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RESUMO

O HIV, virus da imunodeficiéncia humana, é um retrovirus que afeta o sistema imune das pessoas
infectadas. Embora as tendéncias globais indiquem um declinio geral de novas infec¢des pelo HIV
nos ultimos anos, estes ndmeros mascaram importantes diferencas geograficas no tamanho,
tendéncias temporais e formas de transmissdo na epidemia. No Brasil, do inicio da epidemia, em
1980, até 2009, foram registrados aproximadamento 600 mim casos de Aids e 300 mil mortes em
decorréncia da doenca. Na histéria da pandemia do HIV, o Brasil foi pioneiro ao criar um programa
estatal com distribuicédo gratuita do tratamento antirretroviral a toda a populacédo com Aids. O tenofovir
(TEN; 1-(6-aminopurin-9-il) propan-2-iloximetilfosfonico acido) pertence a classe dos antirretrovirais
inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos. Atualmente, os custos do tratamento
com o tenofovir tém limitado sua utilizacdo como terapia de primeira escolha em paises em
desenvolvimento. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar métodos analiticos e
bionaliticos para quantificacdo de fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) em produtos farmacéuticos
e tenofovir em amostras de plasma humano, de forma a contribuir para sua fabricacdo nacional. O
meétodo desenvolvido e validado para quantificacdo do TDF em comprimidos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo por espectrometria em ultravioleta (CLAE-UV) utilizou coluna
cromatografica C18 (125 x 4,0 mm, 5um), deteccdo em 260 nm e fase mével composta de solucéo
trietilamina 0,1% pH 5,3:metanol (55:45). O método demonstrou ser seletivo, linear na faixa de 0,075
a 0,45 mg/mL, exato, preciso, robusto e o efeito matriz ndo foi significativo. O método desenvolvido e
valido para avaliagdo da dissolugdo por espectrometria no UV utilizou solugdo HCI 0,1 M como
diluente e deteccao em 260 nm. O método demonstrou ser seletivo, linear na faixa de 0,0165 a
0,0495 mg/mL, exato, preciso, robusto e o efeito matriz ndo foi significativo. Desenvolveu-se ainda,
método bioanalitico por CLAE com deteccdo por espectrofotometria de massas e ionizacdo por
electrospray no modo positivo para quantificacdo de tenofovir em plasma humano. A analise
cromatografica utilizou coluna C18 (100 x 4,6 mm, 5um) com fase mdvel composta por tampao
acetato de amodnio 2 mM + 0,2% de acido formico:metanol (85:15) e foi utilizada extragdo em fase
sélida. O método se mostrou seletivo, exato, preciso e linear na faixa de 5,00 a 600,00 ng/mL.
Realizou-se ainda estudo de bioequivaléncia com aplicacdo do método desenvolvido. O estudo foi do
tipo quantitativo direto com delineamento aleatério, monocéntrico, aberto, cruzado, randomizado, dois
tratamentos, dois periodos, duas sequéncias, utilizando-se 35 voluntarios sadios, com administracao
dos medicamentos apoOs alimentacdo padronizada. Os medicamentos teste e referéncia foram
considerados bioequivalentes, com IC 90% de 95,75 — 109,97 para 0 Cyo € 96,19 — 103,82 para
ASCo..

Palavras-chave: fumarato de tenofovir desoproxila, tenofovir, CLAE, espectrofotometria UV,

espectrometria de massas, bioequivaléncia.



ABSTRACT

HIV, human immunodeficiency virus, is a retrovirus that affects the immune system of infected people.
Overall global declines in the rate of new HIV infections and AIDS deaths hide important geographical
differences in the size, temporal trends and modes of transmission of the HIV epidemics. In Brazil,
from the beginning of epidemic, in 1980, until 2009, 592,914 cases of AIDS and 229,222 deaths due
this disease were reported. In the history of HIV pandemic, Brazil was a pioneer due to the creation of
a national program that allows the free distribution of antiretroviral medicines to those who live with
AIDS. Tenofovir (TEN; 1-(6-aminopurin-9-yl) propan-2-yloxymethylphosphonic acid) belongs to the
nucleotide analogue reverse transcriptase inhibitors class of antiretroviral. Actually, the costs of
treatment with tenofovir have limited its use as first choice therapy in developing countries. The aim of
the present work was to develop and validate analytical methods for quantification of tenofovir
disoproxil fumarate (TDF) in pharmaceutical products and tenofovir in human plasma samples, in
order to contribute to national manufacturing of the medicine. A sensitive high-performance liquid
chromatography (CLAE) method coupled to UV detection was developed for the determination of TDF
in tablets using C18 column (125 x 4.0 mm, 5um), detection at 260 nm and mobile phase containing
triethylamine 0.1 % pH 5.3 solution: methanol (55:45). The proposed method has been validated with
a linear range of 0.075 to 0.45 mg/mL, and demonstrated selectivity, accuracy, precision, ruggedness
and matrix effect was not significant. A spectrometric UV method was developed for assessment of
tablets dissolution using HCI 0.1 M solution as solvent and detection at 260 nm. The proposed method
has been validated with a linear range of 0.0165 to 0.0495 mg/mL, and demonstrated selectivity,
accuracy, precision, ruggedness and matrix effect was not significant.

A CLAE method coupled to mass spectrometry and electrospray ionization in positive mode was
developed for tenofovir quantification in human plasma. The chromatographic analysis was performed
using a C18 column (100 x 4.6 mm, 5um) with mobile phase consisting of ammonium acetate 2 mM +
0.2% formic acid buffer: methanol (85:15) and involved solid phase extraction. The proposed method
has been validated with a linear range of 5.00 to 600.00 ng/mL, and demonstrated selectivity,
accuracy, precision and matrix effect was not significant. A bioequivalence study was performed using
the developed method. It was a randomized, single-dose, open-label, 2-way, crossover study, fixed-
dose single-tablet regimen, with 35 healthy adults and under fed conditions study. The evaluated
products were considered bioequivalent and the geometric mean ratios (90% CI) for Cmax, AUCO-t
were 95.75 to 109.and 96.19 to 103.82, respectively.

Keywords: tenofovir disoproxil fumarate, tenofovir, CLAE, UV spectrometry, mass spectrometry,

bioequivalence.
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1 INTRODUCAO

O HIV, virus da imunodeficiéncia humana, € um retrovirus que afeta o sistema
imune das pessoas por ele infectadas devido a destruicdo de células brancas
sanguineas, denominadas células T. Na fase inicial da infeccdo pelo HIV os
sintomas sao similares aos de uma gripe (febre, calafrios, glandulas inchadas, entre
outros) e ocorrem aproximadamente 2 (duas) semanas apos a infeccdo. Depois da
fase inicial, a maior parte das pessoas infectadas ndo apresenta sintomas durante
muitos anos. Com a progressdo da infec¢do, os portadores do virus comecam a
apresentar sinais e sintomas de sistema imune debilitado, como aparecimento
constante de doencas que refletem na perda da habilidade do organismo de lutar
contra infeccbes (Sarcoma de Kaposi, herpes zoster, tuberculose, entre outras). A
partir do momento em que o individuo desenvolve certas infec¢gées oportunistas ou
guando o sistema imune é suprimido abaixo de um limite especifico (linfocitos T-
CD4+ < 200 células/mL), as pessoas portadoras do HIV passam a ser
diagnosticadas com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids) (CDC, 2008).

Embora as tendéncias globais indiquem um declinio geral de novas infec¢des
pelo HIV nos ultimos anos (principalmente devido a reducdo de novas infec¢des na
Africa Subsaariana), estes nimeros mascaram importantes diferencas geogréaficas
no tamanho, tendéncias temporais e formas de transmisséo da doenca (DELPECH,
2009).

No Brasil, do inicio da epidemia, em 1980, até 2009, foram registrados
aproximadamente 600 mil casos de Aids. Neste periodo, foram registradas
aproximadamente 230 mil mortes em decorréncia da doenca, segundo dados da
versao preliminar do Boletim Epidemiologico de 2010. Por ano, sao notificados entre
33 e 35 mil novos casos de Aids no pais. Dos casos de Aids acumulados de 1980
até 2009, a regido Sudeste é a que tem o maior percentual (58%) do total de
notificacdes, com 344.150 registros da doenca. O Sul concentra 19,5% dos casos,
com 115.598 notificacdes; o Nordeste, 12,5%, com 74.364; o Centro-Oeste, 5,7%,
com 34.057; e a regido Norte, 4,2%, com 24.745 casos (BRASIL, 2010a). Necessario
considerar ainda a existéncia de subnotificacdo, fato relacionado ao preconceito

associado a doenca, a desarticulacéo entre os sistemas de informacdo em saude e
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ao proprio acesso da populacdo aos servicos de saude (GONCALVES et al, 2008;
RIQUE e SILVA, 2011).

Na histéria da pandemia do HIV, o Brasil foi pioneiro a criar um programa
federal com distribuicdo gratuita do tratamento antirretroviral. O programa
proporcionou melhoria da salude dos pacientes e aumento da sobrevida de dezenas
de milhares de brasileiros e resultou ainda em uma economia estimada em 2,2
bilhdes de dblares em custos de hospitalizacéo entre 1996 e 2004 (OKIE, 2006).

Com relacdo ao tratamento antirretroviral, os consensos para adultos do
Brasil e dos Estados Unidos recomendam como 12 opg¢ao para a terapia inicial uma
combinacdo de 3 (trés) farmacos: 2 (dois) inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos (ITRN) associados a 1 (um) inibidor de transcriptase
reversa ndo-analogo de nucleosideo (ITRNN) (BRASIL, 2008; EUA, 2010).

Existem varias boas opg¢fes para a combinacéo de 2 (dois) ITRN nos regimes
iniciais de tratamento. A combinagao tenofovir-emtricitabina, particularmente
formulada como dose fixa combinada de tenofovir-emtricitabina-efavirenz, apresenta
a conveniéncia de ser preparada em apenas 1 (um) comprimido com 1 (uma) dose
diaria. Zidovudina-lamivudina é a associacdo mais utilizada entre as combinacdes de
ITRN, mas requer administracao duas vezes ao dia (GULICK, 2007).

Atualmente, os custos do tratamento com o tenofovir tém limitado sua
utilizacdo como terapia de primeira escolha nos paises em desenvolvimento
(HOUGHTON et al, 2010).

Como parte do cenario no enfrentamento da pandemia de HIV/Aids, a
industria farmacéutica ganha grande importdncia. O acesso aos antirretrovirais
(ARV) remete aos custos que, por sua vez, remete a producdo dos medicamentos e
a industria farmacéutica. A politica brasileira de ARVs tem apresentado aspectos
inovadores n&o somente por garantir a distribuicdo gratuita e universal dos
medicamentos, mas também, por estimular a producdo nacional de ARVs (GALVAO,
2002).

A producdo nacional do medicamento antirretroviral tenofovir requer o
cumprimento da legislacdo vigente no pais para registro de medicamentos genéricos
ou similares (BRASIL, 2007a; BRASIL, 2007b). Entre os requisitos encontra-se a
necessidade de realizacdo de testes in vitro e in vivo para comprovagao da
qualidade e seguranca. A realizacdo de testes para controle de qualidade in vitro de
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produtos farmacéuticos requer a utilizacdo de métodos publicados em farmacopéias
reconhecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 06rgao
regulatorio nacional, e na auséncia destes a utilizacdo de métodos devidamente
validados. A realizacdo de estudos de bidisponibilidade relativa/ bioequivaléncia
também requer a utilizagdo de método bioanalitico devidamente validado.

Até o inicio do presente trabalho, ndo foram encontradas monografias oficiais
em farmacopéias reconhecidas pela Anvisa para aplicacdo no controle de qualidade
de comprimidos contendo fumarato de tenofovir desoproxila.

Considerando a auséncia de métodos oficiais para controle de qualidade de
comprimidos contendo fumarato de tenofovir desoproxila e a necessidade de
realizacdo de estudos de bioequivaléncia para registro do produto de fabricacao
nacional, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e a validacdo de métodos
aplicaveis.

Os estudos realizados neste trabalho foram utilizados no dossié de registro do
medicamento contendo 300 mg de fumarato de tenofovir desoproxila na forma
farmacéutica comprimido revestido, contribuindo para a incorporacdo nacional da
producdo deste antirretroviral, permitindo ao pais maior autonomia para continuidade
do programa de acesso gratuito ao tratamento antirretroviral, reduzindo os custos de
aquisicao e melhorando o acesso da populacao a este medicamento.

O registro do medicamento similar foi concedido pela Anvisa em 22 de
novembro de 2010, Resolucdo RE n° 5.332 de 19 de novembro de 2010 e do
medicamento genérico em 07 de fevereiro de 2011, Resolucdo RE n°487, de 4 de

fevereiro de 2011.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1HIV e Aids

A histéria do HIV teve inicio ainda na década de 1930 na Africa Subsaariana.
Em 1959, cientistas isolaram um virus em uma mulher da Republica Democratica do
Congo. Acreditava-se que este virus, que era geneticamente similar ao HIV-1 e que

foi chamado SIV (virus da imunodeficiéncia simia), havia migrado dos chimpanzés
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para os humanos quando cacadores foram expostos ao sangue infectado. Através
do sequenciamento genético, cientistas isolaram posteriormente o HIV-1, grupo M,
subtipo B nos primeiros pacientes haitianos com HIV. De acordo com estes relatos,
este virus se originou na Africa Central na década de 1930 e chegou ao Haiti em
1966, quando profissionais haitianos retornaram do trabalho na recente
independente Congo. Depois de circular pelo Haiti, o virus se diversificou antes de
migrar para os Estados Unidos por volta de 1969. O virus continuou se
diversificando e circulando pela populacdo homossexual dos Estados Unidos até
1981, quando a Aids foi reconhecida (GILBERT et al, 2007).

O HIV é derivado da familia dos virus retroviridae e € um membro do género
lentivirus. Duas espécies deste retrovirus sdo conhecidas na infeccdo de humanos:
HIV-1 e HIV-2. O HIV-1, originado dos chimpanzés, € mais virulento que o HIV-2 e é
responsavel pela maior parte das infec¢des pelo HIV. O HIV-2, originado do macaco
Sooty Mangabay, € menos virulento e esta mais restrito & Africa Ocidental. O HIV-1
pode ser subdividido em 4 (quatro) grupos principais: M (90% das infeccdes pelo
HIV-1), N (grupo raro descoberto em Camardes em 1998), O (grupo restrito ao
centro-oeste da Africa ) e P (descoberto em 2009 em uma mulher de Camardes,
cepa nova estreitamente relacionada com o virus da imunodeficiéncia simiana de
gorilas). Para o grupo M s&do conhecidos pelo menos 9 (nove) subtipos
geneticamente distintos: A, B, C, D, F, G, H, J e K (AVERT, 2010).

Numerosos subtipos do HIV-1 e formas recombinantes circulantes compdem
o0 complexo mosaico da pandemia do HIV-1. A alta taxa de replicagéo viral, a baixa
fidelidade da transcriptase reversa e a habilidade de recombinar levou a diversidade
genética do HIV, que foi caracterizado em subtipos. Uma analise realizada em 2004
de 23.874 amostras de individuos infectados pela HIV de 70 paises mostrou que em
termos de diversidade viral, o subtipo C do virus foi dominante, sendo responsavel
por metade de todas as infec¢gbes pelo HIV-1 ao redor do mundo, enquanto o0s
subtipos A, B, D e G sédo responsaveis por 12%, 10%, 3% e 6% respectivamente.
Formas recombinantes circulantes séo responsaveis por 18% das infeccdes
mundiais. O subtipo C é predominante na Africa e na Asia, enquanto o subtipo B é o
mais comum na Europa e nas Américas. Na América Latina, subtipo B foi

responsavel por 74% dos casos (HEMELAAR et al, 2006). Embora incomum,
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existem relatos de co-infeccdo, que indica que individuos podem ser infectados por
mais de um subtipo (KARIM et al, 2007).

Os virus HIV-1 e HIV-2 sao relativamente diferentes, sendo sua seqiéncia de
acidos nucléicos apenas cerca de 40% homodloga. Nenhum SIV causa
imunodeficiéncia em seu hospedeiro primata nativo, porém ambos HIV-1 e HIV-2
sao patogénicos em humanos. O HIV-1 foi identificado pela primeira vez em 1983 e
o HIV-2 em 1985. Ambos os virus infectam células CD4+ da linhagem dos linfocitos
e fagocitos mononucleares e causam Aids, porém o HIV-2 é menos virulento, tem
menor transmissao vertical e tem uma prevaléncia bem menor (LEVER, 2009). A
infecc@o pelo HIV-2 difere do HIV-1 por varios motivos que incluem o fato do HIV-2
ser naturalmente resistente aos inibidores da transcriptase reversa nao analogos de
nucleosideos (ITRNNSs), além das pessoas infectadas possuirem cargas virais mais
baixas, declinio mais lento de CD4 e progressdo a Aids 12 vezes mais lenta
(LEWTHWAITE e WILKINS, 2009).

Uma vez ocorrida a exposicdo ao HIV, o virus infecta células T auxiliares e se
replica no sangue periférico e nos o6rgdos linfoides. O sistema imune responde
gerando linfécitos T citotdéxicos que reconhecem e matam as particulas virais. A
invasao inicial e a viremia podem ser inicialmente confundidas com uma gripe leve,
mas depois, devido a reduzida viremia resultante da acdo dos linfocitos T citotoxicos,
ocorre uma fase de laténcia clinica, assintomatica que pode durar por anos.
Infelizmente, o sistema imune se deteriora com 0 aumento da viremia, com
desenvolvimento de sintomas e levando consequientemente a Aids. A Aids é
diagnosticada quando a contagem CD4+CD3- cai abaixo de 200 células/mL ou
guando uma das condi¢des definidoras da Aids ocorre (BENTON, 2010).

O aparecimento de infeccbes oportunistas e neoplasias é definidor da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. Entre as infecgdes oportunistas destacam-
se: pneumonia por Pneumocystis jirovecii (antigamente P. carinii), toxoplasmose do
sistema nervoso central, tuberculose pulmonar atipica ou disseminada, meningite
criptocdcica e retinite por citomegalovirus. As neoplasias mais comuns sdo: sarcoma
de Kaposi, linfomas nédo-Hodgkin e o cancer de colo uterino em mulheres jovens.
Nessas situagfes, a contagem de linfocitos T-CD4+ esta, na maioria das vezes,
abaixo de 200 células/mm? (BRASIL, 2008).
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De acordo com dultimo boletim do Programa Conjunto das Nacoes Unidas
sobre HIV/Aids da Organizacdo Mundial de Saude (UNAids/ OMS), o numero de
pessoas vivendo com HIV no mundo cresceu em 2008, atingindo uma estimativa de
33,4 milhdes (31,1 a 35,8 milhdes) de pessoas. O total de pessoas vivendo com o
virus em 2008 foi superior a 20% do que se observava em 2000 e a prevaléncia foi
cerca de 3 (trés) vezes superior em comparagdo com os dados de 1990. O aumento
continuo da populacéo de pessoas vivendo com HIV reflete uma combinacdo das
taxas de novas infeccoes e o efeito benéfico da terapia antirretroviral. Em 2008,
ocorreu um numero estimado de 2,7 milhdes de novas infecgbes pelo HIV no
mundo. O numero de mortes devido a Aids e condi¢bes relacionadas em 2008 foi
estimado em 2 milhées (WHO, 2009a).

As estimativas para a América Latina sugerem que em 2008
aproximadamente 2 milhdes de pessoas viviam com HIV e em 2008 ocorreram
170.000 novas infec¢des. Em 2008, estima-se ainda que 77.000 pessoas foram a
Obito em decorréncia da Aids (WHO, 2009a).

No Brasil, dos 5.564 municipios, 87,5% (4.867 municipios) registram pelo
menos um caso da doenca. Os grandes centros urbanos do pais, onde estdo
concentrados 52% dos casos de Aids, registraram queda de 15% na taxa de
incidéncia da doenca entre 1997 e 2007. Nesse mesmo periodo, a incidéncia nos
municipios com menos de 50 mil habitantes dobrou, revelando que a epidemia
caminhou para o interior do pais. Em 1997, a taxa nas cidades com menos de 50 mil
habitantes era cerca de 8 (oito) vezes menor do que a registrada nas cidades com
mais de 500 mil pessoas. Em 2007, essa relagao caiu para 3 (trés) vezes. A razao
de sexo (numero de casos em homens dividido por nimero de casos em mulheres)
no Brasil diminuiu consideravelmente do inicio da epidemia para os dias atuais. Em
1986, a razéo era de 15 casos de Aids em homens para cada caso em mulheres. A
partir de 2003, a cada 15 casos em homens passaram a existir 10 em mulheres.
Chama atencéo a andlise da razdo de sexo em jovens de 13 a 19 anos, nessa faixa
etaria o numero de casos de Aids € maior entre as meninas. A inversdo vem desde
1998, com 8 casos em meninos para cada 10 casos em meninas (BRASIL, 2010b).

Importantes progressos foram alcangcados na prevencdo de novas infeccoes
pelo HIV e na reducdo do niamero anual de mortes relacionadas a Aids. Porém, o

namero de pessoas vivendo com HIV continua crescendo, reflexo das taxas ainda
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altas de aparecimento de novas infeccbes e dos impactos positivos da terapia
antirretroviral. Doencas relacionadas a Aids continuam sendo uma das principais
causas de morte no mundo e a tendéncia é que permanecam como uma significativa
causa de mortalidade prematura nas proximas décadas (WHO, 2009a).

Até o momento, ndo existe vacina disponivel capaz de proteger contra a
infeccdo pelo HIV. Entretanto, existem farmacos antirretrovirais capazes de reduzir a
carga do HIV e retardar a progressao da infeccdo pelo HIV a Aids, podendo
prolongar a expectativa de vida das pessoas infectadas. Além disso, a utilizacdo de
regimes de antirretrovirais adequados e no momento correto pode reduzir
drasticamente a probabilidade de transmissdo vertical do HIV de mées infectadas
para os recém-nascidos e a transmisséao relacionada a exposi¢cao ocupacional (CDC,
2008).

2.2 Terapia antirretroviral

Os primeiros farmacos utilizados no tratamento antirretroviral foram os
inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN) na forma de
dideoxinucleosideos. A descoberta das amplas propriedades antirretrovirais de uma
série de 2,3-dideoxinucleosideos, dos quais 0 mais proeminente era a zidovudina
(AZT, 3-azido-2,3-dideoxitimidina), mostrou que o tratamento do HIV-1 era possivel.
Os primeiros agentes ainda exercem um papel importante como integrantes das
combinacdes da terapia antirretroviral, no entanto, o importante é que eles
guebraram a barreira critica e iluminaram o caminho para o surgimento de outros
farmacos. A eficacia clinica de farmacos isolados ao longo do tempo € limitada pela
resisténcia devido a muta¢des nos alvos dos farmacos (BRODER, 2010). O primeiro
farmaco anti-HIV, zidovudina, foi licenciado para uso clinico em 1987 (DE CLERCQ,
2009).

O virus HIV apresenta uma elevada taxa de erros durante sua replicacdo, o
que geram frequentes mutacles, levando a ocorréncia de resisténcia a terapia.
Desta forma, varias classes de medicamentos antirretrovirais tém sido desenvolvidas
para o combate do virus HIV em diferentes estagios de seu ciclo de vida. Entre as
classes de antirretrovirais encontram-se os inibidores de fuséo/ entrada, inibidores

da transcriptase reversa analogos de nucleotideos, nucleosideos e néo-
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nucleosideos, inibidores da integrase e inibidores de protease. Os principais
objetivos da terapia antirretroviral incluem a redugéo da morbidade associada ao HIV
e aumento da sobrevida, melhora da qualidade de vida, restauracao e preservacao
da funcdo imunologica, supressdo maxima da carga viral e prevencdo da
transmissao vertical (HALLIGAN et al, 2009).

Em 2008, o arsenal de farmacos utilizados na terapia anti-HIV cresceu para
um total de 25 farmacos licenciados pelo Food and Drug Administration (FDA) em
um periodo de 25 anos apds a descoberta do HIV; sete inibidores da transcriptase
reversa analogos de nucleosideo (zidovudina, zalcitabina, estavudina, lamivudina,
abacavir e emtricitabina), um inibidor da transcriptase reversa analogo de
nucleotideo (fumarato de tenofovir desoproxila), quatro inibidores da transcriptase
reversa ndo analogos de nucleosideos (nevirapina, efavirenz, delavirdina, etravirina),
dez inibidores de protease (saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir,
lopinavir, atazanavir, fosamprenavir, tipranavir e darunavir), um inibidor da fusao/
entrada (enfuvirtida), um inibidor de co-receptor (maraviroc) e um inibidor da
integrase (raltegravir). Embora licenciados, nem todos os farmacos citados sao
utilizados com a mesma frequéncia, por exemplo, a zalcitabina e delavirdine ndo séao
mais usadas e nem se encontram disponiveis (DE CLERCQ, 2010).

Na tabela 1 estdo citados os antirretrovirais aprovados pelo FDA para
tratamento da infeccéo pelo HIV, constando nome de marca, nome do fabricante e

data de licenciamento.

Tabela 1 — Antirretrovirais aprovados pelo FDA para tratame  nto do HIV

Nome Nome genérico Nome do Data de
comercial fabricante licenciamento
Atripla efavirenz, emtricitabina e fumarato de | Bristol-Myers 12-Jul-06
tenofovir desoproxila Squibb and Gilead
Sciences
Combivir lamivudina e zidovudina GlaxoSmithKline 27-Set-97
Emtriva emtricitabina Gilead Sciences 02-Jul-03
Epivir lamivudina GlaxoSmithKline 17-Nov-95
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Tabela 1 (continuagio)

Nome Nome genérico Nome do Data de
comercial fabricante licenciamento

Epzicom abacavir e lamivudina GlaxoSmithKline 02-Ago-04

Hivid zalcitabina (ndo mais comercializado) Hoffmann- La 19-Jun-92
Roche

Retrovir zidovudina GlaxoSmithKline 19-Mar-87

Trizivir abacavir, zidovudina e lamivudina GlaxoSmithKline 14-Nov-00

Truvada fumarato de tenofovir desoproxila e | Gilead Sciences, 02-Ago-04

emtricitabina Inc.

Videx EC didanosina com revestimento entérico Bristol Myers- 31-Out-00
Squibb

Videx didanosina Bristol Myers- 09-Out-91
Squibb

Viread fumarato de tenofovir desoproxila Gilead 26-Out-01

Zerit estavudina Bristol Myers- 24-Jun-94
Squibb

Ziagen sulfato de abacavir GlaxoSmithKline 17-Dez-98

Intelence etravirina Tibotec 18-Jan-08
Therapeutics

Rescriptor delavirdina Pfizer 04-Apr-97

Sustiva efavirenz Bristol Myers- 17-Set-98
Squibb

Viramune nevirapina Boehringer 21-Jun-96
Ingelheim

Agenerase amprenavir GlaxoSmithKline 15-Apr-99

Aptivus tipranavir Boehringer 22-Jun-05
Ingelheim

Crixivan indinavir Merck 13-Mar-96

Fortovase saquinavir (ndo mais comercializado) Hoffmann- La 07-Nov-97
Roche

Invirase mesilato de saquinavir Hoffmann- La 06-Dez-95
Roche

Kaletra lopinavir e ritonavir Abbott Laboratories 15-Set-00

Lexiva fosamprenavir calcico GlaxoSmithKline 20-Out-03

Norvir ritonavir Abbott Laboratories 01-Mar-96

Prezista darunavir Tibotec, Inc. 23-Jun-06

Reyataz sulfato de atazanavir Bristol-Myers 20-Jun-03
Squibb

Viracept mesilato de nelfinavir Agouron 14-Mar-97
Pharmaceuticals
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Tabela 1 (conclus&o)

Nome Nome genérico Nome do Data de
comercial fabricante licenciamento
Fuzeon enfuvirtide Hoffmann-La Roche 13-Mar-03
& Trimeris
Selzentry maraviroc Pfizer 06-Ago-07
Isentress raltegravir Merck & Co., Inc. 12-Out-07

Fonte: FDA, 2010.

Na tabela 2 estdo citados os antirretrovirais genéricos aprovados pela FDA

para tratamento da infeccdo pelo HIV, constando nome genérico, nome do

fabricante, data de licenciamento.

Tabela 2 — Antirretrovirais genéricos aprovados pelo FDA.

Nome genérico

Nome do fabricante

Data

licenciamento

didanosina capsula de liberacédo prolongada, 125 mg, 200
mg, 250 mg, e 400 mg

didanosina capsula de liberagéo prolongada, 125 mg, 200
mg, 250 mg, e 400 mg

didanosina para solugéo oral (p6é pediatrico), 10 mg/mL
didanosina capsula de liberacédo prolongada, 125 mg, 200
mg, 250 mg, e 400 mg

estavudina para solucéo oral, 1 mg/mL

estavudina céapsulas (15 mg, 20 mg, 30 mg, e 40 mg)

estavudina céapsulas (15 mg, 20 mg, 30 mg, e 40 mg)
zidovudina injecdo USP, 10 mg/mL

zidovudina 60 mg comprimidos para dosagem pediatrica

zidovudina solucao oral USP, 50 mg/5 mL

zidovudina (300 mg comprimido)

zidovudina (100 mg capsula)

zidovudina (100 mg cépsula)

Matrix Laboratories
Limited

Aurobindo Pharma
Limited

Aurobindo Pharma
Limited

Barr Laboratories,
Inc.

Aurobindo Pharma
Limited

Aurobindo Pharma
Limited

Hetero Drugs Limited
PharmaForce Inc.

Aurobindo Pharma
Limited

Cipla Limited

Matrix Laboratories,
Inc.

Cipla Limited

Aurobindo Pharma
LTD.

06-Abr-10

24-Set-08

08-Mar-07

03-Dez-04

29-Dez-08

29-Dez-08

29-Dez-08

06-Maio-10

23-Jul-09

26-Jun-08

14-Fev-08

23-Maio-07

27-Mar-06

31




Tabela 2 (concluséo)

Nome genérico Nome do fabricante Data

licenciamento

zidovudina (300 mg comprimido) Aurobindo Pharma 19-Set-05
Limited

zidovudina solu¢éo oral USP, 50 mg/5 mL Aurobindo Pharma 19-Set-05
Limited

zidovudina (300 mg comprimido) Ranbaxy 19-Set-05

Laboratories Limited

zidovudina (300 mg comprimido) Roxane Laboratories 19-Set-05

Fonte: FDA, 2010.

A terapia antirretroviral de alta poténcia ou terapia antirretroviral combinada
(HAART) se refere a utlizacdo de farmacos antirretrovirais em combinagfes
multiplas para tratamento da infec¢é@o pelo virus da imunodeficiéncia adquirida tipo 1
(HIV-1) e esta associada a uma melhora significativa da qualidade de vida das
pessoas infectadas. Entretanto, existe uma série de desafios na tentativa de otimizar
0os beneficios da terapia antirretroviral para os pacientes, incluindo toxicidade
relacionada aos farmacos, recuperagdo parcial das fungbes imunoldgicas em
individuos que ja haviam desenvolvido Aids, aparecimento de diversos tipos de
cancer como consequéncia do prolongamento da sobrevida e da sindrome
inflamatoéria da reconstituicdo imune, além do aumento do custo da terapia. Em
particular, a resisténcia do HIV aos farmacos se tornou o maior obstaculo no controle
da infeccdo pelo HIV-1. Além disso, as taxas alarmantes de transmissdo de
variantes do HIV-1 resistentes aos farmacos na infec¢cdo primaria se tornou um
grave problema. Desta forma, a identificacdo de novas classes de antirretrovirais,
com mecanismos unicos de a¢do, com minimos efeitos adversos e que ndo permita
ou retarde a emergéncia de variantes resistentes continua sendo o principal desafio
para a terapia antirretroviral (MAEDA e MITSUYA, 2001).

Estima-se que no final de 2008, 4.030.000 pessoas estavam recebendo
terapia antirretroviral no mundo, 1 (um) milhdo de pessoas a mais que em 2007, o
gue representa um aumento de 36% em 1 (um) ano. Entre 2003 e 2008, o0 acesso
aos antirretrovirais em paises de baixa e média renda cresceu 10 (dez) vezes,
demonstrando um expressivo aumento no acesso ao tratamento antirretroviral em

locais com recursos limitados (WHO, 2009b).
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Em paises desenvolvidos onde os antirretrovirais ja estdo amplamente
disponiveis, 0 acesso ao tratamento teve um impacto extraordinario na mortalidade
relacionada ao HIV. Em um estudo multicéntrico em 12 paises desenvolvidos, a
razdo da mortalidade entre pessoas vivendo com HIV em comparacdo com a
populacdo ndo infectada caiu 85% apOs a introducdo da terapia antirretroviral
combinada (BHASKARAN et al, 2008). O declinio acentuado do niumero de mortes
relacionadas a Aids como consequéncia dos avancos no tratamento, tem contribuido
para um aumento na prevaléncia de HIV em paises desenvolvidos (CDC, 2008).

No Brasil, onde os antirretrovirais estdo disponiveis gratuitamente desde
1996, a sobrevida média ap6s o diagndstico da Aids no Estado de S&do Paulo subiu
de quatro meses, em 1992-1995 para 50 meses em 1998-2001 (KILSZTAJN et al,
2007).

De acordo com dados atualizados até junho de 2009, no Brasil, 190 mil
pacientes HIV positivo estdao em tratamento ARV e quase 35 mil pacientes iniciaram
a terapia em 2008. Dentre esses pacientes que iniciaram o tratamento em 2008,
98,7% continuavam em tratamento apds 12 meses do inicio (BRASIL, 2009b).

Aproximadamente 2,9 milhdes de vidas foram salvas pelo acesso ao
tratamento antirretroviral, sendo até 2004 a maior parte concentrada em paises
desenvolvidos. O numero de anos de vida ganhos é a melhor medida do impacto do
tratamento, pois facilita a comparacdo entre programas e permite a avaliacdo do
custo-efetividade. Um numero estimado de 11,7 milhdes de anos de vida foram
ganhos mundialmente entre 1996 e 2008 como resultado da terapia antirretroviral.
Estima-se que este nimero cresc¢a rapidamente nos proximos anos considerando
qgue os programas de combate ao HIV continuem a se expandir na taxa atual (WHO,
2009a).

Os guias atuais disponiveis nos Estados Unidos recomendam o tratamento
inicial da infeccéo pelo HIV em pacientes que ainda néo realizaram tratamento com
uma combinac¢ao de farmacos antirretrovirais que consiste em (EUA, 2009):

- dois inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (2-ITRN)
concomitante com um inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de
nucleosideo (ITRNN)
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— dois inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (2-ITRN)
concomitante com um inibidor de protease (IP) de preferéncia com ritonavir para
reforcar as concentracdes plasmaticas do inibidor de protease

— dois inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (2-ITRN)
concomitante com um inibidor de integrase.

As combinacdes recomendadas séo:

- Efavirenz + tenofovir + emtricitabina

— Ritonavir/atazanavir + tenofovir + emtricitabina

— Ritonavir/darunavir + tenofovir + emtricitabina

— Raltegravir + tenofovir + emtricitabina (EUA, 2009)

De acordo com a versdo mais atual divulgada pelo Ministério da Saude (MS)
das recomendacgOes para terapia antirretroviral em adultos infectados pelo HIV, a
terapia inicial deve sempre incluir combinagfes de trés farmacos: dois inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN) associados a um inibidor de
transcriptase reversa ndo-analogo de nucleosideo (ITRNN) ou a um inibidor da
protease reforcado com ritonavir (IP/r). Sendo o esquema preferencial para a terapia
inicial a combinag&o de 2 ITRN + ITRNN e o esquema alternativo a combinagao de 2
ITRN + IP/r. A associacdo zidovudina/ lamivudina (AZT/3TC) € a dupla de ITRN de
primeira escolha para compor o esquema antirretroviral inicial. Nos casos de
intolerancia ao AZT, a didanosina entérica ou o fumarato de tenofovir desoproxila
(TDF) sao alternativas para substitui-lo, sempre combinados com a lamivudina.
Quanto a escolha dos ITRNN, o efavirenz continua sendo preferencial a nevirapina,
exceto em gestantes. Caso a escolha da terapia inicial envolva um esquema
composto por um inibidor da protease, o lopinavir/ritonavir deve ser o IP/r
preferencial (BRASIL, 2008).

Importante destacar que o tenofovir € um dos farmacos de primeira escolha
no guia para tratamento nos Estados Unidos. No Brasil, a utilizacdo do tenofovir
ainda é limitada principalmente pelos altos custos do tratamento, considerando que
nao existe producao nacional deste antirretroviral.

Na co-infeccdo HIV/HBV (virus da hepatite B), quando indicada terapia
antirretroviral, esta deve incluir tenofovir (TDF) associado a lamivudina como dupla
de nucleosideos (ITRN), estando ou n&o indicado tratar o HBV (BRASIL, 2008).
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2.3Producao publica de antirretrovirais no Brasil

O acesso universal e gratuito aos medicamentos antirretrovirais é politica
prioritaria do Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais desde 1996. No Brasil,
aproximadamente 190 mil pacientes fazem tratamento com 19 medicamentos
antirretrovirais distribuidos pelo Sistema Unico de Saude.

O Brasil fabrica medicamentos antirretrovirais desde 1993. Comecou com a
zidovudina, também chamada de AZT. Hoje, o Brasil tem condicbes de produzir
nove antirretrovirais: zidovudina (comprimido de 100mg, solucdes oral e injetavel),
didanosina (comprimidos de 100mg, 25mg e p6 para preparacdo extemporanea);
associacado zidovudina e lamivudina (comprimido de 300mg + 150mg), lamivudina
(comprimido de 150mg e solucéo oral); estavudina (comprimido de 40mg e 30mg e
p6 para solucdo oral); indinavir (comprimido de 400mg); nevirapina (comprimido de
200mg); ritonavir (comprimido de 100mg) e efavirenz (comprimido de 600mg). Em
maio de 2010, o Ministério da Saude anunciou a previsdo do inicio da producao
nacional do tenofovir (BRASIL, 2010c).

Atualmente, s&o adquiridas 32 apresenta¢cbes de medicamentos, das quais 13
nacionais e 19 importadas. Esse Ultimo grupo corresponde a 72% do gasto total do
Ministério da Saude (MS) na compra de medicamentos antirretrovirais (BRASIL,
2010d).

Entre as acdes previstas no Programa Mais Saude (PAC Saude) estad o
fortalecimento do Complexo Industrial da Saude, tendo como uma de suas medidas
o investimento na rede de Laboratérios Oficiais de medicamentos, estruturando a
producao publica e a transferéncia de tecnologia de farmoquimicos estratégicos para
0 pais, incluindo a nacionalizacdo de antirretrovirais. Para alcancar este objetivo
estdo sendo firmadas algumas parcerias publico-privadas, para melhorar o
suprimento nacional de farmacos e medicamentos e, consequentemente, reduzir a
dependéncia externa (BRASIL, 2009a).

Dentre estas parcerias, destacam-se as parcerias firmadas em 2009 pela
Fundacdo Ezequiel Dias (Funed) e pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (Lafepe) com empresas do setor privado, para fabricagdo nacional do

medicamento tenofovir.
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2.4 Tenofovir e seu pro-farmaco, fumarato de tenofo  vir desoproxila

O tenofovir (TEN; 1-(6-aminopurin-9-il) propan-2-iloximetilfosfonico acido)
pertence a classe dos antirretrovirais inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleotideos. Quimicamente, o tenofovir € um analogo da adenosina 5’-monofosfato
(DELAHUNTY et al, 2006). E o primeiro inibidor da transcriptase reversa analogo de
nucleotideo aprovado para utilizagcdo no tratamento da infec¢cdo pelo HIV. Diferente
dos inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos que precisam
passar por trés etapas de fosforilagdo intracelular para se tornarem ativos, 0s
analogos de nucleotideos como o tenofovir s6 precisam passar por duas etapas.
Esta reducdo de uma etapa de fosforilagdo torna o processo de conversdo ao
metabdlito farmacologicamente ativo mais rapido e mais completo (GOMES et al,
2008). A reacdo de fosforilagdo inicial € uma etapa limitante para os analogos de
nucleosideos (BENNETTO-HOQOD et al, 2007).

Estudos demonstraram que o tenofovir € um potente antiviral com uma meia-
vida intracelular prolongada, porém, sua baixa biodisponibilidade apresentou uma
limitagdo ao seu desenvolvimento. A adicdo de dois ésteres alquil metil carbonato
melhoraram a estabilidade, a absorgcédo intestinal e a biodisponibildade oral do
tenofovir, permitindo sua formulagcdo como um comprimido para administracao oral
(KEARNEY et al, 2004). O tenofovir € administrado como um pro-farmaco na forma
de fumarato de tenofovir desoproxila. Esta formulacdo de pré-farmaco aumentou a
lipofilicidade do farmaco de log P = -2,5 para log P = 1,3, melhorando sua
capacidade de atravessar a membrana intestinal (PALOMBO et al, 2009). Apés a
administracdo oral, o pro-farmaco sofre hidrolise mediada por esterases, que
removem os dois grupos ester como ilustrado na figura 1, gerando o tenofovir. O
tenofovir penetra nas células e sofre fosforilacdo pela adenilato quinase (AQ)
gerando um intermediario monofosfatado que € rapidamente convertido pela
difosfato nucleosideo quinase (DNQ) a sua forma ativa bifosfatada, conforme
apresentado na figura 2. O tenofovir difosfato atua como um inibidor competitivo da
transcriptase reversa do HIV-1, competindo com o substrato natural deoxiadenosina
5'-trifosfato pelo sitio ativo de ligacdo na transcriptase reversa viral (DNA polimerase

viral). A incorporacdo do tenofovir difosfato no DNA viral resulta na terminacdo da
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cadeia, uma vez que no tenofovir difosfato falta o grupamento hidroxil na posicéo 3’,
que seria 0 ponto de ligagdo do préximo deoxiribonucleosideo trifosfato. Desta
forma, a transcricdo reversa, etapa chave para a proliferacdo viral, € inibida (FUNG
et al, 2002; KEARNEY et al, 2004; BENNETTO-HOOQOD et al, 2007).
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Figura 1 — Conversao do fumarato de tenofovir desoproxila ( TDF) a tenofovir.

Fonte: KEARNEY et al, 2004
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Figura 2 - Converséo do tenofovir a tenofovir difosfato.

Fonte: Adaptada de KEARNEY et al, 2004

O tenofovir tem a capacidade de ser metabolizado por células em repouso e
pode atingir uma concentracdo duas vezes maior em mondocitos periféricos em
repouso em relacdo a mondcitos ativos (ROBBINS et al, 1998). O acumulo do
farmaco em células em repouso significa que o tenofovir tem a capacidade de inibir
o HIV em células latentes, caracteristica ausente nos ITRNs desenvolvidos
anteriormente como zidovudina ou estavudina (KEARNEY et al, 2004).

Em um estudo clinico fase I/ll, 49 pacientes infectados pelo HIV (8 mulheres e
41 homens) foram distribuidos em 4 coortes entre 6 de maio de 1997 e 18 de maio

de 1999: 15 na coorte de 75 mg, 10 na coorte de 150 mg, 11 na coorte de 300 mg e
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13 na coorte de 600 mg). Trinta e oito pacientes receberam o TDF, 12 receberam
comprimidos contendo 75 mg, 8 receberam comprimidos de 150 mg, 11
comprimidos de 300 mg e 13 de 600 mg. Os 11 pacientes restantes receberam
placebo. Os resultados demonstraram que a concentracdo maxima foi proporcional a
dose. O tempo necessério para atingir as concentra¢cdes maximas foram similares
para todas as doses em jejum (0,5 a 1 hora), sendo aumentado para 0,5 a 2,2 horas
guando o farmaco é administrado com alimentacdo. Os parametros farmacocinéticos
meédios no estado de equilibrio foram calculados no 15°dia (e no 35°dia para as
dosagens de 300 mg e 600 mg) e foram lineares a dose para todos 0s grupos. A
biodisponibilidade oral para as doses de 300 mg e 600 mg foram estimadas em 25%
e 21%, respectivamente, em jejum e 39% e 34%, respectivamente, no estado
alimentado. A concentracdo maxima (Cnax) € a area sobre a curva (ASC) médios em
estado de equilibrio foi de 326 ng/mL e 3020 ng x h/mL, respectivamente em
pacientes infectados pelo HIV que recebiam 300 mg/dia de tenofovir com
alimentacdo por 28 dias. Nas coortes que recebiam doses de 300 mg e 600 mg,
apos atingida Cnax, @ concentracdo de tenofovir no soro decaiu de forma bifasica,
com meia-vida terminal entre 12 e 15 horas (BARDITCH-CROVO et al, 2001).

Apés administracdo, com ou sem alimentacdo, o TDF € rapidamente
absorvido e eliminado inalterado na urina por processos de filtragdo glomerular e
secrecdo ativa. O TDF é administrado em combinacdo com outros farmacos
antirretrovirais, possui algumas vantagens em relacdo aos analogos de
nucleosideos, incluindo sua longa meia-vida plasmatica (17 h) e meia-vida
intracelular (>60h) o que permite sua administracao apenas 1 vez ao dia (KEARNEY
et al, 2004). Além disso, o farmaco apresenta um perfil mais favoravel em relagéo a
resisténcia mantendo sua atividade in vitro contra uma variedade de cepas do HIV
resistentes a outros farmacos. Desta forma, ele € bastante Gtil no tratamento de
pacientes infectados com cepas resistentes a ITRNs (BENNETTO-HOOD et al,
2007).

Acredita-se que o tenofovir penetre nas células por um processo passivo de
endocitose e aparentemente ndo estdo envolvidos processos saturaveis ou
relacionados a transportadores. As informacgdes disponiveis ndo indicam ocorréncia
de transporte ativo do tenofovir ou seus anabodlitos, incluindo glicoproteina P,

proteinas de resisténcia multidrogas 1 (MRP1), transportadores de cations organicos
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ou transportadores de nucleosideos por concentracdo ou equilibrio. Este farmaco é
substrato para os transportadores de anions orgéanicos 1 e 3 localizados nos tubulos
renais proximais, sendo estes transportadores 0s provaveis responsaveis pela
secrecdo tubular na wurina. Estudos in vivo ndo demonstraram alteracoes
significativas nos parametros farmacocinéticos do tenofovir resultantes de interacdes
em transportadores (KEARNEY et al, 2004).

A ligacao do tenofovir a proteinas plasmaticas € baixa, sendo menor que 1%
no plasma e menor que 7,2% no soro. A extensao da ligacdo ndo é dependente da
concentracdo (KEARNEY et al, 2004; KAKUDA et al, 2009).

O tenofovir ndo é um substrato do citocromo P450 e ndo é metabolizado pelo
figado (KAKUDA et al, 2009; GAGNIEU et al, 2008).

O tenofovir € amplamente distribuido através do organismo com distribuicao
do estado de equilibrio atingindo aproximadamente 1,3 L/kg a partir de uma dose
intravenosa. A ampla distribuicdo deste farmaco através do organismo e tecidos
pode ser atribuida a sua natureza polar. Apesar de seu amplo volume de
distribuicdo, ele ndo € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e embora a
penetracdo na barreira hematoencefalica (BHE) seja limitada, o tenofovir tem a
capacidade de passar pela barreira do fluido cérebro-espinhal do plexo cori6ide
garantindo acesso aos macréfagos perivasculares e meningeos (ANTHONYPILLAI
et al, 2006; PALOMBO et al, 2009).

Testes in vitro com altas doses de tenofovir em uma variedade de células
humanas ndo demonstraram reducdo no DNA mitocondrial, nenhum efeito na
expressao celular das proteinas mitocondriais da cadeia respiratdria citocromo
oxidase C (COX) Il ou COX IV e o aumento do acido latico celular foi <10% do
observado apods exposicdo a zidovudina. Em modelos animais, a exposicdo ao
farmaco ndo foi associada a reducdo do conteddo do DNA mitocondrial ou
atividades das enzimas. A selecdo de antirretrovirais com menor propensdo a
toxicidade mitocondrial para uso na prevencdo a transmissdo vertical € uma
vantagem, considerando que ndo ocorre aumento na toxicidade relacionada a outros
eventos para a mée e sua crianca. O tenofovir atravessa a placenta de mulheres
gravidas em tratamento antirretroviral, atingindo uma raz&o entre sangue maternal:
sangue do cordao de aproximadamente 0,65:1. A administracdo de uma dose Unica

de 600 mg de TDF em mulheres gravidas infectadas pelo HIV-1 apds 34 semanas
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de gestacdo leva a uma concentragdo de tenofovir que é similar & concentracdo
encontrada em pacientes que recebem por longos periodos a terapia com 300 mg
do farmaco uma vez ao dia, sendo a concentracdo média de tenofovir no sangue do
corddo umbilical 65% da concentracdo sanguinea da mae (GALLANT e
DERESINSKI, 2003; FOSTER et al, 2009).

De acordo com resultados de estudos pré-clinicos e estudos de avaliacdo de
interacdo medicamentosa, a farmacocinética do tenofovir se mantém inalterada na
administracdo concomitante com a maioria dos demais antirretrovirais e outros
medicamentos comumente utilizados por pacientes com HIV. As interacées mais
importantes ocorrem com administragdo concomitante do tenofovir com a didanosina
e atazanavir, porém, nestes casos as doses podem ser ajustadas utilizando
dosagens comercialmente disponiveis (KEARNEY et al, 2004).

Em pacientes com insuficiéncia renal é necessario ajuste no regime de
administracdo do tenofovir acompanhado de extensdo do periodo entre as doses.
Nenhum ajuste nas doses € necessario em casos de insuficiéncia hepatica.
(KEARNEY et al, 2004).

Em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas, o fumarato de tenofovir
desoproxila € um po cristalino branco a quase branco, sem odor, com massa
molecular de 635,52. Apresenta solubilidade de 13,4 mg/mL em agua destilada a
25°C (DECHRISTOFORO e PENZAK, 2004).

O fumarato de tenofovir desoproxila foi aprovado para o tratamento da
hepatite B cronica em varios paises em 2008. Esta aprovacado foi baseada em 2
estudos randomizados e prospectivos em andamento que demonstraram a
superioridade do TDF administrado na dose de 300 mg/dia comparado com o
adefovir administrado na dose de 10 mg/dia em pacientes com hepatite B e
pacientes antigeno (HBeAgQ)-positivos e negativos, a maior parte destes pacientes
nunca haviam sido submetidos a tratamento. Para os pacientes incluidos no estudo
que ja tinham sido previamente tratados com lamivudina, o TDF apresentou uma
potente eficacia antiviral (BERG et al, 2010; MARCELLIN et al, 2008).

O fumarato de tenofovir desoproxila na forma farmacéutica comprimido
revestido e dosagem de 300mg foi aprovado para utlizacdo no tratamento
antirretroviral pelo FDA em 2001, com o nome comercial Viread®, sendo a empresa

Gilead (EUA) a detentora do registro.
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No Brasil, o registro do medicamento foi concedido pela Anvisa em 2003.
Porém, o medicamento tem sua fabricacdo no exterior (Alemanha) e € importado
pelo governo federal para utilizacdo no pais por meio do Programa Nacional de
DST/Aids.

2.5Métodos analiticos para determinacédo de fumarat o de tenofovir desoproxila

em comprimidos

Até o inicio do presente trabalho, ndo foram encontradas monografias oficiais
em Farmacopéias reconhecidas pela Anvisa para aplicacdo no controle de qualidade
de comprimidos contendo fumarato de tenofovir desoproxila. Na literatura cientifica
foram encontrados poucos artigos com relato de métodos para quantificacdo do
fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos.

Em agosto de 2009, propostas de monografia para a matéria-prima fumarato
de tenofovir desoproxila e para comprimidos contendo o farmaco foram divulgadas
pela Farmacopéia Internacional para avaliagcdo e comentarios. O texto final destas
monografias foi disponibilizado em junho de 2010.

No método relatado por SHIRKHEDKAR et al (2009), o doseamente do
fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos € realizado por
espectrofotometria no ultravioleta (UV). Este método € bastante simples, com
preparo das solucdes padrédo e amostra utilizando solugdo de HCIl 0,1 M como
diluente e leitura a 260 nm.

No texto final da monografia proposta para a Farmacopeia Internacional
(2010), sdo propostos dois métodos para o doseamento do TDF em comprimidos. O
primeiro método utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detec¢éo
na regido do ultravioleta a 260 nm. Este método apresenta maior complexidade para
execucao, pois envolve duas fases moveis que sdo preparadas pela mistura de
diferentes propor¢cdes de tampao fosfato, &gua e acetonitrila e demanda uma corrida
de 80 minutos, o que tem um impacto consideravel na rotina analitica. O segundo
meétodo, de facil execucéo, utiliza espectrofotometria no UV utilizando metanol como
diluente e leitura a 260 nm.

Também foram encontrados na literatura dois métodos descritos para o

doseamento do fumarato de tenofovir desoproxila em associa¢cdes em comprimidos
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com outros farmacos, um para a associacdo com emtricitabina e outro para
associacdo com emtricitabina e efavirenz.

No método descrito por RAJU e BEGUM (2008), o doseamento dos trés
farmacos (fumarato de tenofovir desoproxila, emtricitabina e efavirenz) é realizado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com deteccdo na regido do
ultravioleta a 265 nm. Este método também envolve duas fases moveis eluidas em
gradiente, com corrida de 15 minutos.

No método descito por SHARMA e GUPTA (2009), foi empregado método por
CLAE com deteccao por UV para quantificacdo de fumarato de tenofovir desoproxila
e emtricitabina em comprimidos. A fase moével utilizada € composta de uma mistura
de acetonitrila: tampéao fosfato de potassio (pH 3.0 ajustado com acido ortofosforico)
na razao 70:30 (v/v), com adicdo de 0,5 mL de trietilamina e detecdo por UV a 260
nm, com corrida analitica de 4 minutos.

Métodos por espectrofotometria no UV apresentam, muitas vezes, problemas
relacionados a especifidade. Esta € uma limitacdo intrinseca ao método, uma vez
gue compostos estruturalmente relacionados, como impurezas, possuem cromaoforos
muito semelhantes que por sua vez apresentam absortividades semelhantes e
podem representar interferéncias na analise (LOUGH e WAINER, 1995).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector por
espectrofotometria no UV é uma técnica bastante util, uma vez que permite a
separacdo dos componetes previamente a deteccdo. As condicbes cromatograficas
como coluna, fase moével, fluxo, entre outras, podem ser ajustadas de diferentes
formas para permitir a melhor sepragédo entre os compostos analisados (LOUGH e
WAINER, 1995).

2.6 Métodos bioanaliticos para determinacao de teno  fovir no plasma

Varios métodos bioanaliticos para quantificacdo do tenofovir no plasma
encontram-se descritos na literatura, sendo sua maioria aplicaveis a quantificacdo
concomitante de outros antirretrovirais utilizados no tratamento. As condi¢cdes
cromatograficas e os métodos de extracdo destes métodos estdo resumidos na
tabela 3, as faixas de linearidade e padrbes internos utilizados encontram-se na

tabela 4.
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Com relacdo aos métodos de detecgdo utilizados, podemos observar que
houve uma evolugdo ao longo do tempo, com a modernizagdo dos equipamentos
utilizados para deteccado, reducdo dos tempos de corrida e obtencdo de menores
limites de quantificacdo. Nos trabalhos mais recentes a espectrometria de massas se
destaca como método de escolha, devido principalmente a sua sensibilidade e
seletividade.

Nos métodos descritos por SPARIDANS et al (2003) e JULLIEN et al (2003),
utilizou-se deteccdo por fluorimetria, o que demandou 45 e 40 minutos,
respectivamente, para a reacdo de derivatizagdo, o que torna o método mais
demorado. Posteriormente, REZK et al (2005) e SENTENAC et al (2003) utilizaram o
detector de arranjo de diodos (DAD). Nos artigos mais recentes predomina a
deteccado por espectrometria de massas com ionizacdo no modo positivo.

Existe grande variagdo nas fases moveis utilizadas, mas pode ser observada
uma tendéncia de utilizacdo de maior proporcdo de fase aquosa em relacdo a fase
organica e vazao baixa.

Com relacdo ao método de extracdo, observa-se a utilizacdo das técnicas de
precipitacdo de proteinas e extracdo em fase sélida.

O preparo ou tratamento das amostras, conhecido como extracdo, € uma
etapa essencial do método bioanalitico, uma vez que a substancia de interesse esta
contida em uma matriz biolégica de natureza complexa juntamente com numerosos
componentes (KOLE et al, 2011). Entre os métodos de extracdo comumente
empregados para andlises quantitativas por espectrometria de massas, 3 (trés) se
destacam, precipitacdo de proteinas, extracdo liiquido-liquido e extracdo em fase
sélida (MA et al, 2007).
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Tabela 3 — Resumos das condigbes cromatogréaficas e métodos

de extracao utilizados na quantificacdo de tenofovi

r no plasma disponiveis na

literatura.
Referéncia Farmaco(s) Metodoude Fase movel Coluna Fluxo Deteccao Temp_o de
extracéo corrida
Sparidans et al Tenofovir Extracéo por Fase A: tamp&o 10 mM de Chromspher C8 (150 X 1,5 mL/min Fluorescéncia 26 min
(2003) precipitacao de fosfato de sédio e 5 mM de 4.6 mm, 5 um)
proteinas sulfato de tetrabutilamdnio
hidrogénio (pH 7,0) Fase B:
tampé@o : acetonitrila (50:50
vIv)
Jullien et al Tenofovir Extracéo por Tampédo cloreto de C8 (250 X 3 mm, 5 um) 0,5 mL/min Fluorescéncia Nao
(2003) precipitacdo de tetrabutilaménio (5 mM, pH 6): informado
proteinas acetonitrila (85:15, v/v)
Sentenac et al Tenofovir Extracdo em fase Fase A: tampéo 15 mM RP18 Symmetry Shield 1 mL/min (10 min) Detector de Arranjo 25 min
(2003) sélida Na,HPO, (diidrato de 5 um (250 x 4,6 mm) 1,3 mL/min (6 min) de diodos (DAD)
hidrogeniofosfato sédico) e 10
mM TBA (sulfato de
tetrabutilaménio hidrogénio)
pH 6
Fase B: acetonitrila
Rezk et al Tenofovir e Extracdo em fase Fase A: fosfato monobasico Atlantis TM dC-18 1,0 mL/min Detector de Arranjo 18 min
(2005) emtricitabina soélida 20mM e sulfato de (150mm x 3,9mm, 5,0 de diodos (DAD)
tetrabutilaménio hidrogénio pum)
4mM (pH 5,7).
Fase B: metanol
Bezy et al Zalcitabina, Extracdo em fase Tampdo acetato de AtlantisTM dC18 e 0,2 mL/min Espectrometria de 18 min
(2005) lamivudina, soélida hidroxilamina e acetonitrila Zorbax Extend-C18 massas — ioniza¢éo
didanosina, (gradiente) (150mm X 2,2amm, 5 pm) modo positivo para o
estavudina, carbovir, tenofovir
zidovudina, tenofovir
Delahunty et al Tenofovir Extracéo por 3% acetonitrila/ 1% acido Synergi 4 um Polar RP 0,2 mL/min Espectrometria de 7 min
(2006) precipitacdo de acético em agua deionizada 80A, 2,0mm x 150mm massas — ioniza¢éo
proteinas modo positivo
Barkil et al Tenofovir Extracdo em fase Tampao acetato de aménioe | Atlantis© dC-18 (150mm 0,6 mL/min Detector de Arranjo 8 min
(2007) soélida metanol (98,5:1,5, v/v) X 3,0mm; 3um) de diodos (DAD) e

espectrometria de
massas — ioniza¢éo
modo positivo
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Tabela 3 (concluséo)

Referéncia Farmaco(s) Método de Fase movel Coluna Fluxo Detecgao Tempo de
extracdo corrida
Takahashi et al Tenofovir Extracéo por Fase A: acido trifluoracético SunFire C18 (3,5 um, 0,2 mL/min Espectrometria de 20 min
(2007) precipitacdo de 0.3% Fase B: acetonitrila 2,1 X 50 mm) massas — ioniza¢do
proteinas Fase C: acetado de amdnio modo positivo
100mM
Bennetto-Hood et al Tenofovir Extracdo em fase Tampao hidroxilamina/ acido Atlantis dC18 (2,0 X 0,2 mL/min Espectrometria de 10 min
(2007) sélida acético (pH 6,75) e metanol 100mm, 3pm) massas — ioniza¢ao
(93:7, viv) modo positivo
Gomes et al Tenofovir e Extracdo em fase Acetonitrila e acetato de Chromolith Speed Rod 0,7 mL/min Espectrometria de 2,0 min
(2008) emtricitabina sélida amaonio (pH 3,0, 40mM) RP18 (50mm x 4,6mm) massas — ioniza¢ao
(20:80, viv) modo positivo
Le Saux et al Abacauvir, Extracéo por Fase A: acido férmico 0,05% Atlantis® T3 (100mm x 250 pL/min Espectrometria de 14 min
(2008) didanosina, precipitacdo de Fase B: metanol contendo 2,1 mm, 3um) massas — ioniza¢éo
emtricitabina, proteinas 0,05% de &cido férmico modo positivo
lamivudina,
estavudina, tenofovir
e zidovudina
Nirogi et al Efavirenz, Extracdo em fase Fase A: acido férmico 0,1% Chromolith Performance 1,5 mL/min Espectrometria de 4min
(2008) emtricitabina e sélida Fase B: acetonitrila RP-18e (100 X 4.6 mm) massas — ioniza¢ao
tenofovir (gradiente) modo positivo
Delahunty et al Tenofovir e Extracéo por 3% acetonitrila/ 1% acido Synergi 4um Polar RP 200 pL/min Espectrometria de 11 min

(2009)

emtricitabina

precipitacao de
proteinas

acético em agua deionizada

80 A, 2,0mm x 150mm

massas — ioniza¢ao
modo positivo
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Tabela 4 — Resumo das faixas de linearidade e padrdes inter  nos dos métodos encontrados

na literatura para quantificacao de tenofovirem pl  asma.

Referéncia Faixa de linearidade (para TNF) Padrao interno
Jullien et al (2003) 5 —1000 ng/mL adefovir
Sentenac et al (2003) 10 — 4000 ng/mL NA
Sparidans et al (2003) 21-1120 ng/mL adefovir
Bezy et al (2005) 30 — 10.000 ng/mL antipirina
Rezk et al (2005) 10 — 10 000 ng/mL 2',3'didoxiuridina
Delahunty et al (2006) 10 — 750 ng/mL adefovir
Barkil et al (2007) 50 — 1000 ng/mL 3-metilcitidina metosulfato
Bennetto-Hood et al (2007) 1,0 — 750,0 ng/mL zalcitibina
Takahashi et al (2007) 19 — 1567 ng/mL atenolol
Gomes et al (2008) 10 — 600 ng/mL lamivudina
Le Saux et al (2008) 5,0 — 750,0 ng/mL 6-beta-hidroxi-teofilina
Nirogi et al (2008) 20 — 2000 ng/mL propranolol e rosuvastatin
Delahunty et al (2009) 10 — 1500 ng/mL Iso-TEN e Iso-FTC

NA — nao se aplica
TEN — tenofovir
FTC — emtricitabina

2.7Validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos

Segundo a RDC 899/2003 da Anvisa, 0 objetivo da validacdo é demonstrar
que o método € apropriado para a finalidade pretendida. Neste contexto, a validacao
deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Para a validacdo de métodos quantitativos para determinacdo de farmacos
em produtos farmacéuticos, devem ser considerados os seguintes parametros:

- Seletividade - capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presencga de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacédo e componentes da matriz.

- Linearidade - capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado.

- Intervalo - o intervalo especificado é a faixa determinada no estudo de

linearidade. No caso de métodos analiticos para quantificacdo de analitos em
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formas farmacéuticas, o método deve abranger, no minimo, a faixa de 80 a 120%
da concentracédo tedrica do produto.

Precisdo - a precisdo € a avaliagcdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.
Para o parametro precisdo existem trés niveis de avaliagdo: repetibilidade
(precisdo intra-corrida), precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) e
reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial), que sao aplicaveis conforme a
finalidade do método.

Exatiddo - a exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagéo ao valor verdadeiro.

Robustez - a robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade
em resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica
sua confianga durante o uso normal (BRASIL, 2003a).

Os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho serdo validados

conforme as recomendacdes da Anvisa (BRASIL, 2003a) e conforme procedimento

de validacdo intralaboratorial definido por SOUZA, 2007, que propde um

delineamento experimental e testes estatisticos aplicaveis a analise de dados para

cada parametro a ser avaliado durante a validagéo.

Os meétodos bioanaliticos serdo validados conforme as recomendacdes da

Anvisa (BRASIL, 2003a).

a7



3

OBJETIVOS

3.1Objetivo geral

Desenvolver métodos analiticos para quantificacdo de fumarato de tenofovir

desoproxila em produtos farmacéuticos para aplicacdo em controle de qualidade e

método bionalitico para quantificacdo de tenofovir em amostras de plasma humano e

aplicacado em estudo de bioequivaléncia/ biodisponibilidade relativa.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccgéo ultravioleta para doseamento de fumarato de tenofovir

desoproxila em comprimidos;

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massas para quantificacdo de

tenofovir em plasma humano;
Realizar andlise de perfil de dissolucdo comparativo entre amostras de
comprimidos do medicamento fumarato de tenofovir desoproxila de dois

fabricantes distintos;

Aplicar método bioanalitico em estudo de bioequivaléncia/ biodisponibilidade
relativa de comprimidos contendo 300mg de fumarato de tenofovir desoproxila.

Determinar os parametros farmacocinéticos do tenofovir em voluntarios sadios da

populacao brasileira.
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CAPITULO 2
VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS DESENVOLVIDOS
PARA CONTROLE DE QUALIDADE DE COMPRIMIDOS
CONTENDO FUMARATO DE TENOFOVIR DESOPROXILA
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1 INTRODUCAO

Para aplicacao no controle de qualidade de comprimidos contendo 300 mg de
fumarato de tenofovir desoproxila (TDF), foram desenvolvidos e validados métodos
para avaliacdo do teor, da uniformidade de contetdo e da dissolugdo. Os demais
testes foram realizados conforme os métodos gerais da Farmacopéia Brasileira IV
edicdo (BRASIL, 1988).

No inicio do desenvolvimento e aplicacdo dos meétodos de dissolucéo,
doseamento e uniformidade de conteddo nao havia disponivel substancia quimica
de referéncia farmacopéico para a substancia fumarato de tenofovir desoproxila.
Portanto, foi utilizado padrdo de referéncia disponibilizado e caracterizado pela
empresa Nortec Quimica Ltda. Posteriormente, a Farmacopeia Americana (USP)
disponibilizou o padrédo de referéncia, que foi adquirido e testado frente ao padrao
utilizado na validagdo, para confirmar a identidade do mesmo e a validade dos testes

realizados.

1.1Métodos analiticos para controle de qualidade d o fumarato de tenofovir

desoproxila em comprimidos

1.1.1 Instrumental

- Agitador orbital IKA KS 125.

- Agitador magnético IKA BIG SQUID Oceano.

- Balanca analitica Mettker Toledo AX 205.

- Balanca analitica Mettker Toledo AT 201.

- Banho ultra-som Elma Transonic Digital S.

- Bomba a vacuo Fanem 089-A.

- Cémara de Fotoestabilidade Weiss Pharma 500 L.

- Chapa aquecedora Nova Etica 1109.

- Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) Merck Lachrom Elite UV/VIS.
- Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) Merck Lachrom Elite DAD.
- Dissolutor Vankel VK 7000.
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- Dissolutor Varian VK 7025.
- Espectrofotdmetro Unicam UV/VIS Spectrometer UV3.
- Espectrofotémetro IV Perkin Helmer, Spectrum One — FT.

- Potenciometro Digimed DM 20.

1.1.2 Reagentes

- Acido cloridrico PA Mallickrodt.

- Acido cloridrico PA Merck.

- Acido fosférico PA Merck.

- Agua deionizada.

- Agua ultra-pura.

- Metanol (grau CLAE) J.T. Backer.

- Trietilamina PA Merck.

1.1.3 Materiais

- Aparato para filtragao.

- Bal&do volumétrico (100 mL, 1000 mL, 6000 mL).

- Béquer (100 mL, 1000 mL).

- Coluna cromatografica ACE: C18, 125 x 4,0 mm, 5um.
- Cubeta de quartzo (caminho 6ptico de 10 mm).

- Espatula.

- Gral e pistilo.

- Membrana filtrante de celulose regenerada (diametro: 47 mm, poro: 0,45um).
- Papel de filtro quantitativo.

- Papel para pesagem (manteiga ou vegetal).

- Placas de petri.

- Pinca.

- Pipeta volumétrica (1 mL, 5 mL, 10 mL).

- Pipetador automético.

- Proveta (100 mL, 1000 mL).
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Unidade filtrante de PVDF ou celulose regenerada (poro 0,45um).

Vials.

1.1.4 Sustancias de referéncia e amostras

Substancia Quimica de Referéncia fumarato de tenofovir desoproxila USP - Lote
FOJ134.

Substancia de Referéncia fumarato de tenofovir desoproxila Nortec - SQR WS
001/09.

Padrdo de Trabalho fumarato de tenofovir desoproxila — fabricante Aurisco
Pharmaceutical Limited, Lote 907049.

Placebo fortificado 100% de fumarato de tenofovir desoproxila.

Fumarato de tenofovir desoproxila 300 mg comprimido revestido, lotes 09080843,
09080844 e 09080845 (cedidos pela Fundacao Ezequiel Dias, Brasil)

Viread® - fumarato de tenofovir desoproxila 300 mg comprimido revestido, lote
T190391 (medicamento referéncia da empresa Gilead, EUA — cedido pela

Fundacao Ezequiel Dias).

1.1.5 Preparo do placebo

Para utilizacdo na validacdo dos métodos analiticos foi preparado um placebo

conforme a técnica de fabricacdo do produto contendo todos os excipientes da

formulagdo na mesma propor¢éo da férmula centesimal.

Seguem os excipientes utilizados no preparo do placebo (as informagdes

quantitativas foram omitidas por se tratarem de segredo industrial): croscarmelose
sbdica, amido de milho, lactose monoidratada, celulose microcristalina, laurilsulfato

de sdbdio, estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol 400,

polietilenoglicol, diéxido de titanio, corante azul laca indigotina N°2.
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2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE DETERMINACAO DO TEOR E
UNIFORMIDADE DE CONTEUDO

O método analitico desenvolvido para determinacédo de teor de fumarato de
tenofovir desoproxila em comprimidos foi validado de acordo com recomendacdes
da RDC 899/ 2003 (BRASIL, 2003a) e procedimento de validac&o intralaboratorial
definido por SOUZA, 2007.

2.1 Condicdes experimentais

- Equipamento: Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia

- Coluna cromatografica: C18, 125 x 4,0 mm, 5um.

- Comprimento de onda: 260 nm.

- Volume de injecao: 20 L.

- Fluxo: 1,0 mL/min.

- Temperatura da coluna: 30°C.

- Tempo de corrida: aproximadamente 22 minutos.

- Fase movel: Solucado Trietilamina 0,1% pH 5,3 : Metanol (grau CLAE) (55:45).

- Solucéao diluente: Solucéao Trietilamina 0,1% pH 5,3.

2.2Preparo do diluente solucao trietilamina 0,1 %  pH 5,3 (1000 mL)

Transferiu-se 1 mL de trietilamina, com auxilio de pipeta volumétrica, para
béquer contendo 900 mL de &gua ultra-pura e ajustou-se o pH para 5,3 £ 0,1 com
solucdo de acido fosférico. A solucdo preparada foi transferida para balédo
volumétrico de 1000 mL, completou-se o volume com agua ultra-pura e
homogeneizou-se. A solugédo final foi filtrada em membrana de celulose regenerada

de 47 mm de diametro e porosidade de 0,45 pm.
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2.3Parametros e critérios de aceitacao

2.3.1 Seletividade

Para determinacdo da seletividade foi avaliada a interferéncia do diluente,
fase moével e dos componentes da formulacdo (placebo) no tempo de retencdo do
farmaco. Foi realizado também o estudo com amostras estressadas sob condi¢des
acidas, bésicas, oxidativas e fotdlicas (luz branca e UV), para verificar a possivel
interferéncia de produtos de degradacéao.

Foi realizada também anélise de pureza de pico para comprovar que 0 pico

cromatografico obtido era atribuido apenas ao farmaco.

2.3.1.1 Procedimento

Foram preparadas amostras da substancia de referéncia fumarato de
tenofovir desoproxila Nortec (lote SQR 907049), padrao de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila (matéria-prima lote 907049), placebo 100% fortificado com
fumarato de tenofovir desoproxila, placebo puro, diluente (solugao trietilamina 0,1%
pH 5,3) e fase movel [solucdo trietilamina 0,1% pH 5,3 : metanol (grau CLAE)
(55:45)].

As amostras da substancia de referéncia Nortec, do padréo de trabalho e do
placebo fortificado foram preparadas a uma concentracdo de 0,30 mg/mL de
fumarato de tenofovir desoproxila. As amostras do placebo fortificado e do placebo
puro foram preparadas a uma concentracdo de 0,37 mg/mL de placebo.

No preparo da amostra da substancia de referéncia Nortec, foram pesados 75
mg da substancia e transferidos para baldo de 25 mL com auxilio de 15 mL de
solucgéo diluente.

No preparo da amostra de padrdo de trabalho, foram pesados 150,00 mg da
substancia, os quais foram transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, com

auxilio de 35 mL de solucéo diluente.
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No preparo do placebo fortificado 100%, foram pesados 184,00 mg do
placebo puro e 150,00 mg padrdao de trabalho, os quais forma, em seguida,
transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, com auxilio de 35 mL de solugéo
diluente.

No preparo do placebo foram pesados 184,00 mg e transferidos para um
baldo volumétrico de 50 mL, com auxilio de 35 mL de solucao diluente.

Todas as amostras foram submetidas a 10 minutos em agitador orbital e 10
minutos em banho ultra-som (temperatura ambiente). O volume foi completado com
solugao diluente e homogeneizado. Procedeu-se a diluicdo de 10 mL para baléo de
100 mL, completando o volume do baldo com solugéo diluente. A solugéo final foi

filtrada para vial.

2.3.1.2 Estudo das amostras sob condicdes de estres se

De acordo com Informe Técnico n° 1, de 15 de julho de 2008, divulgado pela
Anvisa, 0 objetivo do teste € promover uma degradacdo de pequena extensdo (10-
30%) do farmaco.

Os estudos de estresse sdo recomendados também pelo guia Q1A(R2) da
Conferéncia Internacional em Harmonizacdo (ICH), uma vez que a avaliacdo de
produtos de degradacdo sob condicdes de estresse € bastante (til no
desenvolvimento e valida¢do de métodos analiticos adequados (ICH, 2003).

Foram realizados testes de degradacdo forcada em condicbes acidas (HCI
0,1 M e 1 M), basicas (NaOH 0,1M e 1 M) e oxidativas (H.0, a 3% v/v), sendo as
condic¢des iniciais de estresse com utilizagcdo de solugcdo, com e sem aquecimento.
As condicdes iniciais aplicadas ndo geraram os perfis de degradacao desejados,
desta forma foram aplicadas outras condi¢cGes descritas no item 2.4.1.1.

Para as amostras do farmaco foram pesados 150,0 mg e transferidos para
baldo volumétrico de 100 mL com auxilio de 25 mL de solug&o diluente. Submeteu-
se a 10 minutos em agitador orbital e 10 minutos em banho ultrassom (temperatura
ambiente). O volume foi completado com cada umas das solucfes de estresse: HCI
0,2 M ou HCI 1 M ou NaOH 0,1 M ou NaOH 1 M ou H,0, 3% e homogeneizado. As
solugbes com cada uma das condi¢Oes foram divididas em dois volumes de 50 mL

sendo que um deles foi submetido a aquecimento em banho-maria a 60C por 6
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horas (o frasco foi tampado com auxilio de parafilme para evitar evaporagdo da
solugdo). Em seguida, procedeu-se a diluicdo de 10 mL para baldo de 50 mL,
completando o volume do baldo com solucdo diluente. A solucéo final foi filtrada
para vial.

Para as amostras do placebo puro foram pesados 184,0 mg e seguido o
mesmo procedimento relatado acima.

Para as amostras do produto acabado (comprimidos revestidos) foram
triturados 20 comprimidos e pesou-se 0 equivalente a ¥2 peso médio (334 mg),
equivalente a 150 mg de fumarato de tenofovir desoproxila e seguiu-se 0 mesmo

procedimento relatado anteriormente.

2.3.1.3 Estudo das amostras sob condicdes de fotoli se

Amostras de matéria-prima (lote 907049), placebo puro (021RD_09T12PL) e
produto acabado (comprimidos revestidos dos lotes 09080843, 09080844 e
09080845) foram analisadas.

Para o produto acabado foram avaliadas amostras de comprimidos,
comprimidos armazenados em frascos (embalagem primaria) e frascos
armazenados em caixas (embalagem secundaria). O objetivo foi avaliar a protecéo
contra a luz das embalagens do produto acabado.

O estudo foi conduzido em camara para fotoestabilidade, com fonte de luz
conforme a opc¢édo 2 do guia Q1B do ICH, contendo prateleiras separadas com
lampada branca fluorescente fria similar a ISO 10977 (1993) e lampada fluorescente
UV com espectro distribuido entre 320 nm e 400 nm, e emissdo maxima de energia
entre 350 nm e 370 nm (ICH, 1996).

As condicbes de temperatura e umidade foram padronizadas para o estudo
em 25°C + 2T e 60% + 5% de umidade relativa (UR). A exposicdo das amostras foi
de no minimo 1,2 Klux x hora para luz branca, e no minimo 200 watt horas/m? para
luz ultravioleta.

As amostras da matéria-prima e do placebo foram colocadas em placas de
petri em quantidade suficiente para formar uma fina camada cobrindo todo o fundo
da placa. As amostras de comprimidos também foram colocadas em placas de petri

distribuidas sem sobreposicao.
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Apbés finalizado o teste, as amostras foram retiradas da camara e o aspecto
observado. No preparo da amostra do farmaco e do placebo foram pesados 150,0
mg e 184,0 mg, respectivamente. Os quantitativos pesados foram transferidos para
baldes volumétricos de 100 mL com auxilio de 25 mL de solucdo diluente.
Submeteu-se a 10 minutos em agitador orbital e 10 minutos em banho ultrassom
(temperatura ambiente). O volume foi completado com solugcdo diluente e
homogeneizado. Procedeu-se a diluicdo de 10 mL para baldo de 50 mL,
completando o volume do baldo com solucdo diluente. A solucéo final foi filtrada
para vial.

Para as amostras do produto acabado (comprimidos revestidos) foram
triturados 10 comprimidos e pesados o equivalente a Y2 peso meédio (334 mg),
equivalente a 150 mg de fumarato de tenofovir desoproxila e seguiu-se 0 mesmo

procedimento relatado acima.

2.3.2 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foram preparadas amostras na faixa de 25% a
150% da concentracdo esperada para o farmaco (0,30 mg/mL). Foram preparadas
trés amostras independentes de cada nivel da curva.

Foram preparadas trés solugcdes-mée padrao pesando-se exatamente 187,50
mg de padrdo de trabalho de fumarato de tenofovir desoproxila, as quais foram
transferidas para baldo volumétrico de 250 mL, com auxilio de 140 mL de solucéo
diluente. Submeteu-se a 10 minutos em agitador orbital e 10 minutos em banho
ultrassom (temperatura ambiente). Completou-se o volume com solucédo diluente e
homogeneizou-se. Desta forma obteve-se trés solugbes-mae padréo independentes
com concentracao de 0,75 mg/mL de fumarato de tenofovir desoproxila cada.

A partir de cada solucdo-mae foram preparadas seis solu¢des, uma em cada
nivel de concentracdo da curva.

O preparo das amostras seguiu conforme descrito na tabela 5.
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Tabela 5 — Solugdes para construgdo da curva para avaliagio da linearidade.

Nivel de Volume da solugdo - Baldo volumétrico Concentracéo final
concentracao (%) mae (mL) (mL) de TDF (mg/mL)

25 5 50 0,075

50 10 50 0,150

75 15 50 0,225

100 20 50 0,300

125 25 50 0,375

150 15 25 0,450

TDF — fumarato de tenofovir desoproxila

O volume da solucdo-mae foi pipetado com auxilio de pipeta volumétrica.
Completou-se o volume de cada uma das solucdes obtidas com solucao diluente e

homogeneizou-se. A solucéo final foi filtrada para vial.

2.3.2.1 Testes de premissas

Para indentificacdo de valores considerados extremos ou outliers, foi
realizado teste do residuo padronizado de Jacknife (a=0,05). Os valores
considerados extremos foram excluidos até o maximo de 22% dos dados originais
da curva de linearidade.

Para avaliacdo da normalidade dos residuos, foi aplicado o teste de Ryan-
Joiner. O valor do coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner calculado (Regq) deve ser
maior que o coeficiente de correlacédo de Ryan-Joiner critico (Reritico)-

A independéncia entre os residuos foi avaliada pelo teste de Durbin-Watson.
O valor da estatistica de Durbin-Watson (d) deve estar compreendido entre o limite
inferior (d.) e 4-d_ (0=0,05).

A homoscedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Brown-

Forsythe. O valor da estatisitica t de Levene (t.) deve ser menor que teitico (0=0,05).
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2.3.2.2 Adequacao ao modelo linear

A significancia da regresséao foi avaliada por analise de variancia (ANOVA), o
valor da estatistica F calculado (Fcaiculado) deve ser maior que o valor critico (Feritico)-

O desvio da linearidade também foi avaliado por ANOVA. Neste teste, o valor
da estatistica F calculado (Fcaculado) deve ser menor ou igual ao valor critico (Feritico)-

Foi realizado ainda o célculo do coeficiente de correlacao linear (%), que deve

ser maior que 0,99 e o valor de r, maior que 0,9950.

2.3.3 Teste de efeito matriz

A avaliacdo do efeito da matriz sobre a resposta do método foi avaliada pela
construcéo de curva contendo a matriz semelhante a curva construida para teste de
linearidade e pela comparacdo de inclinagcdes e intersecdes das duas curvas
obtidas.

Para construcdo da curva matrizada foram preparadas amostras na faixa de
25% a 150% da concentracdo esperada do farmaco (300 mg) com adicdo de
placebo. Foram preparadas trés amostras independentes de cada nivel.

Foram preparadas trés solucdes-mée padrdo de padrdo de trabalho de
fumarato de tenofovir desoproxila conforme descrito no item 2.3.2.

Preparou-se uma solucdo-mae placebo pesando-se 370,00 mg do placebo
puro e transferiu-se para baldo volumétrico de 200 mL com auxilio de 140 mL de
solucéo diluente. Submeteu-se a 10 minutos em agitador orbital e 10 minutos em
banho ultrassom (temperatura ambiente). Completou-se o volume com solucéo
diluente e homogeneizou-se. Obteve-se uma solu¢cdo com 1,85 mg/mL de placebo
puro.

As solucdes-mée foram adicionadas em cada uma das trés amostras de cada

nivel de concentracéo, conforme demonstrado na tabela 6.
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Tabela 6 — Solugdes para construgdo da curva para avaliagio do efeito matriz.

Nivel de Volume da solucdo - | Volume da solucao - Baldo Concentracéo final de

concentracdo mae padrao mae placebo volumétrico TDF

(%) (mL) (mL) (mL) (mg/mL)

25 5 10 50 0,075

50 10 10 50 0,150

75 15 10 50 0,225

100 20 10 50 0,300

125 25 10 50 0,375

150 15 5 25 0,450

TDF — fumarato de tenofovir desoproxila

O volume das solucbes-mae foi pipetado com auxilio de pipeta volumétrica.
Completou-se o volume de cada uma das solucdes obtidas com solucao diluente e
homogeneizou-se. A solucéo final foi filtrada para vial. A concentracao final de

placebo puro foi de 0,37 mg/mL em todas as solu¢des obtidas.

2.3.3.1 Testes de premissas

As premissas foram avaliadas conforme descrito no item 2.3.2.1.

2.3.3.2 Adequacao ao modelo linear

A verificagdo da adequagédo dos dados ao modelo linear foi realizada
conforme descrito no item 2.3.2.2.

2.3.3.3 Teste de homoscedasticidade das curvas usua | e matrizada

Para comparacao das inclinacdes das curvas usual e matrizada foi utilizado o
teste t com variancias combinadas. Este teste tem aplicacdo nos casos em que 0

valor de Fcaculado € Mmenor que o valor Feico (0=0,05).
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2.3.3.4 Teste t para comparacao de inclinacdes e in tersecdes

No teste t com variancias combinadas conclui-se que ndo ha efeito matriz se
os valores para a estatistica t para contrastes entre intersecdes (t;) e estatistica t

para contrastes entre inclinacdes (t,), forem menores que 0 tiico (0=0,05).

2.3.4 Exatiddo, precisdo e limites de deteccdo e qu antificacdo

No experimento para avaliagdo da exatidao, preciséo e limites de deteccao e
quantificacdo foi preparada uma curva de calibragdo com trés niveis de
concentracdo (75%, 100% e 125%) em cada dia (Dia 1 e Dia 2). As curvas de
calibragdo foram utilizadas para determinar a concentragdo das amostras
fortificadas.

Para avaliacdo da exatiddo, precisao e limites de deteccdo e quantificacéo,
foram preparadas amostras fortificadas em trés niveis de concentracdo (75%, 100%
e 125%). As amostras foram preparadas em triplicata, em dois dias diferentes, por
analistas diferentes, conforme tabela 7, gerando quatro conjuntos de dados
analiticos.

Para cada nivel de concentracdo da curva foram preparadas trés amostras
independentes. O quantitativo pesado de padrdo de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila foi de 112,50 mg, 150,00 mg e 187,50 mg, para preparo das
amostras a 75%, 100% e 125%, respectivamente. Para cada solu¢ao foram pesados
também 184,00 mg do placebo puro. Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL
com auxilio de 35 mL de solucédo diluente, submeteu-se a 10 minutos em agitador
orbital e 10 minutos em banho ultrassom (temperatura ambiente). Completou-se o
volume com solucéo diluente e homogeneizou-se. As amostras foram diluidas em 10
vezes para baldo de 100 mL. As solugbes finais foram filtradas para vial e
quantificadas.

Para o preparo das amostras do placebo puro, pesou-se 184,00 mg e seguiu-

se 0 mesmo procedimento descrito acima para as demais amostras.
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Tabela 7 — Experimento para avaliagdo da exatiddo, precisdo e limites de detecgéo e

quantificacao.
Dia 1 Dia 2
Manha Tarde Manha Tarde
Analista 1 Experimento 1 --- Experimento 4
Analista 2 Experimento 2 Experimento 3
Balanca Analitica Balanca Analitica Balanca Analitica Balanca Analitica
Mettler Toledo Mettler Toledo Ohaus Adventurer | Ohaus Adventurer
Equipamentos AX205 AX205 Pro Pro
CLAE DAD Merck | CLAE DAD Merck |CLAE UV/VIS Merck | CLAE UV/VIS Merck
LaChrom Elite LaChrom Elite LaChrom Elite LaChrom Elite

2.3.4.1 Exatidao — critérios de aceitacdo

Para avaliagdo de possiveis valores extremos ou outliers foi aplicado o teste
de Grubbs (a=0,05).

A média de recuperacdo e o intervalo de confianca em relacdo a mesma
devem ficar entre 98,0 e 102,0%. Os valores individuais de recuperacao devem estar
entre 97,0 e 103,0%.

2.3.4.2 Precisdo — premissas e critérios de aceitac  ao

2.3.4.2.1 Teste de premissas para ANOVA

Para avaliacdo da normalidade dos residuos, foi aplicado o teste de Ryan-
Joiner. O valor de Req deve ser maior o valor de Rgritico.
A homoscedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Brown-

Forsythe. O valor de t, deve ser menor que teiico (0=0,05).
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2.3.4.2.2 Teste de ANOVA para estimativa da precisdo sob condicbes de
repetitividade e reprodutibilidade parcial

Para avaliacdo da precisao foram calculados o desvio padrdo sob condicdes
de reprodutibilidade parcial (DPRgr) e o desvio padrdao sob condicdes de
repetitividade (DPR;). Para que o método seja considerado preciso, o DPRg
calculado deve ser menor ou igual a 5% e o DPR, deve ser menor ou igual a 2/3 do
valor encontrado para o DPRg (SILVA, 2007).

2.3.4.3 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (L Q)

O LD e o LQ do método serdo definidos a partir do menor nivel de
concentragdo estudado com exatiddo (recuperacdo média) e precisdo (DPRgr e
DPR)) adequadas.

2.3.5 Robustez

O parametro robustez foi avaliado através do teste de Youden (YOUDEN e
STEINER, 1975). Foram avaliadas sete variaveis do método através de oito anélises
de cada amostra, conforme tabelas 8 e 9.

Tabela 8 — variaveis analiticas e variaces aplicadas para  avaliacdo da robustez.

Variavel Limites inferior e superior

a: C18 250 mm x 4,6 mm, 5um

A Coluna cromatogréfica
A: C18 125 mm x 4,0 mm, 5um
Comprimento de onda de|b:256 nm

deteccéo B: 264 nm

c¢: 0,8 mL/minuto

C:1,2 mL/minuto

C Fluxo de corrida

Proporcdo da fase movel
D (Metanol (grau CLAE):Solucéo
trietilamina 0,1% pH 5,3)

d: 47:53
D: 43:57
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Tabela 8 (conclus&o)

Variavel Limites inferior e superior
o e: 15 L
E Volume de injecdo
E: 25 puL
f: 27°C
F Temperatura do forno
F:33°C

g: Unidade filtrante de PVDF porosidade de 0,45um
G Unidade filtrante G: Unidade filtrante de celulose regenerada porosidade
de 0,45pum

PVDF - decafluoreto de polivinil

Tabela 9 — Combinagéo de variaveis para avaliagio da robust ez pelo método de Youden.

Analise

Variavel

A a
B, b
C,c
D,d
E, e
F, f
G.g
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Resultado

n

Os critérios de aceitacdo para avaliacdo da exatiddo na robustez foram os
mesmos descritos no item 2.3.4.1 para o parametro exatidao.

A média de recuperacdo e o intervalo de confianca, em relacdo a mesma,
deve estar entre 97,0 e 103,0%. Os valores individuais de recuperacao devem estar
entre 95,0 e 105,0%.

2.3.6 Estabilidade das solucdes

As amostras preparadas para a avaliacdo da seletividade foram armazenadas
em temperatura ambiente por no minimo 24 horas e reinjetadas no CLAE sob as

mesmas condi¢des analiticas.
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Foram avaliadas as amostras da substancia de referéncia Nortec, do padréo
de trabalho de fumarato de tenofovir desoproxila e do placebo fortificado 100%.

2.3.6.1 Critério de aceitacdo

As respostas obtidas para a mesma solugcédo, quantificadas em diferentes
dias, devem apresentar coeficiente de variagdo inferior a 2% para serem

consideradas estaveis.

2.4Resultados e discussao

2.4.1 Seletividade

Os cromatogramas obtidos nas analises do diluente e do placebo puro
demonstraram que nenhum interferente elui no tempo de retencéo do farmaco.

O cromatograma obtido para o placebo fortificado (mistura de excipientes com
quantidade conhecida de principio ativo) apresentou pico com mesmo tempo de
retencdo, simetria e largura do pico obtido para o padrao de referéncia da Nortec e o
padréao de trabalho, conforme demonstrado na figura 3, levando a concluséao de que
0s excipientes utilizados na formulacdo néo interferem na seletividade do método. A
pureza total do pico analisada através de andlise espectral no ultravioleta com
detector de arranjo de diodo (DAD) foi de 1, sugerindo se tratar de um composto
puro. O espectro entre 200 nm e 400 nm apresentou similaridade de 1 com o
espectro do padréo de referéncia da Nortec, confirmando a identidade da substancia
em analise.

A validacéo foi realizada utilizando o padrao disponibilizado pela empresa
Nortec Quimica como substancia de referéncia devido a indisponibilidade de
substancias de referéncia farmacopeicas. ApoOs disponibilizacdo do padrdo de
referéncia pela Farmacopéia Americana (USP), o mesmo foi adquirido e o teste de
seletividade foi repetido de forma a garantir os resultados obtidos na validagédo. O
espectro entre 200 nm e 400 nm do padrdo Nortec apresentou similaridade de

1,0000 com o espectro do padrao de referéncia fumarato de tenofovir desoproxila da
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USP, confirmando a identidade da substancia em analise e a validade dos dados
obtidos. Na figura 4 estdo demonstrados os cromatogramas obtidos para a

substancia quimica de referéncia USP e a substancia de referéncia Nortec.

300

L 260nm, 4nm — s20nmanm — iz0manm 300
Padrao Trablho Tenofovir Padrao Referencia NORTEC Placebo Fortifcado 100% Tenofovi
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Figura 3 — Cromatogramas obtidos para a substancia de refer  éncia Nortec, padréo de

trabalho e placebo fortificado.
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Figura 4 — Cromatogramas obtidos para as substancias de ref  eréncia USP e Nortec

2.4.1.1 Estudo das amostras sob condicées de estres  se

O farmaco se demonstrou estavel em solucdo acida sem aquecimento, em
ambas as concentracdes da solucédo de HCI utilizadas. A solugcédo de HCla 1 M com
aguecimento gerou uma degradacao de mais de 70% e a solucdo de HCla 0,1 M
com aquecimento gerou uma degradacao de 20%. A solucdo oxidante gerou uma

degradacdo de 65% e 5%, respectivamente, para as condicbes sem e com
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aquecimento. A solucdo basica gerou uma degradacdo de 100% em todas as
condi¢bes avaliadas.

Para avaliacdo da condicédo de estresse ideal, o teste foi repetido utilizando-se
como condicOes estressante solu¢cdes de H,0, a 1% e NaOH 0,05 M. O preparo das
amostras foi semelhante ao descrito no item 2.3.1.2. A degradacédo do farmaco foi de
100% para a solugédo de NaOH 0,05 M sem aquecimento e de 10% para a solucao
de H,0O,a 1% sem aquecimento.

Foi realizado um ultimo teste para verificar a formacdo de produtos de
degradacdo em &gua e em NaOH 0,01 M. Na figura pode ser observado o
cromatograma do estudo de estresse da matéria-prima com condi¢do basica (NaOH
0,01 M).

N&o houve degradacéo significativa do farmaco em agua, sendo a diferenca
de quase 2% no teor do farmaco ser justificada pelas préprias variacdes do método
analitico. No cromatograma desta solugdo ndo foram observados picos referentes a
produtos de degradacao, na regido do ultravioleta.

O estudo realizado em condi¢des de estresse foi util para determinar a melhor
proporcdo da fase movel, de forma a obter a melhor separacdo entre os produtos
cujos picos foram observados.

O farmaco e produto acabado apresentaram perfis de degradagéo
semelhantes nas condicbes avaliadas. Como exemplo, na figura 6 pode ser
observado cromatogramas com comparacao do perfil de degradacdo do produto
terminado (comprimido) versus matéria-prima ativa em condicdo basica (NaOH
0,01M).

O método de analise desenvolvido para avaliacdo das amostras submetidas
ao estudo de estresse apresentou-se seletivo para o farmaco, permitindo a
quantificacdo do ativo de interesse em presenca de outras substancias (impurezas
e/ou produtos de degradacéo).

N&o podemos descartar a possibilidade de existéncia de outras impurezas /
produtos de degradacdo, que nao foram detectadas em funcdo da limitacdo
intrinseca ao método analitico utilizado, pois para serem avaliadas as substancias
guimicas necessariamente precisam apresentar absortividade na regido do

ultravioleta.
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Figura 5 — Cromatograma obtido no estudo de estresse da matéri  a-prima com condig&o

béasica (NaOH 0,01 M)
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Figura 6 — Comparagéo do perfil de degradagdo do produto te  rminado (comprimido) versus

matéria-prima ativa em condigdo basica (NaOH 0,01 M )

2.4.1.2 Estudo das amostras sob condicdes de fotoli se

mAU

mAU

N&o foi observada diferenca no aspecto das amostras submetidas ao estudo

quando comparadas as amostras ndo submetidas e também n&do houve diferenca

significativa entre os resultados obtidos para as amostras expostas a luz branca e a

luz ultravioleta (Figuras 7 e 9).
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Em relagdo a quantificagdo do farmaco ndo houve diferenca significativa entre
as amostras submetidas ao estudo (farmaco, comprimidos revestidos, comprimidos
revestidos acondicionados em frasco de polietileno e frascos de polietileno
acondicionados em caixas de embarque) e as amostras ndo submetidas ao estudo.
As diferencas encontradas podem ser justificadas pela variabilidade analitica
(Figuras 8 e 10).

N&ao foram identificados produtos de degradacédo nas condi¢cdes de estresse,
no metodo aplicado. Porém, ndo é possivel garantir a auséncia de impurezas/
produtos de degradacdo em funcdo da limitacdo intrinseca ao método analitico
utilizado, pois para serem detectadas as substancias quimicas necessariamente
precisariam apresentar absortividade na regido do ultravioleta.

Com o estudo, foi possivel concluir que o farmaco e o produto acabado sao
estaveis na presenca de luz, em todas as condi¢des avaliadas.

O método de andlise utilizado para avaliagdo das amostras submetidas ao
estudo apresentou-se seletivo para o farmaco, uma vez que nao foi observada
presenca de outras substancias (impurezas e/ou produtos de degradacao) no tempo

de retencdo do farmaco.
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2.4.2 Linearidade

2.4.2.1 Testes de premissas

A presenca de valores extremos foi avaliada pelo teste de residuos
padronizados Jacknife. O célculo dos residuos padronizados Jacknife emprega uma
estimativa da variancia dos residuos da regressdo independente do ponto sob
suspeita. Se o teste € significativo, os valores suspeitos sdo considerados como
sendo outliers (valores extremos) e isolados do grupo, sendo permitida exclusdo de
no maximo 22% dos valores originais. Nao é permitida a exclusao da ultima replicata
de um nivel de concentra¢do estudado.

O teste de residuos padronizados de Jacknife permitiu a identificacdo de um
(01) valor extremo (ponto 18, terceira replicata do nivel de concentracdo a 150%), o
qual foi excluido do conjunto de dados.

A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a distribuicdo

normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner. O coeficiente de correlacdo obtido
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foi de 0,9897, superior ao valor critico de 0,9549. Desta forma podemos concluir que
o desvio da normalidade néo é significativo (p > 0,10).

A regressao linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios assume
qgue cada nivel da faixa tem uma variacao absoluta constante (homescedasticidade).
A homoscedasticidade foi confirmada pelo teste de Brown-Forsythe, com estatistica
t_ (t de Levene) igual a -7,20E-01 menor que t critico de 2,131449536.

A independéncia dos residuos da regressao foi confirmada pelo teste de

Durbin-Watson, indicando que n&o existe correlacao entre os residuos.

2.4.2.2 Adequacado ao modelo linear

A significancia da regressdao foi avaliada por andlise de variancia, onde o valor
de F calculado, 172334,96, foi maior que o F critico, 4,54, mostrando que a
regressao € significativa.

O desvio de linearidade também foi avaliado por analise de variancia, onde o
valor de F calculado, 2,279, foi menor que o F critico, 3,357, mostrando que nao ha
desvio de linearidade.

O coeficiente de correlacdo linear, r?, foi de 0,99991.

A curva de calibracdo obtida para o farmaco na faixa de 0,075 mg/mL a 0,450

mg/mL, com a equacgao e coeficiente de correlacdo apresentados na figura 11.

Gréfico da Linearidade
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Figura 11 — Curva obtida para o farmaco na faixa de 0,075 mg /mL a 0,450 mg/mL, com a

equacdao e coeficiente de correlacéo.
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2.4.3 Teste de efeito matriz

2.4.3.1 Testes de premissas

O teste de residuos padronizados de Jacknife permitiu a identificagcdo de um
(01) valor extremo (ponto 14, segunda replicata do nivel de concentracdo a 125%), o
qual foi excluido do conjunto de dados.

A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a distribuicdo
normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner. O coeficiente de correlacdo obtido
foi de 0,9582, superior ao valor critico de 0,9549. Desta forma podemos concluir que
o desvio da normalidade néo é significativo (p > 0,10).

A regressao linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios assume
gue cada nivel da faixa tem uma variagcdo absoluta constante (homescedasticidade).
A homoscedasticidade foi confirmada pelo teste de Brown-Forsythe, com t_ (t de
Levene) igual a -2,41E-01 menor que t critico de 2,131449536.

A independéncia dos residuos da regressado foi confirmada pelo teste de
Durbin-Watson, indicando que néo existe correlacéo entre os residuos.

2.4.3.2 Adequacado ao modelo linear

A significancia da regressao foi avaliada por analise de variancia, onde o valor
de F calculado, 229829,25, foi maior que o F critico, 4,54, mostrando que a
regressao é significativa.

O desvio de linearidade também foi avaliado por analise de variancia, onde o
valor de F calculado, 2,402, foi menor que o F critico, 3,357, mostrando que ndo ha
desvio de linearidade.

O coeficiente de correlacéo linear, r?, foi de 0,99993.

A curva matrizada obtida para o farmaco na faixa de 0,075 mg/mL a

0,450 mg/mL, com a equacéo e coeficiente de correlacdo encontra-se na figura 12.
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Gréfico da Linearidade (Curva matrizada)
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Figura 12 — Curva matrizada obtida para o farmaco na faixad e 0,075 mg/mL a 0,450 mg/mL,

com a equacdao e coeficiente de correlacao.

2.4.3.3 Teste de homoscedasticidade das curvas usua | e matrizada

O teste de F indicou homogeneidade das variancias dos residuos das curvas
usual e matrizada, com valor de F calculado igual a 1,22384 menor que F critico de

2,40345, portanto, foi utilizado teste t com variancias combinadas para avaliacéo do

efeito de matriz.

2.4.3.4 Teste t para comparacao de inclinacdes e in  tersecdes

Os valores de t, e t, calculados foram 0,242201 e 0,375703, ambos menores
que t critico de 2,042272, indicando que nado existem diferencas significativas entre

as inclinacao e a intersecdo das curvas, concluindo que nao existe efeito de matriz.

2.4.4 Exatidao, precisdo e limites de deteccdo e qu antificacao

A estimativa das concentragdes das amostras fortificadas foi determinada por

meio da curva de calibracao.
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A recuperacdo foi calculada através da comparagdo das concentragcfes

obtidas para as amostras fortificadas em relacdo a concentragéo tedrica adicionada.

2.4.4.1 Exatidao

O teste de Grubbs (a=0,05) ndo indicou a presenca de valores extremos entre
0s resultados de recuperacao para as amostras adicionadas em todos os niveis de
concentragao.

Os valores individuais de recuperacdo encontram-se entre 98,000% e
101,778%, conforme tabela 10, e as médias de recuperagcdo obtidas encontram-se
entre 99,59% e 99,96%.

O método se mostrou exato para os niveis de concentracdo estudados.

Tabela 10 - Dados de recuperagéo aparente para avaliagdo da  exatiddo.

Nivel de concentracéo
0,225 mg/mL 0,300 mg/mL 0,375 mg/mL
98,074 98,000 98,133
98,667 98,222 98,222
< 98,815 98,333 98,756
g 99,111 98,444 99,200
= 99,556 98,667 99,289
§ 100,000 100,000 99,644
'§~ 100,148 100,556 99,733
Z& 100,148 101,111 100,000
é 100,741 101,333 100,236
101,185 101,444 100,267
101,333 101,667 100,533
101,778 101,667 101,156

2.4.4.2 Precisao

A repetibilidade (precisdo intra-corrida) foi avaliada pela concordancia entre
os resultados obtidos dentro de um curto periodo de tempo com o0 mesmo analista e

mesma instrumentacao.
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A preciséo intermediaria ou reprodutibilidade parcial (precisdo inter-corridas)
foi avaliada pela concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtido
em dias diferentes, com analistas diferentes e equipamentos diferentes.

Os dados para cada nivel de concentracdo estdo apresentados nas tabelas
11,12 e 13.

Tabela 11 - Dados obtidos nos 4 experimentos para o nivel de concentracdo 0,225 mg/mL.

Experimento Replicatas do ensaio Recuperacdo aparente

1 100,000
101,778
100,148
101,185
100,148
101,333
100,741
98,815
98,667
99,111
99,556
98,074

W N P WNPEPE WODN P WD

Tabela 12 - Dados obtidos nos 4 experimentos para o nivel de concentracdo 0,300 mg/mL

Experimento Replicatas do ensaio Recuperacdo aparente

1 98,333
100,556
101,111
100,000
98,444
101,444
98,222
98,667
101,667
101,333
101,667
98,000

W N P WNPFEP WODNPFP W0ODN
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Tabela 13 - Dados obtidos nos 4 experimentos para o nivel de concentracdo 0,375 mg/mL

Ensaio Replicatas do ensaio Recuperacédo aparente

1 99,733
100,267
98,756
100,533
99,200
101,156
99,289
98,133
100,000
100,236
99,644
98,222

W N P WONPEFEP WODN P WODN

2.4.4.2.1 Teste de premissas para ANOVA

A normalidade dos residuos foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner com Req
calculado de 0,9490, 0,9740 e 0,9334, respectivamente para 0s niveis de
concentracéo de 0,225 mg/mL, 0,300 mg/mL e 0,375 mg/mL, maiores que Rcritico d€
0,9275 (o= 0,05).

A homoscedasticidade dos residuos foi confirmada pelo teste de Brown-
Forsythe, com Fcacuiado de 0,077, 0,027 e 0,044, respectivamente para os niveis de
concentracéo de 0,225 mg/mL, 0,300 mg/mL e 0,375 mg/mL, menores que Fgico de
4,066 (o= 0,05).

24422 Teste de ANOVA para estimativa da precisdo sob condicbes de

repetitividade e reprodutibilidade parcial

Nos experimentos em condi¢cdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial,

a precisao € avaliada por analise de variancia. O DPR; calculado foi de 0,91%,
1,74% e 0,95%, respectivamente para os niveis de concentracdo de 0,225 mg/mL,
0,300 mg/mL e 0,375 mg/mL, menores que o limite estipulado de 3,30%. O DPRg
calculado foi de 1,21%, 1,74% e 0,95%, respectivamente para 0s niveis de
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concentracéo de 0,225 mg/mL, 0,300 mg/mL e 0,375 mg/mL, menores que o limite

estipulado de 5,00%.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que todas as premissas

foram cumpridas e que os desvios calculados estdo abaixo do limite, demonstrando

a precisdo do méetodo em condicdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial.

2443

Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (L

Q)

Os limites de deteccao e quantificacdo do método foram testados apenas em

relacdo ao menor nivel estudado nos testes de precisdo e exatiddo do método,

sendo iguais a 0,225 mg/mL.

2.4.5 Robustez

Os resultados de recuperacdo média obtidos para cada grupo no ensaio de

robustez estdo demonstrados na tabela 14.

Tabela 14 - Resultados de recuperacdo média obtidos para cad

robustez.

a grupo no ensaio de

Variavel

4

A a
B, b
C,c
D,d
E e
F,f
G, g

1
A
B
C
D
E
F
G

- ®© O o @ > N

® M o o o T >

5
a
B
c
d
e
F
g

@ -~ M aoa o W o o

7
a
b
C
D
e
f
G

@ T m O o T o

Resultado

S

| «Q

Cl

\Y

w

X

y

N

98,38%

97,90%

98,27%

98,50%

97,78%

97,80%

97,61%

97,41%

O teste de Grubbs (0=0,05) ndo indicou a presenca de valores extremos no

ensaio da robustez. Os valores individuais de recuperagdo encontram-se entre

95,0% e 105,0% e a média de recuperacdo encontra-se entre 97,0% e 103,0%.
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Para avaliacéo do efeito de cada variavel, foi calculada a diferenca entre as
médias para os quatro resultados obtidos nas duas condi¢des avaliadas, o que pode
ser observado na tabela 15.

De acordo com os resultados obtidos, as variaveis que apresentam maior
influéncia sobre o método em questdo foram a coluna cromatogréfica, a proporcao
da fase mével e a unidade filtrante. O método analitico apresentou-se robusto para
todas as condicbes avaliadas, uma vez que a recuperacdo media observada para

todos 0s grupos encontra-se entre 97% e 103%.

Tabela 15 - Efeito das variaveis analiticas no ensaio da rob  ustez.

Variaveis Resultados X-x
A 98,26 0.61
Coluna cromatogréfica a 97,65 ,

_ B 97,97

Comprimento de onda de deteccéo 0,02
b 97,95
C 98,01

Fluxo de corrida 0,11
c 97,91
D 97,83

Proporcao da fase movel -0,26
d 98,09
o E 97,97

Volume de injecdo 0,02
e 97,95

F 98,02 0.12

Temperatura do forno f 97.90 ,

. ] G 98,07

Unidade filtrante 0,23
g 97,84

X —média dos valores obtidos na primeira condi¢céo avaliada (Ex: A)
X — média dos valores obtidos na segunda condi¢édo avaliada (Ex: a)

2.4.6 Estabilidade das solucdes

A diferenca entre as respostas obtidas para a mesma solucédo, quantificadas
com intervalo de 24 horas, foi de 1,69%, 1,64% e 1,85%, respectivamente para as
amostras da substancia de referéncia Nortec, do padrao de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila e do placebo fortificado 100%.

Todas as diferencas encontradas foram inferiores a 2% e as amostras foram
consideradas estaveis nas condi¢ées do metodo aplicado.
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3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE DETERMINACAO DA
DISSOLUCAO

O método analitico utilizado para determinacéo da dissolugdo de comprimidos
contendo fumarato de tenofovir desoproxila foi validado de acordo com
recomendagdes da RDC 899/2003 e procedimento de validacdo intralaboratorial
definido por SOUZA, 2007.

3.1 Condicbes experimentais

- Equipamento: dissolutor

- Aparato: 2 (pas)

- Velocidade de rotacao: 50 rpm

- Meio de dissolucéo: 900 mL de HCI 0,1 M.

- Tempo de dissolucao: 45 (quarenta e cinco) minutos
- Amostra: 01 comprimido por cuba

- Tolerancia (Q): 80 %.

3.2Preparo do meio de dissolu¢ao: HCI 0,1 M

Em bal&o volumétrico de 12 litros contendo cerca de 50% do volume do baldo
de agua deionizada, adicionou-se lentamente 100 mL de acido cloridrico (HCI). Apos
a solucao ter atingido a temperatura ambiente completou-se o volume do baldo com
agua deionizada e homogeneizou-se.

O meio de dissolugdo foi aquecido a 41 °C e desaerado sob sistema de
filtracdo a vacuo sob agitacdo. A agitacdo foi mantida por aproximadamente 5

(cinco) minutos apods o término da filtracao.
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3.3Parametros e critérios de aceitacdo

3.3.1 Seletividade

Para determinacdo da seletividade foi avaliada a interferéncia do diluente
(meio de dissolucéo) e dos componentes da formulacéo (placebo).

O limite para as interferéncias observadas foi determinado em 2%.

3.3.1.1 Procedimento

Foram preparadas amostras da substancia de referéncia fumarato de
tenofovir desoproxila Nortec (lote SQR 907049), padrao de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila (matéria-prima lote lote 907049), placebo 100% fortificado com
fumarato de tenofovir desoproxila, placebo puro, diluente (meio de dissolugéo,
solucéo HCI 0,1 M).

Para preparo da amostra da substancia de referéncia Nortec pesou-se 16,50
mg de fumarato de tenofovir desoproxila e transferiu-se para um baldo volumeétrico
de 50 mL, com 35 mL de solu¢do de HCI 0,1 M.

Para preparo da amostra do padrdo de trabalho de fumarato de tenofovir
desoproxila pesou-se 66,00 mg de fumarato de tenofovir desoproxila em papel
vegetal e transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 mL, com 140 mL de
solugéo de HCI 0,1 M.

Para preparo da amostra do placebo fortificado 100% pesou-se 82,00 mg do
placebo puro e 66,00 mg padréo de trabalho de fumarato de tenofovir desoproxila e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 mL, com 140 mL de solucdo de HCI
0,1 M.

Para preparo da amostra do placebo puro pesou-se 82,00 mg do placebo
puro e transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 mL, com 140 mL de solucao
de HCI 0,1 M.

Todas as amostras citadas acima foram submetidas a 10 minutos em agitador
orbital e 10 minutos em banho ultra-som (temperatura ambiente). O volume foi

completado com solucdo diluente e homogeneizado. Procedeu-se a diluicdo de 10
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mL para baldo de 100 mL, completando o volume do baldo com solugéo diluente. As
solugdes finais foram filtradas com o auxilio de papel de filtro.
As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro em comprimento de

onda de 260 nm e foi realizada varredura entre 200nm e 400nm.

3.3.2 Linearidade

Para avaliacédo da linearidade foram preparadas amostras na faixa de 50% a
150% da concentracéo esperada (300 mg), sendo trés amostras independentes de
cada nivel.

Foram preparadas trés solugées-mée padrao pesando-se 20,62 mg de padrao
de trabalho de fumarato de tenofovir desoproxila e transferiu-se para baléao
volumétrico de 250 mL, com auxilio de 140 mL de solucédo diluente. Submeteu-se a
10 minutos em agitador orbital e 10 minutos em banho ultrassom (temperatura
ambiente). Completou-se o volume com solucao diluente e homogeneizou-se. Desta
forma obteve-se trés solugbes-mae padrédo independentes com concentragdo de
0,0825 mg / mL de fumarato de tenofovir desoproxila.

A partir de cada solucédo-mée foram preparadas cinco solucdes, uma em cada
nivel de concentracéo da curva.

O preparo das amostras seguiu conforme tabela 16.

Tabela 16 - Solugdes para construgéo da curva para avaliagéo da linearidade.

Nivel de Volume da solucdo - Balédo volumétrico Concentracéo final
concentracdo mae TDF
50% 10 mL 50 mL 0,01650 mg/mL
75% 15 mL 50 mL 0,02475 mg/mL
100% 20 mL 50 mL 0,03300 mg/mL
125% 25 mL 50 mL 0,04125 mg/mL
150% 15 mL 25 mL 0,04950 mg/mL

TDF — fumarato de tenofovir desoproxila

O volume da solucdo-méae foi pipetado com auxilio de pipeta volumétrica.
Completou-se o volume de cada uma das solucdes obtidas com solucao diluente e

homogeneizou-se. A solucéo final foi filtrada em papel de filtro e quantificada.
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3.3.2.1 Testes de premissas

A verificacdo das premissas foi realizada conforme descrito no item 2.3.2.1.

3.3.2.2 Adequacao ao modelo linear

A verificagdo da adequagéo dos dados ao modelo linear foi realizada

conforme descrito no item 2.3.2.2.

3.3.3 Teste de efeito matriz

A avaliacdo do efeito da matriz sobre a resposta do método foi avaliada pela
construcéo de curva semelhante a curva construida para o teste de linearidade e
comparacao de inclinacdes e interse¢des das duas curvas obtidas.

Para construcdo da curva matrizada foram preparadas amostras na faixa de
50% a 150% da concentracao esperada (300 mg) com adicédo de placebo. Foram
preparadas trés amostras independentes de cada nivel.

Foram preparadas trés solu¢cbes-méae padrédo de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila conforme descrito no item 3.3.2.

Preparou-se uma solucdo-méae placebo pesando-se 41,00 mg do placebo
puro e transferiu-se para baldo volumétrico de 200 mL com 140 mL de solucéo
diluente. Submeteu-se a 10 minutos em agitador orbital e 10 minutos em banho
ultrassom (temperatura ambiente). Completou-se o volume com solucdo diluente e
homogeneizou-se. Obteve-se uma solu¢do com 0,205 mg/mL de placebo puro.

A solugéo-méae placebo foi adicionada em cada uma das trés amostras de
cada nivel de concentracdo, conforme demonstrado na tabela 17.
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Tabela 17 - Solugdes para construgéo da curva para avaliagéo do efeito matriz

Nivel de Volume da solucdo - | Volume da solucao - Baldo Concentracéo final de
concentracdo mae padrao mae placebo volumétrico TDF
50% 10 mL 10 mL 50 mL 0,01650 mg/mL
75% 15mL 10 mL 50 mL 0,02475 mg/mL
100% 20 mL 10 mL 50 mL 0,03300 mg/mL
125% 25 mL 10 mL 50 mL 0,04125 mg/mL
150% 15mL 10 mL 25 mL 0,04950 mg/mL

TDF — fumarato de tenofovir desoproxila

O volume das solucbes-mae foi pipetado com auxilio de pipeta volumétrica.
Completou-se o volume de cada uma das solu¢des obtidas com solucao diluente e
homogeneizou-se. As solugbes finais foram filtradas em papel de filtro e
quantificadas. A concentracéo de final de placebo puro foi de 0,041 mg/mL em todas

as solucoes obtidas.

3.3.3.1 Testes de premissas

A verificacdo das premissas foi realizada conforme descrito no item 2.3.2.1.

3.3.3.2 Adequacado ao modelo linear

A verificacdo da adequacdo dos dados ao modelo linear foi realizada

conforme descrito no item 2.3.2.2.

3.3.3.3 Teste de homoscedasticidade das curvas usua | e matrizada

Para comparacéo das inclina¢cdes das curvas usual e matrizada foi utilizado o
teste t com variancias distintas. Este teste tem aplicacdo nos casos em que o valor
de Fcacuado € maior que o valor Fgiico (0=0,05), ou seja, quando ha

heterocedasticidade dos residuos.
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3.3.3.4 Teste t para comparacao de inclinacdes e in _ tersecdes

No teste t com variancias distintas conclui-se que nao ha efeito matriz se os
valores para a estatistica t para contrastes entre intersecdes (t'’;) e estatistica t para

contrastes entre inclinagdes (t',), forem menores que 0 tgritco (0=0,05).

3.3.4 Exatiddo, precisdo e limites de deteccdo e qu antificacdo

No experimento para avaliacdo da exatidao, preciséo e limites foi preparada
uma curva de calibracdo com trés niveis de concentracdo (75%, 100% e 125%) em
cada dia de experimento (Dia 1 e Dia 2). As curvas de calibracdo foram utilizadas
para determinar a concentracédo das amostras fortificadas.

As amostras foram preparadas em triplicata, em dois dias diferentes, por
analistas diferentes, conforme tabela 18, gerando quatro conjuntos de dados
analiticos.

Para cada nivel de concentracdo da curva preparou-se trés amostras
independentes. O quantitativo pesado de padrdao de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila foi de 49,50 mg, 66,00 mg e 82,50 mg, para preparo das
amostras a 75%, 100% e 125%, respectivamente. Para cada solucdo foram pesados
também 82,00 mg do placebo puro. Transferiu-se para baldo volumétrico de 200 mL
com auxilio de 140 mL de solucéo diluente, submeteu-se a 10 minutos em agitador
orbital e 10 minutos em banho ultrassom (temperatura ambiente). Completou-se o
volume com solucao diluente e homogeneizou-se. As amostras foram diluidas em 10
vezes para baldo de 100 mL. As solucgdes finais foram filtradas em papel de filtro e
guantificadas.

Preparou-se também amostras do placebo puro, pesando-se 82,00 mg do
placebo puro e seguindo mesmo procedimento descrito acima para as demais

amostras.
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Tabela 18 - Experimento para avaliagio da exatid&o, precisdo

e limites de deteccéo e

quantificacao.
Dia 1 Dia 2
Manhé& Tarde Manhé& Tarde
Analista 1 Experimento 1 --- Experimento 4
Analista 2 Experimento 2 Experimento 3

Equipamentos

Balanca Analitica
Mettler Toledo
AX205

Espectrofotbmetro
UNICAM UV3-200

Balanca Analitica
Mettler Toledo
AX205

Espectrofotémetro
UNICAM UV3-200

Balanca Analitica
Mettler Toledo
AT201

Espectrofotbmetro
UNICAM UV3-200

Balanca Analitica
Mettler Toledo
AT201

Espectrofotémetro
UNICAM UV3-200

3.34.1

Exatidao — critérios de aceitacao

Para avaliacdo de possiveis valores extremos ou outliers foi aplicado o teste
de Grubbs (0=0,05).

A média de recuperacdo e o intervalo de confianca em relagdo a mesma

devem ficar entre 98,0 e 102,0%. Os valores individuais de recuperacao devem estar
entre 97,0 e 103,0%.

3.34.2

Precisdo — premissas e critérios de aceitac a0

3.3.4.2.1 Teste de premissas para ANOVA

Para avaliacdo da normalidade dos residuos, foi aplicado o teste de Ryan-

Joiner. O valor de Req deve ser maior o valor de Rgritico.

A homoscedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Brown-

Forsythe. O valor de t, deve ser menor que teiico (0=0,05).

3.3.4.2.2 Teste de ANOVA para estimativa da precisdo sob condicbes de

repetitividade e reprodutibilidade parcial

Para avaliagdo da precisao foram calculados o desvio padrao sob condicdes

de reprodutibilidade parcial

(DPRR) e o desvio padrdao sob condigbes de
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repetitividade (DPR;). Para que o método seja considerado preciso, o DPRg
calculado deve ser menor ou igual a 5% e o DPR, deve ser menor ou igual a 2/3 do

valor encontrado para o DPRg.

3.3.4.3 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (L Q)

O LD e o LQ do método serdo o menor nivel de concentracdo estudado com
exatiddo (recuperacdo média) e precisdo (DPRg e DPR/) adequadas.

3.3.5 Robustez

O parametro robustez foi estudado através do teste de Youden (YOUDEN e
STEINER, 1975). Foram avaliadas cinco variaveis do método através de oito
andlises de cada amostra, conforme tabelas 19 e 20.

Os critérios de aceitacdo para avaliacdo da exatiddo na robustez sdo os
mesmos descritos para avaliacdo da exatiddo do método no item 3.3.4.1.

A média de recuperacao e o intervalo de confianca, em relacdo a mesma,
deve estar entre 97,0 e 103,0%. Os valores individuais de recuperacao devem estar
entre 95,0 e 105,0%.

Tabela 19 - variaveis analiticas e variacdes aplicadas para  avaliacdo da robustez.

Variavel Limites inferior e superior
) ) a: 258
A Comprimento de onda de leitura
A: 262
_ ) b: 8 min
B Tempo de agita¢do no orbital )
B: 12 min
c Tempo de  agitacdo no|c: 8 min
ultrassom C: 10 min
_ o d: Filtro quantitativo Marca J Prolab
D Filtro de papel quantitativo _ o )
D: Filtro quantitativo Marca Microclar
e: HCI Marca Mallinckrodt
E Reagentes

E: HCI Marca Merck
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Tabela 20 — Combinagéo de variaveis para avaliagdo da robust ez pelo método de Youden.

Analise

Variavel

A a
B, b
C,c
D,d
E, e

m O O W > =
o O o W > N
m o O o > w
o > >
o o o
m O o o o (0]

<| ® o O
Sl o o O T o o
x| m a o
<|o® O O o 9o

—
c

Resultado S

3.3.6 Estabilidade das solucdes

As amostras preparadas para a avaliacdo da seletividade foram armazenadas
em temperatura ambiente por no minimo 24 horas e quantificadas sob as mesmas
condicdes analiticas.

Foram avaliadas as amostras da substancia de referéncia Nortec, do padrao

de trabalho de fumarato de tenofovir desoproxila e do placebo fortificado 100%.

3.3.6.1 Critério de aceitacdo

As respostas obtidas para a mesma solugcédo, quantificadas em diferentes
dias, devem apresentar coeficiente de variacdo inferior a 2% para serem

consideradas estaveis.

3.3.7 Teste de dissolucao

O método desenvolvido e validado para a avaliacdo da dissolucdo de
comprimidos contendo 300 mg de fumarato de tenofovir desoproxila foi testado em
equipamentos com diferentes métodos de coleta (manual e automatico) para
verificar a adequabilidade do método.

O teste foi realizado com comprimidos contendo 300 mg de fumarato de

tenofovir desoproxila do lote 09080845 do produto candidato a similar/ genérico.
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3.4Resultados e discussao

3.4.1 Seletividade

Foi realizada a varredura espectral das amostras do placebo puro e do
diluente e ndo foram identificadas bandas de absor¢do em 260 nm. A amostra do
placebo fortificado apresentou o mesmo perfil espectral do padrdo de referéncia
tenofovir da Nortec e do padrdo de trabalho, indicando que os excipientes nao

interferem na seletividade do método, conforme demonstrado nas figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Espectros obtidos para o diluente e para o place  bo puro.
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Figura 14 - Espectros obtidos para o padrdo de referéncia e o placebo fortificado.
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3.4.2 Linearidade

3.4.2.1 Testes de premissas

O teste de residuos padronizados de Jacknife ndo identificou nenhum valor
extremo, sendo mantidos todos os dados obtidos.

A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a distribuicdo
normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner. O coeficiente de correlagéo obtido
foi de 0,9759, superior ao valor critico de 0,9506. Desta forma podemos concluir que
o desvio da normalidade ndo é significativo (p > 0,10).

A homoscedasticidade foi confirmada pelo teste de Brown-Forsythe, com
estatistica t, (t de Levene) igual a 1,61 menor que t critico de 2,160.

A independéncia dos residuos da regressao foi confirmada pelo teste de

Durbin-Watson, indicando que néo existe correlacao entre os residuos.

3.4.2.2 Adequacao ao modelo linear

A significancia da regressdao foi avaliada por andlise de variancia, onde o valor
de F calculado, 77817,08, foi maior que o F critico, 4,667, mostrando que a
regressao € significativa.

O desvio de linearidade também foi avaliado por analise de variancia, onde o
valor de F calculado, 2,994, foi menor que o F critico, 3,708, mostrando que ndao ha
desvio de linearidade.

O coeficiente de correlacdo linear, r?, foi de 0,99983.

A curva obtida para o farmaco na faixa de 0,01650 mg/mL a 0,04950 mg/mL,
com a equacgao e coeficiente de correlagcdo encontra-se na figura 15.
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Gréfico da Linearidade
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y =21,55x + 0,009
R2=10,999
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Concentracao (mg/mL)

Figura 15 — Curva obtida para o farmaco na faixa de 0,01650 mg/mL a 0,04950 mg/mL, com a

equacdao e coeficiente de correlacéo.

3.4.3 Teste de efeito matriz

3.4.3.1 Testes de premissas

O teste de residuos padronizados de Jacknife permitiu a identificacdo de dois
(2) valores extremos (pontos 12 e 13, terceira replicata do nivel de concentracdo a
125% e primeira replicata do nivel de concentracdo a 150%), os quais foram
excluidos do conjunto de dados.

A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a distribuicdo
normal foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner. O coeficiente de correlagéo obtido
foi de 0,9701, superior ao valor critico de 0,9454. Desta forma podemos concluir que
o desvio da normalidade ndo é significativo (p > 0,10).

A regressao linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios assume
que cada nivel da faixa tem uma variacdo absoluta constante (homocedasticidade).
A homoscedasticidade foi confirmada pelo teste de Brown-Forsythe, com t_ (t de
Levene) igual a 8,28E-01 menor que t critico de 2,201.

A independéncia dos residuos da regressado foi confirmada pelo teste de
Durbin-Watson, indicando que néo existe correlacéo entre os residuos.
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3.4.3.2 Adequacao ao modelo linear

A significancia da regressdao foi avaliada por andlise de variancia, onde o valor
de F calculado, 316695,19, foi maior que o F critico, 4,84, mostrando que a
regressao € significativa.

O desvio de linearidade também foi avaliado por analise de variancia, onde o
valor de F calculado, 0,515, foi menor que o F critico, 4,066, mostrando que nao ha
desvio de linearidade.

O coeficiente de correlacdo linear, r?, foi de 0,99997.

A curva matrizada obtida para o farmaco na faixa de 0,0165 mg/mL a 0,0495
mg/mL, com a equagao e coeficiente de correlacado encontra-se na figura 16.

Gréfico da Linearidade (Curva matrizada)
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< 120 | y =21,6137x + 0,0114
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b |
2 0,80
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©
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@ 020 -
g °
0,00 ‘ ‘ . . ‘
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
Concentracao (mg/mL)

Figura 16 — Curva matrizada obtida para o farmaco na faixad e 0,0165 mg/mL a 0,0495 mg/mL,

com a equacdao e coeficiente de correlacao.

3.4.3.3 Teste de homoscedasticidade das curvas usua | e matrizada

O teste de F indicou heterogeneidade das variancias dos residuos das curvas
usual e matrizada, com valor de F calculado igual a 4,99 maior que F critico de 2,76,
portanto, sera utilizado teste t com variancias distintas para avaliacdo do efeito de

matriz.
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3.4.3.4 Teste t para comparacao de inclinacdes e in  tersecdes

Os valores de t'; e t'y, calculados foram 0,5957 e 0,7055, ambos menores que
t critico de 2,1009, indicando que nao existem diferencas significativas entre a

inclinacdo e a intersec¢ao das curvas, concluindo que néo existe efeito de matriz.

3.4.4 Exatidao, precisdo e limites de deteccdo e qu antificacdo

A estimativa das concentragbes das amostras fortificadas foi determinada por
meio da curva de calibracao.
A recuperacao foi calculada através da comparacdo das concentracdes

obtidas para as amostras fortificadas em relacdo a concentracéo tedrica adicionada.

3.44.1 Exatidao

O teste de Grubbs (0=0,05) indicou a presenca de dois valores extremos
(replicatas 11 e 12) para o nivel de concentracdo de 0,03300 mg/mL os quais foram
excluidos do conjunto de dados. Nao foram identificados valores extremos entre os
resultados de recuperacdo para as amostras adicionadas nos niveis de
concentracéo de 0,02475 mg/mL e 0,04125 mg/mL.

Os valores individuais de recuperacdo encontrados estdo entre 98,57% e
101,70%, conforme tabela 21, e as médias de recuperacdo obtidas encontram-se
entre 99,96% e 100,49%.

O método se mostrou exato para os niveis de concentracdo estudados.

3.4.4.2 Precisao

A repetibilidade (precisao intra-corrida) foi avaliada pela concordancia entre
os resultados obtidos dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e

mesma instrumentacao.
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A preciséo intermediaria ou reprodutibilidade parcial (precisdo inter-corridas)
foi avaliada pela concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtido
em dias diferentes, com analistas diferentes e equipamentos diferentes.

Os dados para cada nivel de concentracdo estdo apresentados nas tabelas
22,23 e 24.

Tabela 21 - Dados de recuperacéo aparente para avaliagdo da  exatid&o.

Nivel de concentracédo
0,02475 mg/mL 0,03300 mg/mL 0,04125 mg/mL
99,221 98,883 98,569
99,407 99,385 98,791
R 99,777 99,439 99,014
3:? 100,020 99,717 99,681
S 100,207 99,806 99,904
% 100,334 100,086 100,013
3 100,704 100,273 100,461
g 100,954 100,412 100,685
% 101,075 100,506 100,685
i 101,141 101,107 100,797
101,328 101,206 * 101,021
101,701 101,766 * 101,349

* dados excluidos identificados como valores extremos pelo teste de Grubbs.

Tabela 22 - Dados obtidos nos 4 experimentos para o nivel de concentracdo 0,02475 mg/mL.

Experimento Replicatas do ensaio Recuperacao aparente

1 99,407
100,704
101,075
99,777
99,221
100,334
100,020
100,954
101,328
101,141
100,207
101,701

W N P WDNPFEP WODNPFP WODN
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Tabela 23 - Dados obtidos nos 4 experimentos para o nivel de

concentracdo 0,03300 mg/mL.

Experimento

Replicatas do ensaio

Recuperacio aparente

1

N P W N PFP WODNPFP WODN

3

100,273
100,412
101,107
99,439
98,883
99,717
100,086
101,206 *
100,506
99,385
99,806
101,766 *

* dados excluidos identificados como valores extremos pelo teste de Grubbs.

Tabela 24 - Dados obtidos nos 4 experimentos para o nivel de

concentracdo 0,04125 mg/mL

Experimento

Replicatas do ensaio

Recuperacio aparente

1

W N P WNPFP WODNPFP WODN

99,904
99,014
98,569
98,791
101,349
99,681
100,461
100,685
101,021
100,685
100,797
100,013
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3.4.4.3 Teste de premissas para ANOVA

A normalidade dos residuos foi confirmada pelo teste de Ryan-Joiner com Req
calculado de 0,9518, 0,9771 e 0,9777, maiores que Rriico de 0,9422, 0,9347 e
0,9422 (o= 0,05), respectivamente para os niveis de concentracdo de 0,02475
mg/mL, 0,03300 mg/mL e 0,04125 mg/mL.

A homoscedasticidade dos residuos foi confirmada pelo teste de Brown-
Forsythe, com Fcaculado de 0,077, 0,236 e 1,011, menores que Fgiico de 4,066, 4,757
e 4,066 (o= 0,05).respectivamente para os niveis de concentracdo de 0,02475

mg/mL, 0,03300 mg/mL e 0,04125 mg/mL.

3.4.4.4 Teste de ANOVA para estimativa da precisao sob condicbes de

repetitividade e reprodutibilidade parcial

Nos experimentos em condi¢cdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial,
a precisdo € avaliada por andlise de variancia. O DPR, calculado foi de 0,72%,
0,40% e 0,78%, respectivamente para os niveis de concentracdo de 0,02475 mg/mL,
0,03300 mg/mL e 0,04125 mg/mL, menores que o limite de 3,30%. O DPRg
calculado foi de 0,80%, 0,69% e 0,94%, respectivamente para 0s niveis de
concentracéo de 0,02475 mg/mL, 0,03300 mg/mL e 0,04125 mg/mL, menores que 0
limite estipulado de 5,00%.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que todas as premissas
foram cumpridas e que os desvios calculados estdo abaixo do limite, demonstrando

a precisdo do método em condicdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial.

3.4.45 Limites de deteccado (LD) e quantificacdo (L Q)

Os limites de deteccéo e quantificacdo do método foram definidos a partir do
menor nivel estudado nos testes de precisdo e exatiddo do método, sendo iguais a
0,024750 mg/mL.
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3.4.5 Robustez

Os resultados de recuperacdo média obtidos para cada grupo no ensaio de

robustez estdo demonstrados na tabela 25.

Tabela 25 - Resultados de recuperagéo média obtidos no ensai

o de robustez.

Variavel 1 2 3 4 5 6 7 8
A a A A A A a a a
B, b B B b b B B b b
C,.c C c C c C c C c
D,d D D d d d D D
E e E e E e e E e E
s t u v w X y z
Resultado 99,46% | 99,86% | 104,67% | 98,23% | 100,27% | 97,16% | 101,94% | 99,36%

O teste de Grubbs (0=0,05) n&o indicou a presenca de valores extremos no

ensaio da robustez. Os valores individuais de recuperacdo encontram-se entre

95,0% e 105,0% e a média de recuperacao (100,12%) encontra-se entre 97,0% e

103,0%.

Para avaliacéo do efeito de cada variavel, foi calculada a diferenca entre as

médias para os quatro resultados obtidos nas duas condicbes avaliadas, 0s

resultados estao representados na tabela 26.

Tabela 26 — Efeito das variaveis analiticas no ensaio darob  ustez.
Variaveis Resultados X-X
A 100,56 0.87
Comprimento de onda de leitura a 99,68 '

_ ) B 99,19

Tempo de agitagdo no orbital -1,86
b 101,05
. C 101,58

Tempo de agitacdo no ultrassom 2,93
c 98,65
. o D 100,16

Filtro de papel quantitativo 0,07
d 100,08
E 100,16

Reagentes 0,09
e 100,08

X —média dos valores obtidos na primeira condi¢céo avaliada (Ex: A)
x — média dos valores obtidos na segunda condi¢do avaliada (Ex: a)
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De acordo com os resultados obtidos, as variaveis que apresentam maior
influéncia sobre o método em questdo foram o tempo de agitacdo no ultrassom, o
tempo de agitacdo no agitador orbital e o comprimento de onda de leitura. E
importante que estas varidveis sejam monitoradas com atencdo na rotina de
utilizacdo do método analitico.

Em relacdo a recuperacdo, o método analitico apresentou-se robusto para
todas as condi¢Oes avaliadas, uma vez que a recuperacdo media encontrada para

todos 0s grupos encontra-se entre 97% e 103%.

3.4.6 Estabilidade das solucdes

A diferenca entre as respostas obtidas para a mesma solucdo, quantificadas
com intervalo de 24 horas, foi de 0,57%, 0,37% e 0,82%, respectivamente para as
amostras da substancia de referéncia Nortec, do padrao de trabalho de fumarato de
tenofovir desoproxila e do placebo fortificado 100%.

Todas as diferencas encontradas foram inferiores a 2% e as amostras foram
consideradas estaveis nas condicoes do método aplicado, o que ja era esperado
uma vez que o farmaco se demonstrou bastante estavel em solucdes de HCI a

temperatura ambiente durante os estudos de estresse.

3.4.7 Teste de dissolucao

Os resultados obtidos para o teste de dissolu¢do do lote 09080845 do produto

candidato a similar/ genérico encontram-se na tabela 27.
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Tabela 27 - Resultados obtidos para o teste de dissolugdo em equipamentos diferentes.

CEDENCIA (%)
Dissolutor Vankel 7000 Coleta Dissolutor Varian 7025 Coleta
Cuba Manual Automatica
Cuba l 99,68 % 99,33 %
Cuba 2 98,73 % 97,06 %
Cuba 3 97,10 % 98,26 %
Cuba 4 95,75 % 97,99 %
Cuba 5 97,38 % 96,52 %
Cuba 6 98,19 % 96,93 %
Média 97,81 % 97,68 %
Desvio padréo relativo (DPR) 1,40 % 1,07 %

Nao houve diferenga significativa entre as médias obtidas para os valores de
cedéncia nos dois equipamentos, indicando que ambos podem ser utilizados para

aplicacao do método.
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4 METODOS ANALITICOS APLICADOS NO CONTROLE DE QUALI DADE

4.1 Teste de identificacéo

4.1.1 Espectrometria de absorcao no infravermelho

Foram obtidos espectros no infravermelho do fumarato de tenofovir
desoproxila para a matéria-prima, para a substancia de referéncia Nortec e para a
substancia quimica de referéncia USP. A leitura foi realizada no comprimento de
onde entre 3800 cm™ e 650 cm™.

Os espectros obtidos foram comparados, sendo a semelhanca entre os

espectros dada pela correlacao entre as bandas de absorcéo.

4.1.2 Cromatografia liguida de alta eficiéncia

Aplicou-se o método por cromatografia liquida de alta eficiéncia descrito para
o teste de teor (doseamento), item 4.6. O tempo de retencdo obtido para o maior
pico no cromatograma da solucédo problema foi comparado com tempo de retencao

encontrado para a solucdo padréo.

4.2 Determinacao de peso em formas farmacéuticas

Pesou-se, individualmente, 20 comprimidos e determinou-se o peso meédio.
Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora do limite especificado, em relagéo
ao peso médio, porém, nenhuma pode estar acima ou abaixo do dobro das
porcentagens indicadas (BRASIL, 1988).

No caso dos comprimidos contendo 300 mg de fumarato de tenofovir
desoproxila, aplicou-se o limite de variacdo de = 5,0 %, limite estabelecido para
comprimidos revestidos com filme com peso médio superior a 250 mg (BRASIL,
1988).
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4.3 Determinacao de agua

A determinacdo de agua foi realizada de acordo com o Método Geral V.2.20.1
da F. Bras. IV (BRASIL, 1988) utilizando equipamento especifico para método de
Karl Fischer. O resultado da determinacdo de agua foi determinado apenas como
parametro informativo, uma vez que ndo havia historico relativo ao produto para

determinacao da especificagao.

4.4 Teste de desintegracéo

O teste de desintegracéo foi realizado conforme procedimento definido no
Método Geral V.1.4.1 da F. Bras IV (BRASIL, 1988).

O critério de aceitagdo utilizado foi: todos os comprimidos devem desintegrar-
se completamente em agua deionizada a 37 £ 1 °© C em no maximo 60 (sessenta)

minutos (com disco).

4.5Teste de dissolucao

45.1 CondicOes experimentais

As condi¢cOes experimentais utilizadas foram citadas no item 3.1.

45.2 Preparo do meio de dissolucdo: HCI 0.1 M

O meio de dissolucao foi preparado conforme descrito no item 3.2.

4.5.3 Preparo da solucdo padrédo

Pesou-se 33,00 mg de padrdao de fumarato de tenofovir desoproxila e

transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de aproximadamente
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70 mL de solugcdo HCI 0,1 M. Procedeu-se a agitacdo por 10 (dez) minutos em
agitador orbital e submeteu-se a banho ultra-som por 10 (dez) minutos. Completou-
se o0 volume com solucdo HCI 0,1 M e homogeneizou-se.

Pipetou-se 10 mL da solucdo anterior para baldo volumétrico de 100 mL,
completou-se o volume com solugéo HCI 0,1 M e homogeneizou-se. Obteve-se uma
solugéo com concentracao de 0,033 mg/mL de fumarato de tenofovir desoproxila.

45.4 Preparo da solucdo problema

Pesou-se individualmente 6 (seis) comprimidos utilizando balanca analitica.
Adicionou-se, em cada cuba, 900 mL de meio de dissolucéo e procedeu-se o teste.
Apés 45 (quarenta e cinco) minutos de teste, foram recolhidas aliquotas de no
minimo 15 mL de cada cuba, filtrando-as adequadamente. Pipetou-se 10 mL de
cada aliquota filtrada para baldo volumétrico de 100 mL, completou-se o volume com

solugao HCI 0,1 M e homogeneizou-se.

455 Leitura das amostras

Procedeu-se a leitura das amostras em espectrometro com detecgédo no UV

ajustado em 260 nm.

4. 5.6 Quantificacao

A quantificacdo da porcentagem dissolvida em cada cuba e da cedéncia

média foi realizada com as férmulas descritas abaixo:

Cpa = Mpa_X Potpy X 10 Cpp= VD Xx10
100 x 100 x 100 900 x 100
% de cedéncia individual = App X Cpa X 100,0
Apa X Cpp

Média = Z % de cedéncia individual

N° de comprimidos testados
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Onde: Ap,: Absorvancia da solucao padrao
App: Absorvancia da solugéo problema
Cpa: Cconcentracdo da solucao padrao
Cpa: concentracéo da solucdo problema
> %: somatorio das cedéncias individuais
Mp,: massa pesada de padréo
Potp,: poténcia (teor) do padréo

VD: valor declarado do produto (mg)

4 5.7 Critério de aceitacdo

O teste de dissolucéo foi avaliado de acordo com a F. Bras. IV. Os critérios de

aceitacdo encontram-se resumidos na tabela 28.

Tabela 28 - Critérios de aceitagéo do teste de dissolugéo

Etapa Unidades Critérios de acei tacao

E; 06 Cada unidade apresenta resultados maiores ou iguais a Q +
5%

E, 06 Média de 12 (doze) unidades (E; + E,) é igual ou maior do que

Q e nenhuma unidade apresenta resultados inferiores a Q —
15%

Es 12 Média de 24 (vinte e quatro) unidades (E; + E, + E3) é igual ou
maior do que Q e ndo mais que duas unidades apresentam

resultados inferiores a Q — 15%

Fonte: Adaptado de Farmacopéia Brasileira 4% edicdo

4.6 Teste de teor (doseamento)

4.6.1 CondicOes experimentais

As condi¢cdes experimentais utilizadas foram citadas no item 2.1.
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4.6.2 Preparo do diluente solucao trietilamina 0,1 % pH 5,3 (1000 mL)

O diluente foi preparado conforme descrito no item 2.2.

4.6.3 Preparo da solucado padréo

Pesaram-se 30,00 mg de padrdo de fumarato de tenofovir desoproxila e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de aproximadamente 70
mL de solucao trietilamina 0,1 % pH 5,3. Procedeu-se agitacdo em agitador orbital
por 10 (dez) minutos e submeteu-se a banho de ultra-som por 10 (dez) minutos.
Completou-se o volume com solucgéao trietilamina 0,1 % pH 5,3 e homogeneizou-se.
A solucao obtida foi filtrada para vial, utilizando unidade filtrante de porosidade de
0,45 pum acoplado a seringa. Obteve-se uma concentracdo final de 0,30 mg/mL de

fumarato de tenofovir desoproxila.

4.6.4 Preparo da solucdo problema

Pesaram-se individualmente, 20 (vinte) comprimidos e determinou-se 0 peso
meédio. Os compimidos foram pulverizados com auxilio de gral e pistilo. Pesou-se o
equivalente a 01 (um) peso médio e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL,
com auxilio de aproximadamente 70 mL solugdo trietlamina 0,1 % pH 5,3.
Procedeu-se agitacdo em agitador orbital por 10 (dez) minutos e submeteu-se a
banho de ultra-som por 10 (dez) minutos. Completou-se o volume com solucao
trietilamina 0,1 % pH 5,3 e homogeneizou-se.

Pipetou-se 10 mL da solugédo anterior para baldo volumétrico de 100 mL,
completou-se o volume com solucéao trietilamina 0,1 % pH 5,3 e homogeneizou-se.

A solugéo final foi filtrada para vial, utilizando unidade filtrante de porosidade
de 0,45 um acoplado a seringa. Obteve-se uma concentracgdo final de 0,30 mg/mL

de fumarato de tenofovir desoproxila.
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4.6.5 Quantificacao

Procedeu-se a analise em cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia, realizando
no minimo 3 (trés) injecbes da solucdo padrdo e no minimo 2 (duas) injecdes da
solucéo problema.

Determinou-se a média e o desvio padrdo relativo (DPR) entre as areas

referentes ao farmaco da solugéo padrao e solug¢édo problema.

4.6.6 Calculo do teor de tenofovir

Procedeu-se o calculo do teor de tenofovir conforme as férmulas abaixo:

Cpa = Mpa X Potp, Cpb = Mpp_x VD x 10
100 x 100 PM x 100 x 100
% VR = App X Cpa X 100 mg do principio ativo por comprimido = % VR x VD
Apa X Cpp 100

Onde: Ap,: area da solucdo padrédo
Apyp, : area da solugéo problema (amostra)
Cpa: concentracdo da solucao padrao
Cpp : concentracdo da solucao problema (amostra)
Mpa : massa pesada do padrao
Mpp : massa pesada do problema (amostra)
Potp, : poténcia (teor) do padréo (%)
%VR: porcentagem do valor rotulado
VD: valor declarado do produto (mg)

PM: peso médio (mg)

4.6.7 Critérios de aceitacdo

O produto foi considerado satisfatério se o valor obtido teste de teor estivesse
contido no intervalo de 90,0% a 110,0 % do valor rotulado.
Todos 0s picos que apresentassem area superior ao equivalente a 0,1% da

area do pico principal (referente ao farmaco) e que nao estivessem presentes na
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solucao diluente das amostras e no placebo da formulagdo foram quantificados. A
soma das areas de todos os picos de provaveis impurezas/produtos de degradacao

deve corresponder a no maximo 5% da soma das areas de todos 0s picos.

4.7 Teste de uniformidade de conteddo

As condi¢des experimentais, o preparo da solugao de trietilamina 0,1% pH 5,3
e 0 preparo da solucado padrdo foram os mesmos descritos para o teste de teor

(doseamento), itens 2.2 e 4.6.3, respectivamente.

4.7.1 Preparo da solucdo problema

Pesou-se individualmente 10 (dez) comprimidos e cada um foi transferido
para um baldo volumétrico distinto de 100 mL. Adicionou-se 70 mL solugéo
trietilamina 0,1 % pH 5,3 e submeteu-se a agitacédo por 10 (dez) minutos em agitador
orbital e 10 (dez) minutos em banho ultra-som. Completou-se o volume com solucéo
trietilamina 0,1 % pH 5,3 e homogeneizou-se.

Pipetou-se 10 mL da solugédo anterior para baldo volumétrico de 100 mL,
completou-se o volume com solucao trietilamina 0,1 % pH 5,3 e homogeneizou-se.

A solucéo final foi filtrada para vial, utilizando unidade filtrante de porosidade
de 0,45 pm acoplado a seringa. Obteve-se uma solucdo de concentragdo final de

0,30 mg/mL de fumarato de tenofovir desoproxila.

4.7.2 Célculo da concentracdo do farmaco por dose u nitaria

Procedeu-se o célculo da concentracdo do farmaco por dose unitaria

conforme formulas descritas abaixo:

Cpa = Mpa X POtp, Cpb =Mpp_x VD x10
100 x 100 PM x 100 x 100
% VR = App X Cpa X 100 WR = I %VR,
Apa X Cpyp n

106



Onde: Ap,: area da solucao padrao
App: area da solugéo problema
Cpa: Cconcentracdo da solucao padrao
Cpp: concentracao da solucao problema
Mp,: massa pesada de padréo
Mpp: massa pesada do problema
Potp,: poténcia (teor) do padréo
VD: valor declarado do produto (mg)
>: somatorio
%VRn: valores individuais das unidades avaliadas, expressas em % VR
(%VR1, %VR,,..., %VR,)

%VR : média dos valores obtidos nas unidades testadas (porcentagem do
valor rotulado)

n: nimero de unidades testadas

4.7.3 Calculo do desvio padrdo relativo

Calculou-se o desvio padrao relativo conforme formulas descritas abaixo:

0 _onvrf
. [Shorm-smm
(n-1) %VR

Onde:

%VR,: valores individuais das unidades avaliadas, expressas em % VR (%VRj,
%VR;,..., %VR;)

%VR: média dos valores obtidos nas unidades testadas (porcentagem do valor
rotulado)

n: numero de unidades testadas

S: desvio padrdao da amostra

DPR: desvio padrao relativo
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4.7.4 Critério de aceitacdo

O produto foi considerado satisfatorio se a quantidade do farmaco em cada
uma das 10 (dez) unidades testadas para uniformidade de conteudo estivesse entre
85,0% e 115,0% do valor rotulado (VR) e o desvio padrdo relativo (DPR) fosse

menor ou igual a 6,0%;

4 8Resultados e discussdo

Todos os testes preconizados para comprimidos contendo 300 mg de
fumarato de tenofovir desoproxila foram aplicados no produto candidato a similar/

genérico e serdo apresentados a seguir.

4.8.1 Teste de identificacdo

481.1 Espectrometria de absorcado no infravermelho

Os espectros no infravermelho obtidos para a substancia quimica de
referéncia USP, substancia de referéncia Nortec e para a matéria-prima (fabricante
Aurisco Pharmaceutical Limited) sdo apresentados nas figuras 17, 18 e 19,

respectivamente.
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Figura 19 — Espectro no IV obtido para a matéria-prima.

A correspondéncia entre as posi¢cdes das bandas de absorcédo do fumarato de
tenofovir desoproxila matéria-prima e padrao demonstra que ocorreram as mesmas
transi¢cOes induzidas pela radiagéo infravermelha. Foi realizado célculo da correlagéo
pelo software do equipamento (espectrometro IV Perkin Helmer, modelo Spectrum
One — FT, software Spectrum) entre os espectros da substancia de referéncia Nortec
e da matéria-prima em relacdo a substancia quimica de referéncia da USP, obtendo-
se correlagcbes de 0,9977 e 0,9914, respectivamente. Dessa forma foi confirmada a
identidade da matéria-prima e da substancia de referéncia da Nortec.

4.8.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O pico cromatogréfico referente ao farmaco na analise da substancia quimica
de referéncia USP, substancia de referéncia Nortec e matéria-prima apresentou
tempo de retencéo de 11,86 min, 11,80 min e 11,87 min, respectivamente.

A pureza total dos picos analisada através de analise espectral no ultravioleta
com detector de arranjo de diodo (DAD) foi de 1,000000 para todas as amostras.
Este valor sugere se tratar de um composto puro.

Os espectros entre 200 nm e 400 nm da matéria-prima e da substancia de
referéncia Nortec apresentaram similaridade de 1,0000 com o espectro da
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substancia quimica de referéncia USP, confirmando a identidade das substancias

em analise.

Na figura 20, esta representado o cromatograma obtido para a substancia de

referéncia Nortec, a titulo de exemplo.
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Figura 20 - Cromatograma obtido na analise da substancia de

4.8.2 Determinacao de peso em formas farmacéuticas

T
m

may

referéncia Nortec.

Na tabela 29, sédo apresentados os resultados obtidos para a determinacéo de

peso para o lote 09080844 do poduto candidato a similar/ genérico.

Tabela 29 - Resultados obtidos para a determinag&o de peso d

candidato a similar/genérico.

o lote 09080844 do produto

Unidade Peso unitario (mg) % desvio
1 664,80 -0,15
2 658,10 -1,16
3 676,10 1,55
4 670,20 0,66
5 672,70 1,04
6 653,20 -1,89
7 663,00 -0,42
8 670,80 0,75
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Tabela 29 (concluséo)

Unidade Peso unitario (mg) % desvio
9 679,50 2,06
10 658,00 -1,17
11 661,00 -0,72
12 655,80 -1,50
13 686,70 3,14
14 663,50 -0,34
15 670,00 0,63
16 660,50 -0,80
17 666,70 0,14
18 660,50 -0,80
19 671,30 0,83
20 653,50 -1,85
Peso médio 665,80 -

Os desvios encontrados sao inferiores ao limite permitido, estando o lote do
produto aprovado neste parametro.

4.8.3 Determinacao de agua

O valor encontrado no teste de umidade foi de 2,47%, menor que o limite
estabelecido no texto final para inclusdo na Farmacopeia Internacional (WHO,
2010c) de 5% (50 mg/g). O teste foi incluido como informativo, uma vez que no inicio
do trabalho ndo havia nenhuma especificagdo farmacopeica e ndo existia um
historico para o produto. Considerando o limite determinado no texto final da
monografia da Farmacopeia Internacional e os resultados obtidos na analise do
produto, sugere-se a inclusado do limite de 5% na andlise de outros lotes do produto.

4.8.4 Teste de desintegracao

Os comprimidos se desintegraram em um tempo maximo de 01 minuto e 46
segundos, estando bem abaixo do limite estabelecido de 60 minutos. O método

geral n°5.1.4 referente ao teste de desintegracdo da F. Bras. V (BRASIL, 2010f)
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estabelece o limite de 30 minutos para desintegracdo completa de comprimidos
revestidos com filme, valor que difere do limite de 60 minutos apontado na F. Bras.
IV (BRASIL, 1988), referéncia adotada na execucao deste trabalho. Porém, o
produto testado atende também ao disposto na nova edicdo da farmacopéia,

podendo o novo limite ser adotado na analise de outros lotes do produto.

4.8.5 Teste de dissolucao

O resultado obtido para o teste de dissolu¢cdo do lote 09080844 do produto
candidato a similar/ genérico foi de 97,99%, cumprindo com os requisitos do ensaio.
O limite estabelecido esta de acordo com a proposta da Farmacopeia Internacional
(WHO, 2010c).

Para definicdo do meio e dos parametros a serem utilizados no teste de
dissolucdo foram avaliados alguns critérios como solubilidade, estabilidade do
farmaco e os dados disponiveis no FDA sobre métodos de dissolugdo para o
medicamento referéncia (FDA, 2009).

De acordo com as recomendacfes para realizacdo de ensaios de dissolucao
para formas farmacéuticas soélidas orais de liberacdo imediata disponibilizadas pela
Anvisa (BRASIL, 2010e), para medicamentos com farmacos altamente sollveis que
apresentam dissolugdo rapida (casos | e Ill do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica), um teste de dissolugdo de um Unico ponto (60 minutos ou menos)
que demonstre dissolucdo de no minimo 85%, é suficiente para controle da
uniformidade lote a lote. Desta forma, o limite de 85% (Q + 5%) e o tempo de 45
minutos estdo adequados, considerando que o farmaco é soluvel, sendo classificado
como caso Il do Sistema de Classificacao Biofarmacéutica.

O meio de dissolucao, HCI 0,1 M, foi escolhido em razdo da alta estabilidade
do farmaco nesse meio, que foi comprovado pelos resultados do estudo de estresse
realizado e também porque este meio fornece um pH na faixa fisioldgica (entre 1,2 e
6,8), 0 que é indicado para os meios de dissolucdo. O meio corresponde ainda ao
recomendado pelo FDA para comprimidos contendo este farmaco (FDA, 2009).

O aparato escolhido, pa (aparato 2), segue as recomendacdes do FDA (FDA,
2009). Os aparatos 1 (cesta) e 2 (p4) sdo recomendados para realizacdo de ensaios

de dissolugdo de comprimidos de liberacdo imediata sendo que, a utilizacdo de
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outros aparatos deve ser justificada (FDA, 1997). No caso do produto em questao,
um comprimido com revestimento de filme, foi escolhida a pd uma vez que o
revestimento poderia prejudicar a realizacéo do estudo em cesto.

Foram realizados testes com rotacfes de 50 e 75 rpm e observou-se que nao
existe diferencga significativa entre as duas condi¢cbes (tabela 30). Dessa forma, foi
definida a rotacdo de 50 rpm, seguindo as recomendacdes do FDA (FDA, 2009) e
adotando a condicdo mais rigorosa, uma vez que o aumento da velocidade de

rotacao pode favorecer a dissolucéo.

Tabela 30 - Resultado de dissolugdo com diferentes velocidad es.

Cedéncia (%)

Cuba 75 rpm 50 rpm

1 104,74 100,45

2 102,27 100,71

3 101,72 102,98

4 100,76 100,85

5 101,30 100,98

6 100,89 100,85
MEDIA (%): 101,95 101,14

Pode-se observar ainda que ndo foi verificada uma alta variacdo da
dissolucéo entre as cubas, o que indica boa uniformidade do produto.

Em cumprimento aos requisitos para registro de medicamentos geneéricos e
similares, o produto foi submetido a estudo de perfil de dissolugdo comparativo entre
0 medicamento teste e o referéncia em laboratério habilitado pela Anvisa. Este
estudo foi realizado pelo Centro de Estudos e Desenvolvimento Analitico
Farmacéutico (CEDAFAR), da Faculdade de Farmacia da UFMG, utilizando o
meétodo desenvolvido e validado para o teste de dissolucdo que foi devidamente co-
validado pelo centro. Nas tabelas 31 e 32 estdo apresentados os resultados obtidos
no estudo realizado para o medicamento teste e referéncia, respectivamente e o
perfil de dissolugdo comparativo gerado pode ser observado na figura 21. Deve ser

considerado que o teste foi realizado sem a reposicédo do meio.
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Tabela 31 - Dados do perfil de dissolugdo comparativo para o

medicamento teste.

Tempo 15 min 20 min 30 min 45 min 90 min

Cuba

1 97,28 95,87 96,39 95,96 94,03
2 98,01 95,82 96,46 96,07 94,28
3 97,39 95,95 96,90 95,08 94,24
4 97,64 96,02 96,94 95,35 93,88
5 98,06 96,99 96,37 95,37 93,77
6 97,82 96,64 96,72 95,47 94,32
7 97,69 97,31 96,20 95,37 94,46
8 97,80 97,05 96,23 95,48 94,16
9 97,94 95,82 95,25 94,14 93,15
10 97,52 96,18 95,08 94,46 93,10
11 97,82 95,51 95,09 94,13 93,03
12 98,05 95,84 95,31 94,60 92,92
Média 97,75 96,25 96,08 95,12 93,78
Desvio % 0,26 0,61 0,73 0,69 0,61

Fonte: CEDAFAR, 2010a.

Pela avaliacdo do perfil

de dissolucdo comparativo percebe-se uma

sobreposicao entre as curvas de dissolucdo dos medicamentos teste e referéncia,

inclusive comprometendo a visualizagdo das duas curvas.

O Sistema de

Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) sugere que para farmacos da classe Il (alta

solubilidade e baixa permeabilidade), a cedéncia de 85% em 15 minutos em HCI 0,1

M é um forte indicativo de que a biodisponibilidade do farmaco ndo é afetada pela

dissolucéo (FDA, 1997).

O meétodo de dissolugdo proposto estd em conformidade com o método

proposto no texto final da monografia da Farmacopeia Internacional (WHO, 2010c).

Tabela 32 - Dados do perfil de dissolu¢do comparativo para o

medicamento referéncia.

Tempo 15 min 20 min 30 min 45 min 90 min
Cuba
1 97,20 96,37 96,94 95,62 95,04
2 97,68 96,55 97,03 95,39 94,97
3 97,90 96,21 96,85 95,71 94,92
4 97,43 96,08 96,99 95,80 95,23
5 97,93 96,57 96,28 95,53 94,05
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Tabela 32 (concluséo)

Tempo 15 min 20 min 30 min 45 min 90 min
Cuba
6 97,68 97,12 96,53 95,83 93,91
7 97,62 97,56 96,25 95,77 93,80
8 97,52 97,42 96,11 95,00 94,34
9 98,50 96,14 94,98 94,86 93,26
10 98,36 96,01 95,42 94,35 92,77
11 98,40 95,44 95,30 94,42 93,76
12 97,73 95,85 94,51 94,45 93,34
Média 97,83 96,44 96,10 95,23 94,12
Desvio % 0,42 0,66 0,89 0,61 0,84

Fonte: CEDAFAR, 2010a.

PERFIL DE DISSOLUCAO COMPARATIVO
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Figura 21 - Perfil de dissolugdo comparativo.

4.8.6 Teste de teor e uniformidade de contetudo

O teor encontrado para o lote em questao foi de 97,99% e a uniformidade de
conteudo foi de 94,88% a 100,00%, com desvio padréo relativo (DPR) de 1,55.
O texto final da monografia da Farmacopeia Internacional (WHO, 2010c)

propde dois métodos para doseamento do fumarato de tenofovir desoproxila em
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comprimidos, um por CLAE e outro por espectrometria no UV. O método por CLAE
utiliza gradiente e tem um tempo total de corrida de 80 minutos e 0 método por UV
adota a leitura no comprimento de onda de 260 nm.

Nao foi realizada a comparacdo do método proposto por CLAE, pela
indisponibilidade dos padrbes das impurezas citadas na monografia, porém foi
realizado teste com método por UV que demonstrou ser, a principio, aplicavel ao
produto, uma vez que os resultados obtidos foram semelhantes aos obtidos na
aplicacado da metodologia proposta neste trabalho. Porém, o método desenvolvido e
validado neste trabalho apresenta uma alternativa aos métodos propostos pela
Farmacopeia Internacional, por ser de mais facil execucdo em relagdo ao método
por CLAE, utilizando fluxo isocratico e menor tempo de corrida e apresenta um
método mais seletivo que o método por UV, caracteristica intrinseca do método
utilizado, uma vez que por CLAE a quantificacdo do farmaco é inequivoca e a
pureza do composto pode ser comprovada. Além disso, o método por CLAE é mais
indicativo da estabilidade do produto, uma vez que os picos referentes a possiveis

produtos de degradacdo podem ser monitorados.

4.8.7 Eqguivaléncia Farmacéutica

Todos os métodos apresentados foram aplicados no estudo de equivaléncia
farmacéutica executado pelo Centro de Estudos e Desenvolvimento Analitico
Farmacéutico (CEDAFAR), da Faculdade de Farmacia da UFMG, sendo os métodos
devidamente co-validados pelo centro com sucesso. Os resultados obtidos estéo

apresentados na tabela 33.
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Tabela 33 - Resultados obtidos no estudo de equivaléncia far ~ macéutica.
Ensaio Medicamento teste Medicamento Especificacédo
referéncia
Determinacao de peso 667,37 mg 686,18 mg + 5%

Desintegracéo
Umidade

Dissolucéo

Uniformidade de contetido
Impurezas totais e produtos
de degradacéo

Identificag@o por CLAE

Doseamento por CLAE

(-1,41% a +1,80%)
2 min e 27 seg
2,94%
95,55% em 45 min
(95,08% a 96,07%)
91,03% a 96,14%
DPR =1,63%

Nao detectada

Positivo

283,97 mg/comp ou
94,66% VR

(-1,92% a +1,64%)
3mine lseg
2,79%

95,64 em 45 min
(95,39% a 95,83%)
94,97% a 103,43%
DPR =2,68%

Nao detectada

Positivo

292,47 mg/comp ou
97,49% VR

Até 60 min em agua
Informativo
Minimo 80% em 45
min
85% a 115%
DPR < 6,0%

Maximo 5%

Fumarato de tenofovir
desoproxila
90,0% a 110,0% VR

Fonte: CEDAFAR, 2010b.

Pelos resultados obtidos concluiu-se que os lotes dos medicamentos teste e

referéncia sdo equivalentes farmacéuticos.

118




6 CONCLUSOES

- Um método por CLAE em fase reversa, modo isocratico e detecgdo no ultravioleta
foi desenvolvido e validado para quantificacdo de fumarato de tenofovir desoproxila
em comprimidos. O método se demonstrou seletivo, preciso, exato, robusto e linear
na faixa de 0,075 mg/mL a 0,450 mg/mL. A interferéncia da matriz (excipientes da

formulag&o) nao foi significativa, indicando a adequacdo do método ao produto.

- Um método por espectrometria de absorcdo no UV foi desenvolvido e validado
para o teste de dissolucdo de comprimidos contendo fumarato de tenofovir
desoproxila. O método se demonstrou seletivo, preciso, exato, robusto e linear na
faixa de 0,0165 mg/mL a 0,0495 mg/mL. A interferéncia da matriz (excipientes da

formulacédo) néo foi significativa, indicando a adequacao do método ao produto.

- O método desenvolvido para quantificacdo de fumarato de tenofovir desoproxila em
comprimidos se apresenta como uma boa alternativa em relacdo aos métodos
propostos pela Farmacopeia Internacional, podendo ser utilizado no controle de

qualidade do produto e em estudos de estabilidade.

- Os métodos propostos foram aplicados em estudo de Equivaléncia Farmacéutica e

Perfil de Dissolu¢cdo comparativo e os resultados obtidos foram satisfatorios.
- Os métodos propostos foram submetidos a avaliacdo da Anvisa juntamente com o

dossié de registro do produto registrado pela Fundagédo Ezequiel Dias, tendo sido

aceitos como satisfatorios ao controle da qualidade do produto.
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CAPITULO 3
DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
BIOANALITICO PARA DETERMINACAO DE TENOFOVIR EM
PLASMA
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1 METODO BIOANALITICO PARA DETERMINACAO DE TENOFOVI R EM
PLASMA

O meétodo bioanalitico para determinacdo do tenofovir em plasma foi
desenvolvido em parceria com o ICF - Instituto de Ciéncias Farmacéuticas de
Estudos e Pesquisas. Este centro, certificado em Boas Praticas em
Biodisponibilidade/ Bioequivaléncia pela Anvisa, foi o responsavel pela execucdo do
estudo de Bioequivaléncia dos medicamentos contendo 300 mg de fumarato de

tenofovir desoproxila.

1.1Instrumental

- Agitador de tubos (vortex) Tecnal.

- Balanca analitica Shimadzu AW-220.

- Centrifuga refrigerada Hitachi.

- CLAE acoplado a espectrometro de massas (Agilent 1100, Applied Biosystems
API 3200).

1.2Reagentes

- Metanol grau CLAE J.T.Baker.

- Acetato de amdnio PA J.T.Baker.
- Acido férmico PA J.T.Baker.

- Acido fosférico PA J.T.Baker.

1.3 Materiais

- Baldes volumétricos.
- Micropipetas (200 uL, 1000 pL).
- Pipetador automético.

- Ponteira descartavel para pipetador automatico.
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- Tubos eppendorfs.

1.4 Substancias de referéncia

- Tenofovir — Lote 1132-012A1 (PGS), validade 02/2013.

- Aciclovir — Lote 1021 (F. Bras.), lote corrente.

1.5Desenvolvimento do método bioanalitico

Pela avaliacdo dos métodos com deteccdo por espectrometria de massas
descritos na literatura, observou-se que todos utilizam ionizagc&o por eletronspray no
modo positivo (ESI(+)). Dessa forma, foram realizadas infusdes diretas de solugcbes
de tenofovir e provaveis padrées internos nestas condi¢des. Para escolha do padrao
interno foram testadas as substancias adefovir, aciclovir, ganciclovir e lamivudina.

Nado foram encontradas dificuldades na ionizacdo do tenofovir e dos
candidatos a padrao interno. As condicfes do espectrobmetro de massas foram
ajustadas e partiu-se para definicdo das condicbes cromatograficas e teste de
extracao.

Foram avaliadas varias colunas cromatograficas com diferentes fases moveis,
utilizando as condicbes relatadas na literatura. Devido a elevada polaridade da
molécula de tenofovir, o pico do farmaco apresenta tempo de retencao
consideravelmente baixo, muito préximo ao tempo morto da coluna.

Nos testes realizados com a coluna Zic®-Hilic (Merck) utilizou-se como fase
movel misturas de acetato de amoénio e acetonitrila, em diferentes proporgces
(20:80, 30:70, 35:75 e 40:60), pHs (2,4; 4,5; 5,3 e 6,3) e concentracdes de acetato
de amoénio (2 mM e 5 mM). Esta coluna promoveu maior retencdo do tenofovir,
entretanto, variagcdes significativas no tempo de retengéao dos picos foram verificadas
em réplicas de injecoes.

A coluna Zorbax SB-Ciano — Agilent (150 x 4,6 mm; 5 um) também
apresentou resultados satisfatérios em relacédo a retencao dos picos. Para minimizar
a variacado no tempo de retencédo de tenofovir, foi necessério acidificar a fase movel

consideravelmente com acido acético (0,25%) e acido formico (0,5%) para alcancar
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pH 2,3. A melhor condigdo cromatogréafica obtida nas analises com a coluna Zorbax
SB-Ciano, foi fase mével constituida de metanol e agua com 0,25% de acido acético
e 0,5% de acido formico. O acido acético foi adicionado também para aumentar a
intensidade dos picos devido a uma melhor ionizagdo, como verificado
experimentalmente. Foram testadas varias proporcfes da fase movel (20:80, 25:75,
28:72) e o melhor resultado encontrado foi com a condigcdo de 28% de metanol,
apesar dos picos ainda se apresentarem parcialmente deformados.

Os testes realizados com colunas de fase reversa C18 resultaram em tempos
de retencao baixos para o tenofovir, de forma que os efeitos de matriz eram muito
acentuados para dar continuidade ao desenvolvimento do método com esta coluna.

Os testes relatados até aqui foram executados em CLAE Waters acoplado a
espectrometro de massas Waters Quatro LC. As condicbes testadas neste
equipamento foram otimizadas em CLAE Agilent acoplado a espectrometro de
massas APl 3200. Neste equipamento, cuja sensibilidade é maior, foi possivel
otimizar as condicfes testadas, de forma a reduzir o fluxo e o volume de injecao,
contribuindo para reducéo dos efeitos de matriz observados.

Com relagdo ao método de extragdo, foram testados procedimentos de
precipitacdo de proteinas, extracao liquido-liquido e extracdo em fase solida.

Foram testados vérios procedimentos de extracdo por precipitacdo de
proteinas, com os seguintes solventes:

— Acetonitrila

— Acetonitrila com 0,1% de acido formico

- Acetonitrila com 0,5% de &cido formico e 0,25% de acido acético

- Metanol

- Metanol com 0,1% de &cido formico

— Acido perclérico 5% metanolico seguido de neutralizagcdo com acetato de sodio
0,1M metandlico.

No procedimento de precipitacdo de proteinas empregado foram adicionados
125 pl de plasma contaminado com concentra¢cao conhecida do analito (600 ng/mL)
e 25 pl de solugdo padrdo interno (lamivudina) em tubo eppendorf, o qual foi
submetido a agitacdo em vértex por 5 segundos. Em seguida, adicionou-se 350 l
do solvente precipitante, submeteu-se a agitacdo em voértex por 60 segundos e

centrifugou-se a 14000 rpm por 5 min. Foram injetados 50 pl do sobrenadante.
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O solvente que promoveu maior recuperacdo do analito foi acetonitrila com
acido formico e &cido acético, entretanto, verificou-se efeito de matriz significativo
em todas as condicfes, além de picos inadequados. Na tentativa de eliminar o efeito
matriz, 200 ul do sobrenadante do plasma foram diluidos com 200 pl de fase movel
antes da injecdo. Foi observado reducdo do efeito matriz, porém, os resultados
obtidos com a utilizacdo desta técnica ndo foram reprodutiveis.

Desta forma, a técnica de precipitacdo de proteinas ndo demonstrou
resultados satisfatorios, neste experimento, para o analito em questao.

Foram avaliados procedimentos de extracdo liquido-liquido empregando-se
0S seguintes solventes extratores:

- Acetato de etila: MTBE (éter metil terc-butilico): diclorometano (4:3:3).

— Acetato de etila: MTBE: diclorometano (4:3:3) ap0s acidificacdo do plasma com
25 ul de acido fosférico 5%.

— Acetato de etila: hexano (8:2).

- Acetato de etila: hexano (8:2) apos acidificacdo do plasma com 25 ul de &cido
fosforico 5%.

— Acetato de etila: isopropanol (85:15).

— Acetato de etila: isopropanol (85:15) apos acidificacdo do plasma com 25 ul de
acido fosforico 5%.

A recuperacdo observada para todas as condi¢cdoes avaliadas foi inferior a
10% e a técnica nao foi considerada adequada. Nao foram encontrados relatos na
literatura de utilizacdo desta técnica para o analito em questao.

A técnica de extracdo em fase sélida foi testada em dois tipos de cartuchos:
Waters Oasis HLB® (Waters, EUA) e Phenomenex Strata-X® (Phenomenex, EUA).

No primeiro teste os cartuchos foram condicionados com 1 mL de metanol e 1
mL de agua. Em tubo eppendorf foram adicionados 250 pL de plasma e 50 pL de
solucéo contendo todos os farmacos candidatos a padréo interno (adefovir, aciclovir,
ganciclovir e lamivudina), 50 uL de solucao de tenofovir. Os tubos foram submetidos
a agitacdo em vortex por 2 min, todo o contetado dos tubos foi transferido para o
cartucho apoiado em tubo de ensaio e submeteu-se a centrifugacédo a 3000 rpm por
2 min. Posteriormente, o cartucho foi transferido para um tubo limpo e eluiu-se com
200 pL de solugcdo metanol:agua (1:1). Os resultados de extracao foram superiores a

60%, porém foi observado elevado efeito matriz para ambos os cartuchos.
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Varios testes foram realizados na tentativa de reduzir o efeito matriz. A
eluicdo foi testada com solucdo a 30% de metanol, agua, metanol 100%, acetonitrila
50%, acetonitrila 100%, fase movel [tampao 2 mM de acetato de amoénio + 0,2% de
acido férmico: metanol (85:15)]. Os melhores resultados obtidos foram com metanol
30% e fase movel.

Foram realizadas também alteracdes no procedimento de extracdo com
adicdo de solucdo de éacido fosforico juntamente com o plasma e a solugdo do
padrao interno, que resultou em efeito de matriz ndo significativo quando a fase
movel foi utilizada como eluente. Os melhores resultados foram obtidos com
cartucho Phenomenex Strata-X® (Phenomenex, EUA).

O procedimento final de extracédo foi definido com a adicdo de 200 puL de
acido fosforico 5% juntamente com 250 uL de plasma e 50 pL de solucéo de padréo
interno e eluicdo com 500 pL de fase movel.

Foram realizados testes com colunas C18 de 100 mm e 50 mm, optou-se pela
utilizacdo de coluna C18, 100 mm, uma vez o efeito matriz observado com a
utilizacao da coluna de 50 mm foi significativo.

Considerando os resultados obtidos na extragcao e na cromatografia, optou-se
pela utilizagdo do aciclovir como padrédo interno, uma vez que obteve-se um tempo
de retencdo mais préximo do analito, permitindo a redugdo do tempo da corrida
analitica e melhor intensidade do sinal.

Os espectros de fragmentacdo obtidos para o tenofovir e para o aciclovir

encontram-se nas figuras 22 e 23.
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W +MS2 (287.90) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Tenofovir_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)
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Figura 22 — Espectro de fragmentagio ESI(+) do tenofovir.

W +MS2 (225.88) CE (63): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Aciclovir_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray)
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Figura 23 — Espectro de fragmentagdo ESI(+) do aciclovir.
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1.6 Método bioanalitico

Segue descricdo do preparo das solucbes utilizadas no método e as

condicbes experimentais definidas.

1.6.1 Preparo da solucdo de metanol 50%

Em uma proveta de 1.000 mL, contendo 500 mL de agua ultra-pura,

adicionou-se 500 mL de metanol e homogeneizou-se.

1.6.2 Preparo da solucdo méae de tenofovir

Pesaram-se 10 mg da substancia de referéncia de tenofovir, transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com solugédo de
metanol a 50%. Obteve-se uma concentragao final de 1,00 mg/mL em solucéo.

Transferiu-se 200 pL da solucéo preparada acima para um volume final de 10
mL de plasma. Obteve-se uma concentracgéo final de 20,00 pg/mL da substancia de

referéncia tenofovir em plasma.

1.6.3 Preparo das solucdes padrdo de calibracdo e a mostras de controle de

qualidade

O preparo das solugdes padrao de calibracdo e das amostras de controle de

gualidade foi realizado conforme descrito na tabela 34.
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Tabela 34 - Preparo das solugées padrdo de calibragdo e das  amostras de controle de

qualidade.
Amostra Concentracdo em Volume a ser Solugédo mae em Volume final
plasma (ng/mL) pipetado (uL) plasma ( pg/mL) (mL)

LIQ 5,00 500 0,40 40
2 25,00 1250 0,40 20

100,00 200 20,00 40

200,00 250 20,00 25

400,00 500 20,00 25
LSQ 600,00 750 20,00 25
CQB 15,00 1500 0,40 40
CQM 240,00 300 20,00 25
CQA 480,00 960 20,00 40

LIQ — Limite inferior de quantificacdo
LSQ - Limite superior de quantificacao
CQA — Controle de qualidade alto
CQB - Controle de qualidade baixo
CQM - Controle de qualidade médio

1.6.4 Preparo da solucdo mae do padrao interno acic  lovir

Pesou-se 10 mg da substancia de referéncia de aciclovir, transferiu-se para
baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com metanol 50%. Obteve-se
uma concentracéo final de 1,00 mg/mL.

Transferiu-se 200 pL da solucdo preparada acima para baldo volumétrico de
100 mL e completou-se o volume com metanol 50%. Obteve-se uma concentracao

final de 2,00 pg/mL em solucéo.

1.6.5 Preparo da fase movel

A fase movel utilizada foi composta de uma mistura de tampao 2 mM de
acetato de amonio + 0,2% de acido formico e metanol em uma proporcéo de 85:15.
O preparo foi realizado em um frasco de capacidade de 4.000 mL. Neste frasco
adicionou-se 3.400 mL de agua ultra-pura, 524 mg de acetato de amdnio, 680 uL de
acido férmico e 600 mL de metanol, homogeneizou-se e submeteu-se a ultrassom

por 10 minutos.
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1.6.6 Preparo da solucao de acido fosférico 5%

Em uma proveta de 1.000 mL contendo 500 mL de agua ultra-pura, adicionou-
se 50 mL de acido fosforico, completou-se o volume com agua ultra-pura e

homogeneizou-se.

1.6.7 Condicbes experimentais

- Equipamento: Cromatografo a liquido de alta eficiéncia.

- Coluna cromatografica: ACE C18, 100 x 4,6 mm, 5um.

- Volume de injecao: 5 uL.

- Vazao: 800 pL/min (com utilizac&o de spliter)

- Temperatura da coluna: 20<C.

- Temperatura do auto-injetor: 20C.

- Tempo de corrida: 2,5 minutos.

- Fase moével: tampdo 2 mM de acetato de aménio + 0,2% de &cido férmico:
metanol (85:15).

- Anticoagulante: heparina

- Tempo de retencao para o tenofovir: 1,76 min

- Tempo de retencao para o aciclovir: 2,05 min

- Deteccéo: espectrometro de massas operando no modo de ionizagéo
eletronspray positivo (ESI+).

- Gas de colisdo: N,

Na tabela 35 estdo apresentadas as condi¢bes empregadas no espectrometro

de massas.
Tabela 35 - Condicdes experimentais do espectrdmetro de mass  as.
fon precursor (m/z) Fragmento DP EP CE DWell
(m/z) (V) (V) (v) (ms)
287,90 (tenofovir) 176,10 41,0 4,5 37,0 250,0
225,90 (aciclovir) 152,00 21,0 3,5 35,0 250,0

DP: potencial do cone

EP: potencial de entrada

CE: energia de colisao

DWell: tempo de permanéncia no pico ou tempo de monitoramento
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1.6.8 Método de extracao

O método de extragdo utilizado foi extragdo em fase sdlida com cartucho
Phenomenex Strata-X® (Phenomenex, EUA).

Em um tubo de ensaio adicionou-se 250 pL de plasma, 50 pL de solucédo de
padrao interno, 200 pL de acido fosférico 5% e agitou-se em vortex por 5 segundos.
O conteudo foi totalmente transferido para o cartucho e centrifugou-se por 2 minutos.
ApoOs a centrifugacao transferiu-se o cartucho para um tubo limpo, eluiu-se com 500
uL de fase mével e centrifugou-se por 2 minutos. A solucédo eluida foi transferida

para vial contendo insert e injetou-se 5 L.

1.7 Validacao do método bioanalitico

A validacdo do método bionalitico foi realizada conforme descrito a seguir, de

acordo com recomendacdes da Anvisa (BRASIL, 2003a).

1.7.1 Parametros e critérios de aceitacao

1.7.1.1 Especificidade

No caso de métodos bioanaliticos, os interferentes podem ser componentes
da matriz biologica, metabdlitos, produtos de decomposicdo e medicamentos
utilizados concomitantemente ao estudo.

Foram testadas 6 amostras, sendo 4 amostras de plasma branco normal de
lotes diferentes, 1 amostra de plasma hemolisado e 1 amostra de plasma lipémico,
todas néo contaminadas.

Foram avaliadas amostras extraidas do farmaco e do padrdo interno para
identificar o tempo de retencgéo individual e possiveis interferéncias.

Foram avaliadas também amostras de plasma branco contaminado com
possiveis medicamentos que possam ser utilizados pelos voluntarios, entre estes

foram avaliados cafeina, paracetamol, dipirona e clorfeniramina. Estes farmacos
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foram escolhidos por serem o0s mais comumente encontrados em medicamentos
utiizados para tratamento da cefaléia e sintomas da gripe, que sdo o0s
medicamentos de uso mais comum relatado pelos voluntarios cadastrados no
centro.

As respostas de picos interferentes no tempo de retencédo do farmaco e do
padrdo interno devem ser inferiores, respectivamente, a 20% e 5% da resposta na

concentracao utilizada.

1.7.1.2 Efeito matriz

O efeito matriz pode ser avaliado através de experimentos de recuperagado
onde amostras sdo contaminadas com quantidades conhecidas do analito.

Para o experimento foram preparadas 12 amostras branco extraidas,
utiizando 6 lotes diferentes de plasma branco. As amostras extraidas foram
contaminadas com solugbes de concentragdo conhecida do analito (6 na
concentracédo do CQA e 6 na concentracédo do CQB) e do padrao interno.

Os resultados obtidos foram comparados com amostras preparadas nas
mesmas concentracdes em solucéao.

A variacao foi calculada pela razéo entre a resposta obtida nas amostras pela

resposta obtida em solucéo. A variacdo encontrada deve ser no maximo 15%.

1.7.1.3 Recuperacao

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacao do analito e
do padrdo interno proximos a 100% s&o desejaveis, porém, admite-se valores
menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata (BRASIL, 2003a).

O experimento da recuperacdo foi realizado comparando-se os resultados
analiticos de amostras extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta),
com os resultados obtidos com amostras de solugfes de plasma branco extraidas e
posteriormente adicionadas com as mesmas concentracdes do analito e do padrao

interno.
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Foram preparadas 6 amostras de cada concentracdo (baixa, média e alta) e
extraidas conforme método de extracdo definido. Foram preparadas 18 amostras de
plasma branco, extraidas conforme método de extracdo, e posteriormente
contaminadas com concentracdes baixa, média e alta.

O calculo da recuperacéo foi realizado em fungdo da relagdo de area do
padrdo extraido e ndo extraido, tanto para o analito quanto para o padrdo interno

separadamente.

1.7.1.4 Linearidade, precisdo e exatidao

A curva de calibragao representa a relagéo entre a resposta do instrumento e
a concentragdo conhecida do analito. Deve-se gerar uma curva de calibracdo para
cada farmaco e corrida analitica, a qual sera usada para calcular a concentracdo do
farmaco nas amostras, utilizando-se a mesma matriz biologica proposta para o
estudo (BRASIL, 2003a).
O experimento para avaliacdo da linearidade, precisdo e exatidao foi
conduzido com o preparo das seguintes amostras:
— 2 amostras de plasma branco.
— 2 amostras de plasma branco adicionado com padréo interno.
— 2 amostras de cada concentracdo dos padrbes de calibragéo para construcéo da
curva de calibracdo com padréo interno.
— 6 amostras na concentracao do controle de qualidade alto (CQA).
— 6 amostras na concentracao do controle de qualidade médio (CQM).
— 6 amostras na concentracao do controle de qualidade baixo (CQB).
— 6 amostras na concentragéo do LIQ.
Para avaliagdo dos resultados foram utilizados os seguintes critérios:
- o limite de variacdo da precisdo é de 15% para os CQBs, CQMs e CQAs e de
20% para o LIQ;
— o0 limite de variacao da exatidao € de 85% a 115% para os CQBs, CQMs e CQAs
e de 80% a 120% para o LIQ;

132



— no minimo quatro de seis concentracfes da curva de calibracdo devem cumprir
com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva de
calibracéao;

— no minimo quatro das seis amostras de cada concentracdo (CQA, COM, CQB e
LIQ) devem atender aos limites de preciséo e exatidao;

- o coeficiente de correlacéo linear deve ser igual ou superior a 0,98.

1.7.1.5 Limite de quantificacdo

O pico de resposta do farmaco no LIQ deve ser identificavel e reprodutivel
com preciséo de 20% (vinte por cento) e exatiddo de 80 — 120 % (oitenta a cento e

vinte por cento), através da analise de, no minimo, 5 (cinco) amostras de padrdes.

1.7.1.6 Estudo de estabilidade do farmaco em liquid os bioldgicos

1.7.1.6.1 Estabilidade das solu¢cbes-padrao em matriz

A estabilidade das solucdes-padrédo do farmaco e do padrdo interno em
plasma foi avaliada pela comparagdo dos resultados obtidos para amostras de
preparo recente, amostras armazenadas em freezer e amostras mantidas a
temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas apds preparacao.

Para o experimento foram preparadas as seguintes amostras:

— 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB adicionadas de solucdo de padréo
interno e mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas;

— 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB adicionadas de solucdo de padréo
interno retiradas do freezer ap0s o preparo das amostras do item anterior;

— 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB adicionadas de solucdo de padréo

interno de preparo recente, ndo submetidas a congelamento.
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1.7.1.6.2 Estabilidade das solugbes-padrédo em solugéo

A estabilidade das solucdes-padrédo do farmaco e do padrdo interno em
solucdo foi avaliada pela comparacdo dos resultados obtidos para amostras de
preparo recente, amostras armazenadas em geladeira e amostras mantidas a
temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas ap0ds preparacao.

Para o experimento foram preparadas as seguintes amostras:

— 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB adicionadas de solugao de padréo
interno e mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas;

— 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB adicionadas de solucdo de padréo
interno retiradas da geladeira apds o preparo das amostras do item anterior;

— 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB adicionadas de solucdo de padréo

interno de preparo recente, ndo submetidas a resfriamento.

1.7.1.6.3 Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

O experimento foi executado para avaliagdo da estabilidade do farmaco apds
trés ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando-se, 6 amostras das
concentracdes baixa e alta, nas seguintes condi¢des: as amostras foram congeladas
a temperatura indicada para o armazenamento (-80C) e mantidas por 24 horas,
sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando
completamente descongeladas, as amostras foram novamente congeladas a
temperatura indicada para o armazenamento, por 12 a 24 horas e, assim
sucessivamente, até contemplar os trés ciclos, quantificando-se o farmaco nas
amostras apdés o terceiro ciclo. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos da andlise das amostras recém-preparadas.

Foram preparadas também 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB
recentes.

As amostras foram quantificadas de acordo com uma curva de calibracao.

Foi realizada a comparacdo entre as meédias obtidas para as amostras
submetidas as etapas de congelamento e descongelamento e as amostras recentes.

A variacao aceitavel foi de no maximo 15%.
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1.7.1.6.4 Estabilidade pds-processamento e estabilidade de curta duracédo

Para verificacdo da estabilidade de curta durag&o foram utilizadas 6 amostras
do CQA e 6 amostras do CQB. Cada uma delas permaneceu a temperatura
ambiente de 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro) horas e analisadas.

Para verificagdo da estabilidade poés-processamento foram preparadas 6
amostras CQA e 6 amostras CQB, adicionadas do padréo interno, submetidas ao
processo de extracdo e armazenadas no auto-injetor por um periodo de tempo
superior a duracdo da corrida analitica. Utilizou-se, no minimo, trés amostras das
concentragdes baixa e alta determinadas na validagdo do método analitico.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos da analise das
amostras recém-preparadas.

A variacdo entre as meéedias das amostras do teste de estabilidade e as

amostras recém preparadas deveria ser no maximo 15%.

1.7.1.6.5 Estabilidade de longa duragé&o

O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa duracao
deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra
e a andlise da ultima, de acordo com o cronograma apresentado no protocolo de
estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia (BRASIL, 2003a).

Para o experimento foram utilizadas 6 amostras CQA e 6 amostras CQB
armazenadas pelo periodo definido no estudo e 6 amostras CQA e 6 amostras CQB
recentes.

As concentragfes das amostras de estabilidade foram comparadas com a
média dos valores para as amostras recém preparadas.
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1.7.2 Resultados e discussao

1.7.2.1 Especificidade

A avaliacdo de amostras extraidas do farmaco e do padréo interno permitiu
identificar o tempo de retencéo individual, definido em 1,76 min para o tenofovir e
2,05 min para o aciclovir.

Nenhuma das amostras testadas apresentou pico interferente significativo no
mesmo tempo de retencdo do farmaco e do padrdo interno. Entre os farmacos
testados, também néo foi verificada interferéncia.

Os cromatogramas obtidos para este estudo podem ser verificados nas
figuras 24 a 35.

l Plasma branco normal T - Tenofovir (Unknown) 287.9/176.F amu - sawmpie Tof 14 from VOL.. l Plazms branca normal 1 - Aciclowif)S) (Unknown) 226 971520 amu - sample 1 of 14 fram V02510281 wiff
poak not found) (peak nat found)
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Figura 24 — Cromatograma da analise do plasma branco normal (lote 1).

Fonte: ICF, 2010.
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Figura 25 — Cromatograma da analise do plasma branco normal (  lote 2).

Fonte: ICF, 2010.
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Plasma branco yormal 3 - Tenofovir (Unknown) 287.9/176.7 amy -sample 3 of T4 from V2. Flasma branco normal 3 - AciclovinlS) (Unknown) 225.9/152.0 amu - zample 3 of 14 from WO2ZS1041 wiff
peak not foand) (peak not found)
1.4
= 2.03
20 207
20
18 1.4,
038
15 160
1.82
w ]
14 15
3 E‘[ 121 4
12
%‘ ‘? 047031 081 12
5 10 K 10 044 1.16.. 235
c 15 .54
2
075
& 070 007
5
A
4 008 027 a7
] T ] T T T T
05 10 15 20 a5 10 1.5 20
Time, min Time, min
Fi 26 Al
igura — Cromatograma da anélise do plasma branco normal (lote 3).
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Figura 27 - Cromatograma da analise do plasma branco normal

Fonte: ICF, 2010.

(lote 4).
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Figura 28 - Cromatograma da analise do plasma branco lipémic  o.
Fonte: ICF, 2010.
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Figura 29 — Cromatograma da anélise do plasma branco hemolis  ado.

Fonte: ICF, 2010.
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Figura 30 — Cromatograma da anélise do LIQ extraido.
Fonte: ICF, 2010.
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Figura 31 - Cromatograma da analise do padréo interno extrai  do.

Fonte: ICF, 2010.
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Figura 32 - Cromatograma da andalise do plasma contaminado co  m cafeina.
Fonte: ICF, 2010.
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Figura 33 - Cromatograma da analise do plasma contaminado co

Fonte: ICF, 2010.
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Flasma branco contaminado com Clorfeniramina (50,00 ngfmL)- AciclowinlS) (Unknown) 225.8/152.0 a...
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Figura 35 - Cromatograma da analise do plasma contaminado co ~ m clorfeniramina.

Fonte: ICF, 2010.

1.7.2.2 Efeito matriz

Os resultados obtidos no experimento de avaliagcdo de efeito matriz para
analise do farmaco encontram-se na tabela 36. Todas as amostras de plasma
contaminadas apresentaram desvios menores que 15% em relacdo a meédia dos
resultados obtidos em solucdo, demonstrando que o efeito de matriz ndo é
significativo para o farmaco tenofovir.

Os resultados obtidos no experimento de avaliacdo de efeito matriz para
analise do padrao interno encontram-se na tabela 37. Todas as amostras de plasma
contaminadas apresentaram desvios menores que 15% em relacdo a meédia dos
resultados obtidos em solucdo, demonstrando que o efeito de matriz ndo é

significativo para o padréo interno.

Tabela 36 - Resultados do experimento de avaliagéo do efeito

matriz para o analito.

Amostra CQA (area) CQB (area)
Solucéo Plasma Desvio % Solucéo Plasma Desvio %

1 185100 190193 6,8% 7027 6150 -2,9%
2 184407 201421 13,1% 6788 6002 -5,2%
3 176088 195477 9,7% 6075 6543 3,3%
4 175670 193992 8,9% 5079 6188 -2,3%
5 176440 183244 2,9% 6663 5838 -7,8%
6 171034 187087 5,0% 6355 6398 1,1%

Média 178123 | - | e 6331 | @ - | -

140



Tabela 37 - Resultados do experimento de avaliagéo do efeito

matriz para o padrdo interno.

Amostra CQA (area) CQB (area)
Solugéo Plasma Desvio % Solugéo Plasma Desvio %
1 86951 85167 3,7% 102714 88547 -5,6%
2 79776 81704 -0,6% 102780 88822 -5,3%
3 78865 80964 -1,5% 90540 88574 -5,6%
4 82629 85185 3,7% 85268 101006 7,7%
5 80385 81075 -1,3% 90780 80988 -13,7%
6 84345 86964 5,8% 90680 91844 -2,1%
Média 82159 | - | - 93794 | - | -

CQA — Controle de qualidade alto
CQB - Controle de qualidade baixo

1.7.2.3 Recuperacao

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacao do analito e
do padrdo interno proximos a 100% s&o desejaveis, porém, admite-se valores
menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata.

O experimento da recuperacdo foi realizado comparando-se os resultados
analiticos de amostras extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta),
com os resultados obtidos com amostras ndo extraidas (solu¢des de plasma branco
extraidas adicionadas com as mesmas concentracbes do analito e do padrdo
interno).

Os resultados obtidos para a recuperacdo do analito e para o padrao interno
encontram-se nas tabelas 38 e 39, respectivamente.

Na literatura sé@o relatados métodos de extracdo com valores de recuperacao
superiores (GOMES et al, 2008; REZK et al, 2005; NIROGI et al, 2008), porém, os
resultados descritos ndo foram reproduzidos nas tentativas realizadas, considerando
as condi¢Bes analiticas do laboratério. Observou-se que a utilizacdo de métodos
com maior recuperacéao, resultava em maiores efeitos de matriz.

Desta forma, considerando que os demais parametros foram validados com
sucesso, que o procedimento empregado na extracdo é reprodutivel e que o método

desenvolvido € de simples execucao, rapido e permite o doseamento do tenofovir
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em plasma, concluiu-se que o meétodo de extracdo empregado apresentou-se

adequado aos objetivos deste trabalho.

Tabela 38 — Resultados de recuperacéo obtidos na extracdo do  analito.

CQA (area) CQM (area) CQB (area)
Amostra N&o extraida | Extraida N&o extraida | Extraida N&o extraida | Extraida
1 191322 39765 91534 21906 6703 1491
2 189598 48854 84497 24526 6997 1684
3 200568 374469 86778 23642 7255 1402
4 195995 42627 94332 22953 6773 1344
5 183472 43123 88300 23375 6021 1344
6 181641 43375 90987 22639 6215 1405
Média 190433 42536 89405 23174 6661 1445
Recuperagéao 22,3% 25,9% 21,7%
Média 23,3%

CQA — Controle de qualidade alto
CQB — Controle de qualidade baixo
CQM — Controle de qualidade médio
CV - coeficiente de variagcédo

Tabela 39 - Resultados de recuperagéo obtidos na extragio do

padrdo interno.

Amostra N&o extraida (area) Extraida (are a)
1 96400 18022
2 93104 20405
3 88415 18759
4 93652 20240
5 92213 19494
6 97257 19653
7 82727 17698
8 86370 19816
9 86832 20223
10 84938 20131
11 83134 19417
12 85113 19551
13 98148 20366
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Tabela 39 (conclus&o)

Amostra N&o extraida (area) Extraida (area)
14 99563 20067
15 98674 19812
16 112785 19858
17 94708 19359
18 97724 19712
Média 92875 19588
Ccv 8,2% 3,8%
Recuperacéo 21,1%

CV - coeficiente de variagcédo

1.7.2.4 Linearidade, precisdo e exatiddo

A precisao de um método analitico foi avaliada pelo coeficiente de variacdo de
uma série de medidas e a exatidao pela comparacédo com o valor tedrico esperado.

O experimento da precisdo e da exatiddo foi realizado com trés lotes
diferentes de plasma, os resultados encontram-se nas tabelas 40, 41 e 42. Os
resultados comparativos entre os trés lotes avaliados encontram-se na tabela 43.

A linearidade do método foi testada na faixa de 5,00 ng/mL a 600,00 ng/mL.
Para validacdo deste parametro foram construidas 6 curvas de calibragéo utilizando
duplicatas de cada nivel de concentracdo descrito na tabela 44. Os resultados
obtidos para as curvas de calibracdo encontram-se na tabela 45. A equacdo da
curva e coeficiente de correlacao calculado para cada uma das curvas encontra-se
na tabela 46.

Pelos resultados obtidos, 0 método se demonstrou preciso e exato, todos 0s
critérios de aceitacdo definidos foram cumpridos. A variagdo maxima encontrada na
analise intra-lote foi de 5,5% para o CQB, 8,0% para o0 CQM e 4,0% para o CQA,
sendo menores que o limite de 15%. Para o LIQ a variagdo maxima foi de 10,2%,
menor que o limite de 20%.

Todas as amostras da curva de calibracdo atenderam aos limites de precisao
e exatidao, ou seja, os desvios encontrados foram inferiores a 15% para todas as
concentracg0des, incluindo o LIQ. O coeficiente de correlagéo linear foi superior a 0,98
para todas as curvas obtidas. Dessa forma, o método encontra-se validado no

parametro linearidade.
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Tabela 40 - Resultados do experimento da preciséo e da exati

dao para o lote 1.

Amostras LIQ (ng/mL) CQB (ng/mL) CQM (ng/mL) CQA (ng/mL)
1 3,89 13,24 244,27 471,93
2 4,11 14,56 226,22 459,52
3 4,67 15,48 218,74 478,50
4 4,36 14,06 190,07 470,17
5 4,58 15,14 224,77 437,11
6 5,07 14,66 223,49 459,66
Média 4,45 14,52 221,26 462,82
cv 9,5% 5,5% 8,0% 3,2%
Exatidéo 88,9% 96,8% 92,2% 96,4%

LIQ — Limite inferior de quantificacdo
CQA - Controle de qualidade alto
CQB - Controle de qualidade baixo
CQM — Controle de qualidade médio
CV — Coeficiente de variacdo

Tabela 41 - Resultados do experimento da preciséo e da exati

dao para o lote 2.

Amostras LIQ (ng/mL) CQB (ng/mL) CQM (ng/mL) CQA (ng/mL)
1 4,70 13,60 241,57 477,89
2 4,01 13,67 225,20 458,01
3 4,10 12,82 220,31 453,24
4 3,84 13,00 218,94 445,14
5 3,76 14,10 220,02 479,76
6 4,74 13,71 216,25 455,28
Média 4,19 13,48 223,72 461,55
Ccv 10,2% 3,6% 4,1% 3,0%
Exatiddo 83,8% 89,9% 93,2% 96,2%

LIQ — Limite inferior de quantificacdo
CQA - Controle de qualidade alto
CQB - Controle de qualidade baixo
CQM - Controle de qualidade médio
CV — Coeficiente de variacdo
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Tabela 42 - Resultados do experimento da preciséo e da exati

dao para o lote 3.

Amostras LIQ (ng/mL) CQB (ng/mL) CQM (ng/mL) CQA (ng/mL)

1 4,75 15,91 227,45 435,19
2 5,60 14,68 230,73 467,01
3 6,13 16,44 220,29 481,93
4 5,56 16,11 243,06 464,63
5 573 14,73 245,85 484,14
6 5,94 14,55 266,46 451,23

Média 5,62 15,40 238,97 464,02

Ccv 8,5% 5,5% 6,9% 4,0%

Exatidéo 112,4% 102,7% 99,6% 96,7%

LIQ — Limite inferior de quantificacdo

CQA — Controle de qualidade alto

CQB — Controle de qualidade baixo

CQM — Controle de qualidade médio

CV — Coeficiente de variacdo

Tabela 43 - Resultados inter-lotes.

Parametros LIQ CQB COM CQA
Média 4,75 14,47 227,98 462,80
Ccv 16,0% 7,3% 7,1% 3,2%
Exatidéo 95,0% 96,5% 95,0% 96,4%

LIQ — Limite inferior de quantificacdo

CQA — Controle de qualidade alto
CQB — Controle de qualidade baixo

CQM — Controle de qualidade médio

CV - Coeficiente de variacao

Tabela 44 - valores tedricos para curva de calibrag&o.

Amostra

Nivel

Concentracdo (ng/mL)

Curva de calibracéo

LIQ

LSQ

5,00
25,00
100,00
200,00
400,00
600,00

LIQ — Limite inferior de quantificacdo
LSQ - Limite superior de quantificacdo
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Tabela 45 - Resultados obtidos para as curvas de calibrag&o.

Concentracéo

nominal Curval | Desvio% |Curva2 |Desvio% [Curva3  Desvio % Curva4 | Desvio % |Curva5 |[Desvio% [Curva6 Desvio %
(ng,/g]OL) 5,06 1,23 4,86 -2,76 5,01 0,14 4,87 -2,66 5,38 7,51 4,92 -1,70
5,00 4,97 -0,50 5,20 4,06 5,00 0,04 5,09 1,73 4,51 -9,70 5,07 1,37
25,00 23,47 -6,10 24,64 -1,44 23,56 -5,76 25,69 2,74 25,85 3,42 24,84 -0,65
25,00 25,41 1,64 22,97 -8,12 25,27 1,06 25,16 0,62 26,80 7,20 25,50 1,99
100,00 105,08 5,08 112,43 12,43 109,26 9,26 96,65 -3,35 97,84 -2,16 102,89 2,89
100,00 100,67 0,67 103,08 3,08 102,93 2,93 106,77 6,77 106,45 6,45 97,79 -2,21
200,00 199,48 -0,26 205,02 2,51 216,54 8,27 210,72 5,36 202,30 1,15 207,74 3,87
200,00 185,35 -7,32 179,27 -10,37 211,85 5,92 209,37 4,69 196,98 -1,51 197,83 -1,08
400,00 410,86 2,71 416,09 4,02 390,04 -2,49 386,45 -3,39 380,82 -4,80 391,91 -2,02
400,00 410,50 2,63 415,28 3,82 384,94 -3,77 378,86 -5,29 388,41 -2,90 405,71 1,43
600,00 607,82 1,30 593,41 -1,10 533,46 -11,09 582,08 -2,99 574,46 -4,26 594,48 -0,92
600,00 593,50 -1,08 563,18 -6,14 572,84 -4,53 574,51 -4,25 597,57 -0,41 582,28 -2,95

Tabela 46 - Equacdes e coeficientes de correlagéo das curvas

de calibracéao.

Curva Equacéo da curva Coeficiente de correlacao
1 Y =0,0042 x + 0,0016 0,9992
2 Y =0,0037 x + 0,0016 0,9975
3 Y =0,0029 x + 4,51e-005 0,9978
4 Y =0,0029 x + 7,73e-005 0,9989
5 Y =0,0029 x + 0,0012 0,9982
6 Y =0,0031 x + 0,0010 0,9997

146




1.7.2.5 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo do método foi definido como sendo 5,00 ng/mL, que

corresponde ao menor nivel estudado nos testes de precisao e exatiddo do método.

1.7.2.6 Estudo de estabilidade do farmaco em liquid os bioldgicos

1.7.2.6.1 Estabilidade das solu¢gbes-padrdao em matriz

A estabilidade das solu¢des padrao do analito em matriz foi avaliada apés um
periodo de 7 dias a —20C e apds 06h e 30min em tem peratura ambiente. A
estabilidade do padrao interno foi avaliada apenas em temperatura ambiente, uma
vez que o plasma € contaminado no momento da analise e a amostra ndo é
armazenada em freezer contaminada com o padréo interno. Os resultados obtidos
foram comparados com os encontrados na analise de amostras de preparo recente.

Os resultados estao apresentados nas tabelas 47 e 48.

Tabela 47 — Resultado da avaliagio da estabilidade do analito ~ em matriz.

CQB (area) CQA (area)
Amostra Recente | Temp. ambiente Freezer | Recente | Temp. ambiente Freezer
1 3791 3152 3856 95351 102758 90520
2 3529 3526 3539 116685 107972 87664
3 3134 3380 3168 89797 111490 117367
4 3736 3695 3863 113566 118616 116102
5 4333 3312 4115 111909 101118 113267
6 3049 3286 3263 99832 104516 97798
Média 3595 3392 3634 104523 107745 103786
Ccv 13,2% 5,7% 10,3% 10,5% 6,0% 12,9%
Variacdo - -5,7% 1,1% - 3,1% -0,7%

CQA — Controle de qualidade alto
CQB - Controle de qualidade baixo
CV - coeficiente de variagédo
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Tabela 48 — Resultado da avaliagdo da estabilidade do padrdoi  nterno em matriz.

Amostra Recente (area) TC ambiente (area)
1 70158 68674
2 85250 71810
3 71626 73081
4 89906 80546
5 90595 71018
6 79265 76793
7 89642 74788
8 80356 74820
9 76534 74842
10 90222 91580
11 99426 74417
12 76621 72988
Média 83300 75446
Ccv 10,7% 7,8%
Variagao -9,4%

CV - coeficiente de variagcédo

Pela avaliacdo dos resultados obtidos, verificou-se que as solu¢des do analito

e do padrdo interno se mantiveram estaveis na matriz nas condigbes e pelos

periodos avaliados.

1.7.2.6.2 Estabilidade das solu¢cbes-padrédo em solucéo

A estabilidade das solucfes padrao do analito e do padrao interno em solugéo

foi avaliada nas condi¢des de -2€C a 8T pelo perio do de 7 dias e ap6s 8 h em

temperatura ambiente. Os resultados encontrados estdo apresentados nas tabelas

49 e 50.

Pela avaliacdo dos resultados obtidos, verificou-se que as solu¢des do analito

e do padrdo interno se mantém estaveis em solucéo nas condigdes e nos periodos

avaliados.
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Tabela 49 - Resultados da avaliagio da estabilidade do anali

to em solucéo.

CQB (area) CQA (area)

Amostra Recente | Temp. ambiente Geladeira | Recente | Temp. ambiente | Geladeira
1 3638 3361 3806 95628 100580 94832
2 3202 3596 3222 115282 103648 88366
3 3195 3460 3063 91695 102560 112800
4 4049 3530 3487 109715 107115 113199
5 4190 3348 3718 108170 99792 107793
6 3129 3384 3045 100399 106980 98930

Média 3567 3447 3390 103482 103446 102653

Ccv 13,1% 2,9% 9,7% 8,8% 3,0% 9,9%

Variacdo - -3,4% -5,0% - 0,0% -0,8%

CQA — Controle de qualidade alto
CQB — Controle de qualidade baixo

CV - coeficiente de variagédo

Tabela 50 — Resultado da avaliag&o da estabilidade do padréo i

nterno em solucéo.

Amostra Recente (area) Temp. ambiente (area) Geladeira (area)
1 70521 69511 78408
2 87463 73395 73863
3 69473 77795 89705
4 88188 78718 85754
5 90994 73976 90903
6 81904 78805 77760
7 93288 77511 89623
8 83291 76491 86045
9 77147 71980 79732
10 91014 74291 98760
11 100532 72863 97513
12 78154 69594 77690
Média 84331 74578 85480
CcVv 11,1% 4,4% 9,5%
Variacao - -11,6% 1,4%

CV - coeficiente de variagédo
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1.7.2.6.3 Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras foram submetidas a ciclos de congelamento (-80C) e
descongelamento (temperatura ambiente), conforme descrito no item 1.7.1.6.3. Os
resultados obtidos encontram-se na tabela 51.

Tabela 51 - Resultados da avaliagio da estabilidade apds cic  los de congelamento/

descongelamento.

CQB (ng/mL) CQA (ng/mL)
Amostra Recente ECCD Recente ECCD
1 14,83 15,88 462,22 489,67
2 14,06 14,68 478,66 466,88
3 15,72 14,25 449,39 513,85
4 14,26 15,39 483,34 468,43
5 15,97 14,20 455,13 438,95
6 16,19 15,56 460,68 446,16
Média 15,17 14,99 464,90 470,66
cv 6,0% 4,8% 2,9% 5,9%
Exatiddo 101,1% 100,0% 96,9% 98,1%
Variacdo -1,2% 1,2%

CQA — Controle de qualidade alto

CQB - Controle de qualidade baixo

CV - coeficiente de variagédo

ECCD - estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

Os resultados obtidos demonstram que o analito € estavel quando submetido
a ciclos de congelamento e descongelamento, uma vez que todas as variacdes

encontram-se dentro dos limites de aprovacéao.

1.7.2.6.4 Estabilidade pds-processamento e estabilidade de curta duracédo

No experimento para avaliacdo da estabilidade de curta duragcdo as amostras
foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por um periodo de 6h e 15min
e submetidas ao processo de extracdo. A estabilidade de curta duracéo foi avaliada
apenas para o0 analito, uma vez que as amostras ndo foram armazenadas

contaminadas com o padrao interno. Os resultados encontram-se na tabela 52.
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No experimento para avaliacdo da estabilidade pds-processamento, as
amostras foram submetidas ao processo de extracdo e mantidas no auto-injetor, a
20C, por um periodo de 28h 34min. Os resultados para o analito e para o padrdo

interno encontram-se nas tabelas 53 e 54, respectivamente.

Tabela 52 — Resultados da avaliag&o da estabilidade de curtad  urag&o para o analito.

CQB (ng/mL) CQA (ng/mL)
Amostra Recente ECD Recente ECD
1 15,34 14,74 458,56 463,15
2 14,68 13,64 461,08 508,28
3 14,85 14,28 452,23 493,90
4 14,60 14,35 497,79 469,45
5 15,40 14,10 465,03 449,08
6 15,42 14,41 472,33 477,63
Média 15,05 14,25 467,84 476,92
cv 2,5% 2,6% 3,4% 4,5%
Exatiddo 100,3% 95,0% 97,5% 99,4%
Variacdo -5,3% 1,9%

CQA — Controle de qualidade alto
CQB - Controle de qualidade baixo
CV - coeficiente de variagédo

ECD - estabilidade de curta duragéo

Tabela 53 - Resultados da estabilidade pos-processamento do  analito.

CQB (ng/mL) CQA (ng/mL)
Amostra Recente EPP Recente EPP
1 15,41 14,73 499,59 485,76
2 13,76 14,87 476,99 475,41
3 15,90 15,20 479,37 479,29
4 16,06 15,94 439,68 489,48
5 16,97 14,70 475,53 468,32
6 15,55 15,24 461,60 418,75
Média 15,61 15,11 472,13 469,50
CcVv 6,8% 3,1% 4,2% 5,5%
Exatidéo 104,1% 100,8% 98,4% 97,8%
Variacdo -3,2% -0,6%

CQA - Controle de qualidade alto

CQB - Controle de qualidade baixo

CV - coeficiente de variagcédo

EPP — estabilidade pds-processamente
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Tabela 54 - Resultados da estabilidade pos-processamento do

padréo interno.

Amostra Recente (ng/mL) EPP (ng/mL)
1 66591 61088
2 67295 67229
3 67799 63597
4 81055 60877
5 74388 62391
6 64459 72508
7 68698 71028
8 70350 73198
9 66456 71089
10 67394 62614
11 61839 69520
12 68583 66709
Média 68742 66821
CVv 7,2% 6,9%
Variacéo -2,8%

CV - coeficiente de variagédo
EPP - estabilidade pds-processamente

1.7.2.6.5 Estabilidade de longa duracéo

Para avaliacao da estabilidade de longa duracédo, as amostras permaneceram

armazenadas a temperatura de -80C pelo periodo de 121 dias, tempo superior ao

compreendido entre a data da primeira coleta e data da analise da ultima amostra

que foi de 52 dias. Os resultados estdo apresentados na tabela 55.

Pela avaliacdo dos resultados do experimento pode-se concluir que o analito

€ estavel nas condicdes de armazenamento por tempo superior ao tempo de

duracéo do estudo.
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Tabela 55 - Resultados da estabilidade de longa duragéo para

o analito.

CQB (ng/mL)

CQA (ng/mL)

Amostra Recente ELD Recente ELD

1 15,37 15,65 505,66 460,65

2 14,00 13,84 459,56 467,76

3 14,69 13,90 433,59 521,87

4 15,77 13,60 461,74 528,60

5 15,63 16,20 487,90 427,90

6 16,33 15,47 473,55 472,70
Média 15,30 14,78 470,33 487,41
CcVv 5,44% 7,60% 5,30% 6,10%
Exatidéo 101,99% 98,51% 97,99% 101,54%
Variacao -3,41% 3,63%

CQA - Controle de qualidade alto

CQB — Controle de qualidade baixo
CV - coeficiente de variagédo
ELD - estabilidade de longa duracao
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CAPITULO 4
ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA/ BIODISPONIBILIDADE
RELATIVA
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1 ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA/ BIODISPONIBILIDADE REL ATIVA

O estudo intitulado “Avaliacdo da bioequivaléncia farmacéutica do farmaco
Fumarato de Tenofovir Desoproxila — Funed Tenofovir 300mg [Blanver
Farmoquimica Ltda / Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED)] sob a forma de comprimido
revestido versus o Viread® 300mg (United Medical Ltda) sob a forma de comprimido
revestido, em voluntarios sadios apds alimentacdo padronizada, utilizando técnicas
de Cromatografia Liquida” foi conduzido conforme as diretrizes e normas de
pesquisa envolvendo seres humanos das Resolugdes n® 196/96 e 251/97 do
Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saude, das Boas Praticas Clinicas
segundo a Conferéncia Internacional em Harmonizacdo (ICH) e de acordo com a
Declaracéao de Helsinque (1964) e suas revisoes.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP em 27 de abril de 2010 (Anexo B).

O estudo foi executado pelo ICF — Instituto de Ciéncias Farmacéuticas de
Estudos e Pesquisas, centro devidamente certificado pela Anvisa em Boas Praticas
em Biodisponibilidade/ Bioequivaléncia para as etapas clinica, analitica e estatistica
de acordo com a Resolu¢cdo RE n° 5.836, de 16 de dezembro de 2010.

1.1 Procedimento do estudo

O estudo foi do tipo quantitativo direto com delineamento aleatorio,
monocéntrico, aberto, cruzado, randomizado, prospectivo, dois tratamentos, dois
periodos, duas sequéncias, utilizando-se 36 voluntarios sadios (masculino e
feminino), com idade variando na faixa de 18 — 50 anos de idade, onde os
voluntarios receberam, em cada periodo, a formulacdo teste ou a formulag&o
referéncia de acordo com a lista de randomizacéo e apos alimentacdo padronizada.

De acordo com a resolucdo RE n°. 1170, de 19 de abril de 2006, o intervalo
entre os periodos (washout) deve ser de, no minimo, sete meias-vidas de eliminacéo
do farmaco e/ou metabdlito (BRASIL, 2006). O medicamento em questao, tenofovir,

apresenta meia-vida de aproximadamente 17 horas, sendo assim, o periodo de
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washout do estudo foi de 3 semanas afim de certificar-se que o medicamento foi

eliminado completamente do organismo.

1.2 Selecé&o dos voluntarios

Foram selecionados 36 voluntarios (18 individuos do sexo masculino e 18
individuos do sexo feminino) com idade de 18 a 50 anos.
Os seguintes critérios foram utilizados para inclusdo dos voluntarios:

- Indice de Massa Corpérea (IMC) compreendido na faixa de 18,5 a 25,0 podendo
variar até 15% quanto ao limite superior (18,5 a 28,75);

— ser considerado saudavel apos avaliacéo clinica;

— ter concordado livremente e assinado o termo de consentimento;

Os segquintes critérios foram utilizados para excluir um voluntario do estudo:

— resultados dos exames complementares fora dos valores considerados normais,

— voluntarios que foram submetidos a cirurgia ou que foram internados por
qualquer motivo antes do inicio do estudo serdo avaliados criteriosamente pelo
médico quanto a admissao no estudo;

- teste positivo para hepatite B, hepatite C ou HIV nos exames pré-estudo;

— ter sabidamente uma hipersensibilidade ao farmaco em estudo ou a compostos
quimicamente relacionados;

— ter participado de qualquer estudo experimental ou ter ingerido qualquer farmaco
experimental dentro dos seis meses que antecedem o inicio deste estudo, em
cumprimento a Resolugcdo RDC n°34, de 3 de junho de 2008;

- ter feito uso de medicacao regular dentro das 2 semanas que antecederam o
inicio do estudo. Sera permitido apenas o0 uso de anticoncepcional para
mulheres. O uso eventual de medicacado, que a juizo do Investigador ou médico
responsavel nado interfira na farmacocinética do medicamento em estudo néo
sera considerado como critério de exclusao;

— histérico de abuso de alcool ou ter ingerido bebidas alcodlicas nas 24 horas que
antecedem o periodo de internagéo;

— histérico de abuso de drogas (maconha e haxixe - serdo excluidos os voluntarios

gue apresentaram o0 uso em menos de trés meses antes da consulta - e para
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drogas como a cocaina, fenciclidina, crack, heroina serdo excluidos os
voluntarios que apresentaram o uso em menos de 1 ano antes da consulta);
consumo de farmacos indutores e/ou inibidores do metabolismo hepéatico,
organotoxicas ou que apresentem tempo de meia-vida longo (meia-vida
>50horas) dentro de 30 dias antes da administragédo do medicamento em estudo;
uso de inibidores da monoamina oxidase (MAO) duas semanas antes do inicio
do tratamento;

uso de inibidores de recaptacéo de serotonina;

doenca psiquiatrica e/ou doenca psicologica (inclusive depressao), a menos que
julgado clinicamente nao significante pelo investigador clinico;

historico clinicamente significante e/ou presenca de patologia gastrintestinal,
sintomas gastrintestinais presentes, doenca hepatica ou renal, ou outra condi¢cao
conhecida que pode interferir na absorcdo, distribuicdo, metabolismo, ou
excrecdo do medicamento. Voluntarios que apresentaram episodios de vémito
dentro das 24 horas antes da administracdo do medicamento deverdao ser
avaliados pelo investigador clinico;

histérico clinicamente significante ou presenca de doenca neurologica, enddcrina,
pulmonar, hematologica, imunoldgica, cerebral, metabdlica ou doenca
cardiovascular, hipo ou hipertensdo de qualquer etiologia que necessite de
tratamento farmacoldgico; histérico ou caso clinico de infarto do miocardio,
angina e/ou insuficiéncia cardiaca;

ter doado ou perdido 450 mL ou mais de sangue dentro dos trés meses que
antecederam ao estudo;

fumante inveterado (fumar mais de 5 cigarros por dia);

exame de BHCG (gonadotrofina coridnica humana) positivo para mulheres;

mulheres que estejam em periodo de amamentacéo.

1.3 Administragao dos medicamentos

Em cada periodo, os voluntarios receberam por via oral uma dose de 300mg

fumarato de tenofovir desoproxila (245mg de tenofovir desoproxila)

correspondente a 1 comprimido revestido do medicamento teste (Fumarato de
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tenofovir desoproxila/ Funed Tenofovir, lote 09080844) ou 1 comprimido revestido do
medicamento referéncia (Viread®, lote T190391) juntamente com 200mL de agua. O
medicamento foi administrado 30 minutos apos a ingestdo do café da manha
padronizado.

Apés a administracdo do medicamento o0s voluntarios permaneceram
sentados (plano de 45°) durante as primeiras quatro horas.

Os voluntéarios foram divididos em grupos conforme lista de randomizacao

apresentada na tabela 56.

1.4Periodo de jejum e alimentagéo

A dltima refeicdo dos voluntarios foi realizada até as 20h e 30min do dia
anterior ao estudo e 0s mesmos permaneceram em jejum por no minimo 10 horas
até o dia seguinte, quando receberéao café da manha padronizado 30 minutos antes
da administracdo do medicamento em estudo.

A dieta oferecida aos voluntéarios sadios foi padronizada, destacando ainda a
proibicdo da ingestédo de bebidas ou alimentos contendo cafeina ou xantinas.

Os voluntéarios receberam almoco, lanche da tarde, jantar e café da manha
respectivamente quatro, oito, doze e vinte e quatro horas apds a administracdo do
medicamento.

A ingestédo de liquidos foi proibida de sete horas antes da administracéo do

medicamento até duas horas apos a administracdo do mesmo.

1.5Coleta das amostras

Antes da administracdo do medicamento em estudo (Periodo 1 e 2) foi
realizada uma coleta de 15mL de sangue (pool) para a validacdo de metodologias
analiticas e para o banco de plasma dos voluntarios para preparacado das curvas

padrao a serem utilizadas durante o estudo.
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Tabela 56 - Lista de randomizagéo.

Voluntario Sexo Periodo 1 Periodo 2
01 Masculino Teste Referéncia
02 Masculino Referéncia Teste
03 Masculino Referéncia Teste
04 Feminino Referéncia Teste
05 Feminino Referéncia Teste
06 Feminino Referéncia Teste
07 Masculino Teste Referéncia
08 Masculino Teste Referéncia
09 Feminino Referéncia Teste
10 Masculino Teste Referéncia
11 Feminino Teste Referéncia
12 Masculino Teste Referéncia
13 Masculino Referéncia Teste
14 Feminino Teste Referéncia
15 Feminino Referéncia Teste
16 Feminino Referéncia Teste
17 Masculino Referéncia Teste
18 Masculino Teste Referéncia
19 Masculino Referéncia Teste
20 Feminino Teste Referéncia
21 Masculino Referéncia Teste
22 Feminino Teste Referéncia
23 Feminino Teste Referéncia
24 Masculino Referéncia Teste
25 Feminino Referéncia Teste
26 Feminino Teste Referéncia
27 Feminino Teste Referéncia
28 Masculino Teste Referéncia
29 Masculino Teste Referéncia
30 Masculino Referéncia Teste
31 Feminino Referéncia Teste
32 Masculino Teste Referéncia
33 Masculino Referéncia Teste
34 Feminino Teste Referéncia
35 Feminino Referéncia Teste
36 Feminino Teste Referéncia
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A coleta pré-dose (coleta 1 - tempo zero), foi realizada antes da administracao
do medicamento.

No total foram coletadas 52 amostras de sangue de 7,5mL e 2 amostras de
sangue de 15 mL cada (pool), conforme tabela 57. O volume total de sangue
incluindo os 15 mL da triagem e pdés-estudo ndo ultrapassou 450mL de sangue por
voluntario.

Os voluntarios foram liberados da internacdo apos a coleta de 24 horas e
retornaram para as coletas de 36, 48, 72 e 96 horas.

Foram monitorados a pressao arterial, temperatura e pulso dos voluntarios de

acordo com os horarios estabelecidos na tabela 57.

1.6 Processamento das amostras

A coleta foi realizada utilizando o sistema S-Monovette SARSTEDT®
contendo o anticoagulante heparina. Apés a coleta, todos os tubos de ensaio foram
centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos. Apds centrifugacdo o plasma
(sobrenadante) foi separado do sedimento e distribuido em tubos de
armazenamento. Os tubos de armazenamento foram congelados em um banho de
gelo seco e imediatamente transferidos para freezer a — 80C. Foram congelados 2
tubos de armazenamento com 2,0 mL de plasma destinados para 0 ensaio
propriamente dito e amostra de retencgao.

1.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada conforme recomendacdes da Anvisa
(BRASIL, 2003b) e do Food and Drug Administration (FDA, 2001). Os parametros
farmacocinéticos foram obtidos das curvas de concentragdo sanguinea do farmaco
“versus” tempo, e analisados estatisticamente para determinagcdo da
bioequivaléncia. Os seguintes parametros farmacocinéticos foram determinados:

Cmax. pico de concentracdo maxima do farmaco, obtido a partir dos dados

experimentais;
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Tabela 57 - Cronograma de coletas e avaliagdo dos sinais vit  ais

N°da coleta Tempo (h) Volume coletado (mL) Avaliacéo de sinais vitais

POOL Antes da 15,0 NA

1 (pré-dose) adm|n|-stra<;éo do 7,5 PA, pulso, temperatura
medicamento

2 00:10 7,5 NA

3 00:20 7,5 NA

4 00:30 7,5 NA

5 00:40 7,5 NA

6 00:50 7,5 NA
7 01:00 7,5 PA, pulso, temperatura

8 01:15 7,5 NA

9 01:30 7,5 NA

10 01:45 7,5 NA
11 02:00 7,5 PA, pulso, temperatura

12 02:15 7,5 NA

13 02:30 7,5 NA
14 03:00 7,5 PA, pulso, temperatura

15 03:30 7,5 NA
16 04:00 7.5 PA, pulso, temperatura

17 05:00 7,5 NA

18 06:00 7,5 NA
19 08:00 7,5 PA, pulso, temperatura

20 10:00 7,5 NA
21 12:00 7,5 PA, pulso, temperatura
22 24:00 7.5 PA, pulso, temperatura
23 36:00 7.5 PA, pulso, temperatura
24 48:00 7.5 PA, pulso, temperatura
25 72:00 7,5 PA, pulso, temperatura
26 96:00 7,5 PA, pulso, temperatura

ASCy. : area sob a curva de concentracdo sanglinea versus tempo, do tempo
zero ao tempo t, onde t é o tempo relativo a dltima concentracdo do farmaco
determinada experimentalmente (acima do limite de quantificacéo);

ASCy.inf : area sob a curva de concentracdo sanguinea versus tempo, calculada
do tempo zero ao tempo infinito, onde ASCy.irt = ASCo. + Ct/k, onde Ct € a ultima
concentracdo do farmaco determinada experimentalmente (acima do limite de

quantificacdo) e k é a constante de eliminacdo da fase terminal.
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Tmax: tempo para atingir Cpax
-ty meia-vida de eliminag&o do farmaco (BRASIL, 2006).

Os resultados obtidos foram avaliados por meio de analise de variancia
(ANOVA) e da construcao do intervalo de confianca 90%. O modelo de ANOVA
incluiu os termos sequéncia, periodo, formulacdo e voluntario dentro da sequéncia.

Os dados obtidos para os parametros ASCy.; € Cmax foram transformados em
logaritmo natural. Em geral, a distribuicdo dos dados transformados se aproxima
mais a uma distribuicdo normal em relagéo aos dados originais (ANVISA, 2006).

Os medicamentos sao considerados bioequivalentes se os valores extremos
do intervalo de confianca de 90% da razdo das médias geométricas (ASCo.t
teste/ASCy.; referéncia e Cmax teste/Cmax referéncia) forem maiores que 0,8 e
menores que 1,25 (ANVISA, 2006).

Os calculos dos parametros farmacocinéticos serdo processados no software
WinNonlin Professional (Pharsight®, EUA).

1.8 Resultados e discussao

1.8.1 Voluntéarios que concluiram o estudo

Dos 36 voluntarios incluidos, 35 concluiram o estudo. O voluntario 31, sexo
feminino, foi excluido do estudo durante a avaliacdo clinica realizada na pre-
internacdo do periodo 2 pelo relato de utilizacdo de 1 comprimido de diclofenaco
sbdico no dia anterior a internacdo. Este voluntario recebeu apenas o medicamento

referéncia no periodo 1.

1.8.2 Eventos adversos durante o estudo

N&o ocorreram eventos adversos graves nos dois periodos do estudo, o
evento mais comumente relatado pelos voluntarios foi cefaléia e a intervencéo
farmacoldgica, quando considerada necesséaria pela avaliacgdo médica, foi a
administracao de paracetamol 750 mg por via oral.
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1.8.3 Desvios de coleta

Nas coletas do periodo da internacdo ocorreram alguns atrasos sendo que o
maior deles foi de 10 minutos, os atrasos foram devidos a perda do acesso venoso.

Nas coletas externas, apos a alta dos voluntarios, ocorreram adiantamentos
de coletas, sendo o maior deles foi de 1 hora e 26 minutos.

Os desvios ocorridos ndo causaram consequéncias significativas ao estudo.

1.8.4 Resultados das concentracdes plasmaticas

A tabela 58 apresenta as concentracdes plasmaticas médias de tenofovir
apos administracdo dos medicamentos referéncia e teste a 35 voluntarios sadios. Os
valores individuais sédo apresentados no anexo A.

As concentracdes abaixo do limite inferior de quantificacdo (LIQ) foram
consideradas iguais a 0 (zero) para fins de céalculos estatisticos.

Os pontos a serem reanalisados foram definidos conforme critérios previstos
em procedimento. Foi realizada reanalise de 10 amostras, sendo 1 por auséncia de
padrdo interno ou com alteracfes, 4 por possivel troca de amostra, 4 por possivel
contaminacao durante o processo de extracdo e 1 por possivel erro de extracdo. As
amostras reanalisadas representaram 0,55% do total de amostras analisadas,

As curvas médias de decaimento plasmatico referentes aos produtos teste e

referéncia, encontram-se na figura 36.

Tabela 58 — Concentracées plasmaticas médias, minima e maxim  a, desvio padréo e CV (%).

Concentrac8es plasmaticas médias (ng/mL)

o . Teste (Fumarato de tenofovir
Referéncia (Viread®) . .
Tempo desoproxila/ Funed Tenofovir)

(h) Média | DP |Minimo |Maximo | CV% | Média | DP |Minimo | Maximo | CV%

0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NC 0,00 0,00 0,00 0,00 NC

0,17 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NC 0,20 1,20 0,00 7,10 591,61
0,33 10,29 | 57,32 | 0,00 | 339,08 |557,20| 7,53 | 32,23 | 0,00 184,88 | 427,77
0,50 15,53 | 64,41 | 0,00 | 376,59 |414,80| 18,16 | 66,99 | 0,00 | 348,49 | 368,95
0,67 | 24,95 | 62,36 | 0,00 | 330,08 (250,00 29,03 | 72,27 | 0,00 | 319,62 | 248,58
0,83 | 37,44 | 66,29 | 0,00 | 264,07 (177,00| 39,14 | 73,39 | 0,00 | 262,22 | 187,49
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Tabela 58 (conclus&o)

Concentracdes plasmaticas médias (ng/mL)
Referéncia (Viread®) Teste (F.umarato de tenofO\-/ir
Tempo desoproxila/ Funed Tenofovir)

(h) Média | DP |Minimo |Maximo | CV% | Média | DP |Minimo | Maximo | CV%
1,00 | 51,21 | 7366 | 0,00 | 271,68 |143,80| 52,01 | 87,48 | 0,00 | 290,22 | 168,18
1,25 | 76,71 | 81,19 | 0,00 | 287,62 |105,80| 78,28 |104,96| 0,00 | 386,74 | 134,09
1,50 [109,15| 98,08 | 0,00 | 298,20 | 89,90 | 99,50 |114,82| 0,00 | 427,18 | 115,39
1,75 |131,70|103,62| 0,00 | 385,86 | 78,70 |124,29|113,76| 0,00 | 381,12 | 91,53
2,00 |147,36| 88,82 | 0,00 | 310,56 | 60,30 |144,90|107,20| 0,00 | 351,76 | 73,98
2,25 |183,42| 89,18 | 0,00 | 329,56 | 48,60 |161,70| 99,24 | 7,85 | 329,60 | 61,38
2,50 |205,20| 92,39 | 6,87 | 455,68 | 45,00 |171,44| 94,63 | 15,92 | 355,97 | 55,19
3,00 |194,10| 53,54 | 105,24 | 310,39 | 27,60 | 182,47 | 63,90 | 70,60 | 312,79 | 35,02
3,60 [170,04| 44,89 | 94,52 | 278,05 | 26,40 | 181,80 | 53,42 | 81,56 | 303,32 | 29,38
4,00 |151,11| 46,11 | 88,28 | 280,11 | 30,50 | 166,24 | 58,73 | 71,47 | 292,94 | 35,33
5,00 |109,29| 37,14 | 63,06 | 246,41 | 34,00 | 116,41 | 43,24 | 55,81 | 266,72 | 37,15
6,00 | 93,44 | 24,80 | 48,21 | 171,96 | 26,50 | 96,43 | 29,72 | 41,85 | 182,26 | 30,82
8,00 | 86,85 | 25,40 | 44,44 | 193,35 | 29,20 | 86,91 | 20,64 | 39,70 | 135,72 | 23,75
10,00 | 74,29 | 15,05 | 47,59 | 115,29 | 20,30 | 73,24 | 15,59 | 27,33 | 103,17 | 21,29
12,00 | 65,30 | 14,39 | 39,81 | 107,86 | 22,00 | 66,06 | 14,02 | 28,31 | 95,63 21,22
24,00 | 31,69 | 7,16 | 18,58 | 50,63 | 22,60 | 31,64 | 7,19 | 13,33 | 47,00 22,74
36,00 | 24,15 | 7,07 9,87 47,15 | 29,30 | 24,17 | 5,07 | 12,53 | 36,03 20,97
48,00 | 13,53 | 2,99 8,18 19,03 | 22,10 | 13,69 | 3,90 7,62 26,48 28,49
72,00 | 4,22 | 3,54 0,00 11,01 | 83,90 | 455 | 3,75 0,00 11,26 82,47
96,00 | 0,47 | 1,55 0,00 6,10 |332,80| 0,35 | 1,45 0,00 7,07 | 417,69

DP — desvio padréo
CV - coeficiente de variagédo
Fonte: ICF, 2010
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Figura 36 — Curvas médias de concentragdo plasmatic

1.8.5

teste e referéncia.

Dados farmacocinéticos

aversus tempo para 0s medicamentos

Nas tabelas 59 e 60 estdo apresentados os parametros farmacocinéticos

obtidos apds administragdo dos medicamentos referéncia e teste, respectivamente.

Tabela 59 — Parametros farmacocinéticos obtidos apds a admin

istracdo do medicamento

referéncia.
Voluntario C max ASCy, ASCo.in Tmax T

(ng/mL) (h*ng/mL) (h*ng/mL) (hora) (hora)
01 291,52 3876,18 4026,76 3,00 15,02
02 215,68 2556,16 2733,65 3,00 17,57
03 234,66 2270,23 2508,06 3,00 14,31
04 295,40 2738,97 2875,61 1,50 16,65
05 271,68 2130,15 2433,01 1,00 15,92
06 138,92 1591,23 1758,77 4,00 13,73
07 312.78 2613,28 2836,30 1,75 13,80
08 197,11 1926,12 2263,13 2,50 12,35
09 268,58 2290,89 2469,53 1,50 20,17
10 338,20 2354,59 2531,59 2,50 22,35
11 220,54 2563,28 2680,52 1,50 16,03
12 254,03 1979,05 2176,38 3,00 14,46
13 385.86 2927,87 3057,63 1,75 16,18
14 172,57 2887,93 3111,76 3,00 19,35
15 381,54 2881,79 3114,35 2,50 32,18
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Tabela 59 (conclus&o)

Voluntério C max ASC, ASC .inf Tnax T

(ng/mL) (h*ng/mL) (h*ng/mL) (hora) (hora)

16 208,70 2409,21 2547,89 1,75 18,96
17 211,43 2180,57 2449,99 3,00 15,13
18 216,06 1349,77 1517,71 3,00 14,23
19 180,30 1825,38 2058,29 2,25 15,35
20 309,53 3296,45 3479,40 2,25 24,53
21 244,69 2705,51 2856,06 3,00 17,28
22 288,06 2574,56 2692,41 2,25 16,08
23 285,63 2362,88 2502,11 2,25 17,33
24 455,68 2880,76 3225,43 2,50 15,61
25 207,75 2541,20 2717,83 4,00 18,55
26 280,11 3099,73 3348,87 4,00 21,89
27 349,01 3074,12 3188,01 2,50 14,84
28 197,58 2217,06 2384,86 2,50 20,99
29 272,26 2064,32 2284,24 2,50 14,50
30 187,62 2031,03 2186,95 3,50 12,30
32 376,59 2759,29 2883,77 0,50 16,19
33 125,77 1784,06 2149,15 3,00 18,22
34 326,81 3149,40 3421,87 2,25 22,19
35 247,65 3826,40 4004,67 4,00 20,26
36 313,95 2348,45 2635,60 1,75 28,15
Média 264,72 2516,22 2717,49 2,52 17,79

Cmax — cOncentragcdo maxima

ASC,— Area sobre a curva do tempo zero ao ultimo ponto de coleta
ASC,.ini— Area sobre a curva do tempo zero até extrapolacéo ao infinito
Tmax — tempo para atingir Cpax

T —tempo de meia-vida

Fonte: ICF, 2010

Tabela 60 — Parametros farmacocinéticos obtidos apds a admin

istracdo do medicamento

teste.

Voluntario Crmax ASCo. ASC.int T max T1/2
(ng/mL) (h*ng/mL) (h*ng/mL) (hora) (hora)

01 265,89 2904,33 3107,59 4,00 12,00

02 272,34 2748,42 2955,92 1,25 20,23

03 271,53 2252,91 2470,49 2,50 13,91

04 311,56 2560,01 2731,33 2,25 19,37

05 244,70 2049,28 2277,96 2,00 14,90

06 137,46 1217,40 1371,05 3,50 13,98
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Tabela 60 (conclus&o)

Voluntario Crmax ASCo. ASC.int T max T1/2
(ng/mL) (h*ng/mL) (h*ng/mL) (hora) (hora)

07 290,32 2686,03 3331,08 2,25 24,41
08 303,32 2383,01 2566,55 3,50 21,31
09 149,11 1903,04 2084,80 2,25 19,29
10 260,68 2377,01 2552,77 3,00 20,27
11 215,90 247754 2779,53 2,50 18,59
12 351,76 2609,59 2883,17 2,00 14,80
13 332,83 2930,75 3059,02 2,50 15,74
14 270,44 2762,40 2975,29 3,50 19,21
15 289,80 2954,70 3134,93 3,50 18,45
16 278,03 2843,23 2986,18 2,50 15,80
17 200,90 2142,19 2353,15 3,00 13,97
18 145,86 1133,02 1339,77 3,50 17,37
19 182,72 1849,89 2056,44 2,50 14,11
20 290,22 3264,67 3441,63 1,00 17,57
21 210,66 2501,70 2669,40 2,00 19,60
22 355,97 2438,74 2575,88 2,50 16,30
23 348,49 2062,60 2227,56 0,50 20,60
24 427,18 3588,99 3779,17 1,50 16,77
25 292,94 2552,92 2714.,84 4,00 16,80
26 266,72 3303,32 3538,93 5,00 31,90
27 418,73 3419,89 3654,22 1,50 18,27
28 268,16 2592,77 2823,88 3,00 17,23
29 263,70 2368,84 2625,86 1,75 15,07
30 183,24 1982,93 2176,34 3,00 13,75
32 323,79 2659,87 2916,17 2,00 14,85
33 187,03 2154,81 2343,15 0,66 20,56
34 312,79 3015,87 3226,74 3,00 18,43
35 287,73 3699,95 3927,57 4,00 22,32
36 254,09 1997,08 2198,18 2,50 14,47
Média 270,47 2525,42 2738,76 2,57 17,78

Cax — CcOncentracdo maxima

ASC,— Area sobre a curva do tempo zero ao Ultimo ponto de coleta
ASC,.ini— Area sobre a curva do tempo zero até extrapolacéo ao infinito
Tmax — tempo para atingir Cpax

Ty, —tempo de meia-vida

Fonte: ICF, 2010
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No estudo descrito por GOMES et al (2008), onde os parametros
farmacocinéticos foram avaliados em um estudo de bioequivaléncia com
administracdo Unica, em jejum, de um comprimido de uma associacdo em dose fixa
combinada contendo 300 mg de tenofovir e 200 mg de emtricitabina, os valores de
Cmax encontrados para o tenofovir foram de 310,7 ng/mL e 299,8 ng/mL, 0 Tnax de
0,96 h e 0,98 h, a ASCy.inf de 2486,7 ng.h/mL e 2454,1 ng.h/mL e Ty, de 185 h e
19,2 h, respectivamente para o medicamento referéncia e o medicamento teste.

No estudo descrito por KEARNEY et al (2004), o Cax Obtido para o tenofovir
apos administracdo de dose Unica em jejum foi de 240 ng/mL, atingido entre 0,8 e
1,0 h apés a administracdo. O Cnax ap0s dose Unica com alimentacdo foi de 208
ng/mL e ASCy.ins de 2730 ng.h/mL.

No estudo relatado por MATHIAS et al (2007), os parametros
farmacocinéticos foram avaliados com administragdo em dose Unica, em jejum, de
600 mg de efavirenz, 200 mg de emtricitabina e 300 mg de TDF em uma associa¢ao
em dose fixa combinada (tratamento teste) e com os medicamento em comprimidos
individuais com a mesma dosagem (tratamento referéncia). Os resultados
encontrados para o tenofovir foram: Cyax de 325 ng/mL e 353 ng/mL, Thax de 1,0 h e
0,75 h, ASCp de 1950 ng.h/mL e 1970 ng.h/mL, ASCy.ins de 2310 ng.h/mL e 2320
ng.h/mL e Ty, de 185 h e 17,2 h, respectivamente para o tratamento teste e
referéncia.

No estudo relatado por KEARNEY et al (2006), os parametros
farmacocinéticos no estado de equilibrio com administracdo isolada de TDF foram:
Cmax de 314 ng/mL, Tnax de 1,51 h, ASCy.; de 2870 ng.h/mL e Ty, de 14,0 h.

Neste trabalho, os valores encontrados para o parametro Cyax Variaram de
125,77 a 455,68 ng/mL para o medicamento referéncia e de 137,46 a 427,18 ng/mL
para o medicamento teste. A média geométrica obtida pelo método dos minimos
guadrados foi de 254,01 ng/mL para o medicamento referéncia e 260,65 ng/mL para
o0 medicamento teste. Os valores para 0 Cnhax encontrados estdo de acordo com o
descrito na literatura.

Os valores de Tnax variaram de 0,5 a 4,0 h, com média de 2,52 h e mediana
de 2,50 h para o medicamento teste e de 0,5 a 5,0 h com média de 2,57 h e
mediana de 2,50 para o medicamento referéncia. Estes dados sdo um pouco

superiores aos relatado na literatura, o que pode ser resultado da caracteristica da

168



populacdo pesquisada, uma vez que os dados da literatura ndo se referem a
estudos brasileiros. Observou-se que o0 comportamento foi semelhante para o
medicamento teste e referéncia.

O valor médio de Ty, foi de 17,79 h para o medicamento referéncia e 17,78 h
para o medicamento teste, valores comparaveis ao relatado na literatura.

As médias geométricas obtidas pelo método dos minimos quadrados para 0s
parametros ASCo e ASCy.ins foram de 2452,62 ng.h/mL e 2661,81 ng.h/mL para o
medicamento referéncia e 2450,90 ng.h/mL e 2666,61 ng.h/mL para o medicamento

teste. Os valores encontrados estao de acordo com o descrito na literatura.

1.8.6 Andlise de variancia

A analise de variancia (ANOVA) € uma técnica estatistica que estuda a
contribuicdo de alguns fatores de interesse na variabilidade dos dados. A variancia
dos dados € decomposta de acordo com os fatores de interesse e posteriormente
verificada a significancia estatistica de cada fator (ANVISA, 2006; STEIGER, 2004).

Foi realizada ANOVA para verificacdo dos efeitos da formulacao, do periodo e
da sequéncia, aplicando-se a transformacao logaritmica aos dados e os resultados

obtidos estdo demonstrados na tabela 61.

Tabela 61 - Resultados da andlise de variancia para avaliagd o dos efeitos da formulagéo, do

periodo e da sequéncia.

Fonte de variacdo Crax ASCo. ASC.inf
Sequéncia 0,0839 0,5244 0,4713
Formulacéo 0,5265 0,9764 0,9161
Periodo 0,7420 0,9623 0,5215

Cmax — cOncentragcdo maxima

ASC,— Area sobre a curva do tempo zero ao ultimo ponto de coleta
ASC,.ini— Area sobre a curva do tempo zero até extrapolacéo ao infinito
Fonte: ICF, 2010

Considerando o0s p-valores apresentados na tabela 61, ao nivel de
significancia de 5%, nao foram evidenciadas diferencas significativas para os fatores
formulacédo e periodo nos parametros avaliados. Para o parametro Cax foi verificado

um possivel efeito de sequéncia ao nivel de significancia de 10%, uma vez que o
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valor de p encontrado foi menor que 0,10. Este resultado indica que do ponto de
vista estatistico existe uma diferenca significativa entre as sequéncias para o
parametro avaliado.

O efeito de sequéncia esta associado a ordem em que os medicamentos sao
administrados aos voluntarios. Segundo recomendacdes da Anvisa (BRASIL,
2003b), para um estudo cruzado 2x2, a presenca de efeitos de sequéncia pode ser
aceita desde que alguns critérios sejam observados. O estudo em questéo atende a
todos os critérios, envolve apenas voluntarios sadios, € de dose Unica, o farmaco
ndo € uma substancia enddgena, o periodo de eliminacdo foi adequado e as
amostras de pré-dosagem nédo apresentam qualquer nivel de farmaco detectavel em
todos os voluntarios e o estudo satisfaz todos os critérios cientificos e estatisticos
adotados no planejamento. De acordo com os parametros de delineamento do

estudo realizado, o efeito observado pode ser ignorado.

1.8.7 Intervalos de confianca

Os intervalos de confianca 90% (IC 90%) para as raz0es entre 0s parametros
farmacocinéticos Cmax, ASCo.t € ASCo.ins, Utilizando os dados transformados, foram
95,75 -109,97; 96,19 — 103,82 e 96,75 — 103,73, respectivamente.

O poder estatistico dos testes utilizados para determinacdo dos intervalos de
confianga foi de 99,97%, para 0 Cnax, 100,00% para a ASCy.: e 100,00% para a
ASCo.int. O poder do teste de um estudo de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia é definido como a probabilidade de aceitar a bioequivaléncia
entre produto teste e referéncia corretamente (BRASIL, 2003b). Os valores obtidos
indicam que o numero de voluntarios utilizados no estudo foi adequado e que o
resultado do estudo pode ser considerado valido.

Dois medicamentos sdo considerados bioequivalentes quando os valores
extremos do intervalo de confianca de 90% da razdo das médias geométricas (ASCo.
teste/ASCy.; referéncia e Chax teste/Chax referéncia) forem maiores que 0,8 e
menores que 1,25, ou seja, devem estar compreendidos no intervalo de 80 a 125%
(BRASIL, 2006).

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que os medicamentos teste

e referéncia sdo bioequivalentes.
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2 CONLUSOES

- Um método por CLAE em fase reversa, modo isocratico e deteccdo por
espectrometria de massas, com ionizagdo eletrospray no modo positivo foi
desenvolvido e validado para quantificagdo de tenofovir em plasma humano. O
método se demonstrou seletivo, preciso, exato e linear na faixa de 5,00 ng/mL a
600,00 ng/mL.

- O método bioanalitico se demonstrou adequado para aplicagcdo em estudos de
biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia de comprimidos contendo 300 mg de

fumarato de tenofovir desoproxila.

- O estudo de biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia permitiu a obtencdo das
curvas de concentracdo plasmatica e dos parametros farmacocinéticos do tenofovir

em populacéo brasileira.

- O estudo de biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia realizado foi submetido a
avaliacdo da Anvisa juntamente com o dossié de registro do produto registrado pela
Fundacdo Ezequiel Dias, tendo sido aceito como satisfatorio para comprovacdo da

bioequivaléncia do medicamento teste em relacdo ao medicamento referéncia.
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ANEXO A - Concentragées plasmaticas individuais obtidas a partir do estudo de bioequivaléncia.

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)
Voluntario 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h) T R R T R T R T R T R T T R
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 20,94 36,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 0,00 0,00 19,62 0,00 0,00 76,29 62,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,67 0,00 0,00 12,73 | 129,26 0,00 0,00 121,61 | 75,73 | 103,69 | 17,41 0,00 0,00 0,00 0,00
0,83 0,00 0,00 32,09 | 213,30 0,00 0,00 139,48 | 68,74 | 249,17 | 80,88 0,00 0,00 0,00 0,00
1,00 0,00 9,95 49,46 | 253,47 0,00 0,00 171,35 | 57,04 | 271,68 | 84,03 0,00 0,00 7,33 0,00
1,25 0,00 35,03 101,90 | 272,34 11,10 0,00 287,62 77,43 244,36 | 173,05 0,00 6,40 39,31 58,14
1,50 12,32 106,81 | 127,49 | 249,08 41,56 11,01 295,40 | 160,74 | 208,51 | 193,78 6,96 12,90 114,33 | 248,00
1,75 36,62 181,67 | 138,50 | 224,36 78,94 32,23 276,66 | 227,84 | 189,83 | 224,67 31,24 18,53 259,44 | 312,78
2,00 59,52 | 231,19 | 153,36 | 229,88 | 86,53 | 116,52 | 257,06 | 279,31 | 157,26 | 244,70 | 75,89 36,04 | 286,04 | 310,56
2,25 67,16 | 208,65 | 171,76 | 196,75 | 110,02 | 206,25 | 243,67 | 311,56 | 160,36 | 200,71 | 102,98 | 51,04 | 290,32 | 273,64
2,50 104,92 | 243,95 | 182,27 | 167,81 | 121,563 | 271,53 | 226,32 | 214,18 | 135,65 | 155,75 | 129,20 | 39,91 | 287,05 | 256,86
3,00 160,36 | 291,52 | 215,68 | 126,15 | 234,66 | 225,64 | 174,79 | 193,47 | 105,24 | 162,95 | 127,85 | 98,13 | 260,57 | 216,44
3,50 217,82 | 278,05 | 160,86 | 116,98 | 227,95 | 165,87 | 154,24 | 151,42 94,52 140,52 | 105,61 | 137,46 | 199,81 | 177,29
4,00 265,89 | 232,89 | 150,04 | 108,92 | 198,17 | 184,99 | 146,08 | 127,90 88,28 121,72 | 138,92 | 103,82 | 169,95 | 123,37
5,00 198,61 | 156,99 | 104,36 85,68 113,32 | 105,10 | 100,64 90,59 81,07 78,07 88,30 72,30 123,48 91,22
6,00 152,74 | 144,62 81,71 76,97 98,08 85,73 86,10 81,82 74,80 72,42 70,10 57,27 91,49 76,91
8,00 127,95 | 131,54 | 87,88 83,02 73,04 81,09 83,65 74,28 75,99 66,11 68,05 54,43 | 109,82 | 84,78

R — medicamento referéncia
T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntario 3 4

Tempo (h) T R R T R T R T R T R T T R
10,00 99,73 115,29 74,23 79,06 76,47 83,03 76,27 75,50 63,44 64,17 59,50 27,33 95,10 84,77
12,00 95,63 107,86 62,85 64,37 65,33 66,53 54,40 66,54 58,63 59,74 46,24 42,54 67,08 80,06
24,00 38,43 45,25 32,64 36,00 29,25 27,10 30,45 27,75 28,42 23,69 20,29 13,33 36,22 35,96
36,00 29,04 47,15 24,12 24,45 27,15 25,58 27,48 22,82 21,26 20,10 16,76 12,53 23,93 26,83
48,00 11,74 17,64 13,32 16,08 11,52 10,84 13,92 13,02 13,19 10,64 8,46 7,62 18,32 11,20
72,00 0,00 6,95 7,00 7,11 0,00 0,00 5,69 6,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
96,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntéario 10 11 12 13 14
Tempo (h) T R R T T R T R T R R T T R
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 0,00 17,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,96 0,00 0,00 0,00
0,67 0,00 0,00 88,22 0,00 0,00 0,00 0,00 21,48 0,00 0,00 10,60 0,00 0,00 0,00
0,83 0,00 0,00 107,50 0,00 0,00 15,99 5,67 64,86 7,96 0,00 18,71 0,00 0,00 0,00
1,00 0,00 0,00 117,10 0,00 9,77 26,72 13,30 149,88 13,96 0,00 54,58 0,00 0,00 0,00
1,25 0,00 0,00 176,31 0,00 51,22 53,00 42,93 210,35 37,90 0,00 166,86 72,14 0,00 8,47
1,50 0,00 14,73 268,58 0,00 68,76 69,48 66,23 220,54 | 138,89 6,30 256,40 93,83 0,00 5,23
1,75 0,00 44,75 254,94 20,35 89,07 142,40 | 100,15 | 208,70 | 283,39 45,33 385,86 | 156,30 0,00 8,37
2,00 6,30 83,38 212,59 | 129,29 97,52 229,08 | 135,18 | 195,78 | 351,76 84,65 281,14 | 229,24 5,30 15,66
2,25 23,51 162,77 | 186,08 | 149,11 | 147,53 | 295,35 | 181,60 | 217,59 | 329,60 | 119,39 | 273,62 | 320,97 10,67 100,98
2,50 30,52 197,11 | 162,72 | 133,09 | 181,05 | 338,20 | 215,90 | 201,16 | 262,93 | 230,82 | 287,73 | 332,83 27,92 162,04
3,00 70,60 168,83 | 136,55 | 107,65 | 260,68 | 212,80 | 208,12 | 164,99 | 214,03 | 254,03 | 211,46 | 244,48 | 159,13 | 172,57
3,50 303,32 | 171,15 | 118,58 | 127,94 | 192,32 | 149,93 | 198,81 | 152,58 | 185,16 | 198,73 | 164,33 | 188,66 | 270,44 | 152,80
4,00 254,45 | 178,66 | 106,66 | 136,01 | 189,04 | 122,44 | 159,84 | 115,77 | 147,63 | 160,36 | 151,40 | 164,24 | 209,93 | 162,12
5,00 141,26 | 107,59 80,03 101,03 | 109,73 89,77 113,28 | 108,71 | 103,62 88,87 107,51 | 110,65 | 127,78 | 147,25
6,00 104,85 81,84 67,71 67,11 79,75 79,89 97,95 79,46 92,67 81,76 94,98 99,11 98,53 112,87
8,00 91,15 64,94 61,79 52,03 72,65 76,13 93,90 75,54 94,89 73,92 87,94 89,81 87,97 90,31

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntario 10 11 12 13 14

Tempo (h) T R R T T R T T R R T T R T
10,00 82,03 56,08 57,49 50,70 57,01 64,20 67,78 71,29 79,89 51,90 75,18 81,41 74,75 82,57
12,00 63,36 61,08 50,68 51,69 57,32 57,41 57,88 63,87 69,24 53,91 71,13 71,97 69,91 84,18
24,00 28,54 28,00 26,46 24,98 30,14 32,27 29,84 38,65 35,47 25,45 34,96 37,52 34,81 39,73
36,00 19,51 10,20 20,75 18,80 21,83 16,92 21,10 17,24 27,64 23,27 29,11 27,56 24,90 29,34
48,00 13,87 18,91 15,15 10,33 13,31 11,15 11,27 12,95 12,81 9,46 13,92 16,32 26,48 18,42
72,00 5,97 0,00 6,14 6,53 6,01 5,49 11,26 5,07 0,00 0,00 5,56 5,65 7,68 8,02
96,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntéario 15 16 17 18 19 20 21
Tempo (h) R T R T R T T R R T T R R T
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 41,91 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 195,76 0,00 0,00 0,00
0,67 0,00 0,00 7,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,71 0,00 212,88 0,00 0,00 5,34
0,83 0,00 0,00 86,77 0,00 0,00 5,00 0,00 0,00 31,54 0,00 262,22 26,74 0,00 44,64
1,00 0,00 0,00 122,17 7,25 0,00 6,16 0,00 0,00 88,19 0,00 290,22 48,77 0,00 120,16
1,25 10,58 0,00 129,00 38,02 6,16 23,01 0,00 0,00 107,52 0,00 245,18 | 125,87 11,47 180,57
1,50 40,83 0,00 205,34 62,23 13,14 40,55 0,00 0,00 122,71 7,41 259,02 | 176,01 33,85 179,99
1,75 50,66 9,66 208,70 | 115,31 34,08 74,67 0,00 0,00 136,98 23,02 244,76 | 206,80 63,04 202,58
2,00 97,63 18,37 182,86 | 136,24 56,78 99,60 0,00 35,71 177,60 90,58 198,09 | 259,94 | 102,88 | 210,66
2,25 264,31 34,02 174,59 | 180,76 77,64 112,63 12,54 173,95 | 180,30 | 179,04 | 244,98 | 309,53 | 126,25 | 198,72
2,50 381,54 72,38 162,22 | 278,03 82,05 157,60 26,07 196,82 | 160,78 | 182,72 | 209,18 | 270,68 | 223,24 | 165,68
3,00 280,47 | 285,13 | 176,51 | 273,28 | 211,43 | 200,90 82,40 216,06 | 126,22 | 159,03 | 193,27 | 202,70 | 244,69 | 135,77
3,50 193,83 | 289,80 | 175,27 | 240,17 | 203,23 | 167,03 | 145,86 | 120,40 | 115,44 | 134,95 | 158,98 | 199,89 | 183,12 | 132,80
4,00 156,06 | 279,16 | 117,47 | 183,77 | 153,78 | 144,91 98,35 88,97 98,59 127,33 | 163,08 | 181,02 | 141,61 | 124,77
5,00 109,94 | 177,10 87,17 100,60 | 105,67 | 102,88 55,81 63,06 74,55 94,99 106,93 | 113,60 93,69 97,52
6,00 101,22 | 124,29 93,26 107,34 88,61 90,39 41,85 48,21 70,58 83,02 93,86 106,92 99,15 87,71
8,00 106,04 | 101,73 | 111,44 99,94 83,58 76,03 39,70 44,44 67,80 73,67 98,77 83,16 93,31 84,93

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntario 15 16 17 18 19 20 21

Tempo (h) R T R T R T T R T R T R T T
10,00 76,74 78,72 71,83 76,83 70,84 70,76 45,28 47,59 55,10 60,34 75,57 83,60 92,01 78,52
12,00 68,28 81,27 46,65 77,02 65,76 64,72 28,31 39,81 49,69 53,41 81,83 74,75 71,37 61,87
24,00 28,83 34,97 26,51 36,99 33,28 30,43 16,90 18,58 24,59 23,83 40,37 34,73 36,87 30,77
36,00 25,06 25,98 25,13 25,12 24,92 23,97 16,10 9,87 19,33 21,30 28,80 29,78 25,67 21,12
48,00 14,09 17,18 12,08 13,05 12,34 10,47 8,25 8,18 10,52 10,15 18,18 19,03 15,65 14,01
72,00 8,45 6,77 5,07 6,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,98 11,01 6,04 5,93
96,00 5,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,17 0,00 0,00

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentracfes plasmaticas  (ng/mL)
Voluntéario 22 23 24 25 26 27 28
Tempo (h) T R T R R T R T T R T R T R
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 0,00 0,00 184,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 7,67 348,49 0,00 0,00 9,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 20,00 0,00 0,00
0,67 0,00 15,70 | 319,62 0,00 0,00 19,77 0,00 0,00 0,00 0,00 23,86 49,88 0,00 0,00
0,83 0,00 43,92 | 248,82 0,00 0,00 53,73 0,00 0,00 0,00 0,00 139,37 | 83,16 0,00 0,00
1,00 0,00 118,38 | 209,29 7,88 0,00 81,02 0,00 0,00 0,00 0,00 280,52 | 130,26 0,00 5,06
1,25 11,88 173,42 | 165,86 50,17 10,55 274,07 0,00 0,00 6,08 0,00 386,74 | 160,40 0,00 21,82
1,50 33,34 193,77 | 138,83 | 103,44 49,50 427,18 0,00 0,00 10,83 0,00 418,73 | 186,71 531 36,16
1,75 77,23 243,23 | 121,79 | 153,46 83,30 381,12 10,31 0,00 42,72 11,26 374,96 | 231,93 11,22 65,40
2,00 154,69 | 252,61 | 102,17 | 207,05 | 163,27 | 322,62 | 12,78 6,06 75,12 22,08 | 351,41 | 271,14 | 30,49 85,80
2,25 257,52 | 288,06 | 95,61 | 285,63 | 329,56 | 305,27 | 40,96 7,85 101,35 | 26,32 | 297,26 | 311,63 | 55,87 | 149,12
2,50 355,97 | 245,23 | 90,29 | 266,48 | 455,68 | 258,04 | 71,02 1592 | 106,30 | 82,91 | 259,53 | 349,91 | 137,03 | 197,58
3,00 234,18 | 186,81 | 81,20 | 193,06 | 281,99 | 195,81 | 168,47 | 84,82 | 192,63 | 162,80 | 211,11 | 279,89 | 268,16 | 171,90
3,50 175,91 | 143,36 81,91 171,51 | 220,67 | 166,14 | 182,40 | 193,05 | 257,60 | 236,16 | 186,13 | 200,13 | 195,33 | 150,18
4,00 112,21 | 122,07 71,47 113,62 | 191,23 | 158,47 | 207,75 | 292,94 | 255,96 | 280,11 | 162,82 | 199,06 | 156,62 | 120,42
5,00 95,34 90,23 64,82 86,67 127,74 | 120,17 | 148,73 | 186,06 | 266,72 | 207,30 | 122,00 | 124,43 | 119,48 86,51
6,00 90,15 77,79 59,96 70,93 114,34 | 108,35 | 111,94 | 128,26 | 168,15 | 132,93 | 101,45 | 126,82 | 111,95 | 105,03
8,00 85,99 89,96 64,26 69,59 | 100,35 | 114,59 | 78,53 75,10 | 135,72 | 122,25 | 91,89 94,36 | 103,94 | 83,09

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste

190




ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntario 22 23 24 25 26 27 28

Tempo (h) T R T R R T R T T R T R T R
10,00 66,79 | 7101 | 53,11 | 6845 | 9381 | 103,17 | 70,81 | 84,18 | 8356 | 100,95 | 79,17 | 90,02 | 79,93 | 66,18
12,00 63,64 | 6341 | 4827 | 5793 | 7657 | 8990 | 69,09 | 71,58 | 7574 | 8215 | 8520 | 77,72 | 68,37 | 57,96
24,00 2588 | 27,82 | 2324 | 2992 | 4354 | 4388 | 33,11 | 3654 | 36,20 | 4167 | 37,96 | 37,86 | 32,07 | 26,93
36,00 2570 | 2537 | 18,94 | 2257 | 2652 | 3588 | 2544 | 20,38 | 2889 | 2614 | 3315 | 21,08 | 2417 | 18,80
48,00 11,77 | 12,79 | 11,66 | 1236 | 1530 | 1862 | 1592 | 1242 | 1453 | 16,33 | 1589 | 11,77 | 1368 | 13,19
72,00 5,83 5,08 5,55 5,57 0,00 7,86 6,60 6,68 8,15 9,03 8,89 5,32 9,30 5,54
96,00 0,00 0,00 0,00 3,06 0,00 0,00 0,00 0,00 5,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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ANEXO A (continuagao)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntario 29 30 32 33 34 35 36
Tempo (h) T R R T T R R T T R R T T R
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 339,08 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 8,29 0,00 0,00 0,00 | 376,59 | 31,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,67 18,90 | 16,42 0,00 0,00 6,33 | 330,08 | 88,89 | 187,03 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,83 68,71 | 38,49 0,00 0,00 32,83 | 264,07 | 100,89 | 138,09 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,07
1,00 80,91 | 77,39 0,00 0,00 | 123,98 | 248,67 | 80,47 | 173,09 | 8,97 0,00 0,00 0,00 0,00 14,35
1,25 252,72 | 96,34 7,89 9,44 | 173,81 | 186,92 | 57,62 | 154,18 | 32,66 | 96,41 0,00 0,00 12,70 | 79,69
1,50 257,64 | 78,93 | 11,73 | 4591 | 190,37 | 18551 | 78,81 | 128,61 | 108,63 | 129,66 | 0,00 0,00 | 46,13 | 298,20
1,75 263,70 | 78,50 | 20,30 | 105,16 | 284,20 | 164,23 | 102,71 | 114,45 | 163,95 | 130,54 | 0,00 0,00 66,57 | 313,95
2,00 207,28 | 114,28 | 44,35 | 178,71 | 323,79 | 156,69 | 98,89 | 117,06 | 151,47 | 183,58 | 0,00 0,00 90,57 | 257,43
2,25 203,51 | 177,06 | 94,14 | 173,86 | 223,74 | 132,23 | 116,85 | 110,33 | 155,97 | 326,81 | 0,00 12,99 | 208,88 | 208,00
2,50 169,89 | 272,26 | 132,54 | 132,04 | 295,75 | 187,37 | 106,77 | 118,60 | 247,99 | 255,97 | 6,87 | 42,03 | 254,09 | 198,56
3,00 154,31 | 173,09 | 179,87 | 183,24 | 165,30 | 123,36 | 125,77 | 96,91 | 312,79 | 310,39 | 117,60 | 171,62 | 212,62 | 173,16
3,50 141,64 | 179,16 | 187,62 | 171,67 | 152,09 | 110,75 | 104,88 | 81,56 | 251,55 | 278,01 | 156,82 | 250,57 | 191,83 | 131,85
4,00 121,16 | 143,42 | 179,20 | 127,52 | 199,32 | 107,14 | 90,89 | 81,53 | 181,08 | 165,37 | 247,65 | 287,73 | 143,81 | 108,23
5,00 88,30 | 101,50 | 106,20 | 92,80 | 98,77 | 88,79 | 67,14 | 8555 | 126,79 | 142,21 | 246,41 | 206,97 | 103,68 | 88,15
6,00 76,38 | 76,10 | 102,80 | 75,77 | 127,65 | 81,05 | 66,86 | 6581 | 112,85 | 113,49 | 171,96 | 182,26 | 79,18 | 79,41
8,00 90,82 | 6855 | 86,76 | 79552 | 93,37 | 8233 | 69,32 | 76,76 | 77,64 | 10586 | 193,35 | 124,19 | 74,24 | 70,31

R — medicamento referéncia
T — medicamento teste
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ANEXO A (conclus&o)

Concentrac6es plasmaticas (ng/mL)

Voluntario 29 30 32 33 34 35 36

Tempo (h) T R R T T R R T T R R T T R
10,00 7782 | 63,73 | 74,09 | 62,97 | 72,78 | 7761 | 57,89 | 5857 | 79,71 | 87,68 | 101,00 | 97,01 | 61,22 | 7051
12,00 61,96 | 6434 | 5950 | 61,05 | 66,96 | 6311 | 4848 | 4925 | 81,10 | 7431 | 98,97 | 86,39 | 50,61 | 58,03
24,00 3291 | 2368 | 2692 | 2607 | 3854 | 2934 | 2227 | 2578 | 3577 | 3589 | 50,63 | 47,00 | 27,42 | 2829
36,00 2491 | 1981 | 2035 | 2016 | 2365 | 31,80 | 2346 | 2098 | 2996 | 2968 | 3957 | 3603 | 2092 | 17,36
48,00 11,82 | 10551 | 879 975 | 11,96 | 13,63 | 1389 | 1537 | 1597 | 1721 | 1876 | 22,16 | 9,63 | 1217
72,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,33 0,00 6,35 7,93 8,51 924 | 10,27 | 0,00 7,07
96,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,10 7,07 0,00 0,00

R — medicamento referéncia

T — medicamento teste
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUIS?

CEP, 27/04/10
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 331/2010 (Este n® deve ser citado nas c'.orrcspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0254.0.146.000-10

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA ENTRE DUAS FORMULACOES DE
FUMARATO DE TENOFOVIR DESOPROXILA 300MG SOB A FORMA DE
COMPRIMIDO REVESTIDO” (PBIO 137/09).

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Leonardo de Souza Teixeira

INSTITUICAO: Unidade Clinica do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas

APRESENTACAO AO CEP: 22/04/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/04/11 (O formulirio encontra-se no sife acima)

I1 - OBJETIVOS

Verificar através de um estudo de dose finica, se as duas formulagdes de Fumarato de
Tenofovir Desoproxila sdo bioequivalentes quando administradas com a mesma concentragio e
apos alimentagdio padronizada.

I11 - SUMARIO

Mono-céntrico, aberto, cruzado, randomizado, prospectivo, dois tratamentos, dois
periodos, duas seqtiéncias, utilizando-se de 36 voluntarios sadios (masculino e feminino), com
idade variando na faixa de 18 — 50 anos de idade, onde os voluntdrios receberdo, em cada
periodo, a formulagdo teste ou a formulagdo referéncia de acordo com a lista de randomizacdo e
apos alimentagdo padronizada. O intervalo entre os periodos (washouf) devera ser de, no
minimo, sete mecias-vidas de eliminagdo do farmaco e/ou metabélito. O medicamento em
questdo, Tenofovir, apresenta meia-vida de aproximadamente 17 horas, sendo assim o periodo de
wash-out do estudo devera ser de no minimo 2 semanas a fim de certificar-se que o medicamento
foi eliminado completamente do organismo. Em cada periodo, os voluntarios receberdo por via
oral uma dose de 300mg de Fumarato de Tenofovir Desoproxila (245mg de tenofovir
desoproxila) correspondente a 1 comprimido revestido do medicamento teste ou 1 comprimido
revestido do medicamento referéncia juntamente com 200mL de égua apos um periodo de 10
horas de jejum. ‘Apés a administragdo do medicamento os voluntdrios deverdo permanecer
sentados (plano de 45°) durante as primeiras quatro horas., O volume total de sangue incluindo os
15mL da triagem e pés-estudo ndo ultrapassard 450 mL de sangue por voluntirio. :

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo estd bem estruturado. O Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido ¢
adequado e contém todas as informagdes para que o voluntério decida se quer ou ndo participar.
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do estudo. Os critérios de inclusdo e exclusdo sdo adequados, bem como a forma de
recrutamento dos voluntarios.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesqulsa, o Termo do Consentimento Livre ¢ Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supnacxtada

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado
(Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Ttem II1.1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) ¢ enviar
notificagio ac CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria = ANVISA - junto com seu
posicienamento.

~ Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢).

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IV Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 27 de abril de 2010.
s l

Prof, Dr. Carf#ﬁﬁ%ﬁrdo Steiner
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