BIODISPONIBILIDADE COMPARATIVA DE DOSES
UNICAS DE FORMULACOES DE CAPTOPRIL

Compar ative biodisponibility of a single dose captopril
formulations
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, em voluntarios sadios, aperformance de umaformulagéo
de um comprimido de Captopril (Neo-Quimica Comércio Industria Ltda) comparando
com aformulagao de referéncia (Capoten® 50mg Bristol-Myers Squibb Brasil S.A). Vinte
e quatro voluntarios participaram do estudo apds avaliagBes clinicas e laboratoriais. O
estudo teve desenho aberto, randomizado e cruzado com dois periodos de internamento e
interval o de no minimo duas semanas. Amostras plasméticas para determinagao de Captopril
foram obtidas antes e em interval os de até 24h ap6s a admini stragdo de umadas formul agdes
em dose Unica. Para a quantificagdo combinou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
eespectrometriade massa. Osvoluntariosforam monitorados durante o estudo e asformulagdes
consideradas bem toleradas. A concentragdo méxima obtida (C_,) e a area sob a curva
(AUC) foram comparadas. A média geométrica do C__ para o Captopril Neo-Quimica
foi 108,5 % (IC 90% = 101,8-115,7) e AUC_,, foi 109,3% (90% |1C=102,7-116,3) dos
valoresdo Capoten®. Visto que 90% de Cmax, AUC _,,, apresentavam-sedentro do intervalo
de confiangade 80-125% proposto pela AgénciaNaciona deVigilanciaSanitaria(ANVISA)
e pelo Food and Drug Administration (FDA), concluiu-se que o Captopril Neo-Quimica
comprimido 50mg foi bioequivalente a CapotenO 50mg, de acordo com suataxa e extensio
de absorgdo.

Descritores: Captopril; Bioeguivaléncia; Farmacocinética; Cromatografia liquida de alta
pressao.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, on human volunteers, the performance of one
captopril tablet formulation (Neo-Quimica Comércio Industria Ltda) against one standard
tablet formulation (Capoten® 50mg Bristol-Myers Squibb Brasil S.A). Twenty-four healthy
volunteers, as assessed by clinical and laboratory test evaluations, were enrolled in the
study. The study was of a two way randomised crossover design comparing both captopril
formulations. Plasma samples for determination of captopril were obtained by pre-dose
and at frequent intervals for up to 24h post to one of the single dose formulations and
were quantified by a validated method employing high-pressure liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (LCMSMS). The subjects were monitored through-out the
study and the formulations were considered to be well tolerated. The maximum reached
concentration (Cmax) and areas under the curve (AUC ) were compared. Captopril
Cmax geometric mean ratio was 108.5% (90% 1C=101.8-115.7) of Capoten® values.
Captopril AUC,, ,,, geometric meanratio was 109.3% (90% Cl=102.7-116.3) of Capoten®.
Since 90% ClI for both Cmax and ratio AUC  ,, for captopril were within the 80 to
125% interval proposed by both the Food and Drug Administration (FDA) and the
National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA), it is concluded that Captopril Neo-
Quimica was bioequivalent to Capoten® for both the rate and extent of absorption.

Descriptors: Captopril; Bioequivalency; Pharmacokinetic; High pressure liquid
chromatography.
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INTRODUCAO

Captopril, 1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-
prolina, € um agente anti-hipertensivo inibidor da enzima
conversora de angiotensina usado no tratamento da
hipertensdo e da insuficiéncia cardiaca congestivat?.
Encontra-se comercialmente disponivel em comprimidos de
12,5 mg, 25 mg and 50 mg, e a determinagdo de seus niveis
plasmaticos pode ser obtida por varios métodos, incluindo
cromatografia gasosa (CG) @, cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-M S)“9 ecromatografialiquida
de alta pressao (HPLC)(€10),

A absorcéo do captopril ocorreno trato gastrointestinal®-
12) apresentando uma biodisponibilidade de 62-65%3). O
pico da concentracdo plasmatica observada é de
aproximadamente uma hora apés a administragdo orald. A
eliminagdo é predominantemente por excrecdo renal®
através de filtracdo glomerular e secregéo tubular.

Captopril é répido e extensivamente metabolizado em
reagdes envolvendo grupos sulfidril. A principal via
metabdlicado captopril envolve ndo somente aformagao de
dimeros de disulfito como também conjugacdo com
componentesdetiol endégeno eproteinas plasméti cas(1-14.19),
Os metabdlitosdo captopril sdoinativoseexistem evidéncias
deconversdo paraaformaativa“invivo” t®, Essaobservacéo
pode explicar a falta de relagdo concentracéo-efeito para o
captopril.

A comprovagao dabiodisponibilidade semelhanteentre
as formulagBes é de fundamental importancia, pois € a partir
delaque o medicamento teste passa a ser considerado como
medicamento genérico, 0 que garante além da equivaléncia
terapéuticaum prego mais acessivel apopulacdo. O objetivo
desteestudofoi avaliar, em voluntérios sadios, acomparacéo
do perfil farmacocinético e bioequivaléncia da formulacgéo
teste de captopril 50mg (comprimido), produzido pela Neo-
Quimica Comércio Industria Ltda. (Brasil) e a formulagéo
de 50 mg (comprimido) de captopril (CapotenO) produzido
pela Bristol-Myers Squibb Brasil S.A. empregada como a
formulagéo de referéncia

METODOS

Protocoloclinico

Neste estudo recrutaram-se vinte e quatro voluntarios
de ambos os sexos (12 homens e 12 mulheres) com faixa
etariaentre 18 a50 anos e variagdo ponderal igual ouinferior
a 10%, de acordo com sua altura e estrutura 6ssea®. O
protocolo clinico do estudo foi aprovado pelo Comité de
EticadaUniversidade Federal do Ceardetodososvoluntérios
parti ci pantes da pesqui sa candi dataram-se espontaneamente
para participar do ensaio clinico, mesmo que esse ndo lhe
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ofertasse nenhum beneficio terapéutico. A autorizagdo formal
dessa participagdo foi concedida através da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido antes do inicio
do estudo pelo voluntério, depois de todas as suas duvidas
terem sido explicadas.

A incluséo dos voluntérios no estudo foi determinada
pel o estado de higidez dos mesmos, comprovado através de
histériamédica, examesfisicoselaboratoriaisrealizadospela
equipe de médicos, enfermeiros e farmacéuticos da Unidade
de Farmacologia Clinica da Universidade Federal do Ceara.
A razdo dessa triagem é aumentar a seguranca para o
voluntério e evitar apresencade processos patol 6gicos que
interferem na farmacocinética dos farmacos e que poderiam
gerar resultadosincorretos.

Osvoluntérios sel ecionados ndo apresentavam doengas
cardiacas, hepaticas, renais, pulmonares, neuroldgicas,
gastrointestinais e hematol 6gicas, avaliadas no exame
médico, ECG e exames laboratoriais: glicose sangiiinea,
uréia, creatinina, TGO, TGP, fosfatase alcalina, g-GT,
bilirrubina total, albumina, proteina total, triglicerideos,
colesterol total, hemoglobina, hematécrito, contagem total e
diferencial de células brancas, velocidade de
hemossedi mentacdo e examede urina. Osvoluntariostiveram
exames sorol gicos negativos paraHIV, hepatite B and C e
b-HCG para mulheres. Todos esses exames passaram por
repeticao ao final do estudo e uma copiafoi disponibilizada
aos voluntarios que solicitaram.

Foram excluidos voluntarios que antes do estudo,
fizeram uso regular de qual quer medicagéo por até 2 semanas,
gualquer droga experimental por até 3 meses, doaram ou
perderam 450ml de sangue ou mais nos 3 meses que
antecederam ao ensai o, equeapresentavam histériade abuso
ded cool ou drogas, internagéo hospital ar recente ou qual quer
outro motivo que ajulgamento do investigador pudesse por
em risco aintegridadefisicado voluntario ou queinterferisse
nainterpretacdo final dos resultados do estudo.

O estudo conduzido foi do tipo aberto, randomizado e
cruzado, com doisinternamentos de no minimo duas semanas
deintervalo. Ointerval o entre osinternamentos obedeceram
a um intervalo minimo de 5 a 7 meias-vidas exigido pela
ANVISA, paragarantir que ndo houvesse um efeito residual
do primeiro farmaco administrado, que inflaria
artificialmente os resultados do segundo periodo. Durante
cada periodo, os voluntérios foram internados as 21 horas e
tiveram uma refei¢cdo noturna normal. No dia seguinte,
aproximadamente as 7 horas, em jejum, os voluntarios
receberam uma dose Unica de 50 mg de cada formulagdo de
captopril, produzido e doado pela Neo-Quimica Comércio
Industria Ltda. (lote N° 3781) ou formulagdo referéncia
CapotenO (lote N° 1344331) com um copo com 200ml de
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agua conforme randomizagédo (Tabela I). A existéncia de
voluntéarios de ambos os grupos de tratamento distribuidos
nos dois periodos de internagdo evita que possiveis
intercorréncias possam influenciar na bioequivaléncia dos
farmacos testados, ja que as variagdes iriam acontecer para
osdosgrupostestados.

Tabdal - Seqliénciade administragéo das duasformulages

de captopril. Fortaleza, 2005.

V((’Hgtar 10 periodo | Periodo ||

01 Capoten® Captopril Neo-Quimica
02 Capoten® Captopril Neo-Quimica
03 Captopril Neo-Quimica Capoten®

04 Captopril Neo-Quimica Capoten®

05 Capoten® Captopril Neo-Quimica
06 Captopril Neo-Quimica  Capoten®

07 Captopril Neo-Quimica Capoten®

08 Capoten® Captopril Neo-Quimica
09 Capoten® Captopril Neo-Quimica
10 Captopril Neo-Quimica Capoten®

n Captopril Neo-Quimica  Capoten®

12 Capoten® Captopril Neo-Quimica
13 Capoten® Captopril Neo-Quimica
14 Captopril Neo-Quimica  Capoten®

15 Captopril Neo-Quimica Capoten®

16 Capoten® Captopril Neo-Quimica
17 Capoten® Captopril Neo-Quimica
18 Captopril Neo-Quimica  Capoten®

19 Captopril Neo-Quimica  Capoten®

20 Capoten® Captopril Neo-Quimica
21 Capoten® Captopril Neo-Quimica
22 Captopril Neo-Quimica Capoten®

23 Captopril Neo-Quimica  Capoten®

24 Capoten® Captopril Neo-Quimica

A fim de manter a padronizagdo dos grupos de

tratamento, alimentos ndo foram permitidos durante as duas
horas que seguiram a administracéo do farmaco, quando um
lanche, entdo, foi fornecido; um almogo padréo e uma
refeicdo noturna foram consumidos 4h e 10h apés a
administrac8o, respectivamente. Nenhum outro alimento foi
permitido no periodo deinternamento. Concedeu aingestao
de liquidos apdés o almogo ad libitum, porém bebidas
contendo xantinas, incluindo chd, cafée coca, foram evitados.

A cada coleta sangiiinea, verificaram-se as pressoes
arteriais sistolicas e diastélicas (medidas de forma nao
invasiva através de um esfigmomandmetro) e a fregiiéncia
cardiaca.

Andlise das amostras

As amostras de sangue para ensaios de determinagdo
do nivel plasmético do medicamento foram colhidas de veia
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do antebraco antes da medicagdo e apés 0,25; 0,5; 0,75; 1,

1,25; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8, 12 e 24 horas apés a
administracdo de captopril. Em cada ocasi&o colheu-se uma
amostrade 6ml através de escal pe em tubo heparinizado. As
amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas a
3.500 rpm por 12 min, e o plasmafoi removido e armazenado
a uma temperatura de -20°C até ser utilizado no ensaio de
doseamento.

As concentragdes plasméticas de captopril foram
determinadas através de método valido com cromatografia
liguida de alta performance associada a espectometria de
massa (LCMSMS) usando o Maleato de Enalapril como
padr&o interno.

Para a extragdo do captopril, as amostras de plasma
foram descongel adas atemperatura ambiente e centrifugada
de 3500 rpm por 5 minutos a 4°C para precipitacdo dos
solidos. Cada aliquota de 0,5mL de plasma, de cada tempo
de coleta, foi adicionada a uma solucdo de 200mM de
ditiotreitol (0,04mL), agitados num vortex por 10 minutos e
depois adicionado 0,2mL do padrdo interno (maleato de
enal april 100ng/mL em agua acidificada) e o os tubos foram
agitados num vortex por aproximadamente 10 minutos.
Adicionou-se 4mL de dietil éter/diclorometano (70/30, v/v)
eagitou-se num vortex por 30 a40 segundos. A fase organica
foi removidaparatubos siliconizados e o solvente removido
através de um fluxo de nitrogénio em banho seco a 37°C.
Adicionou-se 4mL da fase mével aos tubos (70% CH3CN,
30% H20, 0,1% TFA), sendo mais uma vez agitados no
vortex por 15 segundos para que os residuos fossem
reconstituidos. As solugfes foram transferidas para
microvials que posteriormente foram fechados e
acondicionados na bandeja do injetor automético HP 1100
(Hewlett-Packard, CA, USA). Aliquotas de 40mL foram
injetadas automaticamente no sistema de cromatografia
liquida.

A cromatografia foi executada em uma coluna Genesis
C8 4ul 150 mm x 4,6 mm com pressdo de 50 a 70 bar e
temperatura de 25°C. A temperatura do auto-injetor foi
mantida em 4°C e o volume da injegdo foi de 80ul. A fase
movel usada era composta de 70% de acetonitrila, 30% de
agua e 0,1% de acido trifluoracético com uma taxa de fluxo
de 0,6 mL/min.

AnaliseFarmacocinética

Foram determinadas as concentragdes plasmaticas
méximas (C_,) €0 tempo necessario paraal cangar este nivel
maximo (T, ) para captopril. As éreas sob as curvas de
concentracao versus tempo (AUC) do captopril, foram
calculadas pelo método trapezoidal. Para isso utilizaram-se
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0s seguintes softwares Win Nonhen Professional Network
edition, Version 1.5m, Bioequivalence program for two
period crossover studies, version 7.0 e graph pad prisma
version 2.01.

RESULTADOS

Vinte e quatro voluntérios de ambos os sexos (12 homens
e 12 mulheres) com faixa etéria entre 18 e 37 anos (média +
desvio padréo: 23,56 + 5,4 anos) com altura de 155,5 cm a
184 cm (168,47+ 7.3), pesando entre 49 kg e 89,9 kg (69,2+
14,0).

As formulagbes de captopril foram bem toleradas na
dose administrada. Os pardmetros bi oquimicos mantiveram-
seinalterados e dentro do padréo dereferénciaaté o final do
estudo. Alguns eventos adversos foram detectados: dois
voluntarios relataram cefal éia, dois apresentaram nauseas e
outro, tosse. Os sintomas foram leves e possivelmente
relacionados ao captopril . Doisvoluntérios precisaram tomar
paracetamol em dose Unica para dores de cabega. Todos 0s
voluntarios concluiram os dois periodos de estudo.

A curva de calibracdo usada na validagdo do método
analitico foi linear estendendo-se de 0,8 a 5000 ng/mL, com
um coeficiente de regressdo igual ou maior que 0,999 e
intercepto ndo significantemente diferente de zero.

O limite de quantificacdo (LOQ) foi obtido como o mais
baixo ponto da curva padréo naqual aprecisdo e aacuracia
foram £20%. O teste atual teve um LOQ de 1,0 ng/mL de
captopril no plasma.

Seis controles de qualidades (0.8 ,1.0 ,2.0, 3.0, 90, 600
ng/mL) foram escolhidos para avaliagdo da estabilidade do
método ao longo do teste. As variabilidadesintra-diaforam
25,1; 5,6; 8,5; 15,8; 3,4; 2,5%, respectivamente.

A concentragdo plasmatica média do captopril versuso
perfil de tempo obtido apds a administracdo de cada
formulag&o de captopril 50 mg é verificada na Figura 1.

2000+

_._Capoteﬁ"
——Captopril
1000 -:ﬁ
%i:u
hh“-\“"‘-—\._

ol P ———

T T T T T T T i T
01234656 7 8 91215182124

Tempo (h)

Figura 1 - ConcentracGes plasmaticas médias de captopril
versus tempo obtidos em 24 voluntarios saudaveis apos
administrag@o oral em dose Unica de 50mg de uma das
formulagBestestadas.

Tabda |l - Par@metros farmacocinéticos médios obtidos de 24 voluntérios apds a administracéo de cada formulacdo de

captopril comprimido (50 mg). Fortaleza, 2005

. Par &metros Formulaco
Teste/referéncia L = .
Far macocinéticos Capotena Captopril
AUC ,, (ng/h mL) Média (Desvio Padr&o) 5234 (2209) 4942 (2285)
AUC ., (ng/h mL) Média (Desvio Padréo) 5496 (2375) 5181 (2453)
Cmax (ng/mL) Média (Desvio Padréo) 1344 (489) 1228 (495)
t,, (M) Média (Variagdo) 6,3 (3,9-9,7) 6,1 (4,3-8,5)
ke (h?) Média (Variagéo) 0,12 (0,07-0,17) 0,12 (0,08-0,15)
L () Mediana (Variagdo) 1,00 (0,75-1,5) 1,00 (0,75-2,0)

A tabela Il mostra os padrdes famacocinéticos médios
(AUC,,, AUC,,, C .. Ke T, T ) obtidos dos 24

0-¥' “max’ 1/2

voluntarios sadios apds a administragdo da formulagdo de
captopril 50mg. A relagéo AUC,,/JAUC, , foi 95,20 e 95,40
para Capoten® e Captopril Neo-Quimica, respectivamente.

RBPS 2006; 19 (1) : 5-10
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Tabdalll: Andlise estatistica dos parametros farmacocinéticos AUC, ., AUC,,, e Cmax da formulacéo de Captopril Neo-

Quimica versus Capotena.

Analise estatistica

Teste/referéncia Andlise paramétrica Analise ndo-paramétrica

Média geométrica 90% IC Ponto de Egtimativa 90% IC
AUC,,, (ng/h mL) 109,3 % 102,7-116,3% 92,3% 86,5-96,4%
AUC,, (ng/h mL) 91,8 % 101,6-115,3% 91,8% 85,7-97,5%
Cmax (ng/mL) 108,5% 101,8-115,7% 89,3% 82,9-94,1%

A andlise estatistica da Bioequivaléncia das duas
formulagdes por testes paramétricos e ndo paramétricos esta
descrita natabelalll.

DISCUSSAO

Captopril €éum componenteinstavel invivo. A formagao
de dimeros disulfitos e conjugados variados ocorre
rapidamente e dificulta a dosagem dos niveis da droga®?.
Nesse método, ditiotreitol (DTT) € adicionado ao plasma
para reconstituir o captopril convertido em dissulfitos.

A drogateste e o padrao i nterno usadosno nosso método
foram extraidos do plasma através de uma extracéo liquido-
Ifquido (dietil éter/hexano). Os resultados da validacéo
indicaram que os métodos s&o rigorosos, precisos e acurados
e sdo apropriados para a andlise rotineira do captopril no
plasma humano.

Como mostrado natabelall, ndo apresentou diferencas
significativas nos valoresmédiosde AUC ,,, AUC,,,C_ .,
Ke and T__, obtidos em cada formulag&o. A aplicagéo da
curva de concentragao ver sustempo do captopril (Figural)
para verificagcao da bioequivaléncia ndo demonstrou
diferenca significativa na extenséo e na taxa de absorgéo
entre as duas formulacdes (assegurada pelo intervalo de
confianca de 90% para razdes individuais de AUC,, and
Cmax na extensdo de bioequivaléncia de 80-125%).

Tendo em vista que AUC, ., consiste de um valor
estimado representativo da extensdo total de absorcdo da
droga e que AUC,,, representa a extensao de absorcao
quantificada na metodol ogia utilizada no estudo, a relagéo
dessesdoisparametrosdeve ser igual ou superior da80%(9),
o quefoi demonstrado neste ensaio, comprovando aeficiéncia
do delineamento experimental.

De acordo com a literatura, at,, do captopril € de
aproximadamente 1-2 horas”. Nossos resultados
demonstraram, no entanto, que o valor médio da meia-vida
para as duas formul agfes testadas foi em torno de 6,2 horas.
Tal diferenca pode ser justificada pela maior sensibilidade
do método cujo limite de quantificagcdo encontrado foi de

RBPS 2006; 19 (1) : 5-10

1ng/mL enquanto que os val ores encontrados em trabal hos
anteriores ficavam na faixa de 10 a 50ng/ml(8-22, Essa
sensibilidade permitiu que as concentracdes plasmaticas
fossem determinaveis até 24 horas ap6s a administragéo, o
gue ndo foi possivel nos demais, ja que a sensibilidade s6
permitiaaquantificagéo até 8 horas apds aadministragéo do
farmaco.

Uma vantagem para 0 aumento da sensibilidade do
método é permitir ao investigador a administracdo de doses
mais baixas do medicamento testado e com isso diminuir a
probabilidade de aparecimento de um nimero maior de
eventosadversos, jaqueessesnamaioriadasvezes, sdo dose-
dependentes. Na maioria dos estudos realizados,
empregavam-se doses em torno de 100 mg de captopril.

CONCLUSAO

A comparacao da biodisponibilidade de formulactes
diferentes de um mesmo principio ativo na mesma
concentragdo garante a sua intercambialidade. Partindo do
principio de que ambas as formul agBes atingem os mesmos
niveis plasmaticos, podemos esperar que o efeito
farmacol 6gico também sgja 0 mesmo. Considerando a taxa
e a extensdo de absorcdo como requerido pelas
regulamentagdes da Food and Drug Administration® e
ANVISA 18, os dois produtos podem ser considerados
bioequivalentes e, portanto, equivalentes terapéuticos na
prética médica.
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