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RESUMO

O padréo de estudos de bioequivaléncia 2x2 crossover, dose Unica, é empregado
rotineiramente para determinar a intercambialidade entre medicamentos referéncia e
produtos genéricos. Sabe-se também que a variabilidade individual dos voluntarios
participantes em relacdo aos parametros cinéticos de farmacos é um fator impactante a
escolha do desenho do estudo a ser conduzido. No presente trabalho, foram
determinados os polimorfismos dos genotipos CYP2C9 e VKORC1 dos 31 voluntarios
participantes de um estudo comparativo de duas formulacdes de varfarina. Com o0s
resultados cinéticos desse estudo foi avaliado o impacto da biotransformacdo do
farmaco e os resultados individuais dos polimorfismos dos voluntarios na averiguagéo
da bioequivaléncia. Assim, para a quantificacdo de varfarina em plasma humano nos
diferentes tempos de coleta, foi desenvolvida e validada uma metodologia bioanalitica e
foram avaliados os diferentes polimorfismos para os genétipos citados dos voluntarios
participantes do estudo comparativo de bioequivaléncia. As andlises por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas foram realizadas
utilizando coluna Nova Pak Cig (150 mm x 3,9 mm), mantida a temperatura de 30°C. A
fase movel foi composta de acetonitrila:dgua (80:20, v/v) com &cido formico e solucao
de aménio, na vazdo de 0,600 mL/min. Os tempos de retengdo tipicos para varfarina e
p-cloro-varfarina (padrdo interno) foram 2,24 e 2,42 minutos, respectivamente. O
espectrdmetro de massas, equipado com fonte de electrospray positivo, foi empregado
no modo de monitoramento de reacdo multipla (MRM), monitorando as transices de
309,2 > 163,0 e 342,9 > 162,8, para 0 analito e padrdo interno, respectivamente. O
método de quantificacdo proposto demonstrou correlacdo significativa dos resultados

(r=0,999541) na faixa de concentracdo de 5,0 — 1.000,0 ng/mL. Para a determinacdo dos
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polimorfismos dos genotipos CYP2C9 e VKORCL1 foram utilizadas as técnicas de PCR
e PCR em tempo real. Foram encontrados 7 voluntarios mutantes com alelos *2 ou *3
para CYP2C9, e 4 voluntarios mutantes com polimorfismo AA para VKORC1.

A avaliacdo comparativa entre as formulacbes foi realizada com a construgédo
dos intervalos de bioequivaléncia. Foram realizadas trés comparacgdes, entre as quais,
uma considerando todos os voluntarios e outras duas considerando somente oS
voluntarios selvagens para os polimorfismos CYP2C9 e VKORCL1. Os resultados
obtidos neste estudo indicam que, para estes voluntarios, os polimorfismos mutantes
ndo influenciaram na conclusdo da bioequivaléncia, pois para todos os intervalos de

bioequivaléncia calculados, a conclusao foi pela bioequivaléncia entre as formulagdes.

Palavras-chave: Varfarina, Bioequivaléncia, Polimorfismo, CYP2C9, VKORCL.
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ABSTRACT

The standard single dose 2x2 crossover bioequivalence study is routinely used to
determine the interchangeability of reference drugs and generic products. It’s also
known that individual variability of participating volunteers in relation to drug Kinetic
parameters is a factor which impacts the choice of study design to be conducted. In this
work the polymorphisms of CYP2C9 e VKORC1 genotypes were determined in 31
volunteers participating in a study matching two warfarin formulations. The impact of
drug biotransformation and the single results of the polymorphisms of the volunteers
within the investigation of bioequivalence were assessed through the results of this
kinetic study. Thus, a bioanalytical method was developed and validated aimed at the
quantitation of warfarin in human plasma at different time sampling. The different
polymorphisms of the abovementioned genotypes were also assessed in volunteers
participating in the comparative bioequivalence study. The high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry analysis were performed using Nova-
Pak C18 column (150 mm x 3.9 mm), maintained at 30°C. The mobile phase was
composed of acetonitrile:water (80:20, v/v) plus formic acid and ammonia solution, at a
0.600 mL/min flow rate. The typical retention times for warfarin and p-chloro-warfarin
(internal standard) were 2.24 and 2.42 minutes, respectively. The mass spectrometer
equipped with positive electrospray source was used in multiple reaction monitoring
(MRM) mode, in order to monitor the 309.2>163.0 and 342.9>162.8 transitions for both
the analyte and internal standard. The proposed method for results quantification
demonstrated a significant correlation of the results (r=0.999541) within concentration
ranging from 5.0 to 1000.0 ng/mL. PCR and real-time PCR techniques were employed

to determine the polymorphisms of CYP2C9 and VKORC1 genotypes. Seven
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volunteers were found with mutant for gen CYP2C9 with allels *2 or *3, and four
others were found with mutants for gen VKORC1with polymorphisms AA.

A comparative assessment of the formulations was performed by means of the
construction of bioequivalence intervals. There were three comparisons, one of which
considering all the volunteers, and two more considering only the wild volunteers for
the polymorphisms of both CYP2C9 and VKORCL. The results indicate that, for these
volunteers, mutant polymorphisms did not affect bioequivalence completion, since the
conclusion headed towards bioequivalence between the formulations considering all the

calculated bioequivalence intervals.

Keywords: Warfarin, Bioequivalence, Polymorphism, CYP2C9, VKORC1
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1  INTRODUCAO

A comparacdo do perfil fisico-quimico e farmacocinético de dois medicamentos
que contenham a mesma substancia ativa € um recurso para avaliar a possibilidade de
utilizacdo alternativa, ou seja, a intercambialidade entre o produto referéncia, ou
inovador, e o produto teste. Supondo que ambos tenham essencialmente concentracfes
equivalentes no plasma ao longo do mesmo tempo, as mesmas irdo resultar em
concentracdes essencialmente similares no local de acdo, e, por esse motivo, um efeito
similar. Assim, os dados farmacocinéticos podem ser utilizados em substituicdo a
resultados terapéuticos para estabelecer a bioequivaléncia entre os produtos analisados.
(EMEA, 2001)

Dessa forma, os estudos de bioequivaléncia sdo baseados na avaliacdo da
biodisponibilidade da substancia em estudo apds administracdo, em momentos distintos,
das formulacdes a serem comparadas. Uma publicacdo da EMEA em 2001 definiu
biodisponibilidade como a taxa e extensdo pela qual a substancia ativa ou fracdo ativa é
absorvida a partir de uma forma farmacéutica e torna-se disponivel no sitio de acéo.
Assim, o0 objetivo € estabelecer a equivaléncia entre os parametros farmacocinéticos e
inferir que 0 medicamento teste possui a mesma eficicia e seguranca do medicamento
referéncia, o qual possui eficacia clinica comprovada.

Muito ja se discutiu a respeito da padronizacéo dos critérios a serem aceitos em
estudos de bioequivaléncia para farmacos apresentando consideravel variabilidade.
Nesse contexto, farmacos que exibem variabilidade intra-individual superior a 30% de
CV nas medidas de farmacocinética, ASC e/ou Cmax, sdo considerados altamente
variaveis (BLUME, H.; MIDHA, K., 1993). Conhecidamente, alguns farmacos
apresentam grande variabilidade interindividual o que confere grande impacto na

comparacao de formulages. E para assegurar poder estatistico de pelo menos 80% para
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a avaliacdo da bioequivaléncia entre duas formulagdes o nimero de voluntarios (n)
participantes do estudo é o fator que mais influencia. Dessa forma, para atingir a
variabilidade tdo baixa quanto possivel com um n exequivel, uma estratégia é selecionar
voluntarios com a maior homogeneidade possivel, ou seja, com caracteristicas fisicas e
clinicas bastante semelhantes e um namero de participantes capaz de estimar diferencas
entre as formulacdes.

Se um medicamento é conhecido por ser sujeito a polimorfismos genéticos
importantes, os estudos poderiam ser realizados em grupos de individuos de fenotipos
conhecidos ou genotipos para o polimorfismo em questdo (EMEA, 2001). Assim, a
fenotipagem e/ou genotipagem dos voluntarios também podem ser consideradas em
estudos crossover de bioequivaléncia por razdes de seguranca ou farmacocinética
(EMEA, 2001).

Outra fonte de variacdo que influencia na avaliacdo do estudo € a incerteza de
medida do método bioanalitico empregado. Entretanto essa incerteza pode ser bem
controlada na etapa de desenvolvimento do método e ficar dentro dos limites de
tolerancia, rigorosamente, pré-estabelecidos. Se as condi¢des analiticas forem definidas
adequadamente, incluindo as etapas de preparacdo da amostra, separacdo
cromatogréafica, deteccdo e quantificacdo, a metodologia atenderd ao propdsito
pretendido, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. E é na
etapa de validacdo que se comprova a adequacdo da metodologia.

Assim, as validacdes de métodos tém sido reconhecidas como um dos pontos
criticos nas cadeias de qualidade laboratoriais (SOUZA, 2007). Processos de validagédo
fornecem parametros de produtividade, indicam adequacao para uso de um determinado
método e tém dominado na pratica. Considerando que procedimentos de validacdo sdo

fundamentalmente baseados em teste de hipoteses estatisticas, torna-se importante uma
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verificacdo cuidadosa de que premissas feitas com relacdo aos principios destes testes

ndo sejam violadas (THOMPSON, 2002).

1.1  Justificativa

O campo dos testes de bioequivaléncia continua a oferecer muitos desafios para
as industrias de medicamentos genéricos. Com a rapida escalada dos custos desses
estudos, especialmente quando repetir estudos torna-se necessario, a industria procura
por parceiros qualificados com a finalidade de aprimorar o delineamento para a
execucdo dos mesmos. O sucesso do delineamento para um estudo de bioequivaléncia
estd vinculado ao planejamento cuidadoso bem antes que o estudo seja conduzido.
Inevitavelmente, esse planejamento reduz os custos de um estudo (NIAZI, S., 2007) e o
sucesso para a liberacdo do registro compreenderd um pequeno prazo, desde a
internacdo dos voluntérios até a liberacdo para a comercializacéo.

Varios sdo os fatores que conferem variabilidade nos resultados dos estudos de
bioequivaléncia, os quais podem levar a falhas na comparacao entre 0s medicamentos
teste e referéncia. As propriedades fisico-quimicas das substancias em estudo sao
fatores impactantes para determinar a bioequivaléncia. E importante também considerar
possiveis variagdes para drogas que sdo rapidamente biotransformadas na parede do
intestino ou no figado durante a absor¢éo, e as que sdo instaveis em partes especificas
no trato gastrintestinal que exigem revestimento ou formulacGes especiais. Tambem
podem conferir variacdo em estudos comparativos drogas dose-dependente de absorcao,
distribuicdo, metabolismo ou eliminagdo (NIAZI, S., 2007).

Dessa forma, considerando que: i) no tratamento com varfarina a dificuldade se
deve a ampla variacdo interindividual quanto a dose necessaria para atingir o objetivo

terapéutico, a estreita faixa farmacologica e ao grande risco de reacdes adversas,
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principalmente de hemorragia; ii) individuos com variacbes genéticas respondem
farmacologicamente diferente a varfarina, influenciando na posologia desta; iii) estudos
indicam que as variantes genéticas do VKORC1 sdo as maiores determinantes da
variacdo da sensibilidade a varfarina no inicio e na manutencao da anticoagulagdo com
a varfarina (RIEDER, et al., 2005); iv) os polimorfismos do CYP2C9 causam
interferéncia significativa no RNI apo6s as duas primeiras semanas de anticoagulacéo
(ZOLER, M.L., 2008); a correlacdo de estudos genéticos com o0s resultados
farmacocinéticos de estudos de bioequivaléncia trard informacfes valiosas para a
compreensdo dos fatores que interferem na absorcéo, biotransformacao e excrecdo do
farmaco, bem como a variabilidade observada nas concentra¢fes plasmaticas dos
produtos nos estudos de bioequivaléncia.

O trabalho proposto tem por finalidade determinar a variabilidade de alguns
polimorfismos génicos dos voluntarios participantes de um estudo de bioequivaléncia e
avaliar possivel relacdo da variabilidade dos parametros farmacocinéticos da substancia

varfarina aos resultados da genotipagem.

1.2  Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o de comparar estatisticamente duas
formulacBes de varfarina a partir dos parametros farmacocinéticos, Cmax, ASCt e
ASC,, e verificar a influéncia dos polimorfismos génicos dos voluntarios participantes

do estudo.

1.2.2 Objetivo Especifico

Os objetivos especificos foram:
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1. Desenvolver e validar um metodo sensivel, rapido e especifico para
quantificacdo de varfarina em plasma humano;

2. Avaliar o perfil farmacocinético de duas formulactes, teste e referéncia de
varfarina, administradas em voluntarios sadios do sexo masculino participantes
de um estudo de bioequivaléncia de duas formulacdes;

3. Realizar genotipagem dos polimorfismos*1, *2 e *3 do gene CYP2C9 e
1639GG e 1639GA do gene VKORCI;

4. Avaliar o grau de impacto dos polimorfismos dos voluntarios participantes na

avaliacdo da bioequivaléncia de duas formulaces do farmaco varfarina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Descricdo do farmaco em estudo

Os farmacos anticoagulantes visam a alterar o equilibrio entre as reacGes pro-
coagulantes e anticoagulantes. A eficacia e a toxicidade desses farmacos sédo
necessariamente entre mescladas. Por exemplo, o efeito terapéutico desejado de
anticoagulacdo pode ser contrabalancado pelo efeito tdxico de sangramento devido a
uma superdose de anticoagulante. De modo semelhante, a estimulacdo excessiva da
fibrindlise pode levar a destruicdo sistémica do fibrinogénio e dos fatores de
coagulacdo. (MAJERUS, P.W. e TOLLEFSEN, D.M., 2006). A varfarina, farmaco de
escolha desse trabalho, € o protétipo dos anticoagulantes orais e, sem davida alguma, o
mais frequentemente descrito. Entretanto, a acdo anticoagulante de todos os farmacos
dessa classe é semelhante, diferindo principalmente na sua poténcia e na duragdo de
acao.

A varfarina sddica € um aticoagulante sintético quimicamente denominada 3-
(alfa-acetonilbenzil)-4-hidroxicumarina e € uma mistura racémica de R e S-enantidmero,
de quantidades aproximadamente iguais para os dois isomeros opticamente ativos. E um
po cristalino, branco, inodoro, é descolorida pela luz e € muito solivel em agua, soltvel
em alcool, pouco soluvel em cloroférmio e em éter (AVRAHAM, et al.; 2000;
Coumadin®, 2008). Sua férmula empirica é C19H15NaO, e sua férmula estrutural pode

ser representada como a seguir.
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Figura 2.1 Formula estrutural da varfarina

A varfarina é rapida e amplamente absorvida através do trato gastrintestinal,
apos administracdo oral é absorvida por completo, atingindo a concentragdo maxima nas
primeiras 4 horas (Coumadin®, 2008). Esse farmaco circula ligado a proteinas
plasmaticas; distribui-se amplamente em todos os tecidos e se acumula rapidamente no
figado. Aproximadamente 97% das moléculas da substancia apresentam-se ligadas a
albumina plasmatica. Entre os isdmeros R e S da mistura racémica da varfarina, o
enantibmero S é 2 a 5 vezes vais ativo farmacologicamente que o enantibmero R em
humanos (MAJERUS, P.W. e TOLLEFSEN, D.M., 2006).

Estes isbmeros sdo metabolicamente transformados por vias diferentes. A R-
varfarina € primariamente metabolizada por reducdo da cadeia lateral acetil em
varfarina alcoois, que sdo excretados na urina, e a S-varfarina é metabolizada por
oxidacdo a 7-hidroxi-S-varfarina, que é eliminada na bile. O farmaco é lentamente
degradado e apresenta ligeiro efeito cumulativo, capaz de manter a atividade do tempo
de protrombina (TP) nos niveis desejados, em geral, valores de Relagdo Normalizada
Internacional (RNI) entre 2 e 3 s@o considerados alvo para pacientes anticoagulados. A
meia-vida da varfarina varia de 20 a 60 horas, com média de cerca de 40 horas. A meia-
vida da R-varfarina varia de 37 a 89 horas, enquanto que a da S-varfarina varia de 21 a
43 horas (SUSANNE, 2005).

A biodisponibilidade de solug¢Ges de varfarina sodica racémica é quase completa

guando o farmaco é administrado por via oral, intramuscular, intravenosa ou retal.
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Entretanto, os diferentes preparados comerciais de comprimidos de varfarina variam
quanto a sua taxa de dissolucéo, resultando em alguma variacdo na taxa e na extensdo
de absorcdo do farmaco. Alguns dos fatores mais comumente descritos que provocam
uma reducdo no efeito dos anticoagulantes orais incluem reducdo da absorcdo do
farmaco secundariamente a inducéo de enzimas hepaticas por barbitaricos, rifampicina,
fenitoina ou ingestdo crénica de alcool; ingestdo de grandes quantidades de alimentos
ou suplementos ricos em vitamina K; e aumento dos niveis dos fatores de coagulacédo
durante a gravidez. Por conseguinte, o tempo de protrombina (TP) diminui na maioria
desses casos. Em geral, a varfarina pode ser detectada no plasma dentro de 1 hora ap6s a
sua administracdo oral, e obtém-se concentracGes maximas dentro de 2 a 8 horas
(MAJERUS. e TOLLEFSEN, 2006).

Cerca de 10% dos pacientes necessitam de menos de 1,5 mg/dia de varfarina
para alcancar uma RNI alvo de 2,0-3,0. Esses pacientes tendem a possuir 1 ou 2 alelos
variantes da CYP2C9 do citocromo P450, que € a principal enzima responsavel pela
conversdo da S-varfarina em seus metabdlitos inativos (AITHAL et al., 1999). Em
comparacdo com o alelo CYP2C9*1 do tipo selvagem, foi constatado que os alelos
variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3 inativam a S-varfarina com muito menos eficiéncia
in vitro. Esses alelos variantes sdo observados em 10-20% dos caucasianos, porém em
<5% dos negros ou dos asiaticos (MAJERUS. e TOLLEFSEN, 2006). O clearance da
varfarina em individuos CYP2C9*3-homozigotos € de apenas 10% dos valores normais,
e esses individuos podem tolerar menores doses diérias da droga do que aqueles que séo
homozigotos para o alelo normal do tipo selvagem (KATZUNG, 2004).

A varfarina inibe a acdo das duas redutases presentes no ciclo da vitamina K, a
vitamina K redutase e a vitamina K epoxi redutase (Figura 2.2), reduzindo a quantidade

de vitamina KH, reduzida disponivel, limitando, portanto, o processo da gama
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carboxilacéo dos fatores da coagulacdo Il, VII, IX e X e das proteinas anticoagulantes C
e S. Estes fatores da coagulacdo sdo sintetizados em grande parte no figado e tornam-se
ativos apods a carboxilacdo dos residuos de glutamato amino-terminais formando os
residuos de gama-carboxi glutamato (Gla) de ligacdo de Ca®* (MAJERUS. e

TOLLEFSEN, 2006).

Carboxilase dependente da

Vitamina K
¥
Vitamina KH, Epoxi
{hidroguinena) Vitamina K
Vitamina K Vitamina K
redutase Vitamina K1

epoxi redutase

Figura 2.2 Ciclo da vitamina K. Inibicdo da acdo das redutases pela varfarina (barras),
inibindo assim a sintese de vitamina K1 e vitamina KHs.

Fonte: KLACK e CARVALHO, 2006

A vitamina K1 também pode ser convertida na hidroguinona correspondente por
uma segunda redutase, a DT-diaforase. Esta Gltima enzima requer altas concentragdes
de vitamina K1 e é menos sensivel aos agentes cumarinicos, o que pode explicar porque
a administracdo de vitamina K em quantidades suficientes pode neutralizar até mesmo
grandes doses de anticoagulantes orais (MAJERUS. e TOLLEFSEN, 2006).

Para monitorar a terapia com uso de varfarina, deve-se determinar o TP do
paciente juntamente com o de uma amostra de plasma misturado normal em presenca de
um agente de tromboplastina. Ocorre prolongamento do TP quando os niveis funcionais

de fibrinogénio, do fator V ou dos fatores I1, VIl ou X dependentes de vitamina K estdo
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diminuidos. Os niveis reduzidos de fator IX ou das proteinas C ou S ndo tém nenhum
efeito sobre o TP. As medidas do TP sdo convertidas em RNI atraves da seguinte

equacao:

ISI
RNI = (%) (2.1)
ref

onde TPp € 0 tempo de protrombina do paciente, TP € 0 tempo de
protrombina do plasma de referéncia e ISI € um valor dependente de cada lote
de tromboplastina.

O valor de ISI, geralmente fornecido pelo fabricante, indica a sensibilidade
relativa do TP determinado por uma tromboplastina especifica a reducdes dos fatores de
coagulacdo dependentes de vitamina K, em comparagdo com um padrdo de
tromboplastina humana da Organizacdo Mundial da Salude. Os reagentes com valores
mais baixos de ISI sdo mais sensiveis aos efeitos dos anticoagulantes orais, pois ocorre
maior prolongamento do TP em comparacdo com aquele obtido com um reagente
menos sensivel apresentando ISI mais elevado (MAJERUS. e TOLLEFSEN, 2006).

Um monitoramento criterioso deve ser implementado aos pacientes uma vez que
interacdes medicamentosas e outras interacbes potencializam o risco de hemorragias,
elevadas concentracBes plasméaticas de varfarina estdo associadas a uma reducdo
minima na biossintese dos fatores da coagulacdo dependentes de vitamina K (ALVING
et al., 1985) e a ingestdo de vitamina K na alimentacdo didria podem alterar a eficacia
do tratamento.

As apresentacfes do anticoagulante varfarina comercializadas no mercado
farmacéutico brasileiro estdo disponiveis em embalagens com 10 ou 30 comprimidos
nas dosagens de 1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 mg, sendo que o medicamento referéncia Marevan®

¢ comercializado nas dosagens de 5,0 e 7,5 mg. O estudo de bioequivaléncia foi
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conduzido para avaliar comparativamente duas formulacdes de varfarina sédica, na
forma de comprimido simples, e dosagem de 7,5 mg.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
administracdo da varfarina em estudos de bioequivaléncia deve ser feita preferivelmente
em jejum, assim como a dosagem deve ser a do farmaco inalterado. Adicionalmente aos
resultados do estudo de bioequivaléncia classico, aleatorizado de modelo cruzado em
dois periodos, foram avaliados também os polimorfismos dos voluntarios participantes
para 0s gendtipos CYP2C9 e VKORC1, a fim de investigar sua relacdo com o0s
parametros farmacocinéticos, ap6s dose Unica de duas formulaces.

Um estudo conduzido por Palacio L, et al. (2009), avaliou a resposta da dose de
varfarina em individuos de ascendéncia hispanica, considerando trés grupos, sensivel
(228 = 0,50 mg/dia), intermediario (4,2 + 0,76 mg/dia) e resistente
(7,40 + 1,54 mg/dia). As doses foram maiores para os individuos com varia¢fes que
contém o alelo CYP2C9*1 comparados com os individuos com variantes compostos de
outros alelos. Da mesma forma, os individuos com gendtipos VKORC1-1639GG e
VKORC1-1639GA também foram necessarias maiores doses em comparacdo com 0
gendtipo AA. Uma analise de regressdo linear multivariada, nesse mesmo estudo,
mostrou que 38,2% da variancia dose-resposta foi explicada por um modelo envolvendo
idade (20,9%), VKORC1-1639G/A (11,3%) e variacOes alélicas CYP2C9*1, *2 e *3

(7,1%).

2.2 Boas Praticas Clinicas

Um ensaio clinico é um estudo sistematico de medicamentos e/ou especialidades
medicinais em voluntarios sadios que seguem estritamente as diretrizes do método

cientifico previamente descrito em protocolo aprovado por um comité de ética. Seu
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objetivo é descobrir ou confirmar os efeitos e/ou identificar as reagdes adversas ao
produto investigado e ou estudar a farmacocinética dos ingredientes ativos, de forma a
determinar sua eficacia e seguranga em humanos.

Com isso, 0s principios eticos baseados primariamente na Declaracdo dos
Direitos Humanos de Helsinki devem ser a base para a aprovacdo e conducdo dos
ensaios clinicos. Trés principios éticos basicos de igual forca moral a saber, respeito
pelas pessoas, beneficéncia e justica, permeiam todos os principios de Boas Préticas
Clinicas.

Toda conduta e decisGes por parte do pesquisador principal devem garantir a
solidez cientifica do estudo por um lado e sua solidez ética por outro. Além disso,
devem ser estabelecidas diretrizes para garantir que os dados obtidos com a pesquisa
sejam armazenados de forma adequada e que possam ser confirmados,
independentemente de onde o estudo for conduzido.

Um documento de grande importancia é o consentimento informado (TCLE —
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido), meio pelo qual um individuo confirma
voluntariamente seu desejo de participar de um estudo, particularmente apds ter sido
informado sobre todos os aspectos relevantes a sua decisdo de participar. Este

documento se fundamenta em dois propositos essenciais:

- Assegurar que o sujeito controla a decis@o de participar ou ndo da pesquisa

clinica;

- Assegurar que o sujeito participa apenas quando a pesquisa é consistente

com 0s seus interesses, valores e preferéncias.
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O individuo deve decidir por participar ou ndo da pesquisa clinica de maneira
livre e racional. Todas as informacfes devem ser precisas e verdadeiras, além de serem
transmitidas ao sujeito em linguagem clara para facilitar a compreensdo. Dessa forma,
ele pode avaliar as implicacdes para sua propria situacao clinica, pesar todas as opgoes,
fazer perguntas e, entdo, tomar uma decisdo livre e voluntaria.

Os ensaios clinicos devem ser cientificamente solidos, os profissionais
envolvidos devem ser qualificados adequadamente por meio de educacao, treinamento e
experiéncia para desempenhar suas tarefas relativas ao ensaio clinico e aos sujeitos da
pesquisa, devem ser descritos protocolos claros e detalhados, sendo estes aprovados por
comité de ética, o ensaio clinico deve ser conduzido em consonéncia ao protocolo que
recebeu aprovacdo, as regras de privacidade devem estar em consonancia com a(s)
exigéncia(s) regulatoria(s) aplicavel(is), em suma, todos os principios das BPC

fundamentam uma conduta ética aos estudos.

2.3  Tecnicas Analiticas Aplicadas a Metodologia Bioanalitica

2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Uniéo Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure
and Applied Chemistry, IUPAC) define cromatografia como o método fisico de
separacdo, no qual os componentes a serem separados se distribuem entre duas fases,
uma das quais estacionarias, enquanto a outra se movimenta numa direcdo definida. A
mistura que contém 0s componentes a serem separados € dissolvida na fase movel.
Durante a passagem da fase mdvel através da fase estacionaria, alguns componentes sao
fortemente retidos pela fase estacionaria e por isso se movem lentamente com o fluxo da

fase movel. Outros componentes que interagem fracamente com a fase estacionaria séo
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transportados mais facilmente pela fase movel, e, consequentemente, possuem tempos
de retencdo menores. Devido as diferencas em mobilidade, os componentes da mistura
podem ser separados e analisados de forma qualitativa e/ou quantitativa, pela propria
técnica de cromatografia ou em conjunto com outras técnicas experimentais, tais como a
espectrofotometria ou a espectrometria de massas.

Um sistema cromatografico pode ser representado basicamente por quatro

componentes principais:

e um modulo para introducéo de amostra (injetor);
e afase movel,;
o afase estacionaria (coluna cromatogréfica);

e um detector.

Vérias técnicas cromatograficas sdo utilizadas e as diferencas entre elas estdo na
composicao destes quatro componentes e em sua importancia relativa. Por exemplo, na
cromatografia gasosa a utilizacdo do injetor para a introducdo da amostra € de
fundamental importancia e deve ser escolhido em funcdo das propriedades dos analitos
de interesse, tais como, sua estabilidade e volatilidade, bem como em funcdo da
guantidade dos analitos presentes. Uma escolha incorreta pode comprometer 0 sucesso
da analise. Em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o injetor é
simplesmente necessario para introduzir o analito ao sistema sem conferir qualquer
caracteristica de distingdo entre as substancias. Um tipo muito comum, o loop de
injecdo, € quase que usado exclusivamente.

Os dois componentes responsaveis pela separacdo das substancias que ocorre no
sistema cromatogréafico sdo a fase mdvel e a estacionaria. A fase movel é um liquido

que flui sob alta pressdo (acima de 400 bar (4x10’ Pa)) a um fluxo constante, e entdo
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reproduz a cromatografia, ja a fase estacionaria é empacotada no interior de uma coluna
capaz de suportar as altas pressdes do sistema cromatogréafico.

A cromatografia, separacdo das substancias de uma mistura, ocorre se 0S
componentes por interagir de maneira diferente com a fase movel e/ou fase estacionaria
apresentarem tempos de retencdo diferentes partindo da posicéo inicial, introducdo da

amostra.

Existem dois extremos:
(i) todos os analitos tém total afinidade com a fase mdvel e nédo interagem
com a fase estacionaria — todos os analitos se movem juntos com a fase

movel, eles atingem o detector rapidamente e ndo sdo separados

(i)  todos os analitos tém total afinidade com a fase estacionaria e nédo
interagem com a fase mdvel — todos os analitos ficam retidos na coluna e

ndo alcancam o detector.

Portanto, o papel da cromatografia é de obter a separacdo das substancias
explorando as propriedades da fase modvel e/ou estacionaria, baseando-se no
conhecimento dos analitos e em investigacdes praticas.

Diversos detectores podem ser usados em conjunto com a CLAE, o tipo
escolhido pode ser determinante para o tipo da analise e para o sucesso da analise. Os
detectores sdo utilizados rotineiramente, incluindo o de ultravioleta, de fluorescéncia,
eletroquimico, condutivimetro e detector por indice de refracdo, sendo que cada um
apresenta suas vantagens e desvantagens. Muito ja se discutiu a respeito da aplicacéo

destes detectores, mas é indiscutivel que o espectrdmetro de massas possui vantagens
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significativas frente aos demais. Uma tendéncia atual € introduzir a técnica de
espectrometria de massas para obter métodos mais sensiveis e seletivos.

A seguir estdo apresentadas algumas caracteristicas e conceitos importantes a
respeito do espectrdmetro de massas. E importante ressaltar que a proposta desse
trabalho ndo é descrever toda a técnica para plena compreensdo, mas de discutir
aspectos essenciais para esclarecer qual a importancia da utilizacdo do equipamento
CLAE-EM/EM (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massas) em métodos bioanaliticos.

2.3.2 Espectrometria de Massas

O espectrometro de massas é aplicado para obter a massa molecular e
informacdes estruturais para aliquotas em picogramas do material e prover seletividade
pela técnica de decomposicao de ions por reacGes multiplas caracterizando o analito de
interesse. E um detector ideal para caracterizar tanto qualitativamente quanto
quantitativamente.

A grande vantagem da espectrometria de massas como uma técnica de deteccdo
é que confere tanto a selecdo de analitos por massa molecular quanto informacgoes da
estrutura da molécula de interesse. E uma técnica com grande sensibilidade e
seletividade, caracteristicas imprescindiveis para analisar amostras com matrizes
complexas, como é o caso de amostras biologicas.

O triplo quadrupolo, um tipo de analisador, é extensamente utilizado entre os
instrumentos tandem. Tandem na espectrometria de massas (MS/MS) é um termo que
abrange um ndmero de técnicas em que um estagio da espectrometria de massas, ndo
necessariamente a primeira, é usado para isolar o ion de interesse e o0 segundo estagio é

entdo usado para comprovar a relacdo deste ion com suas outras formas ou com
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fragmentos obtidos por decomposicao. A técnica, como sugere 0 nome, consiste em trés

etapas de ajustes nos quadrupolos em série (Figura 2.3).

R
BN

FONTE DE IONS CELULA DE
Qs coLisko

Detector

Qg

Figura 2.3 Esquema de um analisador tipo Tandem, Q;: primeiro quadrupolo,

Qs: terceiro quadrupolo

No primeiro quadrupolo (Q1) ajusta-se o ion de interesse, no segundo ndo se usa
como uma camara de separacdo, mas como uma célula de colisdo, onde os fragmentos
do ion precursor sdo obtidos e transportados até o terceiro quadrupolo (Qz), e na
sequéncia seleciona-se um dos fragmentos formados. Nos dois ajustes de massas ha o
controle para uma Unica unidade de relacdo m/z ou um intervalo de valores de relacédo
m/z. E importante destacar que a relacdo m/z, I&-se massa/carga, é a razao entre massa
molecular da estrutura e a sua carga, que pode ser positiva ou negativa.

Em espectrometria de massas existem outros tipos de analisadores, além do
Quadrupolo, (p.ex.: lon-Trap e Time-of-Flight Mass Analyser — TOF), que sé&o
utilizados para analises qualitativas ou quantitativas para diferentes classes de
substancias quimicas. Tambem ¢é possivel configurar dois analisadores como

representados na Figura 2.4.
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Figura 2.4 Representacdo de analisador quadrupolo associado com analisador de massas

Time-of-flight (tempo de v0o). Fonte: LINDON, J.C. et al., 2000

E na fonte de ionizag&o (lon source), representada na figura anterior, que ocorre
a ionizacdo da substancia e a volatilizacdo da fase movel, quando utilizada a
cromatografia liquida. Muitos avangos tecnolégicos na espectrometria de massas
melhoraram a sensibilidade das técnicas e propiciaram aumento no escopo das classes
de substéncias a serem analisadas. O Eletrospray foi o tipo de fonte que permitiu
acoplar a cromatografia liquida de alta eficiéncia ao espectrdmetro de massas e sua
configuragdo perpendicular & entrada para o analisador aumentou a sensibilidade da
técnica.
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Figura 2.5 Representacdo esquematica de fonte de ionizacdo — Eletrospray

Fonte: LINDON, J.C. et al., 2000
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Mesmo com grande fluxo de solvente organico chegando a interface da fonte de
ionizacdo com o analisador, o vacuo no interior do espectrdometro é preservado e 0s
interferentes ndo ionizados ndo sdo direcionados para o interior do analisador. Como
nos analisadores, ha varios tipos de fontes para as varias aplicacbes. Assim, é

importante conhecer quais as diferencas e para qual aplicacdo a configuracéo é indicada.

2.4  Tecnicas para Determinacéo de polimorfismos

As bases moleculares de diferencas formacogenéticas comecaram a ser
elucidadas na década de 1980, com a clonagem e a caracteriza¢do do gene debrisoquina
4-hidroxilase (CYP2D6). A partir dai, inimeros genes envolvidos na metabolizacdo de
farmacos foram caracterizados. Desde entdo, a énfase dos estudos farmacogenéticos tem
sido a identificacdo de polimorfismos em um Unico gene. Apesar de caracteristicas
monogénicas serem importantes determinantes da acdo de um farmaco, o efeito
farmacol6gico como um todo é resultado da interagdo de varios genes, cada um
codificando uma proteina envolvida em uma ou vérias etapas do metabolismo,
transporte, distribuicdo e acdo do farmaco. Por exemplo, se um individuo for portador
de duas variantes geneticas, uma cujo produto afete a inativagao do farmaco e outra cujo
produto afete a sua ligacdo a um receptor; o primeiro polimorfismo ira determinar a
concentracdo do farmaco e o outro ird alterar a forma como a pessoa respondera a essa
concentracdo. Essas interacOes poligénicas sdo mais dificeis de quantificar do que
efeitos monogénicos, mas certamente nos ddo um panorama mais real sobre a resposta
ao farmaco (HUTZ, MH; FIEGENBAUM, M.; 2004).

Os recentes avancos em pesquisa molecular, métodos de analise de DNA e
bioinformética que comecaram na década de 1990 tém elucidado os mecanismos dos

efeitos farmacologicos, das diferencas genéticas na patogenia das doencas e dos
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polimorfismos em genes importantes para a determinacao das diferencas de respostas a
farmacos entre individuos. Essas inovacdes certamente contribuirdo para a instalagdo da
farmacogenémica como uma realidade na medicina do século XXI (HUTZ, MH,;
FIEGENBAUM, M.; 2004).

Duas técnicas envolvidas na identificacdo dos polimorfismos foram empregadas
neste trabalho, a técnica de reacdo em cadeia por polimerase (PCR) e a reacdo em
cadeia por polimerase em tempo real (PCR-TR), as quais estdo apresentadas a seguir

uma sintese de sua utilizacéo e aplicacéo.

2.4.1 Tecnica de Reacdo em Cadeia por Polimerase

Esta técnica é muito conhecida pela sigla PCR, originada do inglés Polymerase
Chain Reaction, é um método de amplificacdo de &cido desoxirribonucléico (DNA) sem
0 uso de um organismo vivo. Idealizada por Kary Mullis nos meados dos anos 80, e,
assim como o sequenciamento de DNA ela tem revolucionado a genética molecular,
tornando possivel uma nova abordagem para o estudo e a analise de genes (WATSON,
2009).

A PCR é um meétodo muito sensivel de analise e por isso é realizado com muito
cuidado para evitar contaminagcfes que possam inviabilizar ou tornar erréneo o
resultado. Essa técnica explora certas caracteristicas do processo de replicacdo do DNA.
A DNA polimerase usa 0 DNA de fita unica como molde para a sintese de uma nova
fita complementar. Esse molde de DNA de fita simples pode ser produzido pelo simples
aquecimento do DNA de fita dupla a temperaturas proximas a de ebulicdo (WATSON,
2009).

Em primeiro lugar, deve-se extrair o material genético da célula ou outro

material a ser estudado sem danifica-lo. Normalmente o material extraido € o DNA, mas
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também pode-se trabalhar com o RNA. Depois de extraido o DNA, a este é adicionada
uma mistura, também conhecida como pré-mix, que contém os desoxirribonucleotideos
trifosfatos, dNTPs, que sdo as bases nitrogenadas ligadas com um trés fosfato, os
primers também chamados de oligonucleotideos ou iniciadores, e a enzima DNA
polimerase em uma solucdo tampdo. Toda esta mistura é colocada no termociclador, o
qual faz ciclos de temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos especificos para
cada reacdo de especificos fragmentos a serem amplificados. A PCR em tempo real -
PCR-TR é uma técnica muito semelhante a descrita anteriormente, o que a diferencia é
a aquisicdo dos dados durante todo o periodo de tempo relativo a amplificacdo dos
fragmentos da PCR. Ou seja, os dados relativos ao nimero de fragmentos sdo
constantemente adquiridos e € possivel acompanhar o aumento desses fragmentos

durante os ciclos de aquecimento e resfriamento.

2.5 Conceitos dos Parametros de Desempenho Analitico

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos
sdo: seletividade e especificidade, linearidade, faixa de trabalho, precisdo, exatidao,
limite de deteccgdo, limite inferior de quantificacdo, limite superior de quantificacdo e
robustez. Estes termos sdo conhecidos como parametros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho e, algumas vezes como figura analitica de merito. A
seguir serdo apresentados alguns conceitos importantes para melhor compreensdo do

processo de validacdo de métodos bioanaliticos.
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2.5.1 Seletividade e Especificidade

Um método bioanalitico deve ser capaz de medir a quantidade exata de um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz. Para confirmar esta capacidade deve-se obter
resultados de amostras contendo o farmaco, ou medicamento, contaminadas com
impurezas ou interferentes e comparar com os resultados de amostras ndo contaminadas,
para demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por materiais. Propostas de
ensaios analiticos como este comprovam que o método é seletivo, pois o sinal da
resposta do detector é exclusivamente do composto de interesse.

Assim, o pardmetro seletividade refere-se a capacidade do método diferenciar o
analito entre as vérias substancias presentes nas amostras. Se esse parametro ndo for
assegurado, a linearidade, a exatidao e a precisao estardo seriamente comprometidas.

A especificidade também é um pardmetro relacionado ao evento da detec¢do do
método analitico, por isso que muitas vezes é confundido com seletividade. Dizer que o
método é especifico significa que produz resposta para um Unico analito, ou seja,
somente medird aquela substancia que é a de interesse.

Em suma, quando o método produz respostas para varias espéecies quimicas, mas
é capaz de distinguir a resposta do analito das outras respostas pode ser chamado de
seletivo e quando somente um analito for avaliado serd especifico. Dessa forma, um

método pode ser seletivo e especifico ao mesmo tempo.

2.5.2 Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade do método de distinguir, de maneira confiavel,

duas concentragfes proximas (BRITO et al., 2003). Sejam dx e dY, respectivamente, a
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diferenca de concentracdo do analito e a diferenca entre as respostas. Sob o ponto de
vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente angular do grafico analitico expresso

como:

S=—— 2.2)

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentracdo, dx, do analito
causa grande variacdo no valor do sinal analitico medido, dY . Esse critério expressa a
capacidade do procedimento analitico gerar variacao no valor da resposta monitorada ou
medida, causada por pequeno incremento na concentracdo ou quantidade do analito.
Entretanto, tornou-se comum o uso errdneo desse termo para designar método com
baixo limite de deteccdo. O conceito e a maneira de calcular esse parametro de

desempenho analitico serdo discutidos nesse trabalho.

2.5.3 Exatidao e precisdo

Os parametros de validacdo exatiddo e precisdo sdo considerados os mais
importantes. A exatiddo implica na combinagdo de componentes de erros aleatorios e
sistematicos e a precisdo esta associada aos erros aleatorios de um sistema de medicéo.
Ou seja, a exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (DOQ-CGCRE-008, 2003), e ao
resultado incide um erro sistematico, ou tendéncia, que € intrinseco ao método. Outra
maneira para avaliar a exatiddo do método recentemente desenvolvido é a comparacao
do método com um segundo método de referéncia bem estabelecido.

A precisdo representa o grau de repetitividade entre os resultados das analises

individuais. Quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa mesma amostra
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homogénea, em idénticas condigcdes de ensaio, aos resultados incide um erro aleatério
que esta relacionado, principalmente, as pequenas variacdes de preparo das amostras e
as injecbes do sistema cromatografico. A precisdo representa o quanto que o valor
obtido distancia do nominal, é calculada como coeficiente de variacdo (CV%) dos
resultados de ensaio, expressa em porcentagem a partir da razdo do desvio padréo pela

média das replicatas analisadas.

2.5.4 Linearidade

Os experimentos descritos para avaliagdo da linearidade frequentemente
envolvem preparo de curvas de calibragdo com ou sem matriz, em sua maioria com
cinco a seis niveis de concentracdo, incluindo ou ndo o ponto zero, e com um minimo
de duas a sete replicatas por nivel. Em geral, utiliza-se o método dos minimos
quadrados ordindrios (MMQO) como ferramenta estatistica para avaliacdo da
linearidade. A maior parte das referéncias recomenda a estimativa dos parametros de
desempenho analitico, além de uma analise dos residuos do modelo de regressao,
incluindo a inspecdo do diagrama de dispersdo (x,y) e do grafico dos residuos da
regressao.

Contudo, os procedimentos para analise de dados propostos na literatura séo
muitas vezes controversos. Enquanto alguns autores recomendam a avaliacdo do
coeficiente de correlagdo como indicador de linearidade, outros enfatizam que esta
estatistica ndo deve ser utilizada neste contexto. Considerando essa contradicdo, €
importante destacar que o coeficiente de determinacdo (R?) ndo é indicado para medir a
adequacao do modelo, uma vez que ele pode ser artificialmente aumentado através da

adicdo, ao modelo, de termos polinomiais de ordens superiores em x. Além disso, em
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geral, ndo mede a magnitude da inclinacao da linha de regresséo, e sim esta associado a
correlacéo linear entre Y e x.

Ja a inclinacédo da curva de calibracdo, 1, mede a mudanca prevista na média de
Y para uma mudanca unitaria em x. Assim, quanto maior for essa variacdo em Y maior é
a inclinacdo, e em termos analiticos, mais sensivel é o método. A seguir, esta

apresentada a equacdo geral da reta considerando o erro associado aos residuos.

Y=[00+ f1x+ ¢ (2.3)

onde, S € o coeficiente linear, B € o coeficiente angular e ¢ é o erro aleatério da
equacdo associado aos residuos, as premissas deste modelo serdo discutidas mais

detalhadamente neste trabalho.

No “Guia para validagdo de métodos analiticos ¢ bioanaliticos”, publicado no
Diario Oficial da Uni&o pela ANVISA de 2003, foi preconizado que “para os estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia deve-se utilizar padrdo interno, sempre que
métodos cromatograficos forem utilizados”. Com isso, a determinacéo da quantidade de
padrdo interno adicionado deverd ser criteriosa para ndo proporcionar uma baixa
sensibilidade ao método.

Para os métodos cromatograficos, a resposta, Res, é definida como a razdo da
area do analito de interesse pela area do padrdo interno (equagéo 2.4). Quanto maior for
o valor de area do padrdo interno, menor serd a sensibilidade do método apos variacéo

da concentracdo do analito em x.

(&rea do analito) 2.4)

Res=— —
(&rea do padrao interno)
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A definicdo dos limites superior e inferior da faixa de trabalho, presente nos
itens a seguir, € normalmente derivada dos estudos de linearidade publicados em artigos
cientificos, da concentracdo da amostra a ser quantificada e obtida experimentalmente.
Ou seja, a faixa de trabalho é dependente da intencdo da aplicacdo do procedimento. E
importante destacar que esse intervalo deve estabelecer uma relacdo linear com o valor
de concentracdo do analito e deve ser determinada a exatiddo e linearidade exigidas sob
as condicOes especificadas para 0 ensaio. A relacdo linear pode ser valida sobre a faixa
linear de trabalho, mas é improvavel que essa relacdo linear extrapole além desses
intervalos. Em outras palavras, a medida que nos movemos além dos valores limitrofes
da curva de calibracdo, tornamo-nos menos certos acerca da validade do modelo
adotado (MONTGOMERY, D.C, et al., 2006).

Segundo a Resolucdo RE 899 da ANVISA “ndo ¢ permitido estimar a
concentracdo das amostras através de extrapolacdo da curva de calibracdo abaixo do
Limite Inferior de Quantificacdo ou acima do maior padrdo. Em vez disso, a curva deve
ser redefinida ou as amostras de concentracdes superiores devem ser diluidas e
reanalisadas.” Assim, a determinacdo desse intervalo e a relacdo linear entre a resposta
do sinal e concentracdo do analito € de fundamental importancia para a aplicacdo do

método bioanalitico validado.

2.5.5 Limite Inferior de Quantificacdo

O Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) é a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condicdes experimentais estabelecidas. Esse limite € um parametro determinado,
principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em

farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e é expresso como
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concentracdo do analito na amostra. A importancia de determinar um valor
suficientemente baixo para os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia é
para melhor tracar o perfil farmacocinético do analito sob estudo.

A faixa de trabalho deve ter um limite inferior de quantificacdo suficientemente
baixo a fim de quantificar os primeiros pontos de coleta das amostras responsaveis pelo
inicio do perfil farmacocinético, fase absortiva do farmaco, e também quantificar os
pontos de concentracfes mais baixas da regido de eliminacdo do farmaco, apés a
concentracdo méaxima (Cmax), fase B. Na Figura 2.6 pode-se observar um perfil
farmacocinético tipico de um farmaco no organismo, considerando um sistema
monocompartimental, com as fases de absorc¢do, de distribuicéo (fase o) e de eliminagéo
(fase B). Também estdo destacados valores de concentracdo maxima, de tempo maximo

e a regido da area sob a curva (ASC).

25 A
Cmax|...
20 -

15 A

10 A

Concentracio

Q Tmix 12 24 36 48

Tempo de coleta

Figura 2.6 Representacdo do perfil farmacocinético apos administracdo oral, dose Unica;

Cmax: concentragdo maxima, Tmax: tempo maximo e ASC: area sob a curva.

Alguns laboratdrios determinam a concentracdo para esse limite por meio da

analise de matriz biologica contendo concentracdes decrescentes do farmaco até o



Avaliagdo da Influéncia de Polimorfismos Génicos em Voluntarios de um Estudo de Bioequivaléncia de Varfarina 28

menor nivel quantificavel com precisdo e exatiddo. Outros laboratorios analiticos
determinam esse valor calculando 1% da concentragdo maxima do farmaco publicada
em literatura. Além de demonstrar a precisdo e exatiddao para o LIQ, outros critérios,
preconizados na Resolucdo RE 899 da ANVISA, de 29 de maio de 2003, que devem ser
demonstrados € a razdo do sinal pelo ruido da linha de base (ho minimo, 5:1), e o sinal
do analito que também deve ser, no minimo, cinco vezes superior a qualquer
interferéncia da amostra branca no mesmo tempo de retencao.

Para o calculo de valores extremos aos limites de quantificacdo, inferior e
superior, deve-se ter o cuidado de seguir a legislacdo vigente e avaliar a incerteza de
medidas fora da faixa de trabalho. Visto que os resultados analiticos ndo sdo somente
concentracdes, mas sim estimativas de concentracdo propensas a erros, nas medicdes
abaixo dos limites estas estimativas acompanhadas por suas respectivas incertezas
podem levar a resultados negativos (SOUZA, 2007) e os modelos de regressdo também
ndo sdo necessariamente validos para finalidades de extrapolacio (MONTGOMERY,

D.C, et al., 2006).

2.5.6 Limite Superior de Quantificacdo

O Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) € a maior quantidade do analito em
amostra possivel de ser quantificada com precisdo e exatidao, determinado como limite
pela faixa de trabalho. Alguns fendbmenos causados por concentracfes elevadas do
analito podem interferir na resposta do detector, e, consequentemente, influenciar na
linearidade da curva de calibracdo. Assim, as condi¢cdes de saturacdo do detector, o
efeito de supressdo i6nica e a contaminagdo de tracos de analitos entre analises de

amostras sequenciais (carry over) devem ser controlados. A saturacdo do detector é a
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perda da sensibilidade do método de responder, na mesma proporcao linear, a uma
variacdo de unidade de concentracéo.

Ja o efeito de supressao ionica esta associado a uma diminuicdo da formacao de
ions na fonte do espectrdmetro de massas. Essa diminuicdo, para amostras com
concentracdes elevadas, geralmente esta associada a influéncia dos elementos do meio
ao equilibrio i6nico da substancia analisada, por exemplo, a compatibilidade do solvente
utilizado no preparo da amostra com a fase mavel.

A contaminacdo entre amostras sequenciais estd associada ao processo de
lavagem do amostrador automatico, o qual deve ser padronizado para limpeza eficiente
apos a injecdo do maior padrdo. O teste de possivel carry over constitui na analise
sequencial de injecGes de padrdo LSQ seguido de amostras brancas, todas preparadas
apos processo de extracdo em matriz bioldgica.

Vale ressaltar que quando os valores apresentam tendéncia negativa para as
respostas de concentracdes elevadas, a reta de regressao pode representar bem a relacao
entre as variaveis no intervalo da curva de calibracdo, mas ndo ha garantia de que a
relacdo mantenha esta natureza (linear) fora do intervalo considerado, como ilustrado na

Figura 2.7.

als)
Concentracio

Figura 2.7 Trecho inicial apresentando linearidade (correspondendo a reta cheia) e

prolongamento da reta indicando perda de linearidade (reta tracejada).
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Segundo a Resolucdo RE 899, de 29 de maio de 2003 e 0 guia “Esclarecimentos
Sobre a Aplicacdo da RE N° 899/2003 — Validacdo de Meétodos Bioanaliticos”
publicado pela ANVISA em 2008 o limite superior de quantificacdo podera ser de até

2,2 vezes o valor da concentracdo maxima do farmaco publicada na literatura.

2.5.7 Limite de Deteccéo

Para métodos qualitativos o Limite de Detec¢do (LD) € o limiar de concentracao
no qual o ensaio se torna pouco confiavel. Para métodos quantitativos é a menor
concentracdo do analito ou valor da propriedade que pode ser confiavelmente detectada
pelo método, ou seja, ainda é possivel diferenciar o sinal do analito da linha de base.
Para proposito de validacdo é normalmente suficiente prover uma indicacdo do nivel no
qual a deteccdo se torna problematica (EURACHEM, 1998).

Quando métodos novos sdo desenvolvidos ou modificados para andlise de
tracos, frequentemente definem LD em termos do desvio padrdo de medidas de
amostras brancas. Entretanto, sendo o branco constituido de todas as interferéncias do
sinal, com excecdo da interferéncia com a matriz da amostra e do analito, ndo
reproduzird as mesmas condicdes a que o analito estara sujeito durante a analise. O LD
determinado dessa forma pode avaliar mudancas ocorridas durante o desenvolvimento
do método, ou para comparacdo de instrumentos. Mas ndo representam a realidade da
analise pratica, pois esses valores sdo extremamente baixos.

O LD para analises bioanaliticas deve ser determinado ap0s processamento de
amostras com interferéncia de matriz bioldgica, pois o ruido ou linha de base,
considerando métodos cromatograficos, obtera valores mais proximos da amostra real.
As amostras provenientes de material bioldgico possuem diferentes materiais que

podem interferir direta ou indiretamente tanto na resposta do analito no equipamento
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guanto no processo de extracdo. Tém-se como exemplo de material bioldgico sangue,
soro, plasma, urina, fezes, saliva, e véarias excretas de tecidos.

O limite de deteccdo pode ser determinado mediante o sinal-ruido, por desvio
padrdo da resposta e média do coeficiente angular e por processos estatisticos a partir
dos Limites de Confianca da curva de calibracéo.

O sinal-ruido pode ser aplicado somente para processos analiticos que exibem
linha de base, como é o caso de analises cromatograficas. A determinacdo da razéo
sinal-ruido é realizada por meio da comparagdo dos sinais medidos da amostra com
baixas concentra¢fes conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a
concentracdo minima na qual o analito pode ser detectado. A razdo sinal-ruido com
valor 3 é geralmente considerada aceitavel para estimar o limite de deteccdo (ABNT,
2001).

Utilizando resultados dos coeficientes angular e linear das curvas de calibracdo

do método bioanalitico também se pode calcular o limite de detec¢do. A equacédo de LD
apresentada em (2.5) depende do desvio padrdo dos coeficientes linear (S;) e do

coeficiente angular médio das curvas de calibragéo ( A3,) que estima a sensibilidade de

deteccdo do equipamento.

LD =—2% (2.5)

O numero de curvas necessarias para executar esse calculo é de no minimo trés
curvas de calibragdo contendo concentragcdes do farmaco proximas ao suposto limite de

quantificacéo.
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Outra maneira pratica de calcular o LD ¢é utilizando os limites de confianca das
curvas de calibracdo. A Figura 2.8 a seguir representa um esquema para exemplificar a
técnica.

A seguir esta apresentado o processo para determinar o valor de LD:

1. O ponto de intersecdo € normalmente quando x = 0 (seta A, circulo); mas quando
Bo é negativo especifica-se para o valor de x 0 ponto do intercepto da curva com a
abscissa, valor de Y > 0 (seta B, quadrado). Esta é uma maneira de determinar LD
sem que o torne irreal;

2. O Limite de Confianca Superior (LCs) é obtido a partir das expressdes (2.6),
intervalo de confianga de 100(1 — a)% em torno da resposta média, usando o

sinal (“+), e variancia do estimador Y (2.7);

IC = Bo + ﬂAlXO Tlai2n2 \;Var(,[tho) (2.6)

Var (i, ) = a{% P B m%) *)2} @7)

Figura 2.8 Esquema para determinacao do limite de deteccdo (LD) e limite de

quantificacdo (LQ) considerando p 0 negativo, com valores em X,

concentracéo do analito, e em y, resposta (MEIER, P. C., 2000).
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3. Uma linha horizontal é tracada através do limite de confianca superior marcado
com o circulo ou quadrado, conforme dados apropriados, como exemplo na figura
anterior;

4. LCs ¢é inserido na equacgdo (2.6) (LC, :,BO +,81-XLD). O intercepto da linha
horizontal com a linha de regressdo define o limite de deteccdo, X, p, qualquer
valor abaixo pode ser reportado como “valor abaixo do limite de deteccao” ou
também o valor encontrado e sua incerteza;

5. O intercepto da linha horizontal com o limite de confianca inferior determina o
limite de quantificagéo, X.q , qualquer valor acima deste pode ser quantificado
como “X(y*) £t s,7;

6. Valores de X entre LD e LQ podem ser reportados como “LD < X(y*) < LQ”

(MEIER, P. C., 2000).

2.5.8 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta em
face de pequenas variacbes. Um método diz-se robusto se revelar praticamente
insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer quando esse esta sendo executado.

Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer ao teste de
Youden. Trata-se de um teste que permite ndo s6 avaliar a robustez do método, como
também ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando
qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variagdes. Convém salientar que quanto
maior for a robustez de um método, maior serd a confianca frente a tais variagdes nao

comprometendo a precisdo do método (BRASIL, 2010).
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Na Resolucdo RE 899 da ANVISA ha indicacdo de possiveis fatores a serem
testados para métodos cromatograficos: (i) variacdo do pH da fase madvel, (ii) variacdo
na composicdo da fase movel, (iii) diferentes lotes ou fabricantes de colunas, (iv)
temperatura, (v) fluxo da fase movel.

Em métodos bioanaliticos esse parametro de desempenho deve ser considerado
durante a fase de desenvolvimento do método e constatando-se sua susceptibilidade as
variacdes nas condicOes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem
ser incluidas no procedimento operacional.

A consulta publica n® 33, de 28 de junho de 2011, publicada pela ANVISA tem
por objetivo estabelecer os requisitos minimos para a validacdo de métodos
bioanaliticos empregados em estudos para registro e pds-registro de medicamentos no
Brasil. Neste documento ndo ha nenhuma citacdo para avaliar a Robustez de métodos
bioanaliticos. Mas mesmo assim, é importante que o analista responsavel por
desenvolver o método bioanalitico tenha conhecimento de todas as possiveis variaveis
que podem influenciar nos resultados e dominio de todos os processos para que ndo

ocorram erros na quantificacdo das amostras.

2.5.9 Recuperagao

A recuperacdo também é outro parametro a ser avaliado a fim de apresentar a
eficiéncia do procedimento de extragdo do método analitico dentro de um limite de
variacdo. Porcentagens de recuperacdes proximas a 100% sdo desejaveis, porém,
admite-se valores menores, desde que a recuperacdo seja precisa e exata (BRASIL,
2003d).

As respostas obtidas das substancias analisadas no método bioanalitico apds

executado o processo de extracdo devem ser comparadas as obtidas de preparacdes ndo
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submetidas a extracdo. Em métodos cromatograficos sdo comparadas as areas dos picos
cromatograficos e os coeficientes de variacdo entre as replicatas, de cada nivel de
concentracdo, os quais ndo devem ser superior a 20%, conforme publicacdo da

ANVISA de 2008, “Esclarecimentos para Validagdo de Métodos Bioanaliticos”

2.6  Estudos de Estabilidade de Métodos Bioanaliticos

Com a finalidade de quantificar farmacos em matriz bioldgica, deve-se
determinar quais serdo os possiveis valores de concentracdes para os controles de
qualidade a serem dosados e qual o intervalo de concentracdo estabelecido para essa
quantificacdo, definidos tais valores e comprovada a reprodutibilidade do método os
ensaios de estabilidade sdo executados.

As condicdes de realizacdo dos ensaios devem reproduzir as reais condi¢des de
manuseio e analise das amostras (BRASIL, 2003d). As amostras teste, preparadas em
matriz bioldgica e a partir de uma solucdo estoque recente do farmaco em analise,
devem ser mantidas sob a temperatura de armazenamento das amostras a serem
analisadas, submetendo-se a ciclos de congelamento e descongelamento, bem como a
estudos de estabilidade de curta duracdo, pds-processamento e longa duracdo. As
estabilidades do analito e padréo interno nas solu¢bes-padrdo, preparadas com solvente

apropriado em concentragcfes conhecidas, também devem ser determinadas.

2.6.1 Estabilidade ap6s Ciclos de Congelamento e Descongelamento

A estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando-se
amostras preparadas em matriz bioldgica isenta de interferéncia, deve ser avaliada a fim

de reproduzir o nimero de degelos possiveis de serem realizados nas amostras reais. Os
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conjuntos das amostras teste sdo armazenados sob a temperatura indicada no protocolo
de estudo, aprovado pelo comité de ética, e sdo executados os ciclos de congelamento e
descongelamento. Apds quantificacdo dessas amostras teste seus resultados sdo
comparados aos obtidos de amostras recém preparadas na mesma matriz. Se a diferenca
obtida nesse experimento for inferior a 15% as amostras reais poderdo ser submetidas

ao maximo de ciclos realizados em tal estudo de estabilidade.

2.6.2 Estabilidade Pos-Processamento

Em caso de utilizacdo de equipamentos que empregam sistemas automaticos de
injecdo, deve-se realizar estudo de estabilidade do farmaco, na amostra processada para
andlise, incluindo o padrdo interno, na temperatura sob a qual o teste sera realizado e o
periodo de tempo superior a duracdo da corrida analitica (BRASIL, 2003d). Assim, se
apos o processamento das amostras as mesmas permanecem acondicionadas aguardando
andlise, as condicBes de armazenamento devem ser avaliadas pelo periodo de tempo
igual ou superior ao necessario para a conclusdo da analise das amostras reais. No dia da
analise das amostras teste, armazenadas sob as condi¢des padronizadas no procedimento
operacional, uma curva de calibracdo e controles de qualidade preparados a fresco séo
analisados na mesma corrida analitica e os seus resultados devem apresentar diferenca

inferior a 15%.

2.6.3 Estabilidade de Curta Duracgéo

A estabilidade de curta duracdo deve ser avaliada a um periodo de 4 a 24 horas e
as amostras teste devem ser mantidas em temperatura ambiente. Depois de transcorrido

0 periodo do teste, as amostras devem ser extraidas e analisadas juntamente com
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amostras de curva de calibracdo e controles de qualidade recém preparadas.
Semelhantemente aos testes de estabilidade, as diferencas entre as concentracdes

calculadas das amostras teste e recém preparadas devem ser inferiores a 15%.

2.6.4 Estabilidade de Longa Duracéo

Este teste avalia o intervalo de tempo que as amostras em matriz bioldgicas
podem ser armazenadas sem comprometer sua estabilidade. Utilizando-se amostras de
controles de qualidade nas concentracGes definidas pelo método bioanalitico, estas
devem ser armazenadas por um periodo superior ao periodo de armazenamento das
amostras de voluntarios analisadas no estudo sob a mesma temperatura. Este intervalo
de tempo deve exceder ao periodo entre a coleta da primeira amostra e analise da

altima.

2.6.5 Estabilidade das Solucdes Padrao

As estabilidades das solucBes-padrdo do(s) analito(s) e respectivo(s) padrdo
interno, mantidas a temperatura definida no procedimento operacional, devem ser
avaliadas através da comparagcdo de amostras testes diluidas a partir das solugdes em
teste com amostras recém preparadas. As areas obtidas na andlise cromatografica das
amostras teste e frescas devem ser comparadas para avaliar possivel degradacéo durante

0 periodo de armazenamento.
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2.7  Aspectos Gerais Sobre Modelos de Regresséo

A escolha das concentragdes nominais da faixa linear de trabalho, como
discutido anteriormente, e a interpretacdo da relacdo linear sdo essenciais em meétodos
analiticos. De fato, a qualidade dos resultados de métodos bioanaliticos € altamente
dependente da qualidade do modelo de regressdo ajustado e esse modelo € tipicamente
usado para estimar a resposta média em cada um dos niveis particulares de x.

Considerando que alguns procedimentos analiticos utilizam modelos de
calibracdo nédo-lineares, os modelos de regressao linear simples s&o os mais comumente
adotados (ALMEIDA, A.M., et al.,, 2002). Apo6s ajustar o modelo e avaliar a
significancia da regressdo, ¢ importante construir um histograma dos residuos ou um
gréafico de probabilidade normal dos residuos para avaliar a normalidade. O método de
fazer o grafico da probabilidade normal é preferido, pois em muitos casos os tamanhos
das amostras na regressao sdo muito pequenos para que um histograma tenha uma
apresentacdo visual razoavel para ser informativa.

A seguir estdo apresentadas premissas do método dos minimos quadrados
ordinarios para aplicacdo em modelos de regressdo linear simples e os testes para

avaliar o ajuste obtido ao analisar os dados experimentais.

2.7.1 Premissas do Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO)

O caso de regressdo linear simples considera um Unico regressor ou preditor x e
uma variavel dependente ou variavel de resposta Y. E razoavel considerar que a média

da variavel resposta Y esteja relacionada a x pela seguinte relag&o linear:

Y=8,+pX+¢ (2.8)
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A inclinacdo B; e a intersecdo Bo da linha s@o chamadas de coeficientes de regresséo.
Enquanto a média de Y é uma funcédo linear de x, o valor real observado, y, ndo cai
exatamente na linha reta. A maneira apropriada de generalizar isso para um modelo
linear probabilistico é considerar que o valor esperado de Y seja uma funcéo linear de x,
mas que, para um valor fixo de X, o valor real de Y seja determinado pela funcdo do
valor médio acrescido de um termo de erro aleatério (¢).

Denotando (xi, yi) € o i-ésimo par de valores de um total de n pares, as
estimativas dos coeficientes de regressdo, B1 e Po, para modelos de regresséo linear

simples séo obtidos pelas seguintes equacdes:

fr=" %gtz__%zxixz);‘ d 2.9)

WA DA EDIRING]
B S X —(in)z (2.10)

Uma importante parte para o ajuste do modelo de regressdo € a verificacdo da

adequacdo do modelo realizando testes estatisticos de hipGteses em relacdo aos
parametros do modelo e a constru¢do de certos intervalos de confianca. Essa sera
discutida na segéo 2.4.5 desse trabalho.

Para testar as hipdteses sobre a inclinagdo da reta (Ho: 1 = 0 versus Hi: 1 # 0),
usamos o fato de que f; é uma combinagdo linear de variaveis aleatérias normais

independentes com N(B1, 6%/Sxy), € para calcular S utiliza-se a equago 2.11.

S =iz__l:(xi ~X%)° (2.11)
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Falhar em rejeitar Ho: 1 = 0 € equivalente a concluir que ndo ha relacéo linear
entre x e Y. Isso pode implicar que x seja de pouco valor em explicar a variacdo de Y ou
que a relacdo verdadeira entre x e Y ndo seja linear. Mas, se Hy for rejeitada, isso
implica que x é importante para explicar a variabilidade em Y, significa que o modelo de
linha reta pode ser adequado ou que embora haja um efeito linear de x, melhores
resultados poderiam ser obtidos com a adi¢cdo de termos polinomiais de maiores ordens
em X. Na secdo 2.7.5 serd apresentada a estatistica para testar a significancia da
inclinacdo.

Para testar as hipoteses sobre a inclinacdo e a interse¢do do modelo de regressao,
temos que fazer a suposicdo adicional de que a componente do erro no modelo, ¢, seja
distribuida normalmente. Assim, a estimacdo dos parametros requer a suposicdo de que
0S erros sejam varidveis aleatdrias normais ndo correlacionadas com média zero e
varidncia (6?) constante, N (0, 6°) (MONTGOMERY, D.C et al., 2006).

Logo, o modelo verdadeiro de regressdo € uma linha de valores médios, ou seja,
a altura da linha de regressdo em qualquer valor de x € apenas o valor esperado de Y
para aquele x. A inclinacdo, f1, pode ser interpretada como a mudanga na média de Y
para uma mudanca unitaria de x. Além disso, a variabilidade de Y, em um valor
particular de x, é determinada pela varidncia do erro o Isso implica que ha uma
distribuicdo de valores de Y em cada x e que a variancia dessa distribuicdo € a mesma
em cada x, propriedade conhecida como homocedasticidade (MONTGOMERY, D.C et
al., 2006).

Obviamente, quando a faixa 6tima de trabalho para valores de x é muito extensa
pode-se esperar que a variancia de cada ponto ajustado seja diferente. Desvios maiores
nas concentragdes superiores tendem a influenciar mais a reta de regressdo se

compararmos com 0s pequenos desvios associados as concentragcBes mais baixas,
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portanto, a precisdo na extremidade inferior do intervalo fica prejudicada. Vale ressaltar
que a influéncia da variancia esta diretamente relacionada a sensibilidade do
instrumento de medida, pois quanto maior for o acréscimo da area com o aumento de
uma unidade de concentracdo, maior podera ser a influéncia da variancia na estimacao
dos parametros da regresséo.

Uma maneira simples e geralmente efetiva de contornar esta situacdo é usar o
método dos minimos quadrados ordinarios ponderado (MMQOP), que como 0 nome
indica, leva em conta um fator de ponderacdo. A ponderacdo é muito utilizada em
laboratdrios analiticos e sua aplicacdo é bem difundida. Ajustar um modelo linear com
os softwares dos equipamentos analiticos € bem simples e a ponderacdo empirica, na
maioria das vazes, é baseada na variavel x (concentracdo) ou variavel Y (resposta).
Assim, ao utilizar o MMQOP pode-se garantir um procedimento simples para
estabilizar a variancia (ALMEIDA, A.M, et al., 2002) como veremos a seguir. Outra
técnica também utilizada para estabilizar a variancia é a transformacédo de Box-Cox, mas

ndo sera apresentada nesse trabalho.

2.7.2 Estimacéo dos Parametros do Modelo de Regressédo Ponderado

Considerando as evidéncias de situacfes de heterocedasticidade, isto é,
variancias nao constantes, alguns passos podem ser adotados a fim de escolher o fator
de ponderacdo, wi. Como o célculo utilizando o inverso da variancia ndo € muito
difundido na rotina dos laboratorios analiticos, pode-se estimar cada ponto da curva de
calibracdo e linearizar o modelo, no momento que o método é utilizado, aplicando
diferentes fatores de ponderacéo, tais como: 1/x*2, 1/x, 1/x%, 1/y*2, 1ly e 1/,

Para estimar os parametros f; e S assumindo w; como fator de ponderagéo, ou

também denominado como peso, basta estimar os parametros do modelo de regresséo
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linear simples aplicando as equacdes 2.12 e 2.13, considerando que (X, Yi) é 0 i-ésimo

par de valores de um total de n pares e w; é o fator de ponderacdo escolhido.

,é _ Z:Wixi2 ZWiYi _ZWiXi ZWiXiYi
0 ZWi ZWiXZ _(ZWiXi )2 (2.13)

O nivel de dependéncia entre as variaveis, expressa pelo coeficiente de

correlacdo de Pearson (r), pode ser obtido pela equacao a seguir:

r= DWW D IWX Y = D IWX D WY,
\/ZWi ZWiX2 —(Z:Wixi )2 \/Z‘Wi zwiyz _(Zwiyi )2

(2.14)

Para a escolha do melhor modelo utilizado a fim de descrever o comportamento
dos dados ¢ uma etapa critica e na publicacao “Esclarecimentos sobre a Aplicagdo da
RE 899/2003 — Validagdo de Métodos Bioanaliticos” divulgada pela ANVISA deve ser
adotado preferencialmente 0 modelo mais simples, geralmente o linear. Em caso de
heterocedasticidade, a ponderacdo mais adequada é a que apresentar o menor valor para
a soma dos erros relativos dos valores nominais dos padrdes de calibragdo versus seus
valores obtidos pela curva.

Dessa forma, Centros Analiticos de Bioequivaléncia devem definir os critérios
para a escolha do melhor modelo a ser utilizado para obter a equacdo da regressao
ajustada aos dados experimentais. Um diagrama genérico para descrever etapas para
avaliar os resultados, apresentado na Figura 2.9, esquematiza 0 processo para a escolha

do modelo de regressdo linear. Inicialmente deve-se observar a variancia dos dados,
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utilizando o Teste-F, e se ndo for constante, aplicar os modelos de regressdo linear
ponderado. Para determinar o fator de ponderacdo mais adequado aos dados, é
necessario avaliar o erro relativo percentual e o coeficiente de correlacdo de Pearson,
conforme publicacdo da ANVISA, e também recomendavel avaliar os desvios
padronizados a fim de analisar a variabilidade dos dados ao longo da faixa linear de

trabalho, como descrito no item a seguir.

Banco de Dados
Curva de Calibracgéo

1. Teste de homocedasticidade

Gréfico de Residuos x Concentragéo

Teste F — variancia constante

Homocedasticidade Heterocedasticidade

2. Escolha do modelo de regressao

Grafico de Residuos x Concentragdo

Erro relativo percentual

Fator dePonderagéo

3. Equacéo Linear Ponderada

Figura 2.9 Diagrama genérico para esquematizar a analise da regressao linear

Definido o melhor modelo de regressédo, em um processo de validacdo, pode-se
calcular as concentracdes dos controles de qualidade da lista de validacdo e avaliar a

precisdo e exatiddo do método analitico ou bioanalitico, conforme o caso.
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2.7.3 Teste de Homocedasticidade

Como ja dito anteriormente, a estimacdo dos parametros do modelo requer a
suposicdo de que os erros sejam variaveis aleatdrias ndo correlacionadas com média
zero e variancia constante. Assim, testes de hipdteses e estimacao do intervalo requerem
que os erros sejam normalmente distribuidos. A analise dos residuos € frequentemente
atil na verificagdo da suposicdo de que os erros sejam distribuidos de forma
aproximadamente normal, com variancia constante.

Os residuos de um modelo de regressdo sao definidos por e; = y; — ¥;,
i =1, 2, .., n sendo que y; é uma observacdo real e y; é o valor ajustado
correspondente, proveniente do modelo de regressdo. E muito Gtil construir graficos dos
residuos em uma sequéncia temporal (se conhecida), contra os valores de j; e contra a
variavel independente x, no caso dos resultados obtidos em validacdo de métodos
analiticos o valor considerado de x é a concentracdo nominal de cada ponto da curva de
calibracdo. Conforme a aparéncia da dispersao dos residuos apresentada nesses graficos
pode-se indicar anomalias, principalmente o crescimento da variancia com a magnitude
de y; ou x;.

Como verificagcdo aproximada da normalidade pode-se construir um histograma
dos residuos ou um grafico de probabilidade normal dos residuos. Se o tamanho das
amostras obtidas para construir a regressao for muito pequeno para construir um
histograma significativo, o método de construir o grafico da probabilidade normal é
preferido.

Outra técnica para avaliar se a diferenca das variancias obtidas nos extremos da
curva de calibracdo consiste em aplicar o Teste-F. O F¢qc € expresso com a razdo entre
as variancias obtidas da concentracdo do limite superior de quantificacdo (S%) e do

limite inferior de quantificacdo (SZ). A regra de decisdo consiste em rejeitar a hipdtese
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de homogeneidade de variancias se Fcqc for maior que Fiap, 0 percentil da distribuicdo F
com f, =, = (n-1) graus de liberdade.

Se a variancia for constante ao longo da faixa de calibragéo, os residuos estardo
bem distribuidos ao longo do eixo x, no grafico de dispersao, 0 que acontece se Fcqc for
menor que Fap.

Além do Teste-F classico, existem os testes de Bartlett e de Levene. Esses dois
testes também sdo utilizados para testar a homogeneidade de variancias, entretanto o
primeiro ndo é robusto para divergéncia de normalidade. Visando contornar esse
problema, propbe-se 0 uso do teste de Levene para a comparacdo de variancias de
grupos de observacgdes provenientes de distribui¢bes continuas e ndo necessariamente
normais (ALMEIDA, A., et al., 2008). O teste de Levene é robusto a ndo normalidade,
pode ser usado para qualquer distribuicdo e a estatistica desse teste usa a mediana e nao

a média.

2.7.4 Escolha do Fator de Ponderacao

Além da analise de regressdo e da avaliagdo do coeficiente de correlagdo de
Pearson, o erro relativo percentual (ER%) é um indicador para a escolha do melhor
fator de ponderacdo. Esse indicador € o resultado da comparacdo da concentracéo
calculada (Ccaic) obtida pelo modelo linear a partir da equacéo linear para cada fator de

ponderacao w;, com a concentracdo nominal padrao (Com):

calc

e;
ER% = C—”‘ %100 (2.15)

nom

A soma dos valores absolutos dos erros relativos percentuais, denotado por

SER%, é um indicador capaz de avaliar qual o melhor fator de ponderacdo entre os
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modelos ajustados aos dados. Complementando essa andlise, a construcdo dos graficos
de dispersdo de ER% versus a concentracdo também € uma importante ferramenta para
avaliar os resultados obtidos.

O melhor fator de ponderacdo (w;) sera aquele que da origem a uma estreita
faixa horizontal dos ER%s distribuidos aleatoriamente em torno do eixo x e que
apresenta a menor soma dos ER%s para todo intervalo de concentracgéo.

Também € frequentemente Gtil construir o grafico dos residuos padronizados
(2.16) em funcdo da variavel independente x para avaliar o comportamento da
variabilidade dos dados. Se os residuos representarem tendenciosidade, possivelmente a
variancia das observacdes pode estar modificando com o tempo ou com a magnitude de

Y; ou X;, 0 que pode indicar uma falha no ajuste do modelo proposto.

d = (2.16)

2.7.5 Teste da Significancia da Regressao

A técnica estatistica chamada analise de variancia ANOVA pode ser usada para
testar a significancia da regressdo. O procedimento divide a variancia total da variavel
resposta em componentes significantes como base para o teste. Essa analise mede a
quantidade da variabilidade em y;, devida a linha de regressdo, dada pela soma de
quadrados dos erros (SQg), e a variacao residual deixada sem explicacdo pela linha de
regressdo, denominada de soma de quadrados da regressao (SQg).

A ideia basica da analise de variancia consiste na seguinte particdo da soma de
quadrados total (SQr), isto €, a soma dos desvios de cada observacdo (y;) em relagédo a

média geral (Y ):
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Z(yi_y)ZZZ(yi_y)2+Z(yi_yi)2 (2.17)
i=1 i=1 i=1
Usando a notacao acima, temos que:
SQr =SQg +3Q¢ (2.18)

Pode-se mostrar que as somas de quadrados sdo independentes e sob a hipdtese nula
tem distribuicdo qui-quadrado com n —1, 1 e n — 2 graus de liberdade, respectivamente.

A estatistica para testar a hipotese Ho: 1 = 0 é dada por:

_ SQi /1 :MQR (2.19)
? SQc/(n-2) MQ.

e segue a distribuicdo F;,. e rejeitaremos Ho se fo>f, ;.. As quantidades
MQr =SQr/1 € MQg =SQg/(n — 2) sdo chamadas de quadrados médios. Em geral, o
quadrado médio é sempre calculado dividindo a soma de quadrados por seu nimero de
graus de liberdade (MONTGOMERY e RUNGER, 2003). O procedimento do teste é
geralmente organizado em uma tabela de analise de variancia, como apresentado a

sequir.

Tabela 2.1: Andlise de Variancia para Testar a Significancia da Regressédo

Fon_te Qe Soma de C_;raus de Quaplr_ado =
Variacao quadrados* liberdade médio

Regressio SQr =, Sy 1 MQg MQg /MQe
Erro SQE = SQT — SQR n-2 MQE

Total SQy n-1

Note que MQg = 62.
*Em inglés, as estatisticas soma de quadrados e de quadrados médios séo abreviados por SS e MS, respectivamente.
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Saidas de alguns softwares, como no Minitab®, também sdo apresentados
resultados de p-valor, o qual indica que quanto menor o valor da probabilidade maior a
probabilidade de rejeitar a hipotese nula.

Assim, € possivel comparar, a partir do teste da significancia da regressao e

analise dos residuos, varios modelos com diferentes fatores de ponderacéo.

2.7.6 Intervalo de Confianca para a Resposta Média

Um intervalo de confianca deve ser construido a partir da resposta média, em um

valor especificado de x, como xo. Esse é um intervalo de confianca em torno de

E(TIxo) = Hyy, , sendo frequentemente chamado de um intervalo de confiangca em torno
da linha de regressdo. Uma vez que E(T|xo) = Hyy, = ,30 + ﬁ’l Xo, @ partir do modelo

ajustado, podemos obter uma estimativa de /4y, como sendo

,[lv|x0 =B+ B X% (2.20)
Assim, [IY|X0 € um estimador ndo tendencioso de Ky, , € normalmente distribuida,

porque [, e S, sdo normalmente distribuidos, e sua variancia é

var (i, ) = GE - (Xsi} (2.21)

Se usarmos o quadrado médio residual, 6%, como uma estimativa de 2, é facil mostrar

que
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/JY|><0 - :uY|><0

\/02 {1 L% - 7)2} (2.22)
n S

XX

tem distribuicdo t com n-2 graus de liberdade. Assim, o intervalo de confianca é dado

por,

(2.23)

1 (Xo - )_()2
n S

5 5 2
IC =y + BiXo £t/20 2 \/O' {_‘"

XX

E importante observar que a amplitude do intervalo de confianca ¢ minima para
Xo= X e alarga a medida que o médulo da diferenca aumenta. A estatistica Sy é obtida

a partir da equacdo (MONTGOMERY, D. C., 2006)

So =2 —X)F = Y x| (2.24)

O intervalo de confianca fornece um intervalo de valores plausivel de se aproximar do

verdadeiro valor do parametro, considerando uma confianca de (1 — «)100 %.

2.8 Avaliacdo da Bioequivaléncia

Dois produtos de substancias farmacologicamente equivalentes sdo considerados
bioequivaléntes quando a taxa e a extensdo de biodisponibilidade do principio ativo dos
dois produtos ndo forem significativamente diferentes em condigfes de teste adequadas
(WILKINSON, 2005). Os Estudos de Biodisponibilidade relativa/Bioequivaléncia sdo
baseados na comparagdo entre duas formulagdes, sendo que uma ¢ dita “teste” e a outra
¢ dita “referéncia”, a qual ¢ a preparacao comercial existente que possui eficacia clinica

comprovada.
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Dessa forma, a biodisponibilidade relativa é a medida da fracdo (ou
percentagem) de determinado farmaco que é absorvido intacto na circulacdo sistémica
apos administracdo de uma formulacdo teste e de uma formulacdo referéncia
reconhecida, em doses iguais, em mesma forma farmacéutica, pela mesma via de
administracdo, no mesmo individuo e em diferentes periodos. Assim a
biodisponibilidade relativa da formulacdo teste em funcdo da referéncia pode ser
calculada a partir dos valores de area sob a curva obtida nos perfis farmacocinéticos,

conforme o que se segue:

(Asctk)teste

t -
k referéncia

Biodisponibilidade relativa = ( (2.25)

onde (ASCy, )este € (ASCy, )referencia SA0 as areas sob as curvas de concentragdo plasmatica
do tempo zero ao ultimo tempo de coleta t, apds a administracdo de dose Unica da forma
farmacéutica teste e da forma farmacéutica referéncia, respectivamente (AULTON,
2005). Dentre os diversos métodos para a determinacdo da ASC do tempo zero até o
tempo da Gltima coleta, 0 mais utilizado é o método dos trapezéides (CHOW e LIU,
2009). Esse consiste na soma das areas dos trapézios determinados pelos tempos de
coleta e respectivas concentragdes. Sejam Cop, C4, Cy, ..., Cy,, as concentragdes obtidas
em um experimento para os tempos de coleta 0, ty, t, ..., t, respectivamente. A ASC de

zero a t € obtida da seguinte forma: (BRASIL, 2002a)

k
Ciey + C;
ASC,, = Z (%) (t; — ti_y) (2.26)
i=1
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A area sob a curva também pode ser extrapolada e calculada do tempo zero até o tempo
relativo a completa eliminacdo do farmaco, area sob a curva do tempo zero a infinito
(ASC..), obtida conforme expressdo (2.27). Ao valor de ASC;, € adicionado um valor de
area calculado a partir de Cy, que é a Ultima concentracdo medida, e da constante de

eliminacdo do farmaco, Kg, calculada para cada voluntario, conforme expresséo (2.28).

ASCo, = ASCy, + /g (2.27)
e

K, = —1 X Coefina (2.28)

Outro parametro avaliado para comprovar estatisticamente a bioequivaléncia das
formulacBes é a concentracdo maxima (Cmax) do farmaco alcancada na circulacéo
sistémica, a qual é quantificada no sangue ou no plasma.

Selecionar um delineamento apropriado ao planejar um estudo de
bioequivaléncia € uma questdo importante. A resposta do delineamento é dependente de
varios fatores, listados a seguir, 0s quais devem ser cuidadosamente avaliados para que

o delineamento seja escolhido adequadamente.

e numero de formulacGes a serem comparadas;

e caracteristicas da droga e sua disponibilidade;

e objetivo do estudo;

e variabilidade inter e intra individuais;

e duracdo do estudo e nimero de periodos empregados;

e custo de adigcdo de um voluntario relativo a adigdo de um periodo;

e taxa de desisténcia (drop out).
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Num planejamento crossover, € importante remover os efeitos residuais da comparacéao
ja que o efeito da droga pode ser confundido com qualquer efeito residual.
Considerando tais efeitos residuais, o0 seguinte modelo estatistico € normalmente
utilizado. Seja Yijx a resposta (por exemplo, ASC; e Cmax) do i-ésimo individuo na k-

ésima sequéncia no j-ésimo periodo:

Yig = u+ S+ P+ Fipy+ Rij—iiy + €ijk (2.29)
Em que:

e | média geral;

o Sj: efeito aleatério do i-ésimo individuo na k-ésima sequéncia, onde i
(individuo) =1, 2, ..., nx e k (sequéncia) =1, 2, ..., g;

e Pj: efeito fixo do j-ésimo periodo, j =1, ..., p tal que Y ;P; = 0;

e F(j, k): efeito fixo da formulacdo administrada na k-ésima sequéncia e j-ésimo
periodo tal que, > Fg k) = 0;

e R, : efeito residual fixo de primeira ordem da formulacdo administrada na k-
ésima sequéncia e (j-1)-ésimo periodo, tal que R, k) = 0 € > Rj-1,k) = 0;

e gjj: erro aleatorio (intra-individuo)

A meia-vida (t;/,) de um farmaco, também obtida a partir dos dados de
concentracdo de cada voluntario, é o tempo gasto para que a concentracdo plasmatica,
ou para que a gquantidade do mesmo no organismo, diminua em 50%, e é calculada

como apresentado na expresséo (2.30) a seguir.

log2
tl/z == Kel (2.30)
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Embora a meia-vida seja considerada um parametro fraco para a determinacdo da
eliminacdo de um farmaco, ela proporciona uma boa indicacdo sobre o tempo gasto para
que um farmaco seja removido do organismo, funcionando como um meio para se
calcular os intervalos entre as doses de administracdo de um medicamento. No caso da
bioequivaléncia, essa medida funciona como uma ferramenta essencial para a
determinacéo do tempo de descanso (washout) necessario para completa eliminacdo do
medicamento ingerido no primeiro periodo do estudo (BRASIL, 2002a). A legislacao
brasileira prevé que o intervalo entre os periodos do estudo deve ser de no minimo sete

vezes a meia-vida do farmaco estudado (BRASIL, 2004).
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3

3.1

MATERIAIS E METODOS

Materiais

3.1.1 Substancias Quimicas de Referéncia

Substancia quimica de referéncia de varfarina, USP.

Substancia quimica de referéncia de p-cloro varfarina, Sigma Aldrish.

3.1.2 Produtos farmacéuticos comerciais

Utilizaram-se dois produtos farmacéuticos de varfarina ja comparados em

relacdo aos parametros relevantes de qualidade farmacéutica, especialmente a

dissolucdo in vitro, em prazos de validade e com mesmos lotes relativos a esta

comparagéo. O produto referéncia foi a apresentagdo Marevan®, comprimido simples de

7,5 mg, produzido pela Farmoquimica S.A, e o teste foi varfarina sddica, comprimido

simples de 7,5 mg, produzido pela EMS Industria Farmacéutica Ltda.

3.1.3 Solventes e Reagentes

Para a andlise quimica quantitativa da varfarina foram utilizados os reagentes

relacionados a seguir

NN N N N SR

Acetonitrila, Merck;

Acetato de Etila, Merck;

Acido Formico, Merck;

Metanol, Merck;

Plasma humano hemolisado, codigo interno: 09PLH004; doagdo voluntéria;
Plasma humano normal e lipémico, codigos internos: 09PLN057, 09PLNO058,
09PLNO059, 09PLNO060, 06PLL001; Banco de Sangue Hemoservice, MG;
Solucéo de Amonio 25%, Merck;
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Para os processos de extracdo de DNA e de PCR executados na determinagéo

dos polimorfismos foram utilizados os seguintes reagentes.

Acetonitrila, Merck;

Etanol, Merck;

Gel de agarose;

Isopropanol, Merck;

Solucéo de lise de hemaécias, Cell Lysis Solution;

Solucdo de lise de leucocitos, Nuclei Lysis Solution;

Solucdo de precipitacdo celular, Protein Precipitation Solution;
Solucéo de hidratacdo, DNA Reydration Solution;

TagMan® Genotyping Master Mix, Applied Biosystem

Primer 40x C__30403261_20, Applied Biosystem

AR N N N N S N NI NN

3.1.4 Equipamentos e Acessorios

Para a andlise quimica quantitativa da varfarina foram utilizados os

equipamentos e acessorios relacionados a seguir

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia e Auto Injetor, AllianceHT 1795;
Espectrometro de massas, Quattromicro API;

Software MassLynx, v4.1;

Coluna cromatografica, NovaPak C18, 4,0 um (3,9 x 150,0 mm);
Agitador Vortex, IKA;

Balanga eletronica digital Sartorius;

Baldes volumeétricos de 10 mL, Pirex;

Banho ultrassénicom Branson, 8510;

Centrifuga refrigerada;

Centrifuga evaporadora;

Freezer — 20 °C;

Freezer — 80 °C;

Micropipetas de volume regulével.

NN N N N N N N N N U N
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Para o processo de determinacdo dos polimorfismos foram utilizados os

seguintes equipamentos e acessorios.

Capela de fluxo laminar;

PCR em tempo real, Applied Biosystem;
Fonte de eletroforese;

Cuba para eletroforese;

Termociclador;

AN N N N R

Dispensador eletronico, Brand.

3.2 Meétodos

3.2.1 Populagao estudada, posologia e forma de administracdo

A populacédo estudada foi constituida de 31 voluntarios sadios, adultos do sexo
masculino com idade de 18 a 50 anos e com indice de massa corpérea entre 18,5 e 29,9.
O critério de selecdo deve ser determinado previamente no Protocolo de Estudo de
Bioequivaléncia, segundo determinacdo da resolucdo RE 895 da ANVISA, e ndo houve
restricdes quanto ao grupo étnico. Apos a avaliacdo médica e realizacdo dos exames
laboratoriais 0s voluntarios considerados aptos para participar do estudo foram
internados por dois periodos de aproximadamente 36 horas cada, com intervalo minimo
de 21 dias entre as internacgdes, periodo de washout. Foi necessario retornar ao local de
coleta nos tempos de 48:00h, 72:00h e 96:00h ap6s a administragdo do medicamento,
em cada periodo de internacdo, as quais foram consideradas coletas externas a
internacéo.

O voluntario considerado “Término Prematuro” ¢ aquele retirado ou que retirou-
se do estudo antes da administracdo da medicacdo. Aqueles que sairam do estudo apos a
administracao da medicagao foram considerados “Drop Out”.

Os voluntarios receberam em cada um dos periodos de internacdo, um
comprimido simples contendo 7,5 mg de varfarina sddica, por via oral em dose Unica,

com um copo de 200 mL de agua mineral, sem gas e em temperatura ambiente. A
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medicacdo administrada seguiu a aleatoriza¢do do estudo previamente designada a uma

das seguintes sequéncias de tratamento.

Tabela 3.2 Esquema de aleatorizacdo para a administracdo dos medicamentos

Sequéncia Periodo | Periodo 11
1 Referéncia Teste
2 Teste Referéncia

3.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massas

As condigdes experimentais estabelecidas para andlise quantitativa da varfarina,
através do metodo de CLAE-MS/MS, encontram-se na tabela a seguir.

Tabela 3.3 Condic¢des analiticas determinadas para 0 método cromatogréafico

Caracteristicas Descrigdo
Fase movel Acetonitrila:Agua (80:20, v/v) com0,073 % Acido
Formico e 0,045 % de Solucdo de Amonio 25%
Temperatura do auto-injetor 5+£3°C
Fluxo 0,600 mL/min
Presséo do sistema 550 — 650 psi
Temperatura da Coluna 30£5°C
Spliter 5:1
Volume de injecéo 10,0 puL
Tempo de aquisicéo 3,50 minutos

Para a otimizacdo das condi¢Ges do espectrometro de massas, infundiram-se
diretamente solucGes contendo 1000 ng/mL de varfarina e p-cloro-varfarina e

ajustaram-se os parametros do equipamento, conforme descrito na tabela a seguir.
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Tabela 3.4 Condicdes analiticas definidas no espectrémetro de massas

Caracteristicas

Descrigdo

Tipo de ionizagéo
Modo de operagéo
Transi¢cdo monitorada

Energia de colisdo

Gas de cone (nitrogénio)

Gas de dessolvatacao (nitrogénio)
Gas de nebulizacdo (nitrogénio)
Voltagem do capilar

Voltagem do cone

Voltagem do extrator
Temperatura do Bloco
Temperatura de dessolvatacao
Multiplicador de Sinal

Eletrospray positivo

Monitoramento de reacdo multipla (MRM)
309,2 > 163,0 (varfarina) e

342,9 > 162,8 (p-cloro-varfarina)

13,0 eV (varfarina) e
15,0 eV (p-cloro-varfarina)

50,0
500,0
50,0
30V

25,0 V (varfarina) e
22,0 V (p-cloro-varfarina)

20V
110,0°C
500,0°C
750

3221 Preparo da fase movel e solucéo de lavagem

Com auxilio de uma proveta de 1000 mL, transferiu-se 800 mL de acetonitrila e
200 mL de agua tipo | para um frasco tipo ambar. Adicionou-se 0,727 mL de acido

férmico e 0,448 mL de solugdo de aménio 25%. Homogeneizou-se a preparacao.

3.2.2.2 Preparo da solucdo mée e solucgdes de trabalho de varfarina

Foi pesada uma massa de, aproximadamente, 0,010 g de varfarina, padréo
analitico. Transferiu-se quantitativamente para um baldo de 10,00 mL e avolumou-se
com metanol (grau HPLC). Foi calculada a concentracdo da solugdo-mde como
varfarina (308,33 g/mol) considerando a pureza do padrdo. Foi armazenada em
geladeira de 2 a 8 °C.
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Tabela 3.5 Caracteristicas da SQR de varfarina para o preparo da solugdo mée

SQR Varfarina

Fator de pureza (%) 100,00
Fator de massa (%) 100,00
Massa pesada (mg) 10,00
Volume Total (mL) 10,00
Conc. Alvo (mg/mL) 1,00
Diluente Metanol

Nota: se a substancia for um sal (p.ex.: sal de s6dio) ou um hidrato, calcula-se o “fator massa” em
porcentagem para fins de corre¢do de modo a se obter o titulo do composto de interesse.

Todas as solugbes do padrdo analitico varfarina preparadas durante as etapas de
validacdo do método bioanalitico e quantificacdo das amostras do estudo de

bioequivaléncia estdo apresentadas a seguir

Tabela 3.6 Solugdes mée de VAR preparadas na validagdo do método bioanalitico

Sol_ugao Mae Substancia Ma§§a Pesada Concentragdo
(Cddigo Interno) (miligramas) mg/mL
09WAO01U001 Varfarina 14,00 1,40
09WAO01U002 Varfarina 11,70 1,17
09WAO01U003 Varfarina 11,10 1,10
09WAO01U004 Varfarina 11,00 1,10
09WAO01U005 Varfarina 11,10 1,11
10WAO01U006 Varfarina 10,50 1,05
10WAO01U007 Varfarina 11,20 1,12

As concentragdes das solucOes de trabalho foram definidas durante o
desenvolvimento do método analitico e foram diluidas a partir das correspondentes
solugdes mae. O armazenamento foi realizado na mesma temperatura das solugdes mée.

As duas primeiras solucdes relacionadas a seguir, nas concentracdes de 100,0 e
200,0 pug/mL, séo diluidas a partir de aliquotas da respectiva solugdo mae relacionada na
tabela anterior. As demais solugdes de trabalho sao preparadas por dilui¢cdes sucessivas,
as quais possuem preparo idéntico para os trés conjuntos de solugdes utilizados para o
preparo das listas de validacdo. As concentracdes destacadas na Tabela 3.7 sdo as
solucgdes de trabalho relativas aos pontos da curva de calibracdo, sendo estas dez vezes
mais concentradas que a preparagdo em matriz bioldgica. As concentra¢fes destacadas
na Tabela 3.8 sdo as relativas aos controles de qualidade e L1Q.
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Tabela 3.7 Solucbes de trabalho para obtencdo de curva de calibracdo para a lista

09VALO0039V01LVAO1
Concentraco Solugéo mé&e: 09WA01U001 Volume de Volume Fator de
Final i 3 . Final S
(ug/imL) Al(lr?]uLc;ta Co?ﬁg?r;rf;}ao Diluente (mL) (mb) Diluigéo
200,00 1,429 1400,00 8,57 10,00 7,00
100,00 0,714 1400,00 9,29 10,00 14,00
50,00 2,500 200,00 7,50 10,00 4,00
10,00 0,500 200,00 9,50 10,00 20,00
8,50 0,850 100,00 9,15 10,00 11,76
6,50 0,650 100,00 9,35 10,00 15,38
5,00 1,000 50,00 9,00 10,00 10,00
3,50 0,700 50,00 9,30 10,00 14,29
2,00 2,000 10,00 8,00 10,00 5,00
0,50 1,000 5,00 9,00 10,00 10,00
0,05 1,000 0,50 9,00 10,00 10,00

Diluente: Metanol:Agua (50:50, v/v)

Tabela 3.8 Solucdes de trabalho para obtencdo de controles de qualidade das listas de

validacao
Con(I::e_ntragao Solugéo mée: 09WA01U002 i Volume de  Volume Eator de
inal Aliquota Concentrago Diluente (mL) Final Diluigo
(Mg/mL) (mL) (ug/mL) (mL)
200,00 1,429 1400,00 8,57 10,00 7,00
100,00 0,714 1400,00 9,29 10,00 14,00
50,00 2,500 200,00 7,50 10,00 4,00
16,00 0,800 200,00 9,20 10,00 12,50
8,00 0,800 100,00 9,20 10,00 12,50
4,00 0,800 50,00 9,20 10,00 12,50
1,00 1,250 8,00 8,75 10,00 8,00
0,15 1,500 1,00 8,50 10,00 6,67
Diluente: Metanol:Agua (50:50, v/v)
3.2.2.3 Preparo da SQR e solucdes de trabalho de p-cloro-varfarina

Foi pesada uma massa de, aproximadamente, 0,010 g de p-cloro-varfarina,
padrdo analitico. Transferiu-se quantitativamente para um baldo de 10,00 mL e
avolumou-se com metanol (grau HPLC). Foi calculada a concentracdo da solu¢do mée
como p-cloro-varfarina (342,78 g/mol) considerando a pureza do padrdo. Foi

armazenada em geladeira de 2 a 8 °C.
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Tabela 3.9 Caracteristicas da SQR de p-cloro-varfarina para o preparo da solu¢do mae

SQR p-Cloro-Varfarina

Fator de pureza (%) 99,30
Fator de massa (%) 100,00
Massa pesada (mg) 10,00
Volume Total (mL) 10,00
Conc. Alvo (mg/mL) 1,00
Diluente Metanol

Nota: se a substancia for um sal (p.ex.: sal de s6dio) ou um hidrato, calcula-se o “fator massa” em
porcentagem para fins de corre¢do de modo a se obter o titulo do composto de interesse.

Todas as solucGes de p-cloro-varfarina preparadas durante as etapas de validagédo
do método bioanalitico e quantificacdo das amostras do estudo de bioequivaléncia estdo

apresentadas a seguir

Tabela 3.10 Solu¢des mae de p-VAR preparadas na validacdo do método bioanalitico

Solucdo Mée A Massa Pesada Concentragédo

. 1 Substancia -

(Codigo Interno) (miligramas) mg/mL
09CW01S001 p-Cloro-Varfarina 11,60 1,152
10CW01S002 p-Cloro-Varfarina 11,70 1,162
10CW01S003 p-Cloro-Varfarina 10,20 1,013

As concentracdes das solucdes de trabalho de p-cloro-varfarina foram definidas
durante o desenvolvimento do método analitico e foram preparadas baseadas nas
correspondentes solugdes mée, descritas na Tabela 3.10. O armazenamento foi realizado

na mesma temperatura das solugdes mae.

Tabela 3.11 Solugdes de trabalho para obtencdo da solucéo de padrdo interno

. Volume de . Fator de
Final Aliquota Concentracdo  pijluente (mL) Final Diluigéo
(Mg/mL) (mL) (ug/mL) (mL)
100,00 0,868 1151,88 9,13 10,00 11,52
15,000 1,500 100,00 8,50 10,00 6,67
1,500 5,000 15,00 45,00 50,00 10,00

Diluente: Metanol:Agua (50:50, v/v)
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3.2.2.4 Preparo em matriz bioldgica dos padrdes da curva de

calibracéo e controles de qualidade

As amostras de plasma da curva de calibragéo e controles de qualidade foram
preparadas a partir das solucbes de trabalho de 0,05; 0,50; 2,00; 3,50; 5,00; 6,50; 8,50;
10,0 pg/mL, e 0,15; 4,00; 8,00; 16,0 pug/mL, respectivamente, como apresentadas na
Tabela 3.12 a sequir.

O critério de escolha para as concentragcdes das amostras da curva de calibracao
foi baseado no uso de distribuicdo igualitaria, ou seja, considerando que a Cmax foi
estimada em, aproximadamente, 500,0 ng/mL, utilizou-se, aproximadamente, 1,0%
deste valor para determinar o LIQ igual a 5,0 ng/mL e o valor do LSQ igual a
1000,0 ng/mL, duas vezes o valor estimado. Os demais pontos da curva de calibragdo
foram definidos utilizando intervalos aproximadamente iguais, sendo que os valores
foram arredondados para facilitar o preparo das soluges de trabalho.

Para a escolha das concentragdes dos controles de qualidade os critérios foram

0S seguinte:

Controle de qualidade baixo (CQB): correspondente a trés vezes a concentracao

do limite inferior de quantificacéo;

- Controle de qualidade médio (CQM): concentracdo intermediéaria entre 0s

controles bhaixo e alto;

- Controle de qualidade alto (CQA): correspondente a 80% do limite superior de

quantificacéo;

- Controle de qualidade diluido (CQD): correspondente a duas vezes a

concentragdo do controle de qualidade alto.
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Tabela 3.12 Preparo de pontos da curva de calibragdo e controles de qualidade em
plasma humano utilizando as solugdes de trabalho

Solucéo de Trabalho de
Plasma varfarina Volume de

Padréo Concentragéo Volume ~ Plasma Volume Total Fator gle
(ng/mL) Adicionado Concentragao (W) (pL) Diluicéo
(ul) (ng/mL)
Branco - - - 200,0 200,0 -
Zero - - - 200,0 200,0 -
1 50 100,0 50,0 900,0 1000,0 10,0
2 50,0 100,0 500,0 900,0 1000,0 10,0
3 200,0 100,0 2.000,0 900,0 1000,0 10,0
4 350,0 100,0 3.500,0 900,0 1000,0 10,0
5 500,0 100,0 5.000,0 900,0 1000,0 10,0
6 650,0 100,0 6.500,0 900,0 1000,0 10,0
7 850,0 100,0 8.500,0 900,0 1000,0 10,0
8 1000,0 100,0 10.000,0 900,0 1000,0 10,0
LIQ 50 200,0 50,0 1800,0 2000,0 10,0
cQB 15,0 200,0 150,0 1800,0 2000,0 10,0
CQM 400,0 200,0 4000,0 1800,0 2000,0 10,0
CQA 800,0 200,0 8000,0 1800,0 2000,0 10,0
CQD 1600,0 200,0 16000,0 1800,0 2000,0 10,0

E importante destacar que a curva de calibracdo consiste de duas amostras
brancas (amostra de uma matriz biolégica na qual nenhum analito, nem padréo interno
sdo adicionados), dois zeros (amostra de uma matriz bioldgica na qual foi adicionado
somente o0 padrdo interno), oito amostras ndo-zero, em duplicata, garantindo a faixa
Otima de trabalho. Os controles de qualidade e LIQ foram preparados a fresco e o
volume a ser preparado deve ser suficiente para a extracdo de numero de aliquotas
determinadas para o devido teste a ser realizado. Todas as amostras preparadas em
plasma foram extraidas a partir de uma aliquota de 200,0 uL, exceto para CQD, e
quantificadas junto com as amostras da curva de calibracdo seguindo-se o método de
extracdo como descrito no procedimento operacional padrdo do método bioanalitico.

A extracdo da aliquota de controle de qualidade diluido foi realizada a partir da
diluicdo em duas vezes da amostra conforme descricdo na Tabela 3.12, a seguir foi
transferida uma aliquota de 100,0 puL dessa amostra de controle em plasma para
microtubo descartavel contendo 100,0 pL de plasma normal branco. A preparacdo foi
agitada em vortex por 10 segundos e extraida conforme descrito no item 3.2.3. As

amostras desconhecidas com concentracdes superiores ao limite superior de
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quantificacdo também foram diluidas de duas vezes com plasma normal isento do

analito.

3.2.3 Método de extracdo de amostras em matriz bioldgica

O processo descrito abaixo foi aplicado ndo somente para as amostras

desconhecidas, como também para as amostras da curva, branco, zero e controles de

qualidade.

O procedimento de extracdo foi executado na ordem que se segue:

v

Separou-se um numero apropriado de ponteiras descartaveis em rack e

microtubos de 2,0 mL;

Em um microtubo de 2,0 mL foi adicionado 200 pL de plasma branco,
padrdes em plasma, controles (LIQ, CQB, CQM e CQA) em plasma e
amostras a serem quantificadas, de acordo com o objetivo da lista. Para o
preparo do controle CQD seguiu-se o procedimento de diluicdo descrito no
item 3.2.2.4;

Adicionou-se 50 pL de solugéo de p-cloro-varfarina 1,5 pg/mL;
Agitou-se por 5 segundos em agitador vortex;

Adicionou-se 50 pL de uma solucédo de acido formico 1%;
Agitou-se por 5 segundos em agitador vortex;

Adicionou-se 1,00 mL de Acetato de Etila;

Agitou-se por 30 segundos em agitador vortex;

Centrifugou-se a 14000 rpm, por 5 minutos e sob refrigeracgao (4°C);
Congelou-se por 15 minutos a —70 °C;

Verteu a fase organica para tubo de ensaio limpo e seco;

Secou-se completamente em centrifuga evaporadora a 40°C;
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v' Ressuspendeu-se com 200 pL de solucdo de Acetonitril:Agua (80:20, v/v)
com 0,20% de &cido férmico;

v' Agitou-se em vortex por 20 segundos;

v' Transferiu-se 150 pL para plates e injetou-se conforme condigdes

cromatograficas estabelecidas.

As condi¢bes experimentais estabelecidas para extracdo liquido-liquido de

varfarina e p-cloro-varfarina nas amostras de plasma encontram-se na tabela a seguir.

Tabela 3.13 CondicOes determinadas para o procedimento de extracdo

Caracteristica Descricao
Matriz biolégica Plasma
Volume de amostra 200 pL
Padréo Interno p-cloro-varfarina
Solvente de extracao Acetato de etila
pH é&cido 50 uL de solugdo de acido formico 1%
Volume de solvente 1mL
Tempo de agitacao 30 segundos em agitador vortex
Secagem Centrifuga evaporadora
Reconstituicao 200 pL de solugo de Acetonitril:Agua

(80:20, v/v) com 0,2% de acido férmico

3.2.4 Validacdo do Método Bioanalitico

A validagdo foi conduzida usando extracdo liquido-liquido e procedimentos
preconizados pelo 6rgdo regulatorio. Os parametros avaliados foram: efeitos de matriz,
especificidade, recuperacdo, linearidade, preciséo, exatiddo, limite de deteccédo e estudo

de estabilidade em matriz bioldgica e em solucgéo.
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3.24.1 Efeito de Matriz

A avaliacdo do efeito de matriz foi conduzida apds a anélise de cinco replicatas
para a concentracdo de CQM em trés tipos de plasmas, normal, lipémico e hemolisado.
As médias dos resultados de cada controle foram comparadas com as de amostras
brancas dos mesmos plasmas normal, lipémico e hemolisado submetidas ao processo de
extracdo e dopadas de solugdes de varfarina e padrdo interno no momento da secagem
das amostras brancas, denominados de Branco Contaminado.

Complementando este teste também foi realizado o Teste de Interferéncia I6nica,
0 qual é um teste especifico para a deteccdo por espectrometria de massas e este
possibilita verificar se existe alguma interferéncia de matriz na fonte de ionizacdo. Na
maioria dos casos ocorre uma supressdo do sinal no momento que grande quantidade de
matriz chega ao detector o que justifica a importancia de analisar o pico cromatografico

em tempo de retencdo superior ao volume morto da coluna cromatogréfica.

3.24.2 Especificidade

Para avaliar a interferéncia de componentes enddgenos, foram analisadas seis
amostras em plasma branco, sendo uma de plasma lipémico, uma de plasma hemolisado
e quatro de plasma normal, isentas de varfarina e padrdo interno. As amostras utilizadas
nesse teste estéo relacionadas no item 3.1.3. Podem ser aceitos interferentes com mesmo
tempo de retencdo e resposta correspondente a no maximo 20% da area do pico do
limite inferior de quantificacdo do padréo e 5% da area do pico do padrdo interno.

Foram extraidas amostras em duplicatas desses seis tipos de plasmas, e se caso
fossem observados picos cromatograficos com areas superiores aos Critérios
estabelecidos, no mesmo tempo de retencdo, deveria proceder a substituicdo da matriz
ou modificar as condi¢Bes cromatograficas. E importante destacar que o método deve
ser validado nas mesmas condigdes experimentais ajustadas em todas as analises das

etapas de validacéo e quantificacdo dos voluntarios.
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3.24.3 Recuperacao

A recuperacdo de varfarina e p-cloro-varfarina foi determinada comparando-se
os resultados das analises de amostras de plasma adicionadas do analito e padrédo
interno, submetidas ao processo de extracdo, com aqueles obtidos de andlises de
amostras de varfarina e padrdo interno, ndo extraidas, mas adicionadas de plasma
branco submetido ao processo de extragdo. Outra comparacdo também foi feita com
amostras de controles de qualidade contendo o analito e o padrdo interno preparadas em
solucdo de ressuspensao.

Foram avaliadas trés diferentes concentracdes para varfarina (CQB: 15 ng/mL,
CQM: 400 ng/mL e CQA: 800 ng/mL) e uma concentracdo de padréo interno
(1,5 pg/mL) em seis repeticdes.

As amostras preparadas a partir de uma extracdo do plasma “branco” e, ao final
do processo, contaminado com o controle de qualidade em solucdo sdo denominadas
amostras sob Efeito de Matriz. Ou seja, hd uma possivel variacdo na extracao e deteccdo
do analito e padrdo interno que € dependente da matriz que se trabalha. Essa variacao
foi avaliada no Teste de Recuperacdo para diferentes matrizes (plasma normal, lipémico
e hemolisado). A comparacao entre a resposta obtida de amostras submetidas a extracédo
com aquela obtida da adicdo do analito ao substrato da mesma matriz biol6gica que foi
submetida a extracdo pode ser denominada Recuperacéo Real.

Considera-se como Recuperacdo Absoluta aquela que avalia ambos os efeitos
em conjunto (eficiéncia de extracdo e efeito da matriz na resposta com o detector), a
qual compara-se a resposta obtida ap6s a extracdo com aquela obtida pela anélise da

mesma quantidade de analito preparada com a solucdo de ressuspensao.

> Preparo das amostras submetidas ao processo de extracéo
Os procedimentos de preparo em plasma dos controles de qualidade estdo
descritos no item 3.2.2.4 e a extracdo foi executada conforme descrigdo presente

no item 3.2.3, desse documento.
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> Amostras ndo submetidas ao processo de extracdo, mas
adicionadas de plasma branco extraido

Em tubos de ensaio de vidro pipetaram-se aliquotas de solucGes padréo
de varfarina correspondentes ao CQB, CQM e CQA, e adicionaram-se 50 uL de
solugdo de PI (1,5 pg/mL). Amostras de plasmas brancos foram extraidas
seguindo a mesma metodologia, conforme descrito do item 3.2.3. Porém, a
camada organica foi vertida diretamente para os tubos de ensaio de vidro nos
quais haviam sido pipetadas as solucdes padrdo de varfarina e Pl. Agitou-se e
evaporou-se toda a preparacdo em centrifuga evaporadora e reconstituiu-se o
residuo com 200 pL de solucdo de ressuspensdo. Estas amostras representam as

areas de referéncia do padréo e PI.

3.24.4 Linearidade

As curvas de calibracdo foram construidas a partir de oito concentracbes de
varfarina, incluindo os limites inferior e superior de quantificacdo, na faixa de 5,0 a
1000,0 ng/mL. Calculou-se a correlacdo linear entre as amostras analisadas em
duplicatas, varidveis independentes (x) e as razfes entre as areas dos picos
cromatograficos da varfarina e do padréo interno, consideradas variaveis dependentes
(y). Os parametros da correlagdo foram estimados através do método dos minimos
quadrados ordinérios ponderados, utilizando o fator de ponderagdo 1/x2. A linearidade
foi avaliada pelo valor do coeficiente de correlagdo linear de Person (r?), que deve ser
superior a 0,98. Conforme documentos internos do centro analitico, aliquotas com valor
calculado de exatiddo fora do intervalo entre +15% da concentragdo nominal devem ser
excluidos da estimativa da correlagdo, porém, para o LIQ, admitem-se valores entre

+20% da concentragdo nominal.
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3.245 Precisao

A preciséo foi determinada pela analise de amostras de controle de qualidade em
trés niveis de concentracdo (CQB, CQM e CQA) extraidas em plasma humano. Foi
avaliada a precisdo intra-dia (analise realizada no mesmo dia, com duas listas de
validagdo, ambas em nove replicatas para cada nivel de concentragdo) e inter-dias
(anélises realizadas em dias diferentes, com duas listas de validacdo, ambas em nove
replicatas para cada nivel de concentracdo). O valor do coeficiente de variacdo das

analises das diferentes concentracGes ndo deve ser superior a 15%.

3.2.4.6 Exatidao

A exatiddo foi determinada pela analise de amostras de controle de qualidade em
trés niveis de concentracdo (CQB, CQM e CQA) extraidas em plasma humano. Foi
avaliada a exatiddo intra-dia (analise realizada no mesmo dia, com duas listas de
validacdo, ambas em nove replicatas para cada nivel de concentracdo) e inter-dias
(andlises realizadas em dias diferentes, com duas listas de validagdo, ambas em nove
replicatas para cada nivel de concentracdo). A exatiddo das amostras deve estar entre

85% a 115% do valor nominal da concentracéo.

3.2.5 Estudo de Estabilidade

Para a determinacdo da estabilidade de amostras de varfarina foram preparadas
amostras teste, conforme procedimento de preparo dos controles de qualidade descrito
no item 3.2.2.4, e executados os ensaios de ciclos de congelamento e descongelamento,
pos-processamento, curta duragdo e longa duragdo, conforme descritos a seguir.
Avaliou-se também a estabilidade das solu¢des-padrao de varfarina e PlI.

As médias das respostas das amostras teste foram comparadas com aquelas

obtidas para as amostras recém-preparadas e verificou-se o grau de degradacao.
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3.25.1 Estabilidade @~ Apds Ciclos de  Congelamento e

Descongelamento

A estabilidade do processo de congelamento e descongelamento das amostras
bioldgicas foi determinada apos 3 ciclos de congelamento e descongelamento e o teste
foi realizado a uma temperatura de — 70 °C. Preparou-se volume suficiente de controles
de qualidade, nos trés niveis de concentracdo, para seis repeticdes. Todas as amostras
foram congeladas e executou-se os ciclos de congelamento e descongelamento,
considerando que para o conjunto 1 procedeu-se um ciclo, para o conjunto 2 procedeu-
se dois ciclos e para o conjunto 3 procedeu-se trés ciclos. O periodo da primeira etapa
de congelamento foi de 24 horas, as demais foram de 12 a 24 horas. No ultimo degelo,
apo6s chegarem a temperatura ambiente, seis repeticGes foram analisadas juntamente

com as amostras de curva de calibracdo e controles de qualidade recém preparadas.

3.25.2 Estabilidade Pos-Processamento

A estabilidade do principio ativo e do padréo interno foi avaliada na temperatura
de 2 °C a 8°C, mesma temperatura do injetor automatico, utilizando-se as amostras de
controle de qualidade em seis repeti¢cbes. As amostras teste preparadas em plasma foram
descongeladas, extraidas e mantidas sob a temperatura definida para o ensaio por um
periodo de 24 e 48 horas. Estas amostras foram armazenadas em refrigerador até o
momento da analise.

Decorridos esses periodos as amostras recém preparadas e as teste foram

analisadas e os resultados médios foram comparados.

3.25.3 Estabilidade de Curta Duracéo

Determinou-se a estabilidade de varfarina em matriz biolégica durante o tempo e
nas condi¢Bes de analise, utilizando-se as amostras de controle de qualidade em seis
replicatas. Inicialmente as amostras de controle de qualidade testes foram preparadas e
fracionadas em dois conjuntos. Um conjunto foi extraido apds seu preparo juntamente

com uma curva de calibragdo a fresco e ao término dessa extracdo procedeu-se a anélise
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instrumental. Os resultados dessas amostras foram comparados com os obtidos das
amostras de controles de qualidade teste mantidas em temperatura ambiente durante um
periodo de 4 a 24 horas. O periodo total do teste foi definido entre o término do preparo
dos controles testes em plasma e o inicio de sua extracdo depois de transcorrido um

periodo do teste, sendo estas amostras mantidas em temperatura ambiente.

3.254 Estabilidade de Longa Duragao

Amostras em plasma de voluntarios podem ser armazenadas no mesmo periodo
de execucdo do ensaio sem comprometer sua estabilidade. Determinou-se a estabilidade
de longa duracgéo utilizando-se amostras de controle de qualidade em seis replicatas, nos
trés niveis de concentracdo e mantidas a —70°C. Ap6s o periodo de armazenamento estas
amostras foram analisadas juntamente com amostras de curva de calibracdo e controles

de qualidade recém preparados.

3.25.5 Estabilidade das Solugdes-Padréo

Foram avaliadas as estabilidades da solugdo mae e das solucgdes de trabalho tanto
para varfarina quanto para o padrdo interno. Para avaliar se a solucdo mae nao apresenta
degradacéo significativa a mesma foi armazenada em refrigerador e transcorrido um
periodo de teste as areas de controles de qualidade originadas de dilui¢cGes partindo
dessa solucdo mde foram comparadas com areas obtidas de solucBes recém preparadas.
A avaliagdo da estabilidade das solugOes de trabalho foi realizada em temperatura
ambiente, assim as solugfes aquosas dos controles de qualidades foram mantidas na
bancada por um periodo de 6 a 24 horas e as areas obtidas dessas solucGes teste foram
comparadas com areas de solugdes recém-preparadas.

O preparo de todas as solugdes, teste e recém-preparadas para varfarina, foi
semelhante para todas as preparacfes e cada qual originadas das solucdes a serem
avaliadas. Assim, todas as solucdes foram diluidas em dez vezes a fim de se obter as
amostras para proceder a analise cromatografica. E importante destacar também que
estas preparacdes também possuiam o padrdo interno. A seguir estdo descritos 0s

volumes adicionados para cada solucao.
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Tabela 3.14 Preparacdo de amostras de curva de calibragéo e controles de qualidade a
serem analisadas em listas de estabilidade em solucdo

Concentracao Solug&o de trabalho Volumede Volumede
. . ator de
Final Aliguota Concentragéo Fase Movel PI Diluicao

(ng/mL) (L) (ng/mL) (ML) (ML)

1.000,0 40,0 10.000,00 260,0 100,0 10,00
850,0 40,0 8.500,00 260,0 100,0 10,00
650,0 40,0 6.500,00 260,0 100,0 10,00
500,0 40,0 5.000,00 260,0 100,0 10,00
350,0 40,0 3.500,00 260,0 100,0 10,00
200,0 40,0 2.000,00 260,0 100,0 10,00

50,0 40,0 500,00 260,0 100,0 10,00

50 40,0 50,00 260,0 100,0 10,00
800,0 40,0 8.000,00 260,0 100,0 10,00
400,0 40,0 4.000,00 260,0 100,0 10,00
15,0 40,0 150,00 260,0 100,0 10,00

Diluente: Acetonitrila:Agua (80:20, v/v) com 0,0

Ao término desse procedimento realizou-se a analise instrumental. A média da
resposta das amostras teste foi comparada com aquela obtida para as amostras recém-

preparadas e foi verificando o grau de degradacéo.

3.2.6 Genotipagem

3.26.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido usando KIT Promega Wizard Genomic DNA Purification a
partir de sangue total colhido em EDTA. Apos extracdo, o DNA foi suspenso em
solucédo de hidratacdo DNA Reydration Solution e armazenado a temperatura de 2 a
8 °C.

O procedimento de extracdo de DNA foi executado na ordem que se segue:

v/ Separou-se um nimero apropriado de ponteiras descartaveis em rack e

tubos eppendorf de 2,0 mL para proceder a extracéo;

v Pipetou-se 300 puL da amostra em sangue total no tubo eppendorf;
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v

3.2.6.2

CYP2C9

Adicionou-se 900 pL de solucdo de lise de células vermelhas (Cell Lysis
Solution) Homogeneizou-se por inversdo por 10 minutos a temperatura

ambiente;

Centrifugou-se a 16000 g por 1 minuto e o sobrenadante foi desprezado,

restando somente o pellet ao fundo do tubo eppendorf;

Adicionou-se ao eppendorf solucdo de lise de leucdcitos (Nuclei Lysis
Solution) e solucdo de precipitacdo de proteinas. Agitou-se em vortex por

5 segundos;

Centrifugou-se a 16000 g por 1 minuto e transferiu-se o sobrenadante
contendo o DNA para um tubo eppendorf identificado e contendo 300 pL
de isopropanol concentrado. Homogeneizou-se a amostra por inversao 10

VEZES;

Centrifugou-se a 16000 g por 1 minuto e desprezou-se o sobrenadante
deixando o pellet no fundo do tubo. Adicionou-se 300 pL de etanol 70%

gelado e homogeneizou-se por inversdo 10 vezes;

Centrifugou-se a 16000 g por 1 minuto e cuidadosamente desprezou-se 0
etanol lentamente. Os tubos foram mantidos invertidos para baixo com a
tampa aberta sob um papel absorvente limpo por 20 minutos para a

completa evaporacdo do etanol;

O DNA foi reidratado com solugéo de hidratacdo e armazenado a — 20 °C.

Genotipagem dos Polimorfismos *1, *2 e *3 do Gene

A investigagédo dos polimorfismos CYP2C9 *1, *2 e *3 foi feita pelo método de

Reacdo em Cadeia Polimerase Multiplex, seguida de restricdo enzimatica simultanea

com Avall e Nsil. A identificacdo dos polimorfismos foi baseada nos fragmentos de

PCR que no gel de agarose os resultados do polimorfismo CYP2C9*2 gera um produto
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de PCR de 253 pb que ao ser digerido pela enzima Avall resulta em trés fragmentos de
171 pb, 60 pb e 20 pb para o alelo selvagem, *1, enquanto dois fragmentos de 253 pb e
22 pb sdo obtidos para o alelo mutante, *2. No estudo do polimorfismo do CYP2C9*3 o
produto de PCR gera um fragmento de 124 pb que, ao ser digerido pela enzima Nsil
resulta em fragmentos de 104 pb e 20 pb para o alelo selvagem, *1, e o0 alelo mutante,
*3, ndo é digerido, permanecendo com um fragmento de 124 pb.

Na figura a seguir estd apresentado um esquema de resultados para 0s possiveis

polimorfismos no gel de agarose.

253 — e —

171 —

124

100 — e e
B0 ——— e

20 B Y P —

Figura 3.10 Representacdo dos resultados para os diferentes alelos do gene CYP2C9 no
gel de agarose, 1) CYP2C9*1*1, 2) CYP2C9*1*2, 3) CYP2C9*1*3, 4) CYP2C9*2*2,

5) CYP2C9*3*3 e 6) CYP2C9*2*3,

A enzima de restricdo Ava Il reconhece e cliva a sequéncia 5’- G|GTCC -3’ e a
Nsi | a sequéncia 5°- ATGCA|T — 3.

O alelo selvagem CYP2C9*1 do gene CYP2C9, situado no cromossomo 10
(WADELIUS, M., 2007), tem 100% de atividade enzimatica, sendo denominado de

amplo metabolizador. O alelo CYP2C9*2 consiste na transicdo C416T no exon 3,
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levando a substituicdo Arg144Cys. A transversao A1061C no exon 7 gera a variagao
lle359Leu, caracteristica do alelo CYP2C9*3 (Taube J, 2000; Tassies D, 2002). Estes
alelos CYP2C9*2 e *3 sdo considerados metabolizadores lentos, por apresentarem,
respectivamente, cerca de 12% e 5% da atividade enzimatica sobre a varfarina.
Consequentemente, estdo associados ao risco de hemorragia em situagdes de alteracoes
de medicacdo e intercorréncia de doengas, particularmente se houver metabolismo
competitivo no complexo CYP2C9 (TAUBE, J., 2000).

3.2.6.3 Genotipagem dos Polimorfismos 1639GG e 1639GA do Gene

VKORC1

A genotipagem do polimorfismo 1639GG e 1639GA foi realizada pelo método
da Reacdo em Cadeia Polimerase em tempo real. O preparo da amostra, depois de
realizada a extracdo, é baseado na diluicdo em 10 vezes em &gua em presenca de
solucdes provenientes de kits contendo primer iniciador do sequenciamento e sondas
com grupo flouréforo. Assim, a preparacdo é transferida para plate e analisada no
sistema de PCR em tempo real.

O ensaio realizado é do tipo TagMan, utilizando duas sondas contendo
grupamentos fluoréforos ligados as bases nitrogenadas de G (guanina) ou A (adenina),
respectivamente. Quando a base G ou A liga-se a fita simples, ao realizar os ciclos da
PCR para a amplificacdo dos fragmentos de DNA, s&o liberados os grupos que emitem
fluorescéncia, os quais estdo associados ao pareamento das bases. Pode ser observado
na Figura 3.11 a seguir a composicdo inicial do sistema com a fita de DNA a ser
investigada, as duas sondas com os grupos fluoréforos e os primers. Apds a
desnaturacdo da fita de DNA o primer e a DNA polimerase iniciam o pareamento das

bases nitrogenadas a fita simples. Conforme este exemplo, quando a base guanina, G,
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presente na sonda € pareada a base citosina, C, da fita de DNA o grupo fluoréforo,

identificado como V, é liberado, este emite fluorescéncia e o sinal é detectado.

1. Componentes presentes na determinagio e fita de DNA
MGE GB
T T = Probe Probe )l
Forward primer v T TR 0 Ef T TTrpT @ Reverse primer
b G A =
) ¥
('\M_ [G] A
T
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3" DNA template 1 ~..5
2. Fita de DNA desnaturada

Probe 2 Prob )aGB Feverse primer
. v i " |~ e
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Forsard primer \ P \ /A
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| R Y E RN
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Figura 3.11 Reacdo da PCR-TR e liberacdo do grupo fluoréforo.
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Os resultados obtidos sdo apresentados na forma de graficos, os quais sdo

construidos por intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo de anélise. Os

graficos tipicos para os trés polimorfismos para VKORC1, 1639AA, 1639GG e

1639GA, determinados pela técnica de PCR em tempo real especificada anteriormente,

estdo apresentados na Figura 3.12 a seguir.
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Figura 3.12 Resultados gréficos dos possiveis polimorfismos do gene VKORCL1 por

PCR em tempo real, a) 1639AA, b) 1639GG e c) 1639GA.

Os graficos em vermelho é um controle o qual confirma o correto funcionamento do
equipamento para detectar a emissdo dos grupos fluoréforos. O sinal em azul é para o

grupo relativo a base nitrogenada A e o verde relativo a base G.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo de Bioequivaléncia foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com codigo “SPH 28/09” e teve seu inicio nas dependéncias do Centro Clinico,
Synchrophar. Neste Centro, localizado na cidade de Americana, S&o Paulo, foi realizada
a administracdo dos medicamentos teste e referéncia. O estudo foi conduzido com 31
voluntarios do sexo masculino e foram feitas verificagdes da pressdo arterial,
temperatura e frequéncia cardiaca em horérios pré estabelecidos. Foram relatados
eventos adversos observados e/ou obtidos mediante perguntas gerais ou declarados
espontaneamente. Os intervalos de coleta das amostras foram pré determinados com
base em publicacdes e no perfil farmacocinético da varfarina. O doseamento das
amostras foi realizado nas dependéncias do Departamento de Bioequivaléncia do
Instituto Hermes Pardini com equipe composta por técnicos em quimica e especialistas
experientes e qualificados. A avaliacdo da genotipagem foi feita no setor de Genética
Humana do Instituto Hermes Pardini e o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa possui 0 codigo “SPH 050/09”.

4.1 Doseamento de Varfarina por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas

No Departamento de Bioequivaléncia do Instituto Hermes Pardini, centro
analitico habilitado pela ANVISA, foi realizada a quantificacdo do farmaco varfarina
em plasma humano. Essa etapa compreendeu o desenvolvimento, a validacdo da
metodologia bioanalitica e a quantificacdo das amostras de voluntarios participantes do
estudo de Biodisponibilidade relativa / Bioequivaléncia. As duas substancias analisadas,

varfarina e o padrédo interno, p-cloro-varfarina, foram extraidas de plasma humano em

™l
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meio acido, analisadas por CLAE-MS/MS e o método dos minimos quadrados
ponderado foi utilizado para estimar os coeficientes linear e angular das curvas de

calibracéo.

Figura 4.13: Estruturas quimicas do analito, (a) varfarina, e do padréo interno,

(b) p-cloro-varfarina.

E importante que os métodos bioanaliticos validados sejam precisos e exatos
para aplicar os mesmos procedimentos padronizados na quantificagdo das amostras
desconhecidas dos estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. Dessa forma,
é imprescindivel que ndo haja interferéncias que possam comprometer os resultados de
andlise. Para isso sdo realizados testes para comprovar a seletividade e especificidade.
Além disso, 0 método de extracdo deve apresentar uma recuperacdo com coeficiente de
variacdo inferior a 20% para aliquotas de mesma concentragdo, conforme preconizado

pelo 6rgao regulador.

4.2 Metodo Bioanalitico

4.2.1 Seletividade e Especificidade

Apols a otimizagdo e selecdo dos pardmetros de analise em MRM no
equipamento, a partir da infusdo direta de solugdes padrdo no espectrdbmetro de massas,
foram obtidos espectros de massas para varfarina e p-cloro-varfarina. Os espectros
apresentados a seguir sdo 0s que apresentaram maiores intensidades dos ions filho apds
fragmentacdo dos ions precursores, com [M+1] relativo a cada uma das substancias

moleculares analisadas. As transi¢des utilizadas na quantificacdo das amostras no modo
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de reacfes multiplas foram de 309,27 > 163,0 e 342,9 > 162,8 para varfarina e p-cloro-
varfarina, respectivamente. As figuras 4.14 e 4.15 apresentam 0s espectros de

fragmentacdo obtidos para ambas as substancias.

SPEC_WARFA_16 1 (0.008) Daughters of S09ES+
100 163.1 2.01e7
162.7
163.3
163.5
33_
25173

60 B0 100 120 140 160 - 180 200 @ 220 240 260 280 300 30 340 360

Figura 4.14 Padrao de fragmentacéao de varfarina e estrutura sugerida do fragmento

principal
SPEC_CLORO_03 1 (0.008) Daughters of 343ES+
100+ 1630 8.51e6
162.8
162.dJig3 3
=] 285.0
2845
2843
181.0 3428
[\/63.8 }\188.? 3‘12'3‘}\
D I rl L L I L k "l 'y A

R L L L L L L L L L L L L L L R LAY AN LA AR LA LA LA L L L L L s s W1
B0 g0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Figura 4.15 Padréo de fragmentacédo de p-cloro-varfarina e estrutura sugerida do
fragmento principal

A analise cromatografica para cada amostra extraida em plasma obtém dois
resultados de area no cromatograma, um para o analito varfarina e outro para o padrao
interno, p-cloro-varfarina, como apresentado na figura a seguir. E considerando a

proporcionalidade entre area cromatogréfica e concentragdo, 0s menores valores de area
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obtidos nas analises para o analito foram nas amostras de LIQ com concentragdo de

5,0 ng/mL, desconsiderando falhas no processo de extracao e anélise.

400,0 ngimL - 01 28-Dec-2009 23:43:10
O9ALOINVO TLVADL-044 S (M, 2x3) MR Of 2 Channels Es+
242 _ 342916248
100+ 80355 6.52e5
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a
@,
L e e ) JLAL , L
0.2s 0.80 0.7s 1.00 1.28 1.80 1.78 2.00 228 280 278 3.00 3.28
09ALOISVO1LYVADL-044 Sm (M, 2x3) MREM of 2 Channels ES+
100+ 224 _ 309.2 = 163
176928 1.82e6
Area
(b)
0 T T T T T T T T T T T T T Time
025 0.80 075 1.00 1.28 1.80 1.78 2.00 2.25 280 275 300 3.25

Figura 4.16 Cromatogramas obtidos por CLAE-EM/EM para padrao interno, (a) p-

cloro-varfarina 342,9 > 162,8; e analito, (b) varfarina 309,27 > 163,0.

Antes de executar qualquer ensaio bioanalitico, é importante verificar se as
bolsas de plasma selecionadas para o desenvolvimento e validacdo do método
bioanalitico sdo isentas de interferéncias no mesmo tempo de retencdo do analito e
padrdo interno, tempos de 2,24 e 2,42 minutos, respectivamente. E importante ressaltar
que na resolucdo publicada pela ANVISA é aceito valor de interferéncia inferior a 20%
da area do pico cromatografico relativo ao LIQ, para o analito, e de 5% da area do
padrédo interno. Assim, amostras de quatro bolsas de plasma normal, uma lipémica e
uma hemolisada foram extraidas e analisadas. Seus cromatogramas estdo apresentados a
seguir e ndo foi possivel verificar presenca de interferentes nos tempos de retengédo das
substancias analisadas em nenhuma das bolsas de plasmas selecionadas para realizar o

estudo.
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Figura 4.17 Cromatogramas obtidos por CLAE-EM/EM para amostras brancas de

bolsas de plasma normal, (“a”, “b”, “c” e “d”’), amostras brancas de bolsa de

plasma lipémico (e) e bolsa de plasma hemolisado (f).

Também foi realizado um teste especifico para avaliar possiveis interferéncias

no espectrometro de massas, denominado de Teste de Interferéncia I6nica. O referido

ensaio € obtido a partir da injecdo de uma amostra extraida de plasma branco e infuséo

constante e direta no detector de uma preparacdo aquosa contendo concentragdes

conhecidas de varfarina e padrdo interno. Na figura a seguir ha o esquema de uma

montagem do sistema com uma conexdo em “T” unindo o fluxo do cromatografo

liquido e o fluxo da bomba infusora ao probe do Espectrdmetro de Massas.
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Liquid chromatograph
Mass spectrometer

Infusion pump

Figura 4.18 Modelo do Teste de Interferéncia lonica

O sinal de supressdo no espectrometro de massas (supressdo do ion) pode ser
causado por contaminantes, por exemplo, sais, proteinas, aminoacidos, por interferentes
na cromatografia liquida que eluem ao mesmo tempo em que o analito/padrdo interno
de interesse, uso de extracdo ndo especifica, variabilidade na ioniza¢do dos compostos,
entre outras possibilidades.

Para investigar se ha efeito da supressdo idnica no espectrébmetro de massas no
sinal do analito, varfarina, ou no padréo interno, p-cloro-varfarina, foram avaliados 0s
cromatogramas provenientes das injecdes de brancos de plasmas normal, lipémico e
hemolisado com infusdo de uma solucdo contendo ambas as substancias. Pode-se
perceber que nos cromatogramas a seguir, Figura 4.19, estdo apresentadas as injecoes
sobrepostas das amostras de brancos de plasmas com a injecdo de uma amostra de
Limite Inferior de Quantificacdo, esta para indicar o tempo de retencdo do analito e do

padréo interno.
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Branco Plasma Lipémico - Infusdo de Varfarina (1,0 ug/mL) + p-Cloro-Varfarina (1,0 ugimL) 23-Dec-2009 12:52:53
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Branco Plasma Hemolisado - Infusdo de Varfarina (1,0 ug/mL) + p-Cloro-Varfarina (1,0 ug/mL}) 23-Dec-2009 13:03:50
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Figura 4.19 Cromatogramas do Teste de Interferéncia 16nica com sobreposicao de
cromatogramas de LIQ e (a) branco de pool de plasma normal (b) branco de plasma
lipémico e (c) branco de plasma hemolisado, todos analisados sob infuséo de solucédo de
varfarina (309,2 > 163) e p-cloro-varfarina (342,9 > 162,8) ambas

na concentracdo de 1 pg/mL.

Os cromatogramas em vermelho e em verde nas Figuras 4.20 (a) (b) e (c)
correspondem ao analito e padrdo interno, respectivamente, da injecdo de LIQ com
infusdo de solugdo diluente. Sobrepostos a estes cromatogramas estdo apresentados

também os cromatogramas obtidos de amostras extraidas de plasmas brancos (normal,
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lipémico e hemolisado) com infusdo de uma solucdo contendo varfarina e p-cloro-
varfarina, cromatogramas em roxo e em cinza, respectivamente. Analisando estes
cromatogramas, pode-se perceber uma supressdo positiva em um tempo de retengédo
inferior aos dos compostos para ambos canais de transi¢do, aproximadamente em 2,04
minutos. Entretanto, estas interferéncias identificadas ndo comprometem os resultados

por estarem em tempos distintos das substancias de interesse.

4.2.2 Recuperagéo

A recuperacdo do analito foi calculada levando-se em conta as medidas de area
para cada um dos niveis de concentracdo e a recuperacdo do padrdo interno, também
considerando as medidas de areas, foi avaliada nas mesmas amostras analisadas na lista
de recuperacdo. Assim, o método de extracdo liquido-liquido, desenvolvido utilizando
acetato de etila como solvente de extracdo, proporcionou significativa percentagem de
recuperacdo real média para varfarina (90,6%) e para o padrdo interno (88,7%) com
valores de precisdo e exatiddo nos trés niveis de concentracdo estudados dentro dos

critérios preconizados.

Tabela 4.15 Determinacdo da recuperacdo real do procedimento de extracdo liquido-

liquido das amostras de plasma para varfarina e p-cloro-varfarina

Concentracéo de

3 0,
varfarina (ng/mL) Recuperagéo (%)

Varfarina (CV) % p-Cloro-Varfarina (CV) %
15 93,0 (1,5%) 89,9 (2,3*)
400 87,1 (6,6*) 84,2 (7,4%)
800 91,6 (4,9%) 91,9 (6,0%)
Média 90,6 (3,4) 88,7 (4,5)

*: coeficiente de variagdo referente as amostras extraidas.
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A recuperacdo absoluta para o analito e padréo interno também foi avaliada, é
importante ressaltar que essa comparacdo € feita entre a media das mesmas amostras

extraidas, relativas a comparacédo anterior, e a média das amostras em solucéo.

Tabela 4.16 Determinacdo da recuperacdo absoluta do procedimento de extracdo

liquido-liquido das amostras de plasma para varfarina e p-cloro-varfarina

Concentracéo de

f 0,
varfarina (ng/mL) Recuperagéo (%)

Varfarina (CV) % p-Cloro-Varfarina (CV) %
15 89,3 (1,5%) 90,2 (2,3%)
400 85,0 (6,6%) 81,8 (7,4%)
800 97,8 (4,9%) 93,9 (6,0%)
Média 90,7 (7,2) 88,6 (7,0)

*: coeficiente de variacdo referente as amostras extraidas.

Os resultados médios obtidos para as duas avaliagbes foram muito proximos,
para varfarina foram de 90,6% e 90,7%, e para p-cloro-varfarina foram de 88,7% e

88,6%, para a recuperacdo real e absoluta, respectivamente.

4.2.3 Método dos Minimos Quadrados Ponderado

Durante a etapa de validacdo do método bioanalitico, conforme definido em
documentos no Departamento de Bioequivaléncia do HP, foram extraidas seis curvas de
calibracdo e, com os resultados obtidos, determinou-se o melhor modelo para o
conjunto de dados. Todas essas amostras compdem uma corrida analitica denominada
Curva em Plasma (CPL). Considerando tal definicdo, o modelo de regresséo foi
padronizado para todas as outras curvas de calibracdo analisadas, tanto para as da
validagdo quanto para as dos estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.

Assim, estdo apresentados nesse trabalho os resultados obtidos na corrida

analitica denominada de “Curva em Plasma”, composta por seis curvas de calibracio
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com concentragdes extraidas em duplicata totalizando um nimero de 96 amostras, a
discussdo para a escolha dos melhores modelos de regressao linear e os parametros de
desempenho analitico. E importante salientar que a variavel resposta, y, é a razao entre a
area obtida do cromatograma do analito de interesse pela do cromatograma do padrédo
interno, e a varidvel explicativa, x, é a concentracdo nominal do analito. Entdo, para
obter o valor da variavel resposta, yi, conforme cromatograma presente na Figura 4.16,
basta calcular a razdo da area do analito, 176.928, pela area do padréo interno, 80.355.
Na Tabela 4.17 estdo apresentados os resultados da razéo entre as duas areas
para seis curvas de calibracdo, sendo que para cada valor de concentragcdo as amostras
foram extraidas em duplicata. Esses resultados foram utilizados para escolher o melhor

modelo de regresséo.

Tabela 4.17 Variavel resposta da razdo entre area de VAR pela area de p-VAR para
determinacdo do modelo de regresséo

Concentragéo Curva de calibragao

ng/mL 1 2 3 4 5 6
5.0 0,0242 0,0243 0,0238 0,0223 0,0239 0,0230
0,0244 0,0244 0,0225 0,0217 0,0226 0,0232
50.0 0,2568 0,2666 0,2522 0,2421 0,2424 0,2384
0,2678 0,2577 0,2485 0,2510 0,2336 0,2355
200.0 0,9860 0,9947 0,9848 0,9660 0,8276 0,8388
1,0038 1,0111 0,9933 0,9671 0,8091 0,8309
350.0 1,7027 1,7479 1,6865 1,6746 1,6001 1,6172
1,7427 1,7228 1,7728 1,6652 1,6475 1,5995
500.0 2,5333 2,4214 2,4012 2,2862 2,2925 2,2603
2,5450 2,4466 2,3399 2,2712 2,3364 2,2824
650.0 3,0785 3,1521 3,0064 3,0060 2,9542 2,9802
3,0377 3,2848 3,0695 2,9380 3,1397 2,9029
850 0 3,8431 4,1037 3,7283 3,6300 3,8873 3,7272
3,8952 3,9647 3,8666 3,7041 3,8605 3,7868
1000,0 4,3951 4,7042 4,4850 4,4115 4,5280 4,3958
4,3794 4,7253 4,3524 4,3801 4,5207 4,4626

423.1 Ajuste de Modelos de Regresséo

Executando os calculos desses valores utilizando o método dos minimos
guadrados ordinarios MMQO, resultados apresentados a seguir, foi possivel perceber

que ndo é um modelo indicado para linearizar estes dados por obter desvios relativos,
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em relacdo as concentragdes nominais, muito superiores aos critérios determinados pela
resolucdo RE 899. Os resultados mais criticos foram os valores de concentracdes
calculados e respectivos desvios relativos muito superiores ao intervalo de +20% para o

LIQ, impossibilitando a utilizacdo desse modelo.

Andlise de Regressdao — Modelo Nao-Ponderado

A equacdo da regressao é:
y =0,0529315 + 0,00449117x

Preditor Coeficientes Desvio Padrao T P

Constante 0,05293150 0,01720766 3,076 0,003

X 0,00449117 0,00003042 147,64 0,000

S =0,101921 R? = 99,6% R? (ajustado) = 99,6%
Andlise de Variancia

Fonte DF SQ MQ F P
Regressdo 1 226,4405 226,4406 21798,65 0,000
Erro 94 0,976455 0,010388

Total 95 227,4170

Também é importante destacar que no grafico dos residuos padronizados versus
a variavel x (Figura 4.20) fica claro que a variancia das observacdes esta crescendo com
a concentragdo, caso de heterocedasticidade na forma de funil. Também é importante
destacar que no teste F, o qual foi aplicado para avaliar a diferenca entre as variancias
do LIQ com a do LSQ, o valor calculado para esses dados de 17597,58 foi um resultado
muito maior que o Fp, com valor de 2,82, indicando diferenca significativa entre as

variancias dos valores extremos da faixa linear.

Modelo N&o-Ponderado

3 .

Residuo Padronizado
=)

0 200 400 600 800 1000
Concentragio (ng/mL)

Figura 4.20 Disperséo de residuos padronizados obtida no modelo n&o padronizado

Dessa forma, € indicado utilizar a analise de regressdo ponderada para estabilizar

a variancia desse modelo. Executando os célculos em planilha elaborada no software
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Excel para os dados presentes na Tabela 4.17 foram obtidos os seguintes resultados para
os diferentes fatores de ponderagéo.

Tabela 4.18 Resultados do ajuste dos modelos de regressdo linear ponderado para 0s
dados da Tabela 4.17

Fator de

Ponderagéo Po h r SER%’
1/x 0,0031435963 0,004601657 0,998832 540,63
1% 0,0000493642 0,004691998 0,998179 433,73

1/ \/; 0,0142639254 0,004561519 0,998722 1082,67
1ly 0,0029840842 0,004592252 0,998852 534,77
11y 0,0001162031 0,004661467 0,998164 437,16

1/ \/V 0,0139619438 0,004557893 0,998734 1068,46

a: Coeficiente de correlagdo de Pearson

b: SER%: Soma dos erros relativos percentuais

Supondo que o menor valor da soma dos erros percentuais, SER%, obtida pela
expressao (2.13), seja um bom indicador do melhor modelo de regressdo, nessa analise
preliminar o melhor modelo é o ponderado por 1/x?. Entretanto, o valor obtido para o
fator 1/y> é bem proximo a esse e se compararmos os resultados obtidos nas
ponderacBes construidas a partir da variavel x também nao identificamos valores tdo
diferentes. E importante também avaliar os graficos de dispersdo dos erros percentuais
em funcdo da concentracdo. Entretanto, conforme graficos apresentados a seguir, a
mesma distingdo entre os resultados ndo foi obtida, pois as dispersfes dos erros

relativos percentuais, ER%, sdo semelhantes.

Ponderacio 1/x* Ponderacio 147
20,0 20,0
15,0 ¥ 15,0 »
]
e . R
._g . l M 1 H . g : l_o . ] [] .
2 oo ¥ * ¥ s B gp -.i . 3 o .
g » s H a E ' l |
w 50— — w 50 8 —  J—
g » ’ g » H
& -10,0 - [ ® & -10,0 $
15,0 J 15,0 2
-20,0 T T T T T 1 -20,0
] 200 400 600 800 1000 1200 ] 200 400 600 800 1000
Concentragdo (ng/mL) Concentracgdo (ng/mlL)

Figura 4.21 Dispersao dos erros relativos percentuais versus concentragao para 0s dados

de varfarina

1200
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Outra andlise para a avaliacdo da homocedasticidade foi feita com os residuos
padronizados obtidos ao linearizar os mesmos dados com modelos ponderados pelos

fatores: 1/x, 1/x%, 1ly e 1/y?. Os fatores 1/ \& e 1/4/Y ndo foram utilizados, pois estes

apresentaram valores de SER% muito superiores aos demais. Na figura a seguir estdo
apresentados os graficos dos residuos padronizados versus concentracdo de varfarina

para os fatores de ponderacao selecionados.
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3 3
s ‘ ¢
2
2 . L] s
[} [] (-] . L]
H . : s * L ¢ i H
Ny [ . : N . .
£ H . . 5 L . H H s .
£ H . s s * 5 3. i .
B ‘ . » . * 5 0 3 - > - Y 3
e O - — o $ H i
] ' . ! . 5 ' ' s
k=l 3 ! * M
& . § t !
-3 * . H -] . .
$ : | 2 3
. .
.
-2
.
-3
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Concentracdo (ng/mL) Concentracdo (ng/mL)
Ponderacdo 1/y Ponderagdo 1/ yz
3 3
L
3
2 : 2
L] L] :
»
k- 4 . : . 3 3 i M *
3 S i P
A T T R R B :
-'-‘; ‘ . . . . ',': 0 b4 * . H L]
L, i . . o : 3
2 LR B : 2 t
3 || : $ . 2.,] ¢ . .
: . . a 8 ]
[~ . * [ * .
$ s 2 3
. * :
-2
. .
-3
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Concentracio (ng/mL) Concentragao (ng/mL)

Figura 4.22 Dispersao dos residuos padronizados versus concentracdo de varfarina

em ng/mL, x, para modelos de regressdo linear ponderados

As dispersdes dos residuos padronizados para os modelos ponderados por 1/x* e
1/y?, Figura 4.22b e Figura 4.22d, respectivamente, sio os que a homocedasticidade
parece ser mais razoavel por apresentar uma dispersdo melhor distribuida em torno de
zero.

E a estes dois grupos de resultados foi aplicado o teste de Anderson Darling
(AD) para avaliar se os residuos indicaram desvio de normalidade, considerando 0s
niveis de significancia usuais e valor critico de 0,05. Vale ressaltar que os dados que

mais se aproximam da distribuicdo normal no teste AD sdo aqueles que assumem
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valores menores. Avaliando o teste AD para os residuos com ponderacéo 1/x% e 1/y?,
0,267 e 0,304, respectivamente, conclui-se que os residuos com a ponderacéo 1/x* sdo
mais proximos da distribuicdo normal. Também observando os resultados para o

p-valor, 0,681 e 0,565, respectivamente, conclui-se semelhantemente ao teste anterior.

Probabilidade Normal -1/ X2

&
o

Mediz -0,0008534
Desv.P, 1,003
¥
° N 36
AD 0,267
Valor P 0,681

B HE8548 44§

-
L=

-

=
=

-3 -2 -1 0 1 2 3
Residuos padronizados

Figura 4.23 Grafico de probabilidade normal e resultados do teste de normalidade de

AD dos residuos para o modelo de regressao linear ponderado pelo fator 1/x*

Assim, ap0s avaliacdo dos resultados da Andlise de Regressdo desses modelos e
comparacdo da soma dos erros relativos percentuais (ver Tabela 4.18) o fator de
ponderacdo 1/x* é o mais indicado para a quantificacdo dos dados na validagdo do
método bioanalitico de varfarina e também para a quantificacdo das amostras
desconhecidas nos estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.

A seguir, estd apresentada a analise de variancia para o modelo escolhido,

ponderacdo por 1/x%.

Anélise de Regressdo — Modelo ponderado por 1/x

A equacdo da regressao é:
y = 0,0000493642 + 0,004691998x

Preditor Coeficientes Desvio Padrdo T P

Constante 0,0000494 0,0004114 0,12 0,905

X 0,0046920 0,00002925 160,42 0,000

S =0,000261299 R? = 99,6% R? (ajustado) = 99,6%
Analise de Variancia

Fonte DF SQ MQ F P
Regressdo 1 0,0017570 0,0017570 25734,08 0,000
Erro 94 0,0000064 0,0000001

Total 95 0,0017635
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O teste de hipdtese nula para avaliar o coeficiente linear indica que a reta da

regressdo passa pela origem, H, : By =0, estatistica p-valor de 0,905. No entanto, na

pratica € interessante estimar a variancia amostral de valores proximos a zero uma vez
que o valor de amostras brancas ndo e exatamente conhecido, mas apenas estimado.
Além disso, é sabido que pontos proximos as extremidades do intervalo estardo sujeitos
a oscilacbes maiores do que aqueles perto do centro da faixa de trabalho (SOUZA,
SVC; 2005), assim € interessante que a equacdo seja estimada a partir dos valores sem
fixar a origem em zero.

Entdo, a partir do modelo ajustado (y = 0,0000493642 + 0,004691998x),
pode-se calcular  as  concentracdes das amostras pela  equacéo
x =(y — 0,0000493642)/0,004691998. Os resultados de concentracdo, em ng/mL, para as
respostas da Tabela 4.17 estdo apresentados na Tabela 4.19. Estes resultados obtidos séo

os valores estimados, considerando 0 modelo ponderado pelo fator 1/x2.

Tabela 4.19 ConcentracGes de varfarina para as amostras da lista CPL, em ng/mL,

obtidas a partir do modelo de regresséo com fator de ponderacdo 1/x.

Concentrag&o Curva de calibragdo
ng/mL 1 2 3 4 5 6

50 5,15 5,18 5,07 4,74 5,09 4,90

’ 5,19 5,19 4,78 4,62 4,81 4,92
50,0 54,73 56,81 53,74 51,58 51,66 50,79
57,06 54,92 52,95 53,49 49,77 50,19
200,0 210,14 212,00 209,88 205,87 176,37 178,76
213,93 215,49 211,68 206,11 172,43 177,08
350.0 362,89 372,52 359,44 356,89 341,01 344,66
371,40 367,16 377,81 354,89 351,12 340,88
500,0 539,91 516,07 511,75 487,25 488,58 481,73
542,41 521,43 498,68 484,04 497,96 486,43
650.0 656,10 671,79 640,75 640,65 629,63 635,16
647,41 700,07 654,19 626,15 669,15 618,69
850.0 819,07 874,60 794,59 773,64 828,47 794,36
830,15 844,98 824,08 789,44 822,77 807,07
1000,0 936,72 1002,60 955,87 940,20 965,03 936,87

933,36 1007,08 927,60 933,52 963,47 951,10
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4.2.4 Preciséo e Exatiddo em Listas de Validacéo

O modelo de regressdo linear ponderado por 1/x* para quantificar as trés listas de
validacgdo foi utilizado para determinar a exatiddo e a precisdo do método bioanalitico.
Cada lista é composta por uma curva de calibracdo com oito concentracdes preparadas
em duplicatas e nove aliquotas de controles de qualidade em trés niveis de
concentracdo. As amostras padréo utilizadas para construir a curva de calibragdo estdo
apresentadas na Tabela 4.20, a seguir, juntamente com a exatiddo e precisdo para cada
concentracdo. O coeficiente de correlagcdo de Pearson para as trés curvas também estéo

presentes nessa mesma tabela.

Tabela 4.20 Concentragdes calculadas para as aliquotas das curvas de calibracdo nas
Listas de Validagéo

Modelo de Regressdo y = mx + b (1/x%)

conc. Concentracéo obtida (ng /mL) o L .
Nominal - Média Exatiddo  Preciséo
L Nome da lista (ng /mL) (%) (%)
(ng/mL) LVAO1L LVA02 LVAO3
4,83 4,90 5,05
5,0 4,98 99,6 2,7
5,16 5,07 4,86
51,59 51,28 53,43
50,0 51,76 103,5 3,7
49,18 50,62 54,47
200,0 191,25 208,37 216,59 208,71 104,4 45
' 208,47 210,37 217,19 ' ' '
361,40 358,76 355,32
350,0 357,28 102,1 0,7
357,47 355,67 355,07
4.1 4921 4.12
500,0 504,10 92,13 S04, 500,89 100,2 1,0
505,03 498,12 501,86
650.0 633,44 647,15 635,04 640.21 985 94
' 662,28 646,18 617,19 ' ' '
850.0 832,16 833,01 802,27 822 44 96.8 97
' 853,27 822,85 791,05 ' ' '
1000,0 976,22 945,95 916,72 950,52 95,1 2,4
' 963,34 968,64 932,23 ' ' '
r= 0,999541 0,999535 0,998092 - - -

Uma representacdo gréfica estd apresentada na figura a seguir e pode ser

observado que a linearidade é adequada para a faixa de concentragdo proposta.
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Compound name: Varfarina

Correlation coefficient: = 0.899541, ¥2 = 0.995081

Calibration curve: 0.00533352 % x + 3.79337e-005

Response type: Internal Std { Ref 2 ), Area * {15 Caonc. Y15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1642 Axis trans: Mone

500
a5
4004
2503

3.004

Response

2 EDj
2 DD:
1 ED:
1.00:

0.50
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Figura 4.24: Curva de calibragéo de varfarina por CLAE-EM/EM e obtida pelo

programa MassLynx, na faixa de 5,0 a 1000,0 ng/mL

Os resultados das aliquotas dos controles de qualidade, nas trés concentracdes,

baixa, média e alta, estdo apresentados na Tabela 4.21 e na tabela seguinte estdo

apresentados os resultados de exatid&o e precisao nas mesmas listas de validacéo.

Tabela 4.21 ConcentracGes calculadas para as aliquotas dos trés niveis de controles de

qualidade em Lista de Validagcdo do método bioanalitico de varfarina

Concentrages
15,0 ng/mL 400,0 ng/mL 800,0 ng/mL
Listas Listas Listas
1 2 3 1 2 3 1 2 3
16,90 16,26 16,18 445,50 420,10 400,95 821,33 787,65 808,49
17,30* 16,08 16,33 468,33* | 426,39 408,69 806,90 770,21 801,82
16,50 15,79 16,39 448,24 411,54 415,89 804,34 790,47 801,68
16,39 16,14 16,76 451,45 409,14 406,94 834,68 790,11 763,53
16,53 15,80 16,78 468,66 | 418,45 441,70 798,92 800,85 762,87
14,51 16,12 15,98 412,33 409,60 413,10 807,24 805,17 823,09
16,88 15,87 20,00* 445,72 407,79 409,85 832,55 802,69 803,45
16,60 15,96 16,60 448,82 409,18 410,90 780,54 810,87 823,91
16,64 16,41 16,43 449,14 412,45 421,21 772,68 825,35 794,53

*: valor com desvio superior a £15% em relagdo a concentracdo nominal
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Tabela 4.22 Determinacdo de concentracgdo, precisdo e exatiddo em Listas de Validagéo
do método bioanalitico de varfarina

Concentracgéo ) Concentracgéo
) Listas de o .
nominal L calculada Precisdo (%) Exatidéo (%)

Validagéo .

(ng/mL) (ng/mL)
1 16,37 4,7 109,1
15,00 2 16,05 1,3 107,0
3 16,43 1,7 109,5
1 443,03 3,1 110,8
400,00 2 413,85 15 103,5
3 414,36 2,8 103,6
1 806,58 2,6 100,8
800,00 2 798,15 2,0 99,8
3 798,15 2,8 99,8

a: Média de nove aliquotas, considerando somente os valores dentro do desvio relativo menor que +15%

Conforme as normas preconizadas pelo 6rgao regulamentador os valores obtidos
para a precisdo do método ndo podem ser superiores a 15%, considerando os controles
de qualidade de concentracdo baixa, média e alta, e um nimero minimo de cinco
replicatas devem estar dentro desse desvio. Os valores obtidos para a exatiddo devem
estar entre 85 a 115%, para 0s mesmos niveis de concentragdo avaliados. Assim, foi
constatado que o método atende aos critérios de aceitacdo preconizadas na Resolucédo
RE 899 da ANVISA, de 29 de maio de 2003.

Executando 0 mesmo calculo de precisdo e exatiddo para todos os valores
obtidos, avaliacéo inter-corridas, foi constatado que para cada nivel de concentracéo,
baixo, médio e alto, 0 método também atende as normas preconizadas. Os valores
obtidos de precisdo para os trés niveis foram de 3,0; 4,0 e 2,4%, e de exatiddo, 108,5;
105,6 e 100,1%, respectivamente.

Também foram avaliadas a precisdo e a exatiddo do limite inferior de
concentracdo (LIQ) e do controle de qualidade diluido (CQD), nos valores de
5,00 ng/mL e 1600,00 ng/mL, respectivamente. Considerando estas concentracdes de
controles os resultados obtidos também atendem aos critérios de aceitagdo preconizados
pela ANVISA.
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Tabela 4.23 Determinacéo de preciséo e exatiddo das concentragdes do LIQ e CQD em
Listas de Validacdo do método bioanalitico de varfarina

Concentracgéo ) Concentracgéo
) Listas de o .
nominal L calculada Precisdo (%) Exatidéo (%)

Validagéo .

(ng/mL) (ng/mL)
1 5,52 2,2 110,3
5,00 2 5,68 1,2 113,6
3 5,53 3,3 110,6
1 1517,18 2,9 94,8
1600,00 2 1637,81 1,3 102,4
3 1526,38 14 95,4

a: Média de nove aliquotas, considerando somente os valores dentro do intervalo do desvio relativo de +15%

Os valores médios de precisdo na avaliacdo inter-corridas para o LIQ e para o
CQD foram de 2,7 e 4,0%, e exatidao de 111,3 e 97,5%, respectivamente.

4.2.5 Limite de Deteccéo

Conforme Resolugdo RE 899 da ANVISA, de 29 de maio de 2003, o limite de
deteccdo € a menor concentragdo de um analito que o procedimento bioanalitico
consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo. Esse parametro de validagédo
pode ser determinado a partir do célculo com os coeficientes de curvas de calibracéo,
dos limites de confianca da curva de calibracdo ou até por uma analise de amostras de
concentragfes conhecidas e decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectavel,
levando em consideracdo a relagdo do sinal detectado da amostra com o ruido da linha
de base.

Com os dados da lista Curva em Plasma e aplicando a expressdo (2.5) foi
possivel determinar o limite de deteccdo com os valores dos coeficientes angular e

linear das seis curvas em duplicatas, conforme calculo apresentado a seguir.
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Tabela 4.24 Estimativas dos parametros dos modelos de regresséo linear ponderado

97

Curvas de Calibragdo ﬁo Bl r*

1 0,00005443 0,00483939 0,998432
2 -0,00001668 0,00492158 0,999407
3 -0,00008513 0,00473052 0,998840
4 -0,00027334 0,00460506 0,998860
5 0,00025692 0,00456033 0,998867
6 0,00076859 0,00448316 0,999295

Média 0,00011747 0,00469001

Desvio Padrao 0,00036308 0,00016994

*: Coeficiente de correlagéo de Pearson
o _ 36308x10*x3 _ 0232209 /L

0,00469001

Assim, o limite de detec¢do calculado a partir das curvas de calibracdo é de
0,2322 ng/mL.

Além dessa forma de determinar o limite de deteccdo, esse parametro também
pode ser estimado a partir do limite de confianca superior obtido apds quantificacdo dos
mesmos dados amostrais. Ao aplicar o método dos minimos quadrados ordinarios
ponderado com o fator 1/x* a equacdo linear obtida, considerando todas as casas
decimais disponiveis no software Minitab, foi de:

y = 0,0000493642 + 0,004691998x

Assim, para calcular os limites inferior e superior do intervalo de confianca para
o valor de x igual a 0,00, utilizado o mesmo software, os valores obtidos foram de,
respectivamente, -0,0007674205 e 0,0008661489.

Conforme grafico ilustrativo, Figura 2.8, o valor do limite de deteccédo é o valor
em x quando y for igual ao limite de confianga superior, como indicado por um circulo.
Dessa forma, o valor do limite de deteccdo € obtido a partir da equacdo da curva de
calibracdo e é igual a 0,1741 ng/mL.

Para avaliar criteriosamente estes dois resultados seria interessante realizar a
analise do pico cromatografico para amostras extraidas em matriz bioldgica nessas duas

concentragfes. Em técnicas cromatograficas a andlise da significancia do pico
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cromatografico é feita pela comparacdo entre a medicdo dos sinais de amostras em
baixas concentragdes conhecidas do composto de interesse na matriz com a linha de
base. A relacéo sinal-ruido pode ser de 2 ou 3 vezes superior ao ruido da linha de base,
valores geralmente aceitos como estimativas do limite de deteccéo.

Entretanto, foi seguido o procedimento operacional que padronizou a primeira
maneira como a oficial para a determinagdo dessa figura de mérito. E importante
ressaltar que quando definida uma metodologia de execucdo, esta deve ser seguida para
todos os métodos desenvolvidos, e ndo é recomendavel aplicar outras metodologias sem

antes definir como procedimento padrao.

4.3  Estudo de Estabilidade em Matriz Bioldgica e em Solucéo

A estabilidade de um farmaco em matriz biologica depende de suas propriedades
quimicas, do material de acondicionamento, do tempo e da temperatura de estocagem.
Assim, os ensaios foram planejados e executados com a finalidade de simular as
condicGes de manuseio e andlise das amostras. Os resultados obtidos em cada teste do
estudo de estabilidade foram comparados com os de amostras recém-preparadas,

aceitando-se desvio de, no maximo, +15%.

4.3.1 Estabilidade apos Ciclos de Congelamento/Descongelamento

Amostras de controles de qualidade baixo, médio e alto, em plasma foram
submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento e analisadas ao final do
terceiro ciclo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.25. Ao comparar os valores
médios obtidos das amostras teste com os das amostras fresco foi verificado que os
processos de congelamento e descongelamento ndo causaram degradacdo dos farmacos

no plasma, conforme indicado pelas taxas de variacdo obtidas.
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Tabela 4.25 Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade apds ciclos de

congelamento/descongelamento

Concentracgéo Concentracgéo

nominal Amostra calculada CV (%) Desvio (%)

(ng/mL) (ng/mL)?
Fresco 16,33 2,5

15,00 -6,6

Teste 15,25 1,6
Fresco 425,56 1,9

400,00 -4,6
Teste 406,09 1,7
Fresco 815,43 1,3

800,00 -4,3
Teste 780,51 2,8

a: Média de seis aliquotas

4.3.2 Estabilidade Pos-Processamento

A avaliacdo da estabilidade pos-processamento foi realizada mantendo-se
amostras extraidas sob temperatura entre 2 °C e 8 °C, a qual é a mesma faixa de
temperatura definida para o injetor automatico. Assim, as amostras teste foram
armazenadas por um periodo de 47 horas e 21 minutos, periodo gque se inicia ap6s o
término da etapa de extracdo das amostras teste ao inicio da analise cromatografica. De
acordo com o indicado pelas taxas de variacdo € possivel observar que nao foram

identificadas diferencas para nenhum dos trés niveis de concentragéo.
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Tabela 4.26 Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade apo6s periodo de pos-

processamento de 47 horas e 21 minutos.

Concentracgéo Concentracgéo

nominal Amostra calculada CV (%) Desvio (%)

(ng/mL) (ng/mL)?
Fresco 16,33 2,5

15,00 19

Teste 16,64 2,6
Fresco 425,56 1,9

400,00 -2,8
Teste 413,51 1,6
Fresco 815,43 1,3

800,00 -3,4
Teste 788,08 2,1

a: Média de seis aliquotas

4.3.3 Estabilidade Curta Duracgéo

As amostras de plasma contendo o farmaco permaneceram a temperatura
ambiente, sendo em seguida submetidas ao processo de extracdo. A estabilidade de
curta duracdo foi avaliada pelo periodo de 20 horas e 17 minutos. As concentracdes
foram comparadas com aquelas obtidas de amostras plasmaticas recém-preparadas,
conforme demonstrado na Tabela 4.27, e verificou-se que ndo houve diferenca entre as
amostras “Teste” e “Fresco”, uma vez que os valores de desvio relativo foram inferiores

a 15%.
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Tabela 4.27 Resultados obtidos na avaliagcdo da estabilidade de curta duragdo, com
periodo de 20 horas e 17 minutos.

Concentracgéo Concentracgéo

nominal Amostra calculada CV (%) Desvio (%)

(ng/mL) (ng/mL)?
Fresco 17,03 2,4

15,00 0,9

Teste 17,18 1,7
Fresco 422,49 3,9

400,00 4,8
Teste 442,71 2,5
Fresco 795,54 3,4

800,00 4.4
Teste 830,35 3,5

a: Média de seis aliquotas

4.3.4 Estabilidade Longa Duracéo

O estudo de estabilidade de longa duracdo foi conduzido em amostras
plasméticas armazenadas em freezer a —70 °C, as quais foram congeladas e analisadas
apos periodo de 128 dias e 11 horas. A comparagdo entre as amostras “Teste” e
“Fresco” para cada um dos trés niveis de concentragdo esta apresentada na Tabela 4.28.
Assim, pode-se inferir que o farmaco se manteve estavel no plasma durante este periodo

e sob esta temperatura de armazenamento.
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Tabela 4.28 Resultados obtidos na avaliagédo da estabilidade de longa duragdo, com
periodo de 128 dias e 11 horas.

Concentracgéo Concentracgéo

nominal Amostra calculada CV (%) Desvio (%)

(ng/mL) (ng/mL)?
Fresco 15,94 2,2

15,00 -0,8

Teste 15,81 1,6
Fresco 386,49 5,8

400,00 4,6
Teste 404,18 2,3
Fresco 748,03 55

800,00 2,7
Teste 767,86 0,7

a: Média de seis aliquotas

4.3.5 Estabilidade em Solugdo Mae

A estabilidade em solucdo mae para varfarina foi avaliada entre duas
preparacOes distintas diluidas em metanol, uma solucdo armazenada sob refrigeracéo,
faixa de temperatura de 2 °C a 8 °C, e a outra solucdo preparada no dia da anélise do
estudo. Assim, para avaliar possivel degradacdo da solucdo mae no periodo de 128 dias
foram diluidas as solug6es de trabalho nos trés niveis de concentracdo, em metanol:agua
(50:50, v/v), tanto provenientes da solugdo mée armazenada sob refrigeracdo quanto da
solugdo mée recém-preparada. Levando-se em consideracdo a faixa de medicdo do
detector, estas solugdes de trabalho foram diluidas na mesma solugdo de ressuspenséao
utilizada no processo de extragdo, acetonitrila:dgua (80:20, v/v) com 0,20% de &cido
formico, e em seguida analisadas no sistema cromatografico. Os resultados obtidos
entre as médias das areas apresentados na Tabela 4.29 indicam que ndo houve diferenga

entre as preparacoes “Fresco” e “Teste”.
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Tabela 4.29 Resultados obtidos na avaliagdo da estabilidade de solucdo mée para

varfarina preparada em metanol, com periodo de 128 dias.

Concentragdo o
) Média em )
nominal Amostra . CV (%) Desvio (%)
area

(ng/mL)
Fresco 6995,67 2,8

15,00 -10,2
Teste 6284,67 2,8
Fresco 168910,67 4.4

400,00 -8,8
Teste 153975,17 2,2
Fresco 313617,33 1,3

800,00 -8,8
Teste 286003,83 2,3

a: Média de seis aliquotas

O estudo de estabilidade da solu¢cdo mae de p-cloro-varfarina foi avaliado de
maneira semelhante e nas mesmas condi¢cGes de armazenamento das solucdes de
varfarina, durante 44 dias. Os resultados apresentados na Tabela 4.30 indicam que nédo
houve diferenca significativa entre as amostras por apresentar desvio relativo inferior a
15%

Tabela 4.30 Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade de solugdo mée de p-cloro-

varfarina preparada em metanol, com periodo de 44 dias.

Concentracéo o
) Média em )
nominal Amostra ) CV (%) Desvio (%)
area®

(ng/mL)
Fresco 42030,50 2,6

100,00 -13,7
Teste 36291,17 3,2

a: Média de seis aliquotas

No momento da aprovacdo do teste durante a etapa de validacdo do método
bioanalitico o critério de aceitagdo era de 15%, considerando a comparacgao entre as

amostras “Fresco” ¢ “Teste”. Entretanto, no Art. 43 da consulta publica n° 33, de 28 de
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junho de 2011, publicado pela ANVISA, “as solugdes serdo consideradas estaveis
quando ndo se observar desvio superior a 10% (dez por cento) do valor obtido das
solugdes recém preparadas.” Dessa forma, se 0 método bioanalitico estivesse sendo
avaliado atualmente, por cautela, os periodos dos estudos de estabilidade para ambas
solucBes mée deveriam ser menores para atender ao critério de aceitacdo de 10% de

variacao.

4.3.6 Estabilidade em Solugdo de Trabalho

Para avaliacdo da estabilidade de solucGes de trabalho foram preparadas
solucdes do farmaco em metanol:agua (50:50, v/v) de concentracdo dez vezes maior que
as preparacdes em matriz bioldgica. Essas solugdes permaneceram em temperatura
ambiente por um periodo de 22 horas e 5 minutos, diluidas por 10 vezes em
acetonitrila:dgua (80:20, v/v) com 0,20% de &cido formico e em seguida analisadas no
sistema cromatografico. Os resultados médios das areas para cada um dos niveis de
concentracdo foram comparados com resultados provenientes das solucGes recém-
preparadas e foi possivel inferir que ndo houve degradacédo das solugdes de trabalho nas

condigdes do estudo de estabilidade.

Tabela 4.31 Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade das solucGes de trabalho de

varfarina por periodo de 22 horas e 5 minutos.

Concentracao o
) Média em )
nominal Amostra ) CV (%) Desvio (%)
area®

(ng/mL)

Fresco 6995,67 2,8
15,00 -7,3

Teste 6481,83 6,0
Fresco 168910,67 4.4

400,00 -7,8
Teste 155759,33 14
Fresco 313617,33 1,3

800,00 5,3
Teste 296887,00 1,8

a: Média de seis aliquotas
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A avaliacdo do estudo de estabilidade das solugdes de trabalho de p-cloro-
varfarina foi executada de maneira semelhante e nas mesmas condigdes de
armazenamento das solucdes de varfarina, pelo periodo de 18 horas e 55 minutos. Os
resultados apresentados na Tabela 4.32 indicam que ndo houve diferenca significativa

entre as amostras por apresentar desvio relativo inferior a 15%

Tabela 4.32 Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade das solucGes de trabalho de

p-cloro-varfarina por periodo de 18 horas e 55 minutos.

Concentragéo o
] Média em )
nominal Amostra ] CV (%) Desvio (%)
area®

(ng/mL)
Fresco 42030,50 2,6

100,00 5,7
Teste 39626,33 8,6

a: Média de seis aliquotas

4.4  Analise descritiva das medidas farmacocinéticas

Os resultados das concentracdes plasmaticas relativos a quantificacdo das
amostras dos 31 voluntarios para os medicamentos referéncia (Marevan®) e teste
(Varfarina Sodica) utilizando o método bioanalitico validado, conforme condicdes de
extracdo e cromatograficas apresentadas nesse trabalho.

Com o0 objetivo de comparar as curvas de concentragdo para o0s dois
medicamentos em cada voluntéario, foram apresentados os perfis farmacocinéticos na
Figura 4.25. Para diversos voluntarios, as duas curvas sdo bastante parecidas (por
exemplo, voluntarios 23), mas ha algumas diferencas (algumas discretas e outras mais
acentuadas), em relacdo ao valor de Cmax. Destaca-se o voluntario 1, cuja curva do
medicamento teste apresenta valor de concentracdo méxima de 778,47 ng/mL e para 0

medicamento referéncia valor de 1206,11 ng/mL.
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Figura 4.25 Curva de concentracdo plasmatica dos medicamentos teste (Varfarina

Sodica) e referéncia (Marevan®), para cada um dos 31 individuos
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Figura 4.25 Curva de concentracdo plasmatica dos medicamentos teste (Varfarina

Sédica) e referéncia (Marevan®), para cada um dos 31 individuos (continuagao)
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Figura 4.25 Curva de concentracdo plasmatica dos medicamentos teste (Varfarina

Sédica) e referéncia (Marevan®), para cada um dos 31 individuos (continuagao)
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Figura 4.25 Curva de concentracdo plasmatica dos medicamentos teste (Varfarina

Sédica) e referéncia (Marevan®), para cada um dos 31 individuos (continuagao)
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Nas Tabelas 1 e 2 apresentadas no ANEXO estdo as principais medidas
farmacocinéticas dos medicamentos referéncia (Marevan®) e teste (Varfarina Sédica),
respectivamente, calculadas para as concentracdes plasmaticas das amostras na escala
normal para cada voluntario. Para esses valores, foram obtidas as estatisticas descritivas
das medidas farmacocinéticas para cada uma das formulagdes testadas, conforme pode
ser observado na tabela a seguir.

Tabela 4.33 Estatistica descritiva das medidas farmacocinéticas dos medicamentos

referéncia e teste

MA MG MD S EP Cv MIN MAX
Cmax 807,82 787,79 741,28 179,76 32,29 22,3 582,91 1224,97
= Tmax 1,89 1,49 1,75 1,22 0,22 64,2 0,33 6,00
§ Tuz 20,1162 19,6634 18,8842 4,2161 0,7572 21,0 13,0760 32,7674
% Kel 0,015629 0,015309 0,015941 0,002921 0,000525 18,7 0,009187 0,023022
= ASC:  26899,2560 26540,7958 26035,0758  4444,4196  798,2413 16,5  18249,0246 40166,0629
ASC, 35530,9917 34600,2940 33479,1667 8158,0336  1465,2261 23,0 21952,5390 61214,1830
Cmax 699,58 685,54 717,39 138,92 24,95 19,9 431,86 960,89
-_%? Tmax 2,70 2,34 2,50 1,70 0,30 62,9 0,83 10,00
ﬁ Tuz 20,3805 19,7078 19,1337 6,5035 1,1681 31,9 12,4265 50,4439
'% Kel 0,015660 0,015275 0,015733 0,003196 0,000574 20,4 0,005968 0,024225
<
S ASC, 258925564 25551,3212 24611,5817 4329,0204  777,5150 16,7 17989,1654 39080,9654
> ASC, 34821,6172 33551,1258 31908,3628 11797,1445 2118,8297 33,9  21885,6371 90024,2545

MA: meédia aritmética; MG: média geométrica; MD: mediana; s: desvio padrdo; EP: erro padréo;

CV: coeficiente de variagdo; MIN: minimo; MAX: maximo.

E importante observar que os valores que sdo mais distintos entre as formulagdes
sdo os valores méximos para a concentragdo maxima, a constante de eliminacéo e a area
sob a curva do tempo zero ao infinito. Somente a Cmax para 0 medicamento referéncia
possuiu valor maior, obtido para o voluntario 15, e para os outros dois parametros
farmacocinéticos o medicamento teste possuiu valores mais elevados, os quais foram

obtidos para o voluntario 19.

Apesar das diferengas encontradas nos perfis e nas medidas farmacocinéticas
para alguns voluntarios, observa-se que, em média, os medicamentos sdo bem parecidos
em relacdo as medidas farmacocinéticas, como apresentado na Tabela 4.34 e
Figura 4.26.
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Tabela 4.34 Medidas farmacocinéticas das médias das concentragdes plasméticas dos

medicamentos referéncia e teste

Cmax Tmax Kel T ASC, ASC,,
T 587,03 4,00 65,7859 0,010534 25364,3144 25366,1050
R 597,48 3,00 65,4739 0,010584 26871,9043 26873,7618

Concentracdes Médias
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0 20 40 60 80 100
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Figura 4.26 Curva de concentracdo plasmatica dos medicamentos teste (Varfarina

Sodica) e referéncia (Marevan®), com concentra¢Ges médias dos voluntarios

4.4.1 Andlise Descritiva de Concentracdo Maxima

As estatisticas descritivas de Cmax estdo apresentadas nas tabelas 4.33 e 4.34.
Na Figura 4.27 estd apresentada a tendéncia dos valores de Cmax dos 31 voluntarios
para 0s dois medicamentos. Tais valores foram apresentados nas tabelas 1 e 2 do
ANEXO. E possivel perceber que as concentracbes obtidas apos administracdo do
medicamento referéncia para os voluntarios 1, 15, 18, 27 e 30 foram os que alcangaram
maiores valores. Também ¢é possivel perceber que os valores obtidos para o
medicamento referéncia possui maior variabilidade, afirmativa confirmada pelo maior

valor de CV para este conjunto de dados, presente na Tabela 4.33.
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Figura 4.27 Cmax por voluntarios para os medicamentos teste (Varfarina Sédica) e

referéncia (Marevan®)

Pode-se perceber que, ao analisar a presenca de outliers através dos gréaficos
boxplots, ndo foram identificados valores atipicos para 0s respectivos dados,
Figura 4.28 de ambas as formulagGes. E também somente os valores de Cmax para o
medicamento referéncia, nas duas escalas, ndo apresentam ajuste de normalidade como

apresentado na Figura 4.29.
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Figura 4.28 Boxplots de Cmax para os medicamentos teste (Varfarina Sédica) e

referéncia (Marevan®), nas escalas original e logaritimica
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Somente os valores de Cmax para 0 medicamento teste, nas duas escalas,
apresentam ajuste de normalidade, como apresentado na Figura 4.29. Pode-se perceber
que os resultados do p-valor para 0 Cmax relativo ao medicamento referéncia é inferior
a 0,05, assim, a suposicdo de normalidade ndo é satisfeita para ambas as escalas

(normal: p-valor = <0,010 e logaritmica: p-valor = 0,014).
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Figura 4.29 Graficos de probabilidade normal para Cmax para os medicamentos teste
(Varfarina Sédica) e referéncia (Marevan®), nas escalas original e logaritmica,

respectivamente.

4.4.2 Analise Descritiva de Area Sob a Curva

A estatistica descritiva de ASCt esta apresentada nas tabelas 4.33 e 4.34. Na
Figura 4.30 esta apresentada a tendéncia dos valores de ASCt dos 31 voluntarios para 0s

dois medicamentos. Tais valores foram apresentados nas tabelas 1 e 2 do ANEXO. E



ASC
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possivel perceber que os maiores valores obtidos apds administragdo das formulagdes
foram para os voluntarios 18 e 19.
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Figura 4.30 ASCt por voluntarios para os medicamentos teste (Varfarina Sodica) e

referéncia (Marevan®)

As figuras 4.31 e 4.32 apresentam os graficos de boxplots e de probabilidade

normal para ASCt, na escala original e logaritmica, respectivamente.
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Figura 4.31 Boxplots de ASC; para os medicamentos teste (Varfarina Sodica) e

referéncia (Marevan®), nas escalas original e logaritmica
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Semelhante ao observado no grafico de dispersdo dos dados da ASCt foi
possivel identificar nos gréaficos boxplots valores discrepantes para os voluntarios 18 e
19, outliers superiores. Para os dados transformados para a escala logaritmica foram
identificados os mesmos valores atipicos e adicionalmente um outlier inferior, valor de

ASCt para o voluntério 10 ap6s administracdo do medicamento referéncia.

Somente os valores de ASC; para 0 medicamento referéncia, nas duas escalas,
apresentam ajuste de normalidade, como apresentado na Figura 4.32. Entretanto, se
forem retirados os valores atipicos para os dados relativos ao medicamento teste a
suposicdo de normalidade €é satisfeita para ambas as escalas (normal: SW = 0,975;
p-valor = >0,100 e logaritmica: SW = 0,980; p-valor = >0,100).

Normal Normal

1 1- T T T T T

15600 20600 25600 30600 35600 40600 480 500 520 540 560 580
ASCtT Ln(ASCt T)

SW: 0,957 p-valor: 0,029 SW: 0,961 p-valor: 0,039

Normal Normal

o %

[ ]

95 95

90 90

804 80
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504 R 50

40 40

304 30

20 20

104 104

54 5

17 T T T T T 1- T T T T T T T T T

15000 20000 25000 30000 35000 40000 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570
ASCt R Ln(ASCt R)

SW: 0,969 p-valor: 0,082 SW: 0,984 p-valor: >0,100

Figura 4.32 Gréficos de probabilidade normal para ASC; para 0os medicamentos teste

(Varfarina Sddica) e referéncia (Marevan®), nas escalas original e logaritmica
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Assim, pode-se considerar que os testes de normalidade foram néo significativos
em todos os casos (p > 0,05).

Conforme preconiza a resolucdo RE n°® 397 de 2004, publicada pela ANVISA,
foi calculada a razéo de ASC; por ASC.,, e foram obtidos valores menores que 80% para
varios voluntarios. Entretanto, o estudo foi planejado com cronograma de coleta
truncado em 96 horas, condicdo que exclui a possibilidade de obter valores de tal razdo
superiores a 80%. Os valores obtidos para o voluntério 19, referente a administracdo dos
medicamentos referéncia e teste, foram os menores entre os voluntarios, como pode ser
observado na figura a seguir. Tal resultado indica que, para este voluntario, a eliminagéo
do farmaco é a mais lenta, seguida dos voluntarios 1 e 3, pois sdo identificados valores

da razdo muito proximos a 60%.

0,94
0,81
Y
E
@ 0,74
<
~
3 06-
<
0,51
——T
0.4 —a— R
0 5 10 15 20 25 30

Voluntarios
Figura 4.33 Disperséo da razdo de ASCt por ASC.,, para 0os medicamentos referéncia e

teste, dos voluntarios participantes do estudo

Para verificacdo de possiveis outliers foram construidos boxplots, Figura 4.34, e
foram identificados dois outliers inferiores para o medicamento teste, referentes aos

valores de razdo para os voluntarios 3 e 19.
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Figura 4.34 Boxplots da razdo de ASCt por ASC,, na escala normal, para 0s

medicamentos teste (Varfarina Sodica) e referéncia (Marevan®)

4.4.3 Analise dos Efeitos Aleatorios e dos Efeitos Fixos

O objetivo da analise de variancia € estudar a variabilidade nos dados
observados particionando a soma de quadrados total (SQu) das observagdes em
componentes dos efeitos fixos e dos erros aleatorios (BRASIL, 2002a).

Tabela 4.35 ANOVA para Cmax na escala logaritmica

Fonte GL SQ QM F p-valor
Inter-individual
Residual (seq) 1 0,000104  0,000104  0,058321 0,81087
Residuos (inter) 29 0,051505  0,001776  4,425525  6,99E-05

Intra-individual

Formulagdo 1 0,00686 0,00686 17,09411 0,000277
Periodo 1 2,35E-06 2,35E-06 0,005858 0,939518
Residuos (intra) 29 0,011638 0,000401

Total 61 0,070109

Os resultados indicam que o efeito residual ndo é significante (p-valor =
0,81087) e o efeito inter-individual é significante (p-valor = 0,0000699), o que indica a
presenca de variabilidade inter-individual, resultado ja esperado devido as diferencas

entre os voluntarios. Para a analise dos efeitos intra-individuais pode-se perceber que
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existe efeito de formulacdo (p-valor = 0,000277) e nao ha efeito de periodo (p-valor =
0,939518), ao nivel de significancia de 5%.

A mesma conclusao é obtida ao analisar o quadro de ANOVA para os dados de
ASCt na escala logaritmica, Tabela 4.36. Deve-se ressaltar que a significancia do efeito
de formulacdo ndo implica na rejeicdo da bioequivaléncia entre os medicamentos
testados. E a avaliacdo da bioequivaléncia deve se basear na obtencdo dos limites de

confianca para a razdo das médias geomeétricas entre os produtos teste e referéncia.

Tabela 4.36 ANOVA para ASC; na escala logaritmica

Fonte GL SQ QM F p-valor
Inter-individual
Residual (seq) 1 0,000337 0,000337  0,161736  0,690512
Residuos (inter) 29 0,060467 0,002085 1536103  4,48E-11

Intra-individual

Formulagéo 1 0,000933 0,000933 6,874871  0,013781
Periodo 1 0,000341 0,000341 2,51282 0,123769
Residuos (intra) 29 0,003936 0,000136

Total 61 0,066014

E importante destacar que o teste de igualdade de médias das duas formulacdes é
mais exigente do que o teste usado na avaliacdo da bioequivaléncia, o qual permite que
a diferenca das médias esteja dentro do intervalo de bioequivaléncia (CHELLINI,
2007). Os estudos de bioequivaléncia tém como finalidade de avaliar a equivaléncia
terapéutica em eficacia e seguranca entre as formulagdes, as quais sdo alternativas
farmacéuticas destinadas a serem utilizadas indiferentemente para o mesmo efeito
(CHOW & LIU, 2009). Assim, os estudos de bioequivaléncia sdo substitutos dos
ensaios clinicos (CHOW & LIU, 2009).

Dessa forma, para realizar uma avaliacdo da bioequivaléncia média entre as
formulacdes, referente aos dados de Cmax e ASCt na escala logaritmica, deve-se
calcular os intervalos da bioequivaléncia para estes dados, 0s quais estdo apresentados a

sequir.
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4.4.4 Avaliacdo da Bioequivaléncia Média

O objetivo dos estudos de biodisponibilidade € verificar se a taxa e a extensao da
absorcdo do farmaco no sistema circulatorio referentes as duas formulagdes (teste e
referéncia) séo equivalentes. Sabe-se que os perfis de biodisponibilidade de duas
formulacBes podem variar para um mesmo individuo e por isso trabalha-se com uma
avaliacdo em termos médios. Usualmente, essa avaliacdo é realizada com os dados na
escala logaritmica, assim, os resultados apresentados foram obtidos com as medidas

farmacocinéticas transformadas.

Tabela 4.37 Intervalo de confianca paramétrico para Cmax e ASC; na escala logaritmica

Intervalo de 90% de

_ Conclusdo
confianca
LN(Cmax) (97,073 ; 98,768) bioequivalentes
Ln(ASCy) (98,744 ; 99,743) bioequivalentes

Como o intervalo calculado esta dentro dos limites aceitaveis recomendados pela
agéncia reguladora, isto €, intervalo de 80% a 125% para as médias farmacocinéticas

com transformacao, entdo conclui-se pela existéncia de bioequivaléncia.

4.5  Polimorfismos génicos obtidos para os voluntarios

Os polimorfismos para cada um dos voluntarios participantes do estudo estdo
apresentados na Tabela 4.38. E importante observar que os alelos *2 e *3 s#o
considerados mutantes para o gene CYP2C9 e o polimorfismo AA para 0 gene
VKORC1. Tambeém estdo apresentados os dados individuais, os quais séo idade, peso,

altura e indice de massa corporea (IMC).
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Tabela 4.38 Polimorfismos relativos aos genes CYP2C9 e VKORC1 dos voluntarios

participantes do estudo

Vol CYP2C9 VKORC1 Idade Peso Altura IMC
1 *] *2 AA 44 60 1,64 22,31
2 *] *] GG 32 88 1,74 29,07
3 *2 % GA 26 93 1,80 28,70
4 *] *] GG 27 80 1,78 25,25
5 *]*] AA 25 78 1,89 21,84
6 *2 * GA 39 77,5 1,72 26,20
8 *] *] GG 29 80 1,75 26,12
10 *] *] GG 37 72 1,75 23,51
11 *] *] GA 27 70 1,74 23,12
12 *] *] GA 33 75 1,71 25,65
13 *] *] GA 35 83 1,75 27,10
14 *] *] GA 23 77 1,86 22,26
15 *] *] GA 27 70 1,71 23,94
16 *] *] GG 22 69 1,74 22,79
17 == GG 21 110 1,98 28,06
18 *] *] AA 42 69 1,69 24,16
19 *] *3 GA 47 72 1,89 20,16
21 *] %] GG 32 75 1,75 24,49
22 24, 41 GG 22 71 1,75 23,18
23 *] %] AA 26 58 1,65 21,30
24 *=1 GA 39 83 1,75 27,10
25 *] *2 GG 28 73 1,78 23,04
26 *] *] GA 19 57 1,61 21,99
27 *] * GG 24 89 1,78 28,09
28 24, 29 GA 40 73 1,65 26,81
29 *] %] GA 33 69 1,71 23,60
30 24, 41 GA 19 65 1,66 23,59
31 *] %] GA 50 87 1,72 29,41
32 *] *] GG 24 75 1,69 26,26

109 *] *] GA 24 64 1,75 20,90

120 *] *] GA 26 96 1,80 29,63

Na Tabela 4.39 a seguir estdo apresentadas as frequéncias dos polimorfismos

observadas nesse presente estudo.
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Tabela 4.39 Frequéncia dos polimorfismos identificadas para os genes CYP2C9 e
VKORCL1 para os voluntérios

CYP2C9 *1*1 *1*2 *1*3 *2*2 Total
VKORC1
AA 3 (9,68)* 1 @3.23) - - 4 (12,00
AG 12 (38,71) 1 @3.23) 13,23 2 (6,45) 16 (51,61)
GG 9 (29,03) 2 (6,45) - - 11 (35.48)
Total 24 (717,42) 4 (12,90) 13,23 2 (6,45) 31 (100,00)

(%)*.: frequéncia em porcentagem dos polimorfismos em relagéo a populagéo do presente estudo.

Em comparacdo com outras populagdes, inclusive com trabalho de Vianna-
Jorger, et al. (2004), a proporcdo dos polimorfismos dos voluntarios neste trabalho,
principalmente com a presenca do alelo *2 em homozigose, pode-se supor que a
populacdo brasileira possui ascendéncia europeia. Podem-se comparar os resultados de

frequéncia na tabela a seguir.

Tabela 4.40 Frequéncia dos polimorfismos para CYP2C9 em brasileiros e em outras

populacdes
Populacéo No. *1*1 *1*2 *1*3 *2%2 *2*3 *3*3
Presente estudo
Populagdo estudada 31 24 4 1 2 - -
(No. e %) (77.4) (12,9 (3,2) (6,5)

Outros estudos

Brasileiros 331 72,2 14,5 10,9 0,9 0,9 0,6
(% € ICoss)" (65,3-78,2)  (10,1-203)  (7,1-162) (0,2-3,6) (0,2-3,6) (0,1-3,1)
Caucasianos(%)> 1485 64,8 20,3 11,8 1,0 1,7 04
Afro-americanos(%)* 100 97,0 2,0 1,0 - - -
Africanos(%)* 150 87,0 8,7 43 - - -

Fonte:1:VIANNA-JORGER, et al. 2004; 2: LEE, et al., 2002; 3: SULLIVAN-KLOSE, et al. 1996; 4: DORADO, et al. 2003.

A populacdo brasileira apresenta significativa sensibilidade & varfarina e isso
pode ser explicado pela presenca mais comum das variantes de VKORC1 e CYP2C9
associadas com o aumento desta sensibilidade. E as variantes mais frequentes sdo
encontradas entre os caucasianos e africanos, como pode ser visualizado na Tabela 4.40,

0s dois grupos raciais que compdes a populacdo brasileira (ORSI, et al., 2010).
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Na populagdo geral brasileira as frequéncias alélicas estimadas para CYP2C9*2 e *3
sdo em cerca de 0,09 e 0,07, respectivamente, e trés vezes maior em caucasianos do que
em pacientes brasileiros de outras origens étnicas (LIMA, MV, et al., 2008 e VIANNA-
JORGER, et al., 2004). Avaliando os resultados presentes na Tabela 4.39, obtidos neste
trabalho, a frequéncia alélica foi de 0,129 e 0,016, respectivamente. Considerando que o
namero de voluntarios participantes € muito pequeno para estimar a frequéncia alélica
populacional, o resultado apresentou boa aproximacdo. O mesmo pode ser observado
para a frequéncia alélica para o gene VKORC1, em que pode-se perceber que 0s
resultados obtidos para os alelos A e G neste estudo sdo mais aproximados ao obtido
por Stuart, et al.. (2010), para o grupo de Caucasianos.

Tabela 4.41 Frequéncia dos alelos para VKORC1 em brasileiros e em outras populagdes

Populagdo No. A G
Presente estudo
Populagdo estudada 62 24 38
(No. e %) (38,7) (61,3)
Outros estudos
Caucasianos (%)* 202 40,6 59,4
Afro-americanos (%)* 600 10,8 89,2
Hispanicos (%)* 202 43,6 56,4
Asiéticos (%) 204 66,7 33,3

Fonte 1: STUART, et al. 2010.

4.6  Avaliacdo da Bioequivaléncia Considerando os Polimorfismos dos

Voluntarios

Foram construidos os intervalos de bioequivaléncia considerando todos 0s
voluntarios, considerando os selvagens para o gene CYP2C9 e considerando o0s
voluntarios com presenca do alelo G do VKORC1. Ou seja, todos os voluntarios que
possuem o alelo *2 e *3 para CYP2C9 ndo foram considerados para construir o
intervalo de 90% de confianca, comparacdo identificada como CYP2C9, e os
voluntarios com polimorfismo AA para VKORC1 também nédo foram considerados para
a comparacdo VKORCL1 G, resultados apresentados na Tabela 4.42 a seguir.
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Tabela 4.42 Intervalo de confianca paramétrico para Cmax e ASC; na escala logaritmica
para todos os voluntarios, com polimorfismos CYP2C9*1*1 e VKORCL1

com presenca do alelo G

IC de 90% Conclusao

LN(Crmax) (97,073 ; 98,768) bioequivalentes

BE meédia : :
Ln(ASCy) (98,744 ; 99,743) bioequivalentes
CYP2C9 LN(Crmax) (97,335 ; 99,267) bioequivalentes
*1x1 Ln(ASCy) (98,496 ; 99,718) bioequivalentes
LN(Crmax) (97,336 ; 99,154) bioequivalentes

VKORC1 G

Ln(ASCy) (98,789 ; 99,872) bioequivalentes

Os resultados dos intervalos de bioequivaléncia estdo apresentados graficamente
na Figura 4.35 para facilitar a comparacdo entre os diferentes grupos, tanto para
Ln(Cmax) quanto para Ln(ASC).

Intervalo de bioequivaléncia média para Ln(Cmax) Intervalo de bioequivaléncia média para Ln(ASCt)
100,5 1005
100,0 100,0
99,5 99,5

99,0 99,0 H l

L 985 L 985
98,0 98,0
97,5 97,5
97,0 97,0
9.5 9.5

BE média CYP2C9 *1*1 VKORC1 G BE média CYP2C9 *1*1 VKORC1 G

Figura 4.35 Intervalos de bioequivaléncia para Cmax e ASC na escala logaritmica para
todos os dados, para voluntarios com polimorfismo *1*1 do CYP2C9 e

com alelo G do VKORC1

Para todos os resultados obtidos, tanto para Ln(Cmax) quanto para Ln(ASC), a
conclusdo foi pela bioequivaléncia entre as formulacdes. E possivel perceber que o
intervalo para Ln(Cmax) dos grupos somente com voluntarios com polimorfismo
selvagem possuem valores mais proximos de 100%. O mesmo ndo pode ser observado
para Ln(ASC).
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4.7  Avaliacdo da Relacdo Normalizada Internacional dos VVoluntarios
Durante o Estudo

Nas Tabelas 5 e 6 apresentadas no ANEXO estdo os valores de RNI obtidos
durante a conducdo do estudo, na primeira e segunda fase de internacéo,
respectivamente. Para esses valores foram obtidos valores de média, desvio padrdo,
coeficiente de variacdo, minimo e maximo para cada um dos voluntarios, conforme

pode ser observado nas tabelas a seguir.

Tabela 4.43 Estatistica descritiva dos valores de RNI dos voluntarios na fase 1

Vol. Média s Ccv Min Max n
1 1,13 0,084 7,4 1,00 1,23 10
2 1,04 0,044 4,2 1,00 1,11 10
3 1,13 0,095 8,4 1,00 1,28 10
4 1,22 0,145 11,9 1,00 1,53 10
5 1,20 0,071 5,9 1,12 1,31 10
6 1,02 0,029 29 1,00 1,07 10
8 1,14 0,091 8,0 1,00 1,28 10
10 1,15 0,130 11,3 1,01 1,42 10
11 1,28 0,098 7,7 1,09 1,40 10
12 1,14 0,089 7,8 1,00 1,27 10
13 1,07 0,102 9,5 1,00 1,34 10
14 1,17 0,092 7,9 1,03 1,28 10
15 1,07 0,096 9,0 1,00 1,27 10
16 1,24 0,113 91 1,06 1,46 10
17 1,03 0,033 3,2 1,00 1,08 10
18 1,27 0,151 11,9 1,00 1,46 10
19 1,18 0,092 7,8 1,00 1,28 10
21 1,19 0,170 14,4 1,00 1,56 10
22 1,00 0,006 0,6 1,00 1,02 10
23 1,25 0,109 8,7 1,05 1,42 10
24 1,18 0,175 14,8 1,00 1,60 10
25 1,03 0,031 3,0 1,00 1,09 10
26 1,22 0,110 9,0 1,03 1,42 10
27 1,10 0,089 8,0 1,00 1,26 10
28 1,14 0,099 8,8 1,00 1,27 10
29 1,13 0,090 8,0 1,00 1,29 10
30 1,26 0,114 9,1 1,03 1,42 10
31 1,03 0,044 43 1,00 1,11 10
30 1,09 0,062 57 1,00 1,17 10
109 1,28 0,112 8,8 1,10 1,42 10

120 111 0,139 12,5 1,00 1,46 10
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Tabela 4.44 Estatistica descritiva dos valores de RNI dos voluntarios na fase 2

Vol. Média S Cv Min Max n
1 1,16 0,110 9,5 1,00 1,30 9*
2 1,10 0,114 10,3 1,00 1,28 10
3 1,15 0,105 9,1 1,00 1,30 10
4 1,25 0,108 8,7 1,09 1,41 10
5 1,20 0,083 6,9 1,05 1,33 10
6 1,05 0,096 9,1 1,00 1,29 10
8 1,16 0,122 10,5 1,00 1,30 10
10 1,15 0,138 12,0 1,00 1,38 10
11 1,22 0,091 7,5 1,08 1,31 10
12 1,16 0,095 8,2 1,00 1,26 10
13 1,22 0,208 17,0 1,00 1,69 10
14 1,25 0,156 125 1,01 1,47 10
15 1,06 0,063 6,0 1,00 1,17 10
16 1,30 0,102 7,8 1,11 1,41 10
17 1,06 0,060 5,6 1,00 1,14 10
18 1,27 0,181 14,2 1,00 1,50 10
19 1,22 0,143 11,8 1,01 1,49 10
21 1,21 0,135 11,1 1,00 1,41 10
22 1,04 0,039 3,8 1,00 1,09 10
23 1,25 0,109 8,7 1,03 1,40 10
24 1,17 0,116 9,9 1,00 1,30 10
25 1,11 0,088 8,0 1,00 1,23 10
26 1,34 0,137 10,2 1,10 1,51 10
27 1,19 0,134 11,2 1,00 1,30 10
28 1,19 0,108 9,1 1,00 1,30 10
29 1,19 0,100 8,4 1,00 1,33 10
30 1,25 0,136 10,9 1,06 1,40 10
31 1,01 0,023 2,2 1,00 1,07 10
30 1,09 0,075 6,9 1,00 1,17 10
109 1,23 0,095 7,7 1,06 1,35 10
120 1,13 0,106 9,3 1,00 1,26 10

*: O tempo de 72 horas ndo foi coletado.

A partir dos mesmos dados brutos, foram construidos boxplots para cada tempo
de coleta, nas diferentes fases e formulagbes, os quais foram apresentados na
Figura 4.36. Para todos os graficos, é possivel perceber que nos tempos de coleta de 48,
72 e 96 horas os valores de RNI apresentaram valores médios inferiores aos demais
tempos. Avaliando os valores médios nos graficos boxplots para as duas fases distintas,
pode-se perceber que os valores para a fase 2 s&o maiores para 0s tempos de coleta de
1 hora a 12 horas. Também pode ser visualizada na Figura 4.37, em que as linhas cheias

sdo para as médias obtidas dos valores da fase 1 e as tracejadas da fase 2.
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Figura 4.36 Boxplots dos valores de RNI para os diferentes tempos de coleta nas duas
fases do estudo e para os medicamentos teste (Varfarina Sédica)

e referéncia (Marevan®)
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Figura 4.37 Valores de RNI em funcgéo dos diferentes tempos de coleta para as fases 1

(linhas cheias) e 2 (linhas tracejadas) e para os grupos de aleatorizacdo, TR e RT.
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A diferenca entre as médias para as duas fases nos distintos tempos de coleta foi
avaliada pelo teste de Tukey, e as médias foram consideradas diferentes para p-valor
menor que 0,05. Os resultados das medias e p-valores estdo apresentados na
Tabela 4.45. Somente ndo houve diferenca significativa entre as médias dos tempos de

coleta de 1 hora e 24 horas. Sendo que para o tempo de 72 horas o p-valor é limitrofe.

Tabela 4.45 Valores médios de RNI para os tempos de coleta para as fases 1 e 2

Tempo de coleta (horas)

Fase
-0,5 1 2 4 8 12 24 48 72 96
Fase 1 1,25 1,19 1,13 1,15 1,15 1,17 1,25 1,09 1,04 1,02
Fase 2 1,16 1,21 1,24 1,24 1,22 1,28 1,24 1,04 1,08 1,02
(0,005)*  (0,401) (0,000) (0,003) (0,006) (0,000) (0,819) (0,007) (0,048) (0,001)
*: (p-valor)

Também foram avaliadas possiveis diferencas entre as médias dos grupos de
aleatorizagdo, RT e TR, para cada uma das fases do estudo. N&o foi identificada
nenhuma diferenca significativa, pois todos os valores foram maiores que 0,05, como
pode ser observado na Tabela 4.46 a seguir.

Tabela 4.46 Valores médios de RNI para os tempos de coleta considerando os grupos de
aleatorizagéo e as fases do estudo

Fase Tempo de coleta (horas)

Aleatorizacao -0,5 1 2 4 8 12 24 48 72 96

RT 1,26 1,19 1,14 1,16 1,16 1,18 1,27 1,09 1,05 1,02
TR 1,25 1,18 1,13 1,14 1,14 1,16 1,23 1,10 1,03 1,01
(0,852)*  (0,949) (0,724) (0,614) (0,504) (0,662) (0,506) (0,962) (0,348)  (0,398)

RT 1,17 1,22 1,25 1,24 1,23 1,30 1,23 1,04 1,06 1,03
TR 1,15 1,20 1,23 1,25 1,21 1,26 1,25 1,04 1,09 1,02
(0,762)  (0,619) (0,630) (0,838) (0,617) (0,329) (0,722) (0,857) (0,434) (0,624)

*: (p-valor)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os principios que estimularam a realizacdo desse trabalho foi o extenso quadro
literario para o farmaco em estudo, principalmente em relacdo aos polimorfismos
correlacionados a monitorizagdo terapéutica e a seguranca de voluntérios participantes
de estudos de bioequivaléncia.

Em julho de 2001, o EMEA publicou que a fenotipagem e/ou genotipagem dos
voluntarios podem ser consideradas em estudos crossover de bioequivaléncia por razGes
de seguranca ou farmacocinética. As variantes genéticas do VKORC1 foram
consideradas no estudo de Rieder e cols. (2005) como as maiores determinantes da
variacdo da sensibilidade a varfarina, mas os polimorfismos do CYP2C9 ndo deveriam
ser ignorados. Wadelius (2007) indicou que nenhum polimorfismo do CYP2C9
contribui mais para a dose de varfarina que os polimorfismos mutantes,
CYP2C9*2 e *3.

Em agosto de 2007, o U.S. Food and Drug Administration (FDA) declarou que
os polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 representam risco aumentado de hemorragia
durante a terapia com varfarina e, consequentemente, sugeriu o requerimento de
menores doses deste farmaco para alcancar o RNI adequado e diminuir o risco de
ocorrer quadros hemorragicos. Em setembro do mesmo ano, aprovou a realizacdo de
testes genéticos para os genes CYP2C9 e VKORCL1 em pacientes anticoagulados com
varfarina (FDA questions e FDA NEWS, 17/09/07). Resultados de estudos realizados
por Zoler (2008) sugerem que polimorfismos genéticos do CYP2C9 causam
interferéncia significativa no RNI apos as duas primeiras semanas de anticoagulacéo.

No presente estudo, apos realizagdo de todos os testes necessarios para validar o
método bioanalitico, foi realizada a quantificacdo das amostras dos voluntarios e
determinado os polimorfismos de todos os voluntarios participantes do estudo. Os
pardmetros farmacocinéticos foram obtidos a partir das concentra¢fes plasmaticas,
principalmente Cmax e ASCt, os quais sdo utilizados para comprovar a bioequivaléncia
entre as formulagdes.

Diferencas nos valores de Cmax, entre 0 medicamento teste e referéncia, ficaram
muito evidentes para os voluntarios 1, 18 e 27, e os maiores valores de Cmax séo para

os voluntérios 1, 15, 18, 27 e 30, ap6s administragdo do medicamento referéncia, os



Avaliagdo da Influéncia de Polimorfismos Génicos em Voluntarios de um Estudo de Bioequivaléncia de Varfarina 129

quais aumentaram a dispersdo dos dados para esse parametro relativo ao medicamento
referéncia.

Ja para os valores de ASCt, as diferencas entre os medicamentos teste e
referéncia ndo foram tao distintas. Entretanto, os valores obtidos para os voluntarios 18
e 19 destacam-se dos demais apds administragdo de ambos os medicamentos. Estes
foram resultados outliers superiores identificados nos gréaficos boxplots, tanto na escala
normal quanto na logaritmica. Os resultados obtidos com a razdo da ASCt pela ASCinf
indicam que os voluntarios 1, 3 e 19 foram aqueles que possuem a eliminacdo do
farmaco mais lenta.

Avaliando os resultados para Cmax e ASCt podemos constatar que existe maior
variabilidade para os valores de concentracdo do que para os valores de area. Justifica-
se pela evidéncia de que a ASC é um valor médio ponderado das concentracdes
plasmaéticas durante o periodo de observacao; enquanto que a Cmax é um valor Unico e,
portanto, é geralmente associada a uma maior variabilidade (MARZO, 2004).

Para todos estes voluntarios destacados anteriormente, considerando 0s
parametros farmacocinéticos avaliados, os voluntarios 1, 3, 18, 19 e 27 possuem
polimorfismos que justificam os respectivos achados. Uma particularidade do
voluntario 1 é que este possui polimorfismos mutantes para os dois genes estudados,
indicando que, se for necessaria a utilizacdo de varfarina em tratamento futuro, este
deve ser anticoagulado com muita cautela. O voluntario 18 é mutante somente para o
gene VKORCY1, e os voluntarios 3, 19 e 27 sdo mutantes para o0 gene CYP2C9, sendo o
primeiro em homozigose para o alelo *2.

Considerando os mesmos alelos mutantes foi possivel investigar
comparativamente a frequéncia alélica da populagdo estudada com algumas populacdes
avaliadas em outros trabalhos. Para ambos os polimorfismos podemos perceber que ha
semelhancas com o0s grupos étnicos dos caucasianos (LEE, 2002; STUART, 2010),
apresentando maior proximidade da populacdo estudada aos europeus. Também foi
investigada a influéncia dos resultados de voluntarios mutantes na comparagdo da
bioequivaléncia para um farmaco classificado como de grande variabilidade. No
entanto, foram identificadas pequenas diferencas entre os intervalos calculados, e estas
ndo alteraram a interpretacdo quanto a bioequivaléncia entre os medicamentos.

Outro resultado relevante presente neste estudo foi a significativa diferenga entre
os valores de RNI se comparados entre a primeira e segunda fase. Os maiores valores

médios, nos tempos de coleta entre 2 e 12 horas, foram para aqueles obtidos na segunda
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fase. Este resultado era o esperado, pois ao iniciar o tratamento com anticoagulantes é
possivel observar um aumento nos valores de RNI, principalmente para pacientes
mutantes para CYP2C9 ap0s tratamento por duas semanas (ZOLER, 2008). Entretanto,
é importante destacar que nenhum dos voluntarios obteve valores dentro do intervalo
considerado alvo, de 2 a 3 (SUSANNE, 2005), e nenhum dos voluntarios mutantes para
CYP2C9 apresentou valores discrepantes na segunda fase do estudo.

Dessa forma, avaliando os intervalos de confianca para a razdo das médias do
Cmax e da ASCt, para as trés andlises comparativas, pode-se concluir pela
bioequivaléncia média entre os medicamentos deste estudo e que essa avaliacdo néo foi
influenciada pela presenca de voluntarios com distintos polimorfismos para 0s genes
CYP2C9 e VKORCL1.
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Tabela 1 Medidas farmacocinéticas dos individuos para o medicamento referéncia

Farmaco Vol Seq Tmax Cmax Kel T ASC; ASC,,

Py
[N

TR 1,00 1206,11  0,010036 29,9960 32905,8738  52810,8636

2 TR 4,00 730,87 0,016938 17,7725 26615,5263  33234,9861

3 TR 1,00 678,8 0,009822 30,6486 26549,3700  43654,9063
4 TR 3,00 652,52 0,014927 20,1665 24705,9558  32291,4383

5 RT 1,75 768,23 0,013362 22,5289 28054,6313  38458,0375

6 TR 0,83 747,44 0,012503 24,0767 29883,0804  41795,4564

8 TR 3,00 591,3 0,018708 16,0908 19599,2958  23164,0307
10 RT 0,33 620,71 0,018734 16,0690 18249,0246  21952,5390
11 RT 1,25 669,47 0,015702 19,1718 23520,3217  29597,9904
12 RT 6,00 582,91 0,018485 16,2850 22522,0963  27826,3750
13 RT 0,67 777,94  0,017098 17,6059 21761,6300 26716,5379
14 RT 2,50 686,81 0,013804 21,8070 27448,5338  37241,8818
15 RT 0,50 122497  0,018753 16,0525 29092,4729  34824,4219
16 RT 1,50 722,75 0,023022 13,0760 25706,7217  28995,3748
17 TR 2,50 632,97 0,015204 19,7992 23704,2521  31229,8246
18 TR 2,50 1209,67  0,013598 22,1374  40166,0629  54483,3100
19 RT 1,50 741,28 0,009187 32,7674 36392,9350 61214,1830
21 RT 2,00 698,49 0,017871 16,8445 24480,6617  30372,3078
22 TR 1,75 905,11 0,020092 14,9823 24451,7083  28621,4370
23 TR 4,00 757,43 0,016822 17,8948 27196,7442  34159,5657
24 TR 0,83 946,02 0,012797 23,5232 24348,2171  33479,1667
25 TR 3,00 718,2 0,016496 18,2484 24805,2821  31465,5995
26 TR 2,00 805,78 0,017706 17,0014 28603,7758  34760,9300
27 RT 0,67 1095,8 0,012142 24,7929 32124,8783  45575,9558
28 TR 1,50 846,34  0,013326 22,5896 27305,5433  37566,6708
29 TR 1,00 674,38 0,015454 19,4790 26035,0758  34196,6948
30 RT 0,50 1194,79  0,017171 17,5309 31544,4304  38226,4570
31 RT 1,75 648,96 0,015941 18,8842 23963,4092  30288,0551
30 RT 3,00 662,63 0,017709 16,9990 25613,5938  30882,1956
109 TR 2,50 864,71 0,016076 18,7250 31503,0488  39719,4530
120 RT 0,33 979,05 0,015011 20,0546 25022,7842  32654,0959

J XY XXV XV XV XXV OV XV XV XV XV XV XV DOV XNV XV XUV XV XNV XV OV XV XUV XUV XUV UV UV O XU D

Vol: voluntdrio; Seq: sequéncia de aleatorizacdo; Cmax: concentracdo maxima; Kel: constante de
eliminagdo; T1/2: tempo de meia vida; ASC: area sob a curva de zero a t; ASCo: area sob a curva de
zero a infinito.
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Tabela 2 Medidas farmacocinéticas dos individuos para 0 medicamento teste

Farmaco Vol Seq Tmax Cmax Kel T ASC; ASC,,
T 1 TR 1,75 77847  0,014693 20,4874  30979,8079  39862,0205
T 2 TR 1,75 730,53  0,017620 17,0847  23829,8567  28904,2561
T 3 TR 10,00 448,67  0,010171 29,5968  25094,5317  40049,7581
T 4 TR 1,25 732,87  0,015806 19,0456  21549,6758  27165,9763
T 5 RT 4,00 584,74  0,014192 21,2108  25843,4133  35464,8376
T 6 TR 1,75 647,46  0,012949 23,2465  27066,6425 37625,3551
T 8 TR 2,50 549,5 0,014908 20,1928  23740,7204  30685,4227
T 10 RT 3,00 431,86  0,017832 16,8819  17989,1654  21885,6371
T 11 RT 2,50 521,77  0,015732 19,1353  22979,7975 29130,4536
T 12 RT 4,00 554,57  0,017710 16,9981  21943,3354  26910,1325
T 13 RT 2,50 491,25  0,016337 18,4261  22580,4638 28547,8361
T 14 RT 4,00 579,49  0,013776 21,8522  24611,5817  34033,2225
T 15 RT 1,75 960,89  0,016639 18,0913  27922,5746  34832,6584
T 16 RT 0,83 943,57  0,024225 12,4265  26490,3808  29522,8004
T 17 TR 2,50 604,5 0,014900 20,2029  20874,7046  27355,1048
T 18 TR 2,00 858,42  0,015146 19,8756  32567,3663  42005,0318
T 19 RT 2,50 730,83  0,005968 50,4439  39080,9654  90024,2545
T 21 RT 1,75 696,84  0,018287 16,4618  23530,9358  28319,1444
T 22 TR 4,00 717,39  0,020065 15,0028  23582,5129  28190,5635
T 23 TR 4,00 684,03  0,016114 18,6813  26459,4579  33328,0326
T 24 TR 1,00 670,64  0,011513 26,1480  23658,6892  34795,2170
T 25 TR 2,00 691,74  0,015733 19,1337  32124,8783  42505,6100
T 26 TR 4,00 77898  0,019073 15,7834  27471,3517  33104,5789
T 27 RT 1,25 752,6 0,011664 25,8084  34294,9571  50423,1418
T 28 TR 2,50 744,27  0,015468 19,4615  24805,2821  31908,3628
T 29 TR 1,25 730,68  0,017910 16,8083  23218,9013  28380,9458
T 30 RT 2,00 904,75  0,015313 19,6579  30196,5413 40363,4184
T 31 RT 1,50 654,01 0,016207 18,5741  21416,5400 26822,2296
T 30 RT 4,00 759,86  0,017661 17,0451  23921,6558 29710,7633
T 109 TR 4,00 812,64  0,017155 17,5473  28675,2075  36092,1582
T 120 RT 1,75 939,22  0,014697 20,4823  24167,3533  31521,2086

Vol: voluntario; Seq: sequéncia de aleatorizagdo; Cmax: concentragdo maxima; Kel: constante de
eliminacdo; Ty,: tempo de meia vida; ASC;: area sob a curva de zero a t; ASC,,: area sob a curva de zero a

infinito.
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Tabela 3 Estatisticas das concentracBes plasmaticas ao longo do tempo (horas) do

medicamento referéncia

Tempo MA MG MD S EP Ccv MIN MAX

0,00 3,16 = 0,00 4,1176 0,74 130,1 0 12,36
0,17 106,11 65,930 63,14 169,7884 30,49 160,0 13,16 946,5
0,33 212,43 151,816 149,58  212,9466 38,25 100,2 25,18 979,05

0,50 302,45 205,198 217,70 308,3353 55,38 101,9 29,2 1224,97
0,67 369,17 239,471 228,50  346,2877 62,20 93,8 29,25 1146,67
0,83 375,16 245,753 239,20  328,1816 58,94 87,5 30,32 979,85
1,00 408,34 279,893 323,17  328,8906 59,07 80,5 28,92 1206,11
1,25 431,77 313,512 490,17  295,9036 53,15 68,5 29,54 918,58
1,50 478,05 365,257 592,73  276,0420 49,58 57,7 31,05 882,79
1,75 506,81 397,037 611,52  262,5160 47,15 51,8 28,91 905,11
2,00 513,01 419,215 591,38  244,8330 43,97 47,7 28,31 866,16
2,50 564,79 485,684 621,46  231,8276 41,64 41,0 27,97 1209,67
3,00 578,91 523,112 623,51  203,8909 36,62 35,2 26,79 1180,47
4,00 578,02 566,303 591,04  139,4539 25,05 241 74,44 897,89
6,00 493,15 502,470 507,48 82,8860 14,89 16,8 336,74 772,22
8,00 465,32 474,535 471,19 75,3077 13,53 16,2 332,2 706,82
10,00 456,90 466,381 465,05 70,0682 12,58 15,3 340,79 656,86
12,00 425,89 433,651 437,47 72,5608 13,03 17,0 317,09 666,34
16,00 384,15 392,418 391,13 55,3478 9,94 14,4 299,08 566,65
24,00 364,34 371,313 365,66 56,1360 10,08 15,4 261,24 520,21
48,00 249,95 252,596 245,01 47,0541 8,45 18,8 162,42 399,46
72,00 167,39 164,954 163,16 46,5725 8,50 27,8 96,91 292,19
96,00 120,82 116,562 114,42 37,6857 6,77 31,2 66,69 228,03

MA: média aritmética; MG: média geométrica; MD: mediana; s: desvio padrdo; EP: erro padréo;
CV: coeficiente de variagdo; MIN: minimo; MAX: maximo.
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Tabela 4 Estatisticas das concentracBes plasmaticas ao longo do tempo (horas) do

medicamento teste

Tempo MA MG MD S EP Ccv MIN MAX
0,00 3,24 - 0,00 5,7841 1,04 178,4 0,00 26,50
0,17 78,06 63,34 65,99 68,0822 12,23 87,2 12,69 385,80
0,33 163,19 124,90 133,95  158,5900 28,48 97,2 31,17 820,77
0,50 200,42 153,65 170,86  183,4440 32,95 91,5 31,83 908,41
0,67 214,72 162,28 167,38  189,9360 34,11 88,5 29,16 884,03
0,83 248,83 184,75 191,75  210,6187 37,83 84,6 26,44 943,57
1,00 291,64 212,26 210,38  232,5277 41,76 79,7 27,13 876,32
1,25 355,83 257,30 312,93  251,9206 45,25 70,8 26,28 752,60
1,50 402,79 303,65 429,98  261,6384 46,99 65,0 27,09 793,51
1,75 463,83 352,28 555,68  287,1437 51,57 61,9 32,92 960,89
2,00 484,12 407,75 561,54  254,6124 45,73 52,6 90,38 904,75
2,50 521,37 484,86 586,73  188,6358 33,88 36,2 97,97 814,21
3,00 523,62 511,86 577,80  145,9818 26,22 27,9 126,96 754,18
4,00 568,81 578,22 579,49  104,1385 18,70 18,3 414,26 812,64
6,00 477,04 486,08 488,88 79,0461 14,20 16,6 356,74 633,42
8,00 447,67 455,89 451,78 74,9872 13,47 16,8 318,59 589,23
10,00 438,53 447,85 440,45 65,2654 11,72 14,9 338,67 571,30
12,00 411,71 419,73 406,83 65,4604 11,76 15,9 310,79 541,90
16,00 372,31 378,87 363,47 63,7991 11,46 17,1 280,19 528,14
24,00 350,01 356,72 352,96 53,8079 9,66 15,4 258,97 476,22
48,00 236,70 238,55 234,15 49,2846 8,85 20,8 176,38 415,40
72,00 163,03 160,99 154,07 46,2793 8,31 28,4 104,63 338,95
96,00 117,11 112,41 107,44 43,3306 7,78 37,0 69,48 304,01

MA: média aritmética; MG: média geométrica; MD: mediana; s: desvio padrdo; EP: erro padréo;
CV: coeficiente de variagdo; MIN: minimo; MAX: maximo.
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Tabela 5 Medidas de RNI dos voluntarios em dez coletas (horas) na fase 1

143

Vol. -0:30 1 2 4 8 12 24 48 72 96
1 1,23 1,22 1,13 1,15 1,09 1,16 1,22 1,11 1,00 1,00
2 1,11 1,07 1,05 1,04 1,00 1,04 1,11 1,00 1,00 1,00
3 1,28 1,18 1,11 1,11 1,25 1,14 1,14 1,05 1,00 1,00
4 1,32 1,29 1,20 1,25 121 1,18 1,53 1,08 1,13 1,00
5 1,27 1,22 1,12 1,17 1,16 1,21 1,31 1,30 1,15 1,12
6 1,07 1,02 1,00 1,00 1,00 1,00 1,07 1,00 1,00 1,00
8 1,28 1,25 1,13 1,14 1,21 1,13 1,18 1,09 1,02 1,00
10 1,22 1,17 1,11 1,22 1,25 1,11 1,42 1,02 1,01 1,01
11 1,31 1,32 1,28 1,37 1,30 1,29 1,40 1,27 1,12 1,09
12 1,22 1,18 1,07 1,15 1,27 1,16 1,25 1,06 1,08 1,00
13 1,12 1,09 1,06 1,02 1,05 1,06 1,34 1,00 1,00 1,00
14 1,28 1,21 1,19 1,20 1,14 1,26 1,26 1,08 1,04 1,03
15 1,27 1,05 1,00 1,00 1,06 1,05 1,21 1,01 1,00 1,00
16 1,31 1,46 1,25 1,27 1,22 1,23 1,34 1,14 1,15 1,06
17 1,07 1,03 1,05 1,00 1,08 1,00 1,06 1,00 1,00 1,00
18 1,46 1,38 1,26 1,29 1,21 1,39 1,40 1,20 1,06 1,00
19 1,17 1,23 1,20 1,19 1,28 1,25 1,27 1,13 1,06 1,00
21 1,56 1,30 1,12 1,13 1,08 1,27 1,29 1,09 1,02 1,00
22 1,00 1,02 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
23 1,26 1,31 1,31 1,20 1,27 1,29 1,42 1,27 1,09 1,05
24 1,60 1,28 1,13 1,20 1,18 1,20 1,20 1,04 1,00 1,00
25 1,09 1,04 1,03 1,06 1,00 1,04 1,04 1,00 1,00 1,00
26 1,28 1,19 1,22 1,27 1,16 1,29 1,42 1,21 1,09 1,03
27 1,11 1,19 1,09 1,08 1,14 1,26 1,17 1,00 1,00 1,00
28 1,27 1,16 1,11 1,11 1,08 1,26 1,25 1,11 1,00 1,00
29 1,22 1,11 1,09 1,07 1,18 1,18 1,29 1,12 1,00 1,02
30 1,32 1,27 1,32 1,32 1,29 1,28 1,42 1,19 1,11 1,03
31 1,11 1,00 1,09 1,00 1,00 1,00 1,00 1,07 1,00 1,00
30 1,13 1,05 1,16 1,12 1,09 1,17 1,13 1,05 1,00 1,00

109 1,42 1,39 1,23 1,31 1,30 1,32 1,40 1,25 111 1,10

120 1,46 1,06 1,04 1,12 1,12 1,12 1,20 1,00 1,00 1,00

Vol: voluntério.
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Tabela 6 Medidas de RNI dos voluntarios em dez coletas (horas) na fase 2

144

Vol. -0:30 1 2 4 8 12 24 48 72 96
1 1,06 1,16 1,23 1,28 1,20 1,30 1,20 1,02 * 1,00
2 1,02 1,07 1,06 1,28 1,23 1,27 1,11 1,00 1,00 1,00
3 1,14 1,23 1,16 1,22 1,30 1,21 1,19 1,00 1,03 1,00
4 1,27 1,26 1,28 131 1,34 1,41 1,29 1,09 111 111
5 1,16 1,25 1,22 1,21 1,18 1,30 1,33 1,19 1,11 1,05
6 1,00 1,01 1,02 1,02 1,04 1,16 1,29 1,00 1,00 1,00
8 1,12 1,29 1,25 1,19 1,20 1,27 1,30 1,00 1,01 1,00
10 1,00 1,19 1,18 1,28 1,38 1,26 1,16 1,00 1,01 1,00
11 1,25 1,31 1,21 1,28 1,30 1,29 1,29 1,10 1,11 1,08
12 1,15 121 1,26 1,20 1,19 1,26 1,19 1,00 1,10 1,00
13 1,15 1,26 1,21 1,25 1,27 1,69 4,35 1,00 1,01 1,00
14 1,22 1,32 1,30 1,47 1,32 1,38 1,37 1,09 1,04 1,01
15 1,03 1,06 1,14 1,06 1,11 1,17 1,00 1,00 1,00 1,00
16 1,25 1,31 1,39 1,40 1,34 1,41 1,30 1,11 1,29 1,15
17 1,00 1,11 1,14 1,06 1,07 1,11 1,14 1,00 1,00 1,00
18 1,18 1,35 1,47 1,50 1,43 1,31 1,35 1,03 1,12 1,00
19 1,25 1,27 1,49 1,22 1,26 1,30 1,28 1,01 1,09 1,03
21 1,20 1,19 1,26 1,41 1,30 1,30 1,32 1,01 1,12 1,00
22 1,00 1,00 1,06 1,06 1,07 1,09 1,08 1,00 1,00 1,00
23 1,30 1,23 1,30 1,37 1,26 1,21 1,40 1,14 1,29 1,03
24 1,28 1,16 1,22 1,25 1,22 1,30 1,26 1,00 1,05 1,00
25 1,11 1,12 1,23 1,18 1,09 1,23 1,11 1,00 1,00 1,00
26 1,41 151 1,35 1,47 1,27 1,37 1,49 1,19 1,24 1,10
27 1,26 1,30 1,28 1,29 1,22 1,30 1,26 1,00 1,00 1,00
28 1,21 1,22 1,29 1,30 1,23 1,30 1,20 1,02 1,13 1,00
29 1,16 1,20 1,26 1,23 1,18 1,31 1,33 1,09 1,15 1,00
30 1,32 1,37 1,34 1,34 1,23 1,40 1,30 1,06 1,06 1,07
31 1,02 1,00 1,03 1,00 1,02 1,07 1,00 1,00 1,00 1,00
30 1,15 1,08 1,17 1,02 1,16 1,17 1,16 1,00 1,03 1,00

109 1,19 1,29 1,32 1,25 1,30 1,35 1,25 1,09 1,23 1,06

120 1,07 1,21 1,23 1,14 1,21 1,26 1,21 1,00 1,00 1,00

Vol: voluntério; *: auséncia de leitura.



