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RESUMO

Este estudo de bioequivaléncia foi realizado submetendo-se 0 medicamento teste valsartana
comprimido revestido de 320 mg, produzido pela Eurofarma, e o medicamento referéncia,
Diovan®, comprimido revestido de 320 mg, fabricado pela Novartis Biociéncias SA, a estudo
de bioequivaléncia com a finalidade de comprovar a intercambialidade entre ambos.
OBJETIVO: Estabelecer a bioequivaléncia e consequentemente a intercambiabilidade entre
duas formulagBes de valsartana 320mg a partir de analise ANOVA. METODOS: Foi realizado
um estudo aleatorizado, aberto, cruzado, 2x2, com formulac¢@es contendo 320mg de valsartana
em comprimido revestido, em participantes de ambos os géneros, adultos, saudaveis, em
condi¢cBes de jejum. Foram selecionados e incluidos 60 participantes de pesquisa. Os
participantes receberam, em cada um dos periodos de internagédo, 01 (um) comprimido revestido
contendo 320 mg de valsartana, administrado por via oral em esquema de dose Unica, com 200
mL de agua a temperatura ambiente. Foram coletadas amostras de sangue até 48h para
determinacdo plasmaética da valsartana. Para quantificacdo da droga, foi utilizada técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS).
RESULTADOS: Foram obtidos os parametros farmacocinéticos concentragdo méaxima (Cmax),
area sob a curva de zero a 48h (ASCo.-t) e &rea sob a curva de zero ao infinito (ASCo.inf). A média
geométrica entre as formulagdes teste e referéncia foram de 100,88%, (91,47% - 111,26%) para
Crmax, 99,75% (91,95% - 108,21%) para ASCo-, e 99,33% (91,78% - 107,50%) para ASCo-int.
CONCLUSAO: A partir dos resultados obtidos e em conformidade com a legislacdo vigente,
pode-se afirmar que as formulagdes sdo bioequivalentes, e, portanto, intercambiaveis tendo sido
a bioequivaléncia média alcangcada com o intervalo de confianca compreendido entre 80 e 125%
(IC 90%).

Palavras-chave: Valsartana, antagonista de receptores de angiotensina, Hipertensao,
bioequivaléncia.

ABSTRACT

OBJECTIVE: The study was carried out by submitting the test drug valsartan, a 320 mg coated
tablet, manufactured by Eurofarma, and the reference drug, Diovan®, a 320 mg coated tablet,
manufactured by Novartis Biociéncias SA, to a bioequivalence study with the purpose of
proving the interchangeability between the two. METHODS: A randomized, open-label,
crossover, 2x2 study with formulations containing 320mg of valsartan in a coated tablet was
performed in healthy adult male and female participants under fasting conditions. Sixty
volunteers were selected and included. Participants received, in each of the hospitalization
periods, 01 (one) coated tablet containing 320 mg of valsartan, administered orally in a single
dose regimen, with 200 mL of water at room temperature. Blood samples were collected up to
48 hours for plasma determination of valsartan. For quantification of the drug, a technique of
High-Performance Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry (LC-
MS/MS) was used. RESULTS: The pharmacokinetic parameters maximum concentration
(Cmax), area under the curve from zero to 48h (AUCo.48n) and area under the curve from zero to
infinity (AUCo.inf) were obtained. The geometric mean between the test and reference
formulations was 100.88%, (91.47% - 111.27%) for Cmax, 99.75% (91.95% - 108.21%) for
AUCo+, and 99.33% (91.79% - 107.50%) for ASCo.int. CONCLUSION: Based on the results
obtained and in accordance with current legislation, it can be stated that the formulations are
bioequivalent, and therefore interchangeable, with the average bioequivalence reached with a
confidence interval between 80 and 125% (CI1 90 %).

Keywords: Valsartan, angiotensin receptor antagonists, Hypertension, bioequivalence.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia da hipertensdo € diferente em varios paises e regides e entre racas
distintas. A taxa de prevaléncia de hipertensdo em paises industrializados e desenvolvidos é
maior em comparacdo com paises em desenvolvimento ®. Estudos clinicos em larga escala
revelaram que a taxa de prevaléncia de hipertensdo indica uma notavel tendéncia de aumento
em geral 2. A hipertensdo mortes é um dos fatores de risco mais importantes associados as
doencas cardiovasculares, causando altos indices de incapacitagdo e mortalidade 4.

A valsartana ¢ um bloqueador dos receptores da angiotensina Il tipo 1 ativo por via oral
para o tratamento da hipertenséo utilizado isoladamente ou em combinagdo com outros agentes
anti-hipertensivos. Os blogueadores dos receptores da angiotensina (BRAS) sdo recomendados
tanto para o tratamento da hipertenséo quanto para a prevencao cardiovascular em diferentes
contextos 1.

A valsartana administrada por via oral é excretada principalmente nas fezes (em torno
de 83%) e porcdo menor na urina (cerca de 13%). A valsartana liga-se fortemente as proteinas
séricas (95%), principalmente a albumina sérica.®:>.

Ensaios controlados por placebo mostram que a valsartana é segura e eficaz para o
tratamento da hipertensdo com dosagem de 80 a 320 mg uma vez ao dia. A reducdo média da
pressao arterial sistdlica é de 6 a 9 mmHg, e a reducdo média da pressdo diastolica é de 3 a 6
mmHg 2.

Na maioria dos pacientes, apos a administracdo de uma dose oral Unica, o inicio da
atividade anti-hipertensiva ocorre dentro de duas horas e o pico de reducéo da pressdo arterial
é atingido em 4 — 6 horas. O efeito anti-hipertensivo persiste por 24 horas ap6s a administragao.
Durante administracdes repetidas, a reducdo maxima da pressdo arterial com qualquer dose é
geralmente atingida em 2 — 4 semanas e se mantém durante a terapéutica delongo prazo. Em
associacdo com hidroclorotiazida, obtém-se uma reducdo adicional significativa na pressao
arterial ©.

O objetivo do presente estudo foi demonstrar a bioequivaléncia entre duas formulacfes

de valsartana 320 mg comprimidos revestidos.

2 METODOS

Foram selecionados 60 participantes sadios, sendo 30 homens e 30 mulheres com idades
entre 18 e 50 anos e com indices de massa corporal (IMC) entre 18,5 e 30 Kg/m?.

Foram excluidas mulheres gravidas ou em periodo de lactacdo. Também n&o puderam

participar do estudo sujeitos com histdrico de abuso de alcool, drogas ilicitas ou fumantes,
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histérico conhecido de alergia a valsartana ou excipientes do medicamento ou uso de terapia de
manutengdo com qualquer droga que interaja com o0 medicamento estudado, excetuando-se
anticoncepcionais; historico de doenca hepatica, renal, pulmonar, gastrintestinal, epiléptica,
hematoldgica ou psiquiatrica; hipertensdo de qualquer etiologia; historia de infarto do
miocérdio, angina e/ou insuficiéncia cardiaca, e neoplasias malignas. Os sujeitos de pesquisa
também n&o foram incluidos no estudo caso tivessem feito uso de qualquer medicacéo nos 14
dias que antecederam o inicio do protocolo, ou internado por qualquer motivo até oito semanas
antes do inicio do primeiro periodo de tratamento, ou tratamento dentro dos trés meses prévios
ao estudo com qualquer droga conhecida por ter potencial toxico bem definido nos grandes
6rgdos ou alguma alteracdo clinicamente significativa nos exames laboratoriais realizados.

Todos os participantes da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, e o Estudo foi conduzido segundo as Boas Praticas Clinicas’. O protocolo s6 foi
iniciado ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP / Faculdade de
Ciéncias Médicas, S&o Paulo/SP, sob o numero 405/2011, CAAE 0348.0.146.000-11.

O estudo foi aberto, aleatorizado, cruzado, em 2 periodos, com 2 tratamentos (T e R)
sendo balanceado pelas duas sequéncias de tratamentos (RT e TR), comparando duas
preparacdes contendo 320 mg de valsartana, comprimido revestido. As formulacGes foram
administradas em dose Unica por via oral acompanhadas de 200 mL de agua mineral apos
periodo de jejum de no minimo oito horas. Os sujeitos de pesquisa foram internados por
periodos de aproximadamente 37 horas cada, e permaneceram em jejum pelo menos oito horas
antes da administracdo e até quatro horas ap6s a ingestdo da medicacdo. Foram coletadas
amostras de sangue de 7,5mL por meio de um cateter heparinizado introduzido em veia
superficial do antebrago do participante. Um total de 22 amostras de sangue foram coletadas
em tubo com heparina de litio. Os tempos de coleta foram (hh:mm): (basal -01:00h) 00:20;
00:40; 01:00; 01:20; 01:40; 02:00; 02:20; 02:40; 03:00; 03:30; 04:00; 04:30; 05:00; 06:00;
08:00; 10:00; 12:00; 16:00; 24:00; 36:00 e 48:00 apds a administracdo do medicamento. As
amostras foram centrifugadas a 3.200 RPM por 10 minutos a 4°C e o plasma obtido foi separado
em dois tubos criogénicos e armazenados a -20°C até o momento de sua analise. As
determinacfes das concentraces plasmaticas de valsartana foram conduzidas em um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC-MS/MS) (Agilent 1200 Series RRLC System,
Alemanha) acoplado a um espectrometro de massas (API15000, Sciex, Canadd). O padrédo
interno utilizado foi losartana. A Tabela 1 apresenta as condi¢es cromatogréaficas e de

extracao.
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Tabela 1 Condigdes cromatogréficas e de extragdo

Coluna Analitica ACE, ACE5,C8,5 pum (50 x 4,6 mmi.d.)
Pré-coluna Gemini, Phenomenex, C18, 5 um (30 x4 mm i.d.)
Temperatura da coluna 40°C
Temperatura do amostrador 6°C
Volume de injecdo 10 pL
Tempo de corrida 2,0 min
Tempos de retencdo 1,13 min (Valsartana)

0,98 min (Losartana)
Metanol/Agua (70/30; v/v) + 40 mM formiato de aménio + 7

Fase Movel mM &cido férmico
Fluxo Fase Movel 1,0 mL/min
Tipo de extracdo Precipitacdo com metanol

A metodologia foi validada para os seguintes parametros: seletividade, linearidade,
precisdo e exatiddo (LIQ), precisdo e exatiddao (CQ), preciséo e exatiddo para controle de
diluicdo (CQD), recuperacdo e ensaio da supressdo iénica. Foi comprovada a estabilidade nas
seguintes condi¢cBes em matriz: de pos-processamento por 93 horas, de curta duracdo por 6
horas, estabilidade ap6s 3 ciclos de congelamento e descongelamento, e longa duracéo por 624
dias, além de estabilidade de solugdo-estoque para analito por 42 dias, estabilidade de solucao
de trabalho refrigerada por 42 dias e estabilidade de solucédo de trabalho em bancada por 6 horas
para o analito. O espectrdometro de massas operou no modo de ionizacgdo tipo Electrospray
negativo (ESP-), sendo que o0s ajustes para ionizacdo e fragmentacdo sdo apresentados na

Tabela 2 abaixo:

Tabela 2 Pardmetros instrumentais para quantificacdo do analito por espectrometria de massas

Precursor ion Product ion DV(V;ISI;(;;n € CE (volts) CXP (volts)
Valsartana 4342 179,1 200 -36 -15
Losartana 4212 127,0 200 -44 -7

Parametros da Fonte de lonizacio
Collision Gas: 5
Curtain Gas: 15
lon Source Gas 1: 40
lon source Gas 2: 40
lon Spray Voltage: -4500
Temperature: 600 °C

Foram usados como padrdo de referéncia a Valsartana (lote: HOG139) e a losartana
(lote: GOG169), ambas da U.S. Pharmacopeia. O calculo das concentracoes foi realizado pelo

software Analyst v1.4.2 (Sciex, Canada).
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O célculo da concentracdo das amostras desconhecidas foi com base na construcao de
uma curva de calibragdo para cada analito. A funcéo regressao utilizada foi linear ponderada
1/x utilizando a relacdo area do analito e area do padrdo interno (resposta) proveniente dos
respectivos cromatogramas. As amostras de branco, zero ou rejeitadas pelos critérios de
aceitacédo/rejeicdo ndo foram utilizadas para a construcdo da curva de calibragdo. As respostas
provenientes de cada amostra desconhecida foram, entdo, interpoladas pelo proprio software
Analyst v1.4.2 na curva de calibragcdo a fim de proporcionar a concentracdo do composto de
interesse. A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio dos programas WinNonlin™,

versdo 5.3; Microsoft Excel, versao 2007;

3 RESULTADOS

Finalizaram o estudo 59 participantes, apos um ter sido retirado do estudo por término
prematuro no primeiro periodo, devido a razdes pessoais, ndo sendo considerado para analise
estatistica. Foram relatados um total de 52 eventos adversos, sendo que 40,38% nédo foram
relacionados com a droga, e nenhum evento adverso grave. O evento mais comum foi cefaleia.
Todos os eventos adversos foram resolvidos sem sequelas.

A Tabela 3 apresenta os resultados finais para os parametros farmacocinéticos Cmax,
ASCo.t € ASCo.inf, Obtidos a partir dos resultados das analises das amostras de plasma dos 59
participantes submetidos a analise estatistica comparando o medicamento referéncia (Diovan)
e 0 medicamento teste (valsartana 320mg comprimido revestido). Na Tabela 4, sdo

apresentadas as médias geométricas dos parametros farmacocinéticos obtidos.

Tabela 3: Média geométrica, IC (90%), CV e poder do teste para a médias de Cmax, ASCo-t € ASCo.int, cOm dados
transformados em logaritmos naturais.

Razao Média IC 90% CV (%) Poder do Bio
(teste/referéncia) Geométrica (%) Intra Teste (%)
Crnax 100,88 (91,47 - 111,27) 32,63 98,15 Sim
ASCo.t 99,75 (91,95 - 108,21) 26,91 99,74 Sim
ASCo.int 99,33 (91,79 - 107,50) 26,09 99,83 Sim
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Tabela 4: Médias geométricas dos parametros farmacocinéticos obtidos no estudo.

T Tmax Cmax ASCo-t ASCo-inf ASCo-t/ ASCo-inf Kel
(h) (h)  (pg/ml)  (ug/ml*h)  (ug/ml*h) (%) (/h)
Formulacdo
Teste 12,20 281 6,08 36,10 37,85 95,5 0,0568
Referéncia 13,33 2,76 6,02 36,18 38,11 94,95 0,0520

Observa-se que os intervalos para 90%, para Cmax € para ASCo.t, estdo contidos no
intervalo de 80 a 125%. Nota-se também que o efeito de periodo nédo € significante para Cmax
(valor-p =0,880), e nem para ASCo- (valor-p = 0,846), assim como para efeito de periodo que
também ndo se apresentou significante para Cmax (valor-p =0,1612), e nem para ASCo- (valor-
p =0,2073).

A Figura 1 apresenta as curvas médias das concentracdes plasmaticas de valsartana de
cada coleta (medicamentos referéncia e teste) versus tempo, considerando as amostras dos 59

voluntérios que finalizaram o estudo.

Figura 1: Concentracfes médias obtidas para cada coleta considerando as amostras dos 59 participantes.

—©— Teste

—— Referéncia

Concentragdes plasmaticas
de Valsartana (@g/mL)
w

D
o —A

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tempo (h)

4 DISCUSSAO

O estudo foi adequadamente planejado e executado de acordo com os principios de Boas
Préticas Clinicas e em conformidade com as legislacdes vigentes.

Ambas formulagdes foram bem toleradas durante o estudo, com poucos eventos
adversos relatados. Nenhum evento adverso grave foi reportado, sendo cefaleia o0 evento mais
frequente.

O metodo bioanalitico validado e utilizado para quantificar valsartana nas amostras

deste estudo utilizou a técnica LC-MS/MS, técnica selecionada também por outros autores
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anteriormente em diversos estudos publicados, tendo atingido 0s mesmos objetivos em relagao
ao desempenho 15816,

Em comparacdo com outro estudo anteriormente publicado, com formulagdes de 320
mg ', os resultados obtidos foram equivalentes para 0 Cmax € ASCo-inf, pOrém houve grande
divergéncia no valor obtido para a constante de eliminacgdo e consequentemente T1/2. No estudo
relatado, foram feitas 12 coletas pds administracdo e apenas até 24 horas, 0 que pode ter
interferido no célculo do T2, ao invés de 20 e até 48h como no presente, o que contribuiu para
descrever melhor a cinética, sobretudo na fase de eliminagdo. Os dados sdo apresentados na
Tabela 5. Fatores demograficos também podem estar relacionados com as diferencas

encontradas, porém, pelos dados apresentados ndo se pode fazer inferéncias.

Tabela 5: Médias aritméticas dos pardmetros farmacocinéticos no presente estudo (Atual) e de outro j& relatado
na literatura por Abdallah e Zeid %" .

Tuw Tmax Crmax ASCo-24n ASCo-t ASCo-inf ASCO-t/ASCO-inf Kel

/ml /ml /ml

W@ by S R e %) (W)

Estudo  Formulacdo
Atual Teste 14,00 3,00 6,89 - 40,79 42 57 95,48 0,050

ua

Referéncia 15,92 2,99 6,55 - 39,55 41,34 95,09 0,044
. Teste 760 2,25 6,80 37,81 - 42 55 88,36 0,100

Literatura —
Referéncia 7,52 2,25 6,77 39,78 - 43,63 91,28 0,120

5 CONCLUSAO

A comparacéo da biodisponibilidade de formulacGes distintas em relacdo a um mesmo
principio ativo e na mesma concentracdo garante sua intercambialidade. Partindo-se do
principio de que as duas formulagdes atingem os mesmos niveis plasmaticos, espera-se que o
efeito farmacoldgico seja semelhante, obtendo-se a mesma eficacia e mesmo com perfil de
seguranca. Dois medicamentos sdo considerados bioequivalentes quando o IC de 90% para a
razdo entre as médias dos dados transformados em logaritmo natural de Cmax € AUCo. ¢ estdo
entre 80 e 125%, conforme legislacdo vigente. De acordo com a andlise estatistica dos
pardmetros farmacocinéticos, pode-se afirmar que a formulacdo de Valsartana 320 mg
comprimido revestido produzida pela Eurofarma (teste) e Diovan® fabricado pela Novartis
Biociéncias S.A., (referéncia), sdo bioequivalentes e, portanto, equivalentes terapéuticos na

pratica medica ou intercambiaveis-
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