéo de regress&o linear obtida para estimar as Ke).

A constante de eliminagdo terminal de primeira ordem (Ke) foi determinada a
partir da equacg&o de regresséo linear entre o logaritmo da concentracéo e o tempo. A
meia vida (T12) foi calculado empregando a equagéo Tu2 = (Inz/Ke) (Kinetics-Pharmkit
Program-Version 2.0) _

A biocequivaléncia entre as formulagdes foi avaliada através do calculo das
razoes individuais teste/referéncia para AUCo4g, Cuax, e as diferengas individuais
teste - referéncia para Tmax, junto com as médias e os intervalos de confianga (IC) de
90%. A inclusdo dos IC 90% para as razdes percentuais dentro do intervalo 80-125%,
€ a incluséo do valor “zero” dentro do IC 90% para as diferengas foram analisadas
empregando testes paramétrico (ANOVA para dados ndo fransformados e
transformados por logaritmo) e n3o paramétrico (teste de Wilcoxon de soma dos
escores, de acordo com Hauchke et. al., (1990). Utilizou-se o programa de computador
“Bioequivalence Program for two-Period Crossover Studies”, verséo 3.4,
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Figura 4. Média das concentragdes plasmaticas (média + DP) de fluconazol em fungéao
do tempo para as duas formulagbes (Fluconal®, 150mg, Laboratério Libbs, vs.
Zoltec®, 150mg, Laboratério Pfizer), administradas em 18 voluntérios sadios.



Parametro Fluconal Zoltec
AUC 048n] {pg/mi*h)
Média geométrica 68.7 71
80% IC (52.8 - 89.5) (55.9 - 90.3)
AUC0<] (pg/mi*h)
Média geométrica 136.6 135.5

90% IC (106.4 - 175.3) (111.6 - 164.6)
T2y 36 36
(32.0 - 40.7) (31.9 - 40.5)
Ke 0.02 0.02
{0.02 - 0.02) (0.02 - 0.02)
Cmax (ug/ml*h)

Média geométrica 3.0 3.9
90% IC (2.5 -3.7) (3.3-4.7)
Tmax (h)

Mediana 4 2.9
Faixa (0.25 -12) (0.3 - 6)
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Tabela 1 - Parametros farmacocinéticos de fluconazol obtidos apés a administragéo de

cada uma das formulagdes de fluconazol (150mg) nos 18 voluntérios sédios.



33

FluconaliZoltec PARAMETRICO NAO PARAMETRICO
% RAZOES Média IC 90% Ponto IC 90%
Geomeétrica Estimado
AUC [o48h] gmny | 96.7 | p>030| (81.7 - 114) 97 (82.3 - 115)
AUC [0~ ugimin) | 100.7 | p>0.30 | (85.6 - 118) 102.8 (83.7 - 116)
Cmax (ug/mi*h) 77.4 | p=017| (63.7 -93.9) 78.9 (64.8 - 95.0)
Ke 99.2 (90.8 - 108.3) 97.5 (90.6 - 106.6)
Tiz 100.4 (92.0 - 109.7) 103 (93.9 - 110.3)
Cmax/ AUC 79.8 (66.8 - 95.2) 77.7 (66.7 - 92.2)
Tmax (h) 1.7* (-0.14 - 3.6) 1.0 (-0.8 - 2.7y

* De acordo com Hauschke et. al. (1990);
** Média Aritmética;
=* |C 90% para as diferencas individuais.

Tabela 2 - Andlise estatistica das razdes individuais teste/referéncia da AUC[o.}shl,
AUCI0-}, Cmax, e das diferengas teste - referéncia de Tmax entre ambas as formulagbes

de fluconazol.



DISCUSSAO

34



35

A metodoiogia descrita no presente estudo nos apresentou boa
sensibilidade, rapidez e precisdo na determinagdo dos niveis pilasmaticos de
fluconazol. O tempo de retengéo alcangado pelo padréo interno e o nao aparecimento
de picos tardios permitiu que todas as amostras de um unico voluntario fossem
analisadas num mesmo dia de trabalho afim de evitar variagoes inter ensaio.

Entretanto, a analise farmacocinética iﬁdicou problemas em relagdo ao
delineamento do ensaio clinico realizado. A analise de bicequivaléncia proposta peio
Food and Drug Administration baseia-se na Comparagao da biodisponibilidade das
duas formulagdes, levando-se em conta dois parametros farmacocinéticos: a area sob
@ curva e a concentragéo maxima atingida,

A area sob a curva representa a extensdo da absorgdo. Na verdade, reflete
essencialmente uma média das concentragbes obtidas. E importante ressaltar que a
area sob a curva obtida através dos concentragtes medidas deve representar 80% da
area extrapolada até o infinito. Ou seja, o investigador deve assegurar nimero de
amostras suficiente para atingir este objetivo. Conforme podemos verificar na analise
das dreas calculadas no intervalo proposto pelo delineamento (0-48horas), esta
representa aproxidamente 60% da area calculada até o infinito. Seguramente coletas
realizadas 72, 96 e 120 horas apos a administragéo (0 que representaria quatro vezes
a meia vida da droga) deveriam ter sido realizadas para cumprir este quesito essencial
para analise de bioequivaléncia. Assim sendo, apesar da 4rea calculada assim como a
area extrapolada até o infinito estarem dentro do intervalo de confianga aceito pelo
Food and Drug Administration (80-125%) e pela European Community (80-125%), o
delineamento falha em n3o permitir afirmar que estas formulages sejam
bioequivalentes quanto a extensao da absorcao.

Um outro aspecto importante’ na analise da area sob a curva (e também em
relagdo a concentragdo maxima atingida) é o poder do teste estatistico. Neste estudo,
conforme podemos verificar, nao foj constatado diferenca estatistica entre as
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formulagbes testadas em relagdo & area sob a curva (p>0.30). Entretanto, é
fundamental verificar se o poder estatistico obtido no teste foi suficiente para detectar
uma diferenca, para nédo incorrermos no chamado erro tipo I (ndo detectar uma
diferenca porque o teste néo é sensivel suficiente para tal). Segundo o Food and Drug
Administration, o poder estatistico desejado para avaliar diferengas é igual ou maior
que 0.8. No nosso caso, o poder estatistico foi calculado em 0.58. Dois fatores podem
ser responsaveis pelo baixo poder estatistico detectado: nimero insuficiente de
voluntarios e alta variabilidade farmacocinética da droga. O estudo foi realizado com
dezoito voluntarios; de fato, recentemente o Food and Drug Administration tem
recomendado no minimo vinte e quatro voluntarios. E possivel que com o incremento
de mais seis voluntarios o poder estatistico fésse suficiente.

Outro pardmetro importante para a avaliagdo da bioequivaléncia é a
concentracdo maxima atingida. De acordo com o Food and Drug Administration, a
razao entre as Cmax atingidas (teste/referéncia) devem estar dentro do intervalo de
0.8-1.25 (80-125%), o mesmo que aquele exigido para area sob a curva. Entretanto, a
European Community aumentou o intervalo proposto para 0.7-1.43 (70-143%). O
racional para este aumento é que sabidamente a concentragdo maxima atingida
apresenta uma variabilidade muito maior do que a area sob a curva, quer seja pela
dificuldade de determinar corretamente a concentragdo maxima atingida (devido a
limitagéo do numero de amostras no periodo em que a mesma deve ocorrer), quer seja
pela caracteristica do farmaco quando apresenta alta extragdo hepatica. No nosso
caso, as razes entre as concentragbes maximas atingidas ficou fora do limite de
confianca aceito por ambas entidades (66.7-133.3%).

Os critérios de bioequivaléncia tem sido motivo de discussdes internacionais no
sentido de aprimora-los. Ha propostas que incluem alteragdo no delineamento do
estudo, sugerindo que os estudos deveriam ser feitos em replicata, ou seja, a
formulacéo referéncia deveria ser dada duas vezes e a formulagao teste também. O
objetivo deste delineamento seria estabelecer o intervalo de variabilidade da

formulagdo referéncia com ela mesma, e depois verificar se as razdes entre a



37

formulagdo teste ¢ a formulagao de referéncia esta dentro do limite detectado entre as
formulacdes de referéncia. Nao ha sentido em se exigir que a formulagéo teste seja

melhor do que a formulagéo de referéncia.

As diferengas de Tmax foram estatisticamente diferentes de zero, como
mostrado pelos intervalos de confianca de 90%, obtidos por testes paramétricos e nao-
paramétricos. De acordo com os requerimentos da European Communily , a
importancia de Tmax como um indice de velocidade de absor¢éo “somente faz sentido
se houver necessidade clinicamente relevante para a liberagao rapida ou agao ou
sinais de relagao entre concentragéo e efeitos adversos (Salmonson, 1986) Entretanto,
os resultados obtidos nas diferengas individuais de Tmax faz com que as conclusdes
sejam reforgadas da nao bioeguivaléncia em relagéo a velocidade de absorcao, uma
vez que Tmax, juntamente com Cmax, s&o considerados indicadores da velocidade de

absor¢ao.

Apesar de Cmax e Tmax serem considerados como indicadores da velocidade
de absorgdo, muitos autores tem questionado a utilidade e as limitagdes desses
parametros em relagéo a bioequivaléncia, dados os efeitos que o esquema de
amostragem tem sobre eles. No entanto, Endrenyi et al., (1991) demostrou que o
Cmax nao apenas reflete a velocidade de absorgdo, mas também a exiensédo de
absorgdo, como evidenciado pela aita correlagdo observada entre este parametro e
AUC, e propds a razdo Cmax/AUC como medida indicadora de velocidade de
absorgao. Nossos resultados demonstraram que o intervalo de confianga de 90% para
as razoes individuais teste/referéncia para Cmax/AUC estiveram excluidos da faixa de
bioequivaléncia de 80-125%.

Em concluséo, pelos resultados obtidos nao podemos afirmar que a formulagao
Fluconal seja bioequivalente a formulagac referéncia Zoltec. Um ntimero maior de
voluntarios, e coletas a intervalos superiores aos 48h utilizados deverdo ser

incorporados no delineamento do estudo.
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The bioequivalence study of two fluconazoie tablet formulations: Fluconal (from
Laboratorio Libbs), and Zoitec (from Laboratério Pfizer) were compared in eighteen
healthy male volunteers who received a single dose of 150 mg of each formulation, in
an open randomized two period crossover fashion with a fourteen day washout interval
between doses. Plasma samples were obtained over a 48h interval and fluconazol
concentrations were determined by HPLC with UV detection. From the plasma
fluconazole concentration vs time curves, AUCo48n) (area under the concentration vs
time curves from 0 to 48h), Cmax (maximum achieved concentration), Tmax (time to
achieve Cmax) and AUC (area under the concentration vs time curves extrapolated to
infinity) were obtained. All these variables were analysed using both parametric and
non-parametric statistics. Geometric mean Zoltec/Fiuconal individual percent ratios
were 96.7% (IC 80% 81.7 - 114) for AUCio4sn1 , 100.7% (IC 90% 85.6 - 118), for AUC,
77.4% (IC 90% 66.7 - 133) for Cmax. Although the AUCI[0-48] geometric mean ratio
(fluconal/zoltec) was inside both the FDA (0.8-1.25) and European Community (0.7-
1.43) proposed limits, we cannot affirm that Libbs fluconal is bioequivaient to Pfizer
Zoltec according to the extension of absorption, the reason for that being two fold: 1st -
the calculated area obtained with the [0-48] was less than the 80% of the extrapolated
area [0-] and 2 nd - the number of volunteers was nout enough, since the power
obtained for the statistical analysis was 0.52 (less than 0.8 as required). This implies in
a possible type two error (not detecting a statistical difference due to power weakness).
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Comparative bioavailability of two atenolol tablet
formulations in healthy male volunteers after a

single dose administration
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Abstract. The bioavailability of 2 atenolol rablet formulations (Angipress from Laboratérios Biosin-
tetica, and Atenol from Wellcome ICI Laboratory, Brazil) were compared in 18 healthy male
volunicers who received a single 50 mg dose of each atenolo! formulation. The study was conducted
following an open randomized 2-period crossover design with a 14-day washout interval between
doses. Plasma samples were obtained over a 24-hour interval and atenolol concentrations were
determined by HPLC with fluorimetric detection, From the plasma atenolol concentration vs time
curves the following pharmacokinetic parameters were obtained: AUC .54y (area under the concen-
tration vs time curves from 0 — 24 h}, ke (terminal elimination constant), 1), (terminal first order
climination half-life), AUC (area under the concentration vs time curves exirapolated to infinity),
Crnax (maximum achieved concentration), Tpay (time to achieve Crmax) and Cpg,/AUC. All these
variables were analyzed using both parametric and nonparameiric statistics. Geometric mean
Angipress/Atenol individual percent ratios were 99.6% for AUC(g.24), 99.7% for AUC, 98.0% for
Crnax, 102.8% for 1), 97.2% for ke and 97.8% for Cpyay/AUC, with all their 90% confidence intervals
within the bioequivalence range 80 — 125%, thus showing similar Patterns of absorption and
disposition. Arithmetic mean for individual Tmax differences was 0.8 h, and the 90% confidence
interval did not inciude the zero value. Based on these results and in accordance with the European
Union and the US Food and Dru g Administration bioequivaience requirements we conclude that both
atenolol formulations are bioequivalent for both the extent and the rate of absorption,

Key words: atenolo] — bioavailubility — human pharmacokinetics — high-performance liquid chroma-

tography

Introduction

Aicnolol (4-(2-hidruxy-3—prop0xy~umino—isnpro-
pyl}-methyl ethyl)amino)propoxy)benzene acetamide) is a
P-adrenergic selective blocker without intrinsic partial
agonist or membrane-stabilizing activity widely employed
in the reatment of hypertension, angina pectoris, and car-
diac arrhythmias {Frishman 1982, Heel 1979, Majid 1979],

It is commercially available as a racemic mixture
((R,S) or rac-atenolol), being the (-)S-form the active

Received ]ﬂ&pril 17, 1997; accepted May 9, 1597,
Correspondence to Dr. G. de Nucci, Av. Jesuino M. Machado, 415,
Campinas, 13092-320, 58, Brazil.

isomer, with no significant pharmacological activity re-
ported for the (+)R-enantiomer [Egginger et al. 1993).

Atenolol is a weak base {pKa: 9.6) [Heel 1789], with
4 partition ceefficient of 0.015 (n-octanol/buffer pH 7.4,
37° C). After an oral dose administration, atenolo! is in-
completely absorbed (50% of the drug is bioavailable). it
is poorly bound to plasma proteins and only about 5% is
metabolized by the liver. Due ta its high hydrophilicity,
atenolol is mainly eliminated unchanged by the kidneys
[Stoschitzky 19937,

The objectives of this study were to determine the
relative bioavailubility and to compare the pharmacoki-
netic profiles of two commercial tablet formulations of 50
mg of atenolol: Angipress from Laboratérios Biosintética
(test formulation; ANG) and Atenol from Wellcome ICI
Laboratories (reference formulation; ATE), in healthy
male volunteers,
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Fig. I Examples of obtained
HPLC chromutograms. Pangl
(). blank plasma showing the
abscense of peaks ai the reten-
tion times of the compounds of
) interest, panel b: plasma symple
withdrawn 6 hours afier the ad-
ministration of 50 mg of
atenolol, Atenolol concentration

T : § 1w 15  Measuredin thissample was 70
ng/mi. Peak I: atenolol, peak iI:
Time { min ) metoprolol (internal standard).

difterences (lest — reference) together with their mean and
90% confidence intervals (Cl). The inclusion of the 90%
CI for the ratios into the 80 - ]125% range, and that of the

zero value into the 90% CI for the differences were ana- _

lyzed by using either parametric (ANOVA for untrans-
formed and log-transformed data} and nonparamerrie (Wif-
COXON rank sum test according 10 Hauschke et al. | 1990}
methods,

Materials

Atenolol, (X)-metoprolol tartrate (internal standard),
sodium dodecyl sulphate (SDS) and HPLC grade aceton)-
trite were supplied by Sigma Chemicals (St. Louis, Mo,
USA). Analytical grade cyciohexane, n-butanol, and so-
dium hydroxide were obtained from CAQ Inddstria e
Comércio Lida. (Sao Paulo, Bragil). Analytical grade hy-
drachloric acid and monosodinm phosphate were pur-
chased from Merck Inddstrias Quimicas (Rio de Juncivo,
RJ, Brazil). HPLC grade methanol was obtained from
Montecaiini Group (Mitano, ltaly),

The commercial atenolol test formulation tablets
Angipress 50 mg (lot 94102701) is marketed by Luabo-
ratorios Biosintética (Sao Paulo, Brazil) and the reference
atenolol tablet formulation Atenol 50 mg (lot 48894) is
marketed by Wellcome-ICI Laboratories (Sao Paulo, Brazil).

Results

Both atenolot formulations were well telerated at the
administered dose. No adverse efffects were reported and

Martins, Pierossi, Moraes et al.
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Fig.2  Plasma atenolol concentrations (mean £ SEM) versus time curves -
obtained from 18 healthy male volunieers after the single administration
of each 50 mg atenolol tabler formulation (open circles: ATE, cmpty
squares: ANG).

the biochemical parameters remained unchanged and
within the reference range. A discrete fall in both systolic
and diastolic arterial pressure (approximately 10 mmHg in
supine position) was observed during the first 8§ — 10 hours
following atenolol administration, However, both formy-
lations showed simjlar profiles with no statistically signifi-
cant differences at any time (data not shown). No signifi-
cant effect on heart rate was observed either at any time
with respect to the basal value or berween the formulations,

Figure 1 shows typicai chromatograms obtained by
the HPLC method described. Retention times were 5.5 and
8 min for atenalo! and metoprolol, respectively. Under the
described conditions, the lowest quantificable atenolol
plasma concentration was 20 ng/ml (taken as § times the
signal/noise ratio value}. The calibration curve was linear
over the range 20 ng/ml 1o 1,000 ng/ml, with typical
regression coefficients higher than or equal to 0.999, and
intercept values not significantly different from zero, In-
terassay variation values (as % CV) were 21.3, 10.5, 9.0,
4.4,7.6, and 2.2% for plasma atenolol coiicentrations of 20,
50, 108, 200, 500, and 1,000 ng/ml, respectively (number
of replicates between 14 and 17 for each concentration).
Intraassay variation was determined by assaying 6 repli-
cates ol aienolol plusma samples of concentration 55, 2 14,
and 1,081 ng/m! within the same run, and the coefficients
of variation obtained were 6.3, 2.6,and 4.3%, respectively,

The mean atenolol plasma concentration vs time pro-
files obtained after the single oral administration of each
atenolol 50 mg tablet formulation are shown in Figure 2,

Table 1 shows geometric mean and 90% Cl values for
AUCp-24), AUC, ke, t1/2, Crmax, and Cmax/AUC, and me-
dian and range for Tmay values obtained for each atenolol
tabiet formulation,

Table 2 shows statistical analysis of the individual
test/reference ratios of AUC(0-24), AUC, ke, 12, Cmax and
Coux/AUC, as well as the inclusion of the 90% ClIs for the
geometric means into the bicequivalence range 86 - 125%.
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showed any value below the 85% of AUC. This allows the
calculation of the relative extent of bioavailability from the
AUCq.24) values, in accordance to the European Union
(EU) statements (minimum 80% of total AUC),

Tabie 2 shows that 90% CI of mean AUC(p-24), AUC,
Crmax, ke, t172, and Crax/AUC (after the log-transformation
of individual ratios) were included into the bioquivalence
range, i.e. B0 — 125%, when analyzed by either parametric
Or nonparametric analysis. Individual Tmax differences
were statistically different from zero as shown by the 90%
CT obtained by parametric and nonparametric tests, These
results mean that both formulations are clearly bioequiva-
lent for the extent of absorption, as stated by the US Food
and Drug Administration authorities [1985, 1993]. How-
ever, the results obtained on individyal Tmax differences
make that the conclusions on bioequivalence for the rate of
absorption should be more thoroughly discussed. Despite
Crmax and Tmax being considered as indexes of absorption
Fate, many authors have questioned the usefulness and the
limitations of these parameters lo decide on a bioequiva-
lence problem, given the effects that the sampling schedule
has on them. In this way, Endrenyi et al. [1991] have
demonstrated that Cax not only reflects the rate, but algo
the extent of absorption, as evidenced by the high correla-
tion observed with the parameter AUC, and proposed that
the ratio Cpax/AUC should better reflect the absorption
rate. In this study, geometric means and 90% CI for test/ref-
erence ratios for either Crax/AUC or Cmax alone were
entirely included into the 80 — 125% range. Based on these
results, the conclusions on the presence of bioequivalence
for the rate of absorption are in opposition with the finding
of significant differences observed in Tpax between the
formulations. The EU guidelines state that assessment of
Tumax, as an index of rate of absorption, “only makes sense
if there is a clinical relevant claim for rapid release or action
or signs for a relation to adverse effects” [Salmonson
1996]. As shown in Table 1, the median Tmay values for
two 50 mg atenolol tablet formulations are 2.5 and 3 h, with
wide intervals (1 -4 and 1.5-5 h for the reference and test
formulations, respectively). As already inentioned, when
the volunteer’s blood pressure or heart rate values were
compared no significant differences were observed at any
time point, despite having both formulations caused a
decrease in blood pressure, Considering these observa-
tions, we can conclude that the difference in Tmax between
both formulations (mean 0.8 h) is not of clinical signifi-
Cance, even when chronically administered to cardiac pa-
tients. Based on these considerations and on the obtained
results, we conclude that the test formulation Angipress is
bioequivalent with the reference Atenol for the rate and
extent of absorption.
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