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RESUMO

A sinvastatina € um agente antilipémico, da classe das estatinas, utilizado no
tratamento de primeira escolha em pacientes com hipercolesterolemia
primaria. A apresentacdo referéncia da sinvastatina no Brasil € o
medicamento Zocor® (Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda.). Os
medicamentos genéricos e similares podem ser considerados “cépias” do
medicamento de referéncia e para o registro de ambos medicamentos, ha
obrigatoriedade de apresentacao dos estudos de biodisponibilidade relativa e
equivaléncia farmacéutica. Por isso este trabalho teve por objetivo o
desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico para aplicacdo em
estudos de biodisponibilidade relativa do farmaco sinvastatina em voluntarios
sadios. Aplicou-se a técnica de extracéo liquido-liquido para purificacdo das
amostras e para quantificacdo foi utilizada a cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS). O
método desenvolvido e validado apresentou uma faixa linear de 0,4 - 40,0
ng/mL, com seletividade, recuperacdo, precisdo, exatiddo e estabilidades
adequadas segundo a RE 899/2003 da ANVISA e o Guia de Validacéo de
Métodos Bioanaliticos do FDA. ApGs a validacdo o método foi aplicado para
estudo de biodisponibilidade relativa de sinvastatina. Os resultados dos
parametros farmacocinéticos foram obtidos através das curvas de
concentragdo plasmatica do farmaco em funcdo do tempo, e analisados
estatisticamente para determinacdo da bioequivaléncia. Os seguintes
parametros farmacocinéticos foram determinados: ASC, Chax € tmax. O
método desenvolvido apresentou preparo de amostras simples, baixo limite
de quantificacdo e tempo de corrida curto, adequados a estudos com grande
volume de amostras e baixos niveis plasmaticos. Portanto, o método
desenvolvido e validado, bem como o estudo de bioequivaléncia foram
adequados para avaliacao das formula¢des de sinvastatina comprimido de 40
mg (teste e referéncia). O produto teste analisado ndo foi considerado
bioequivalente ao produto referéncia.

Palavras-chaves: Sinvastatina. Cromatografia Liquida. Espectrometria de
Massas em Tandem. Plasma. Farmacocinética.



ABSTRACT

Simvastatin (member of the statin class) is an antilipemic agent used in the
primary treatment of primary hypercholesterolemia. The simvastatin reference
drug in Brazil is Zocor® (Merck Sharp & Dohme Pharmaceutical Ltda.). The
generic and similars drugs can be considered as “copies” of the reference
drug. Relative bioavailability studies and pharmaceutical equivalence studies
are needed before submitting the registration petition of these drugs. Thus,
the aim of this work was the development and validation of a bioanalytical
method for application in relative bioavailability studies in healthy volunteers.
Liquid-liquid extraction was employed as a purification technique and the ultra
performance liquid chromatography/tandem mass spectrometry (UPLC-
MS/MS) as a quantitative techniqgue. The method was developed and
validated and presented a linear range of 0.4 — 40.0 ng/mL, and fulfilled all
preset criteria for selectivity, recovery, precision, accuracy and stabilities
according to ANVISA's RE 899/2003 and FDA's Bioanalylical Method
Validation Guidance. After the validation, the method was applied to the
relative bioavailability study of simvastatin. The pharmacokinetics parameters
results was obtained through the blood concentration-time curves, and
statistically analyzed for the determination of bioequivalence. The following
pharmacokinetic parameters were obtained: AUC, Chax, tmax- The developed
method showed simple sample preparation, low lower limit of quantification
and short running time, which was suitable for applying. Therefore, the
proposed bioanalytical method and the bioequivalence study showed
adequate for evaluating the simvastatin 40 mg tablet formulations (reference
and test). The test drug analyzed was not considered bioequivalent to the
reference drug.

Keywords: Simvastatin. Chromatography, Liquid. @Tandem Mass
Spectrometry. Plasma. Pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

A identificacdo e quantificacdo de farmacos em materiais bioldégicos tém
aplicacdo em diversas areas, como em estudos de farmacocinética, monitorizagéo
terapéutica, andlises forenses e estudos de bioequivaléncia. Este tipo de analise
compreende as etapas de extracdo do analito, separacdo de interferentes e
deteccao, por meio das quais se pode obter informacdes a respeito da quantidade e
identidade do farmaco.

O desenvolvimento de métodos analiticos mais sensiveis e seletivos, desde o
preparo da amostra até a identificacdo e quantificacdo das espécies de interesse,
permite a obtencdo de dados confidveis para a quantificacdo de determinado
farmaco em estudos farmacocinéticos. A técnica de LC-MS/MS vem sendo
introduzida nos udltimos anos com essa finalidade. A introducdo deste tipo de
equipamento implica em um aumento na sensibilidade e seletividade do método
bioanalitico, além de permitir menor tempo de andlise (YANG; FENG; LUAN, 2003).

A sinvastatina € um dos maiores representantes dos medicamentos inibidores
da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, conhecidos
como estatinas. E um farmaco administrado como um agente antilip€mico atuando
no controle da sintese de colesterol in vivo reduzindo a hipercolesterolemia
(APOSTOLOU et al., 2008).

A concentracao plasmética da sinvastatina durante o tratamento por via oral é
bastante baixa, e para que seja possivel a monitorizacdo deste farmaco nestes
niveis terapéuticos € necessario o desenvolvimento de métodos bioanaliticos de
baixa detectabilidade e alta seletividade (YANG; FENG; LUAN, 2003; APOSTOLOU
et al., 2008; DING et al., 2011).

Utilizando cromatografia liquida acoplada a detectores convencionais como
ultravioleta e fluorescéncia ou mesmo a cromatografia gasosa, dificilmente
consegue-se niveis de quantificacdo tdo baixos quanto necessario para a
quantificacdo da sinvastatina utilizando um preparo de amostra simples; sendo
necessario, portanto, uma derivatizacdo prévia do analito e/ou um preparo de
amostra mais complexo (YANG; FENG; LUAN, 2003). Sendo assim, desenvolveu-se

metodologia bioanalitica moderna baseada em extracdo liquido-liquido e UPLC-
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MS/MS para a andlise desse farmaco em plasma, unindo as vantagens de ambas as
técnicas para obtencdo de um método ideal para estudos de bioequivaléncia:
rapidez, praticidade e que se enquadre em limites de quantificacdo necessarios ao
estudo de sinvastatina.

O método foi devidamente validado segundo as normas da Resolucéo 899 de
2003 (BRASIL, 2003a) e o Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos do FDA
(UNITED STATES, 2001) e foi posteriormente aplicado para estudos
farmacocinéticos de bioequivaléncia.

A bioequivaléncia pode ser avaliada pela comparacdo de parametros
farmacocinéticos relacionados a biodisponibilidade, ou seja, a quantidade absorvida
e a velocidade do processo de absorcdo. Compara-se dois produtos, administrados
por via extravascular, tendo um deles como referéncia (BRASIL, 2002).

Durante os estudos de bioequivaléncia, os produtos teste e referéncia sao
administrados a voluntarios sob mesmas condi¢cdes. Posteriormente, amostras
biolégicas como sangue, plasma ou urina, sdo analisadas para medida da
concentracdo de farmaco ou metabdlitos e o0s seguintes parametros
farmacocinéticos dos medicamentos teste e referéncia sdo avaliados: concentracdo
plasmatica maxima (Cmax) € area sob a curva de concentragdo plasmatica em funcao
do tempo (ASC), que sdo comparados estatisticamente (STORPIRTIS;
CONSIGLIERI, 1995).
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1 Medicamentos Genéricos e Similares

De acordo com a definicdo legal, medicamento similar € aquele que contém o
mesmo Ou 0S mesmos principios ativos, apresenta mesma concentracdo, forma
farmacéutica, via de administracdo, posologia e indicacdo terapéutica, e que €
equivalente ao medicamento registrado no 6rgéo federal responsavel pela vigilancia
sanitaria, podendo diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma
do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculo,
devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca (BRASIL, 2012a).

O medicamento genérico, segundo a ANVISA (BRASIL, 2012a), € aquele que
contém o mesmo farmaco (principio ativo), na mesma dose e forma farmacéutica, é
administrado pela mesma via e com a mesma indicacéo terapéutica do medicamento
de referéncia no pais, apresentando a mesma seguranca que o medicamento de
referéncia no pais podendo, com este, ser intercambiavel.

Diante dessas definicdes, os medicamentos genéricos e similares podem ser
considerados “copias” do medicamento de referéncia e para o registro de ambos
medicamentos, h& obrigatoriedade de apresentacdo dos estudos de
biodisponibilidade relativa e equivaléncia farmacéutica.

O medicamento referéncia €, geralmente, o inovador cuja biodisponibilidade foi
determinada, durante o desenvolvimento do produto, e que teve sua eficacia e
seguranca comprovadas por meio de ensaios clinicos antes da obtencdo do registro
junto ao o6rgdo federal para comercializacdo. A empresa que desenvolveu a
formulacdo e a forma farmacéutica adequada a via de administracdo e ao objetivo
terapéutico do medicamento, deve estabelecer e validar os processos de fabricagéo,
bem como as especificacdes que deverdo ser reproduzidas posteriormente, lote a
lote (STORPIRTIS et al., 2004).

Desde sua criacdo, o0 medicamento genérico ja tinha como obrigatoriedade a
apresentacdo dos testes de bioequivaléncia, enquanto a obrigatoriedade de tais

testes para medicamentos similares foi exigida a partir de 2003. Além disso, o0s
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medicamentos similares possuem nome comercial ou marca, enquanto O
medicamento genérico possui a denominacdo genérica do principio ativo, nao
possuindo nome comercial (BRASIL, 2012a).

Desde 2003, com a publicacdo da Resolucdo RDC 133/2003 (BRASIL,
2003b) e Resolucdo RDC 134/2003 (BRASIL, 2003c) os medicamentos similares
devem apresentar os testes de biodisponibilidade relativa e equivaléncia
farmacéutica para obtencéo do registro para comprovar que o medicamento similar
posSsui 0 mesmo comportamento no organismo (in vivo), como possui as mesmas
caracteristicas de qualidade (in vitro) do medicamento de referéncia.

A apresentagcdo dos testes de biodisponibilidade relativa para os
medicamentos similares ja registrados segue uma ordem de prioridade, ou seja,
medicamentos considerados de maior risco, como antibiéticos, antineoplasicos,
antiretrovirais e alguns medicamentos com principios ativos ja realizaram esta
adequacao na primeira renovacdo apds a publicacdo desta Resolucdo. Os demais
medicamentos deverdo apresentar o teste de biodisponibilidade relativa na segunda
renovacdo do registro, e, até 2014 todos os medicamentos similares ja terdo a
comprovacgdo da biodisponibilidde relativa. Além disso, os medicamentos similares
passam por testes de controle de qualidade que asseguram a manutencdo da
qualidade dos lotes industriais produzidos (BRASIL, 2012a).

Em 2007, foi publicada a Resolucdo RDC 17/2007 (BRASIL, 2007) com todos
0S pré-requisitos necessarios para o registro do medicamento similar. Com a
publicacdo desta norma, houve evolucao da legislacéo relacionada a esta classe de
medicamentos, uma vez que determina a apresentacdo das mesmas provas

necessarias para registro de medicamento genérico.

2.2 Bioequivaléncia/Biodisponibilidade relativa

A equivaléncia terapéutica de produtos farmacéuticos depende diretamente da
biodisponibilidade, que é definida pela quantidade e velocidade pela qual o principio
ativo é absorvido e se torna disponivel em seu sitio de a¢cdo. Um estudo comparativo

de biodisponibilidade refere-se a comparagédo das biodisponibilidades de diferentes
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formulagbes do mesmo farmaco, ou de farmacos diferentes. Dois produtos s&o
considerados bioequivalentes se as suas quantidades e velocidades de absorcao
nao apresentam diferencas significativas, quando administradas a mesma dose
molar do principio ativo, sob condi¢des experimentais similares (BRASIL, 2002).

Os ensaios de bioequivaléncia sao realizados em humanos, por meio da
administracdo dos medicamentos a serem avaliados seguido pela determinacéo das
concentracfes plasmaticas, séricas ou sangiineas do farmaco ou metabdlito ativo
em funcdo do tempo. A partir das curvas de concentracdo em funcdo do tempo
obtidas determinam-se os parédmetros farmacocinéticos utilizados na avaliacdo da
bioequivaléncia e que sdo, basicamente, a concentracdo sanguinea maxima (Cmax)
do farmaco ou metabdlito, e a area sob a curva de concentracdo plasmatica em
funcdo do tempo (PORTA, 1999).

De acordo com a RE 1.170, de 19 de abril de 2006, o estudo de
bioequivaléncia deve ter trés etapas: clinica, analitica e estatistica.

Na etapa clinica, sdo realizadas a selecdo dos voluntarios, a administracao
das preparacfes farmacéuticas em estudo e a coleta das amostras bioldgicas, as
quais sdo armazenadas em temperarura adequada até o momento da quantificacéo.
O estudo convencional € do tipo aberto, aleatério e cruzado. O numero de
voluntarios devera ser estatisticamente significativo, ndo sendo permitida a utilizacao
de numero inferior a 12 participantes. Na falta de dados relativos ao coeficiente de
variacdo do farmaco, pode-se optar por utilizar um namero minimo de 24 voluntarios
(BRASIL, 2006a; ARAUJO et al., 2010).

A etapa analitica é aquela em que o farmaco € quantificado nas amostras
bioldgicas. Durante o planejamento da etapa analitica devem ser estabelecidos o
analito a ser quantificado, a matriz biolégica utilizada e o método analitico adequado,
que deve ser especifico para cada analito, exato e relativamente simples, de modo a
minimizar os erros, devendo estar validado antes da realizacdo do estudo. A
validagdo consiste na avaliagdo de parametros que permitam atestar que o método
pode ser utilizado para o fim a que se destina, possibilitando a obtencdo de
resultados precisos, exatos e isentos de interferentes, dentro de uma margem de
erro estabelecida como aceitavel (BRASIL, 2006a; ARAUJO et al., 2010).

A etapa estatistica, cronologicamente, a primeira etapa do estudo, inicia-se

com o célculo do numero adequado de voluntarios para o farmaco em questao e
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finaliza com o tratamento a que serdo submetidos os dados gerados na etapa
analitica. Nao é aceita a exclusdo de mais do que 5% dos voluntérios do estudo e/ou
a auséncia superior a 10% dos valores das concentracdes sanguineas do farmaco
provenientes da administracdo de cada medicamento por voluntario. Quanto ao
tratamento dos dados, os estudos de bioequivaléncia utilizam os parametros
farmacocinéticos que derivam diretamente das curvas de concentragdo plasmatica
do farmaco em funcdo dos tempos de coleta da matriz biolégica empregada no
estudo. Sdo eles: area sob a curva de concentracdo plasmatica em funcao do tempo
(ASC), que fornece uma estimativa direta sobre a extensao de farmaco absorvida,
concentracdo plasmética maxima atingida ap6s a administracdo da dose do
medicamento (Cnax) € 0 tempo necessario para alcancar Cnax (tmax) fornecendo
estimativa sobre a velocidade que este processo ocorre (BRASIL, 2006a; ARAUJO
et al., 2010).

Segundo Storpirtis e Consiglieri (1995), dois medicamentos sdo considerados
bioequivalentes quando, ao serem administrados ao mesmo individuo, nas mesmas
condicbes experimentais e na mesma dose molar, ndo apresentam diferencas
significativas em relagdo a quantidade de farmaco absorvida e a velocidade do
processo de absor¢ao.

A bioequivaléncia entre dois produtos € estabelecida por meio do intervalo de
confianca 90%, que deve estar entre 80 e 125% para 0s parametros
farmacocinéticos Cmax, ASCo.t € ASCo.. (BRASIL, 2006a) e nivel de significancia (o)

menor que 0,05.

2.3 Sinvastatina

2.3.1 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

A sinvastatina é um agente antilipémico, da classe das estatinas, utilizada no
tratamento de primeira escolha em pacientes com hipercolesterolemia primaria
(NAJIB et al., 2003).
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Segundo Muralidharan et al. (2009), a sinvastatina é um farmaco utilizado no
controle da hipercolesterolemia (niveis elevados de colesterol) e para prevencéo de
doencas cardiovasculares. Em dosagens de 5 a 80 mg € um potente redutor de
lipideos que pode reduzir a lipoproteina de baixa densidade (LDL) em niveis de até
50%. Segundo os mesmos autores, ndo ha um efeito de tal farmaco confirmado
sobre os niveis de HDL (lipoproteina de alta densidade) e triglicerideos.

A sinvastatina é um pro-farmaco, ou seja, é administrada em sua forma lactona
(forma inativa) e quando absorvida é rapidamente hidrolisada a sua forma éacida
(metabdlito ativo); a qual € um potente inibidor reversivel e competitivo da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que estd envolvida na
biossintese do colesterol (FONSECA, 2005; TSENG et al., 2007; ZHANG et al.,
2010). Na aplicacdo clinica, portanto, a inibicdo desta enzima vai resultar na
diminuic&o do colesterol plasmético.

Ainda que 85% da dose seja absorvida apds administracao oral, menos de 5%
atinge a circulacdo devido ao extenso metabolismo de primeira passagem. A
disponibilidade sistémica de sinvastatina é inferior a 5% devido a conversdo mediada
por enzimas do citocromo P450 (CYP) no intestino e no figado. O extenso
metabolismo oxidativo de sinvastatina no figado humano é primariamente mediado
por CYP3A4 e CYP3A5, com o metabolismo remanescente sendo atribuido aos
CYP2C8 e CYP2C9. Além do CYP, a glucuronidagédo constitui uma via metabdlica
comum para as estatinas. A sinvastatina, administrada na forma lactona, é
metabolicamente ativada para a sinvastatina acida. Esta conversao reversivel na
forma ativa ocorre por carboxiesterases inespecificas na parede intestinal, figado e
no plasma, ou por hidrélise ndo enzimatica (TUBIC-GROZDANIS et al., 2008).

O pico plasmaético é atingido em 1,3 a 2,4 horas. A taxa de ligacdo proteica &
alta (94-98%). Sofre extensa biotransformacdo hepética, originando por hidrélise
metabdlitos ativos. E excretada, principalmente, pelas fezes (58%) e parcialmente,
na urina (13%). A meia-vida é de cerca de 3 horas (NAJIB et al., 2003; FONSECA,

2005). A farmacocinética da sinvastatina é demostrada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Farmacocinética da sinvastatina - dose oral de 40 mg (NAJIB et al., 2003; FONSECA,
2005; NOVAKOVA et al., 2009).

Ligacdoa Meia-
proteina Vida
plasmética (t1p)

Biodisponibilidade Excrecdo Excrecéao
Oral Urinéria Fecal

Tempo de Concentracéo
Cmax (tmax) MéXIma (Cmax)

5% 13% 58% 94a98% 2a3h 13a24h 10a34ng/mL

Segundo Tseng et al. (2007), como o farmaco em estudo sofre grande efeito de
primeira passagem no figado, tem como consequéncia uma baixa concentragdo do
mesmo na circulagdo sanguinea. Este fato é relevante devido a necessidade
bioanalitica de métodos capazes de quantificar baixas concentra¢cdes do analito.

Vale ressaltar, também, que o fato de existir a interconversdo entre a
sinvastatina e a sinvastatina acida, aumenta a dificuldade na exatidao e precisdo do
método bioanalitico em questdo. Esta interconversdo esta diretamente relacionada
ao pH do meio no qual o farmaco se encontra (ZHANG et al., 2010).

Durante o desenvolvimento de um método bioanalitico para quantificacdo de
analitos que sofrem interconversdo é necessario otimizar uma condicdo na qual a
mesma é diminuida ou eliminada. Para amostras com estrutura quimica hidroxi-
acida e a correspondente forma lactona, € importante manter o pH entre 4 e 5 para
diminuir a interconversdo. O aumento do pH (maior que 6) facilita a conversédo da
forma lactona para a acida (na forma ionizada), enquanto que a diminuicdo do pH
facilita a converséo da forma acida para lactona ou da lactona para forma acida nao-
ionizada. A maioria dos trabalhos utilizam pH em torno de 4,5 (JEMAL; OUYANG,;
POWELL, 2000; NOVAKOVA et al., 2009).

A escolha da quantificacdo da sinvastatina inalterada segue a lista apresentada
pela ANVISA constando quais os analitos que devem seguir estudos de
bioequivaléncia / biodisponibilidade relativa: farmaco inalterado e/ou metabdlito
(BRASIL, 2006b).

A apresentacdo referéncia da sinvastatina no Brasil é o medicamento Zocor®,
da Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda. E segundo a ANVISA, outras
apresentacdes disponiveis de sinvastatina hoje sdo: sinvastatina (Arrow, Biolunis,
Biosintética, Brainfarma, Cristalia, EMS, Germed, Legrand, Medley, Nova Quimica,

Novartis, Ranbaxy, Sandoz); Ana-Lip (Gunther do Brasil); Sinvaz (Apsen); Clinfar
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(Merck S/A); Cordiron (Diffucap-Chemobréas); Diocomb Si (Novartis); Genocardil
(Genoma); Lipistatina (Germed); Lipotex (Medley); Liptrat (Unido Quimica); Lovacor
(Lab. Americano de Farmacoterapia S/A); Menocol (Multilab); Mevilip (Laboris);
Prevencor (Medley); Prevencor pril (Medley); Revastin (Brainfarma); Revastin
(Hypermarcas); Revastin (Neo Quimica); Sinvalip (EMS); Sinvalip AASPAC (EMS);
Sinvane (Brasterapica); Sinvacor (Baldacci); Sinvasmax (Globo); Sinvast
(Biosintética); Sinvastacor (Sandoz); Sinvastamed (CIMED); Sinvastamil (Milian);
Sinvastin (Pharlab); Sinvaston (Sanval); Sinvatrox (EMS); Sinvatrox (Legrand);
Sinvax (Geolab); Androlip (Teuto) (BRASIL, 2012b).

2.3.2 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A sinvastatina, farmaco cujo nome quimico é (1S,3R,7S,8S,8aR)-1,2,3,7,8,8a-
Hexahidro-3,7-dimetil-8- {2- [(2R,4R)-tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il] etil} -1-
naftil 2,2-dimetilbutirato, possue férmula molecular CysH330s, peso molecular de
418,6, pKa de 4,68 e Log P (octanol/agua) de 4,7 (CORSINI et al., 1999;
MARTINDALE, 1999; DOMENIC et al.,, 2002). A sua férmula estrutural esta
apresentada nas Figuras 1 e 2, como sinvastatina e sinvastatina hidroxi-acida,

respectivamente.
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Figura 1 - Férmula estrutural da sinvastatina (ZHAO; YANG; ROGERS, 2002).
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Figura 2 - Férmula estrutural da sinvastatina hidroxi-acida (ZHAO; YANG; ROGERS, 2002).

Tal farmaco apresenta-se como um po6 branco ou quase branco; praticamente
insolivel em &gua; levemente solavel em alcool; muito sollvel em diclorometano
(MARTINDALE, 1999).
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2.4 Metodologias Bioanaliticas

Diferentes técnicas ja foram desenvolvidas e estdo presentes na literatura
para quantificacdo das estatinas em matrizes bioldgicas, incluindo cromatografia
gasosa acoplada espectrometria de massas (GC-MS), cromatografia liquida
acoplada a detector de ultravioleta (LC-UV), cromatografia liquida acoplada a
detector de fluorescéncia (LC-FLU) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) (YANG; FENG; LUAN, 2003; APOSTOLOU et
al., 2008; PATEL et al., 2008; NOVAKOVA et al., 2009; ZHANG et al., 2010; DING et
al., 2011).

Segundo Yang, Feng e Luan (2003), os métodos por GC-MS sao de baixa
detectabilidade e seletivos para realizacdo de andlises que contemplam esta faixa
terapéutica de concentracdo plasmética de sinvastatina, porém a etapa do preparo
da amostra é muito complicada. Takano, Abe e Hata (1990) desenvolveram
metodologia por GC-MS com faixa linear de 0,1 a 10,0 ng/mL para quantificacao de
sinvastatina em soro, porém a metodologia exigia etapa de extracdo em fase sélida
e derivatizacdo do analito, o que dificulta o processamento da amostra, demanda um
maior tempo para analise e aumentam 0s erros provenientes do preparo de
amostras.

As metodologias desenvolvidas por LC-UV ndo possuem detectabilidade
suficiente para analises nas concentracdes terapéuticas da sinvastatina. Para tais
equipamentos exige-se grande volume de plasma, extracbes exaustivas, longos
tempos de corridas cromatograficas, e mesmo assim ndo atingem limites de
guantificacbes tdo baixos quanto necessario para aplicacdo em estudos
farmacocinéticos de sinvastatina (YANG; FENG; LUAN, 2003; PATEL et al., 2008;
ZHANG et al., 2010).

Carlucci et al. (1992) desenvolveram um método por LC-UV com erros
relativos na exatidao de 5,0, 2,1 e 3,2% para controles nas concentragdes de 50,
250 e 500 ng/mL de sinvastatina em plasma, respectivamente. As correspondentes
precisdes foram de 2,3, 1,8 e 1,0% (CV%); porém o método era linear de 20 - 1000

ng/mL, ndo sendo aplicavel a estudos farmacocinéticos para o antilip€mico.
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A cromatografia liquida acoplada a detector de fluorescéncia € uma técnica de
alta sensibilidade, porém as amostras exigem um complexo processo de
derivatizacdo antes da analise, o que a torna inconveniente (YANG; FENG; LUAN,
2003; DING et al., 2011). Ochiai et al. (1997) desenvolveram metodologia
bioanalitica para quantificagdo de sinvastatina em plasma utilizando o detector de
fluorescéncia, porém mesmo adquirindo detectabilidade suficiente para o estudo
(limite de quantificacdo de 0,1 ng/mL), exigiu-se um maior tempo de preparo de
amostras com derivatizacéo e extracdo em fase solida.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tem sido
bastante explorada devido a maior sensibilidade, seletividade, detectabilidade e
praticidade no preparo de amostras. Encontram-se, previamente desenvolvidos,
meétodos bioanaliticos com baixa detectabilidade, utilizacdo de técnicas de preparo
de amostras desde precipitacdo de proteinas (PPT), extracdo liquido-liquido (LLE),
extracdo em fase sélida (SPE), entre outras.

Devido a seu extenso metabolismo hepatico, interconverséao e coeficiente de
particdo, os niveis de sinvastatina no plasma humano durante a terapia da
hipercolesterolemia tornam-se bastante baixos (mesmo quando administradas as
maiores doses terapéuticas), o que faz necessario o desenvolvimento de
metodologias de baixa detectabilidade e alta seletividade para validacdo adequada
do método bioanalitico e aplicacdo em estudos de farmacocinética.

Em virtude das dificuldades encontradas em diversas metodologias descritas
na literatura, buscou-se desenvolver uma metodologia adequada por sua praticidade
e de facil implantacao.

A Tabela 2 sumariza alguns parametros das metodologias bioanaliticas

descritas na literatura para quantificacdo de sinvastatina em amostras bioldgicas.
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Tabela 2 - Metodologias para quantificacdo de sinvastatina em amostras biolégicas

Farmaco Matriz Extracéo Anédlise LIQ Referéncias
(ng/mL)

. . SPE/ TAKANO; ABE; HATA,
Sinvastatina Soro derivatizacio GC-MS 0,1 1990
Sinvastatina  Plasma PPT LC-UV 20 CARLUCCI et al., 1992
Sinvastatina  Plasma PPT LC-UVv 1 MURALIDHARAN et al.,

2009
Sinvastatina  Plasma .SP.E/ ~ LC-FLU 0,1 OCHIAI et al., 1997
derivatizacéo

Atorvastatina/ i i

Plasma SPE LC-MS 0,08 NOVAKOVA et al., 2009
Sinvastatina
Atorvastatina/ NOVAKOVA: SATINSKY:

Plasma SPE LC-MS/MS 0,05 SOLICI’—I 2008 ’
Sinvastatina ’
Sinvastatina  Plasma SPE LC-MS/MS 0,05 YANG et al., 2005
Sinvastatina  Plasma LLE LC-MS/MS 0,1 PATEL et al., 2008
Sinvastatina  Plasma SPE LC-MS/MS 0,1 BARRETT et al., 2006

. . JEMAL; OUYANG;
Sinvastatina  Plasma SPE LC-MS/MS 0,5 POWELL, 2000
Sinvastatina  Plasma LLE LC-MS/MS 0,05 ZHANG et al., 2004
Sinvastatina  Plasma LLE LC-MS/MS 0,1 NAJIB et al., 2003
Sinvastatina  Plasma LLE/PPT LC-MS/MS 0,1 APOSTOLOU et al., 2008
Sinvastatina  Plasma LLE/salting-out LC-MS/MS 0,1 ZHANG et al., 2010
Sinvastatina  Plasma LLE LC-MS 0,1 YANG; FENG; LUAN, 2003

SPE = extracdo em fase solida

PPT = precipitagdo de proteinas

LLE = extragéo liquido-liquido

GC-MS = cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

LC-UV = cromatografia liquida acoplada a detector de ultravioleta

LC-FLU = cromatografia liquida acoplada a detector de fluorescéncia

LC-MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial

LIQ = limite de quantificacdo inferior.

Como se pode observar, a maioria dos métodos encontrados na literatura
utilizaram a técnica de LC-MS/MS para quantificar a sinvastatina em plasma. Porém,
existem poucos meétodos rapidos de analise: preparo de amostra simples e rapido,

tempo curto de corrida cromatografica e utilizacdo de técnicas avancadas como a
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cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-MS/MS), que além de permitir anélises mais rapidas e robustas ainda permite
um menor gasto de solventes. Desta maneira, como 0s parametros supracitados sao
de extrema importancia pelo grande volume de amostras a serem processadas e
analisadas durante a aplicacdo em estudos de bioequivaléncia, o presente estudo
visa 0 desenvolvimento de metodologia adequada para as analises propostas.



33

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e validar metodologia bioanalitica para quantificacdo de
sinvastatina em plasma humano e posterior aplicacdo em estudo farmacocinético de

bioequivaléncia de duas formulacdes de sinvastatina em voluntérios sadios.

3.2 Objetivos Especificos

e desenvolver metodologia bioanalitica rapida e com baixo limite de quantificacao
inferior (LIQ) para determinagdo de sinvastatina em amostras de plasma de
voluntarios incluidos em estudo de biodisponibilidade relativa por cromatografia
liguida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-
MS/MS);

e validar a metodologia desenvolvida conforme as legislacdes vigentes no Brasil;

e aplicar a metodologia desenvolvida e validada para quantificacdo de
sinvastatina em plasma humano de voluntarios incluidos no estudo de
bioequivaléncia;

e realizar comparacdo entre os parametros farmacocinéticos obtidos para as
formulacbes (teste versus referéncia) para determinagdo ou ndo de

bioequivaléncia.



34

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

O estudo clinico foi realizado na Unidade CEBIO do Hospital Belo Horizonte,
localizado na cidade de Belo Horizonte - MG, onde foi definido um cronograma de
coleta para as amostras do estudo e a populagdo de voluntarios.

A populacao selecionada para o estudo foi de 44 voluntérios sadios, adultos, de
ambos os sexos, com idade de 18 a 40 anos e com indice de massa corporal (IMC)
entre 18,5 e 27,0 kg/m? segundo os critérios de inclusdo de voluntarios: ndo
fumantes, peso e idade ideal, auséncia de patologias (cardiacas, renais,
gastrintestinais, neuroldégicas ou metabodlicas), sem antecedentes de
hipersensibilidade aos medicamentos, voluntarios do sexo feminino ndo gravidas
(comprovada por meio de exame laboratorial) ou em periodo de amamentacéo.

O estudo foi do tipo aberto, conduzido segundo um delineamento aleatdrio
cruzado de dois periodos (crossover 2X2), ou seja, 0 planejamento possuiu blocos
aleatorizados modificados, nos quais cada bloco recebeu mais de uma formulagéo
(teste e referéncia) de um mesmo farmaco em periodos diferentes (Fase | e Fase Il)
(FIGURA 3).

Fasel Fase Il

Sequéncial —>

Referéncia

Voluntarios ﬁ
sadios

<

HcdomunxsE

Sequéncia2 —> ’ ¥

OO N~ 00 Z2mH

Figura 3 - Estudo do tipo aleatorio e cruzado.
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A sequéncia atribuida a cada voluntario nos periodos de estudo foi
determinada por uma lista de randomizacao (aleatorizacéo) gerada automaticamente
pelo software nQuery Advisor® versdo 7.0 (TABELA 3). No periodo | (Fase I), os
voluntarios descritos como “T” receberam por via oral, comprimido Teste contendo
40 mg de sinvastatina, enquanto que os descritos como “R” receberam um
comprimido de Zocor® contendo 40 mg de sinvastatina considerado como o produto
Referéncia. No periodo Il (Fase Il) o procedimento foi repetido, invertendo-se o0s
grupos, de modo que cada voluntario recebeu cada um dos produtos em estudo, de

acordo com a Tabela 3.



Tabela 3 - Lista de aleatorizacdo do estudo clinico.

ID do Voluntario Sexo Periodo | Periodo Il
1 F T R
2 F R T
3 F R T
4 F T R
5 F T R
6 F R T
7 F T R
8 F R T
9 F R T
10 F T R
11 F R T
12 F T R
13 F T R
14 F R T
15 F R T
16 F T R
17 F R T
18 F T R
19 F R T
20 F T R
21 F R T
22 F T R
23 M R T
24 M T R
25 M R T
26 M T R
27 M T R
28 M R T
29 M R T
30 M T R
31 M R T
32 M T R
33 M R T
34 M T R
35 M T R
36 M R T
37 M R T
38 M T R
39 M T R
40 M R T
41 M T R
42 M R T
43 M T R
44 M R T

R = Produto Referéncia
T = Produto Teste
M = sexo masculino

F = sexo feminino.
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De acordo com a RE 1.170 de 19 de abril de 2006, as duas etapas de
administracdo do medicamento deveriam obedecer a um intervalo minimo de 7
meias-vidas entre elas (washout - tempo entre os periodos de tratamento
suficientemente grande para que nao haja efeito residual do farmaco entre fase | e
fase Il). No caso, usando o valor maximo de meia-vida relatado na literatura para
individuos adultos sadios, que é de 3 horas, a segunda etapa do estudo deveria
ocorrer em periodo nao inferior a 21 horas apos a ingestdo dos medicamentos na
primeira etapa. Por seguranca e comodidade, realizou-se o segundo periodo do
estudo uma semana apos o primeiro periodo.

O cronograma de coleta das amostras deve garantir a adequada caracterizagao
do perfil plasmatico do farmaco (concentracdo em funcdo do tempo), contemplando
um tempo igual ou superior a 3-5 vezes a meia-vida de eliminacdo dos mesmos
(BRASIL, 2006a). Portanto, considerando a meia-vida de 3 horas, haveria a
necessidade de coletar as amostras até 15 horas apdés a administracdo do
medicamento; porém, por comodidade, coletou-se até 24 horas.

Conforme o desenho amostral na Tabela 3, a administracdo dos medicamentos
aos voluntarios foi feita pela manha, apds jejum de 8 horas, com o auxilio de 200 mL
de agua a temperatura ambiente. O periodo de jejum antes da administracdo dos
medicamentos foi de, no minimo oito horas e apds a administracdo da medicacdo os
voluntarios ainda permaneceram em jejum por mais 4 horas. O jejum feito pelos
voluntarios consistiu na abstinéncia de ingestdo de alimentos e de agua. Os
voluntarios receberam almoco, lanche e jantar padronizados, respectivamente,
quatro, sete e onze horas ap6s a administracdo dos medicamentos.

Os voluntérios ainda foram orientados a néo ingerirem bebidas alcodlicas, café
e outras bebidas xanticas, por pelo menos 48 horas antes do ensaio, e estas
bebidas ndo foram oferecidas durante a realizacdo do estudo. Além disso, os
voluntarios foram orientados a ndo tomarem qualquer medicacdo uma semana antes
do estudo, e durante a sua realizacdo, e qualquer intercorréncia deveria ser
imediatamente comunicada ao médico de plantao.

Foram coletadas amostras de 8 mL de sangue em tubo heparinizado nos
seguintes intervalos de tempo: -0,50; 0,33; 0,66; 1; 1,33; 1,66; 2; 2,33; 2,66; 3; 3,33;
3,66; 4; 6; 8; 10; 12 e 24 horas ap0s a administracdo dos medicamentos. As

amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 1800 g e o plasma aliquotado em
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duplicata em frascos criogénicos de polipropileno de 4 mL. Os frascos foram
armazenados em freezer a -20 °C até o momento das analises.

As amostras de plasma foram transportadas para o laboratério analitico
(Laboratério de Bioequivaléncia — Etapa Analitica do Centro de Pesquisa em
Biotecnologia Ltda. - CEBIO) em caixas com isolamento térmico.

As amostras recebidas foram armazenadas em freezer a -20 °C, com
controlador de temperatura em tempo integral, at¢é o momento da analise e
quantificacdo dos farmacos.

As coletas das amostras utilizadas neste projeto foram realizadas mediante
aprovacgido pela Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Belo Horizonte,
credenciado pelo CONEP — Conselho Nacional de Saude/MS (ANEXO A) e séo
motivo de avaliacdo neste estudo. Porém a realizacdo da etapa clinica foi de total
responsabilidade e execucédo do CEBIO.

Todos os voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(ANEXO B), cujo protocolo clinico foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Belo Horizonte. Os voluntarios receberam uma
explanacdo da natureza e dos objetivos do estudo, métodos, beneficios previstos e
potenciais riscos; enfatizando que o estudo tinha a finalidade de pesquisa e que ele
estaria livre para se retirar a qualquer momento do estudo sem que isto lhe cause
qualquer prejuizo.

Todos os resultados obtidos foram cedidos a elaboracéo desta dissertacdo de
mestrado, bem como publicacdo dos mesmos em artigos cientificos e peridédicos da
area conforme descrito na carta de autorizacao de divulgacdo de dados (ANEXO C),
concedida pelo CEBIO.
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4.2 Materiais

4.2.1 AMOSTRAS

Foram avaliadas duas formula¢des contendo sinvastatina: produto designado
referéncia (R) - Zocor® - comprimidos contendo 40 mg de sinvastatina, produzido por
Merck Sharp & Dohme e o produto designado teste (T) - comprimidos contendo 40
mg de sinvastatina.

O nome do medicamento teste e de seu patrocinador sdo dados protegidos
por sigilo contratual e por isso, ndo séo divulgados nesta dissertacao (ANEXO C).

4.2.2 SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA

Todas as andlises foram realizadas com padrdes priméarios de sinvastatina
(lote: 11HO70) e lovastatina (lote: H3FO071, utilizada como padrdo interno nas
andlises) fornecidos pela USP (The United States Pharmacopeia), com grau de

pureza superior a 99% e dentro do prazo de validade.

4.2.3 SOLVENTES E REAGENTES

Para a realizacdo da validacdo e aplicacdo da metodologia bioanalitica
desenvolvida, foram utilizados os seguintes solventes e reagentes: acetato de
amonio (J.T. Baker, grau HPLC), acetonitrila (J.T. Baker, grau HPLC), &cido férmico
(Sigma-Aldrich, P.A.) agua ultrapura (milli-Q, Millipore), éter-metil-terc-butil (J.T.
Baker, grau HPLC) e hidroxido de amoénio (Vetec, P.A.).
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4.2.4 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

As anélises foram realizadas em sistema de LC-MS/MS (Waters®) constituido
por bomba UPLC (Acquity UPLC® HClass), detector MS/MS do tipo TQ Detector®,
injetor automatico (Sample Manager — FTN) e software MassLynx® versao 4.1.

Além do cromatoégrafo liquido acoplado a espectrometria de massas, foram
utilizados diversos tipos de equipamentos e materiais (TABELA 4) para a validagéo e

aplicacdo da metodologia bioanalitica desenvolvida:



Tabela 4 - Descri¢cdo dos equipamentos e materiais utilizados.
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Equipamentos/Acessorios Marca Modelo/Descri¢céo
Agitador tipo Vortex Vixar Vortex mixer
Agitador tipo Vortex Ciencor Vortex-Genie 2 G560

Balanca Analitica Ohaus AdventurerTMPro AV264CP
Banho ultrasénico Branson Soni-tech B8510R-MT
Bomba de vacuo Sartorius 16695

Capela de Exaustao
Centrifuga Refrigerada
Compressor de ar
Concentrador de amostras

Dessecador
Filtro membrana em PVDF

Freezer -20 °C

Inserts

Micropipetas

Microtubos
Ponteiras descartaveis

Purificador de agua
Refrigerador
Repipetador manual

Secador de ar
Seringas para repipetador

Tubos conicos

Tubos criogénicos
Vials

Plasma Branco
Baldes Volumetricos

Provetas

Pré-colunas

Colunas

Thermo Scientific
Cristofoli
Tecnal

Pyrex
Sartorius Stedim

Fanem

Alcrom

HTL S.A

Sarstedt

Global Trade
Technology

Elga
Electrolux
Eppendorf
Metalplan

Eppendorf

Falcon

Sarstedt
Sun-sri

Allcrom

Pyrex
Pyrex

Phenomenex

Phenomenex

Megafuge 11R
9001
TE-019

Vidro borossilicato/vacuo

47mm diametro
0,45 um porosidade

349 FV
ALL-1062
Lambmate (100, 200 e 1000 uL )

Discovery Comfort (100, 200 e 1000 pL )
Gilson (200 e 1000 pL )

72.690.001 e 72.695.500
4767 e 18260

PURELAB Option-Q 7BP
Frost Free DF 37
Multipette® plus
Airpoint

Combitips plus
5e25mL

17018 (15 mL) e 17002 (50 mL)

60.557.001
200.402

ALL-CP-1253
Voluntarios Sadios
10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 mL
200, 500 e 1000 mL

Gemini C18 5 ym
(3,0 x 4,6mm)
Kinetex C18, 2,6 um
(100,0 x 4,60 mm)
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4.3 Métodos

4.3.1 ETAPA ANALITICA

4.3.1.1 Método Bioanalitico

O desenvolvimento do método constituiu um dos principais objetivos desta
pesquisa. A determinacdo de sinvastatina em plasma humano foi processada
baseando-se principalmente nos estudos descritos por Najib et al. (2003) e por
Zhang et al. (2004), utilizando extracao liquido-liquido e a analise por método
cromatografico em fase liquida acoplada a espectrometria de massas. As condi¢cdes
de extracdo e deteccdo foram otimizadas e validadas, e o método desenvolvido foi
aplicado a analise de amostras de voluntarios sadios do estudo de bioequivaléncia
entre duas formulacdes de sinvastatina.

Foram preparadas solu¢cdes-mée do padréo de sinvastatina e do padrao interno
de lovastatina, na concentragdo de 1 mg/mL. As solu¢cdes de trabalho foram
preparadas para sinvastatina para preparo das curvas analiticas e controles de
gualidade (CQs) em plasma, e foram preparadas para a lovastatina para ser utilizada
como padréo interno durante o processamento das amostras.

As concentracdes das solucdes de trabalho de sinvastatina foram definidas
durante o desenvolvimento do método bioanalitico e preparadas a partir da solugéo-
mae em agua:acetonitrila (1:1, v/v). A lovastatina foi diluida e utilizada como PI na
concentracdo de 0,15 ug/mL em acetonitrila, enquanto que a curva analitica e os
controles de qualidade foram preparados em plasma.

A curva analitica foi preparada através do enriqguecimento de aliquotas de 450
puL de plasma com 50 pL de cada solugcéo-padréo de sinvastatina, resultando nas
concentracdes plasmaticas equivalentes a 0,4; 1; 2,5; 5; 10; 15; 25 e 40 ng/mL e os
controles de qualidade a 1,2; 12 e 30 ng/mL de sinvastatina.

Juntamente com a curva analitica, em duplicata, foram realizadas analises de

duas amostras branco e duas amostras zero, que consistem em amostra de uma
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matriz biolégica na qual nenhum analito foi adicionado e amostra de matriz
processada com adicdo apenas de padrao interno (PI), respectivamente. Todas as

amostras foram preparadas a partir do mesmo “pool” de plasmas branco.

O procedimento de extracéo foi realizado para todas as amostras. Resumindo,
em um microtubo de 2,0 mL foram adicionados 500 pL plasma, adicionou-se 50 pL
de PI, 50 yL de acetato de aménio 50 mmol/L pH= 4,50 e 1000 puL de MTBE. Agitou-
se por 5 minutos em agitador tipo vértex com plataforma orbital, centrifugou-se a
5000 g, por 5 minutos e sob refrigeragédo a 5 °C e transferiu-se 850 yL da fase
orgéanica para microtubos limpos e secos. As amostras foram levadas a secura sob
fluxo de ar comprimido em temperatura ambiente e ressuspensas em 200 pL de fase
movel para posterior injecdo no UPLC-MS/MS conforme condi¢cdes cromatograficas
estabelecidas.

Para o desenvolvimento do método bioanalitico foi necesséario a otimizacéo
das condicGes de extracdo, das condicbes cromatograficas e dos parametros do
espectrometro de massas. Para isso foram considerados diferentes tipos de
solventes, materiais e reagentes, sendo escolhidos pelo método os objetos que
trouxeram maior praticidade, seguranca, estabilidade, seletividade, recuperacéo,
robustez, precisao, exatidao e que se enquadrasse na detectabilidade necessaria.

O método bioanalitico desenvolvido, que melhor se enquadrou nos parametros

de validacao, esta descrito nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 - Condi¢cbes cromatograficas do método bioanalitico desenvolvido para quantificacdo de
sinvastatina em plasma humano por UPLC-MS/MS.

Parametros

Descricao

Técnica bioanalitica

Deteccéao

Anticoagulante

Coluna Analitica

Pré-coluna

Temperatura da coluna

Fase Movel

Vazéo de Fase Movel
Razéo do splitter
Volume de injecao
Temperatura do amostrador

Linearidade

Tempos de retencéo

Tempo de Corrida
Tipo de Integracdo

Equacéo da curva

UPLC-MS/MS

sinvastatina: 419,3 > 199,0
lovastatina: 405,0 > 199,0

heparina

Phenomenex, Kinetex C18, 2,6 um
(200,0 x 4,60 mm)

Phenomenex, Gemini C18 5 um
(3,0 x 4,6 mm)

45 °C
Acetonitrila : Acetato de Amonio 2,0

mmol/L + 0,025% &cido formico (70:30,
viv)

1,00 mL/min
1:4
20 uL
5°C
0,4 — 40,0 ng/mL

2,70 £ 0,50 min (sinvastatina)
2,25 £ 0,50 min (lovastatina)

3,5 min
(base-a-base)

y = a+ bx (1/x%)
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Tabela 6 - Condi¢cBGes do espectrometro de massas do método bioanalitico desenvolvido para
guantifica¢do de sinvastatina em plasma humano por UPLC-MS/MS.

Parametros Descricao
Espectrémetro de Massas MS/MS — TQ Detector
Fonte de ionizacao Electrospray no modo positivo

sinvastatina: 419,3 > 199,0

lons monitorados pelo sistema MRM lovastatina: 405.0 >199.0

Eneraia de coliszo sinvastatina: 10,0 eV
9 lovastatina: 14,0 eV

Capilaridade 3,80 kV

sinvastatina: 22,0 V

Tenséo do cone lovastatina: 18,0 V

Tenséao do extrator 30V
RF lens 0,1V
Temperatura de fonte de ionizagéo 140 °C
Temperatura de dessolvatacao 450 °C
Fluxo do gas de dessolvatacéo 550 L/h
Fluxo do gas do cone 50 L/h
LM Resolution 1 10,0
HM Resolution 1 9,0
lon Energy 1 1,0
Entrance 1,0
Exit 1,0
LM Resolution 2 10,0
HM Resolution 2 10,0
lon Energy 2 1,0
Gain 2,0

Dwell time 0,15s
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4.3.1.2 Validacdo do método bioanalitico

4.3.1.2.1 Seletividade

Segundo a RE 899/2003, a seletividade consiste na habilidade do método
bioanalitico de medir e diferenciar o analito e o Pl de interferentes, os quais podem
ser componentes da matriz biolégica, metabdlitos, produtos de decomposicao,
impurezas e medicamentos utilizados concomitantemente ao estudo. A interferéncia
de metabdlitos, nicotina, cafeina e medicamentos de venda isenta de prescricdo é
considerada quando necessario, assim como a possibilidade de conversdo de um
metabdlito no composto original durante os procedimentos da andlise (BRASIL,
2003a).

Para avaliacdo da seletividade foram analisadas amostras de plasma de seis
lotes diferentes, sendo quatro amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada,
sob condigbes controladas referentes ao tempo, alimentacdo e outros fatores
importantes para o estudo. Cada amostra branco foi testada utlizando o
procedimento e as condi¢cdes cromatograficas estabelecidas para o estudo.

Os resultados obtidos serdo comparados com aqueles obtidos de amostras de
LIQ extraido. A obtencdo de cromatogramas com areas de picos interferentes nos
tempos de retencdo do farmaco e do PI inferiores, respectivamente, a 20% da area
do LIQ e 5% da area na concentracdo utilizada, confirma a seletividade do método
(ANVISA, 2003a).

4.3.1.2.2 Linearidade

Linearidade é a capacidade de um meétodo analitico em demonstrar que 0s
resultados obtidos séo diferentes e diretamente proporcionais a concentracdo do
analito da amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003a).

Para definir a relagéo entre concentracéo e resposta, foi preparada uma curva
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analitica contendo oito diferentes niveis de concentragéo, variando de 0,4 a 40,0
ng/mL em plasma.

Para a construcdo da curva analitica adicionou-se padrdo de sinvastatina as
amostras de plasma branco de voluntarios em oito concentracfes diferentes (0,4
ng/mL, 1,0 ng/mL, 2,5 ng/mL, 5,0 ng/mL, 10,0 ng/mL, 15,0 ng/mL, 25,0 ng/mL e 40,0
ng/mL). Na analise da curva analitica ainda foram incluidas amostras de plasma
branco e plasma branco adicionado de padrao interno.

De acordo com a RE 899/2003, existem alguns critérios que devem ser levados
em consideracdo no momento de analisar uma curva analitica, a menor
concentragdo nominal deve ter desvio menor ou igual a 20% e as demais
concentracbes nao devem ultrapassar 15% em relacdo ao valor nominal e o
coeficiente de correlacado linear deve ser superior a 0,98 (BRASIL, 2003a).

Quando a curva analitica possui uma extensa faixa de linearidade (duas ou
mais ordens de magnitude), exige-se que se defina o peso dos pontos situados nas
extremidades, para evitar a polarizacdo da curva em favor dos padrbes de
concentracbes mais elevadas. Deve ser avaliado, qual a forma matematica mais
simples e adequada a ser utilizada na constru¢éo da curva analitica do método. Para
isso foi utilizado o método de regressao dos minimos quadrados (BRAGGIO et al.,
1996).

Para definir o melhor modelo de regressao linear foram utilizadas trés
diferentes curvas analiticas em matriz, utilizando-se os mesmos procedimentos e
condicdes dos outros parametros de validagcéo, porém sem a eliminacao de valores
com desvio acima dos critérios estabelecidos para linearidade, como forma de obter
uma avaliacdo mais criteriosa da analise de regressao.

A equacéo da reta foi o modelo matemético escolhido para calculo das curvas
analiticas, apresentando-se a mais simples das opc¢des.

A escolha do peso dos pontos se deu através da observacdo dos histogramas
dos residuos (erro relativo) calculados para trés curvas de calibracdo, usando-se
ponderacao 1/x e 1/x?, e da avaliagcédo do somatério dos valores absolutos de residuo
das curvas analiticas calculadas nas duas ponderacdes. O melhor modelo é aquele
que possuir o menor somatorio de residuos. (BRAGGIO et al.,, 1996; ALMEIDA,
CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002).

A uniformidade das variancias (homoscedasticidade) é um parametro
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comumente utilizado para avaliar a adequacdo da ponderacdo ao modelo
experimental em questdo (ALMEIDA ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO,
2002).

4.3.1.2.3 Determinacéo do Limite Inferior de Quantificacéo (LIQ)

O LIQ é a menor concentracdo do analito na matriz biolégica que pode ser
quantificada com preciséo e exatiddo aceitaveis. A razdo entre o sinal e o ruido da
linha de base deve ser maior que 5:1, ou seja, o LIQ deve ser, no minimo, cinco
vezes superior a qualquer interferéncia da amostra branco no tempo de retencao do
farmaco. Os picos de resposta do farmaco nos LIQ devem ser identificaveis e
reprodutiveis com preciséo de 20% e exatiddo de 80 a 120 % quando comparados a
concentracdo nominal declarada.

Para avaliacdo da precisdo e da exatiddo do método, amostras de LIQ e CQs
foram incluidas no procedimento de validacdo. Ambos devem ser comparados com a

concentracdo nominal declarada e seguir os critérios de precisao e exatidao.

4.3.1.2.4 Limite Inferior de Deteccao (LD)

Segundo a RE 899/2003, o limite de deteccdo € a menor quantidade de analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém n&o necessariamente
guantificado, sob as condi¢cBes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003a).

Este parametro pode ser calculado da seguinte forma:

LD = DPa X 3, onde
IC

DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do Y da curva analitica.

IC = inclinacdo da curva analitica.
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4.3.1.2.5 Recuperacéo

O teste de recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo do
método analitico, dentro de um limite de variacao. A recuperacao das substancias de
interesse depende de fatores intrinsecos ao processo de extracdo aplicado, tais
como solucdo de extracdo, método, matriz biolégica, entre outros. E expressa como
porcentagem da concentracdo nominal declarada do analito e obtida a partir da
comparacao dos resultados de amostras contendo os analitos em solugéo, com 0s
resultados de amostras extraidas (nas mesmas concentra¢des do padrao adicionado
em solucéo).

Porcentagens de recuperacao do analito e do padrao interno proximos a 100%
sdo desejaveis, porém, admitem-se valores menores, desde que a recuperacao seja
consistente e reprodutivel. O célculo da recuperacao foi feito em funcao da relacao
de area das amostras extraidas e nao extraidas, preparadas tanto em solucdo
guanto aquelas adicionadas ao extrato da matriz biolégica, para o analito e para o

padrao interno separadamente.

4.3.1.2.6 Efeito Matriz

O efeito matriz é o efeito na resposta do analito ou Pl causado por
componentes da matriz biolégica. A coeluicdo de componentes da matriz biol6gica
com algum dos analitos estudados pode afetar a ionizacdo do mesmo resultando em
supressao ou inducdo idnica, o que pode afetar a precisdo e exatiddo do método
(CHAMBERS et al., 2007; CASSIANO et al., 2009).

Segundo Chambers et al. (2007) o efeito matriz pode ser causado por diversos
fatores, entre eles, fosfolipideos enddgenos, excipientes da formulagdo e fase
movel.

Existem dois métodos comuns para detectar um efeito matriz. o método de
infusdo pds-coluna (qualitativo/dindmico) e o método de dopagem pdés-extracao
(quantitativo/estatico) (CHAMBERS et al., 2007; CASSIANO et al., 2009).
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Neste trabalho utilizou-se o primeiro método, no qual monitorou-se a resposta
do instrumento durante a infuséo constante de solucdo-padrdo no MS/MS e injecao
de amostra de branco extraido no UPLC-MS/MS identificando possiveis regifes
cromatograficas com efeito matriz onde os analitos possivelmente sofreriam indugéo
ou supressao idnica. A infusdo dos analitos foi feita apds a coluna cromatogréfica e
antes da fonte de ionizacdo do espectrdmetro de massas, enquanto que a matriz
extraida (sem adicdo de analito e padrdo interno) foi injetada normalmente nas
condi¢cBes cromatograficas otimizadas. Sendo assim foi possivel avaliar a influéncia
da matriz na resposta do analito.

Caso as regides de inducdo ou supressdo idnica estivessem préximas ao
tempo de retencdo dos analitos, tentaria-se uma modificacdo cromatografica que
modificasse a eluicAio dos mesmos para que nao houvesse o efeito matriz
(CHAMBERS et al., 2007).

4.3.1.2.7 Precisao e Exatidao

A preciséo representa o grau de repetibilidade entre os resultados individuais
de analises quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa mesma amostra
homogénea, em idénticas condi¢cdes de ensaio. Com isso, avalia-se a proximidade
dos resultados obtidos.

A precisdo do método foi determinada em uma mesma corrida analitica
(preciséo intra-corrida) e em corridas diferentes (precisao inter-corridas), utilizando-
se trés niveis de CQs, (CQB, CQM, CQA) em sete determinacdes para cada nivel,
contemplando a faixa de variagao do procedimento.

E expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variagéo
(CV%), ndo se admitindo valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual

se admite valores menores ou iguais a 20%, segundo a féormula:

Desvio padrao
CcV (%) = Vedia X 100
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A exatiddo consiste no grau de concordancia entre os resultados individuais
obtidos em um ensaio e o valor aceito como referéncia.

A exatiddo do método foi determinada em uma mesma corrida analitica
(exatidao intra-corrida) e em corridas diferentes (exatidao inter-corridas), envolvendo
diferentes datas, utilizando-se trés niveis de CQs (CQB, COM, CQA) em sete
determinacdes para cada nivel, contemplando a faixa de variagcdo do procedimento.

Segundo a RE 899/2003, o desvio ndo deve exceder 15%, exceto para o LIQ,
para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20%. A exatidao deve, entéo,
estar entre a faixa de 85% a 115% (80% a 120% para LIQ).

A exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

. Concetraciao média determinada
Exatidao (%) = — — x 100
Concentragdo teorica

No minimo 67% das replicatas de cada concentracdo devem apresentar desvio

inferior ao limite especificado.

4.3.1.2.8 Testes de Estabilidade

A estabilidade do farmaco em liquidos biolégicos depende de suas
propriedades quimicas, da matriz biolégica, de substancias presentes na matriz
(como anticoagulante), do material de acondicionamento utilizado e das condicdes
de armazenamento (BRASIL, 2003a).

Os estudos de estabilidade sao realizados para determinar se a concentragcéo
de um analito se mantém dentro de limites especificos, numa dada matriz (plasma
humano, nesse estudo), sob condi¢cbes especificas, em determinados intervalos de
tempo e visa garantir que o farmaco nédo sofre alteragéo entre a coleta e a analise da
amostra (CAUSON, 1997).
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A estabilidade do analito foi avaliada durante manuseio da amostra, apos
armazenagem de longa duragdo (congelamento) e curta duragdo (a temperatura
ambiente), apos ciclos de congelamento e descongelamento e nas condi¢cdes de
analise (pos-processamento e nas solucdes-padréo) (BRASIL, 2003a).

Em cada estudo de estabilidade utilizou-se uma curva analitica recém-
preparada para determinagéo da concentracdo das amostras de CQs. As solugbes
do analito e do PI utilizadas foram recentes, exceto no estudo de estabilidade de
solucédo estoque, através do qual se determinou a estabilidade do analito e Pl em
solugéo.

A estabilidade foi demonstrada quando néo se observou desvio superior a 15,0
% da média das concentracdes obtidas para as amostras-teste com relacdo a média
das concentracbes obtidas para as amostras recém-preparadas. Todas as

concentracdes obtidas foram incluidas no calculo da média.

4.3.1.2.8.1 Estabilidade de Curta Duracéo

A estabilidade de curta duracdo do analito é avaliada ap6s a manutencao dos
CQs em estudo (CQB e CQA) a temperatura ambiente por um periodo de 4 a 24
horas, baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas a
temperatura ambiente (até o inicio da extracéo).

Ao término desse periodo as amostras foram extraidas e analisadas. Os
resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos da analise das amostras

recém-preparadas.

4.3.1.2.8.2 Estabilidade de Longa Duracao

Este parametro avaliou a estabilidade das amostras durante o periodo que esta
compreendido entre a data da coleta das amostras de plasma de voluntarios que

receberam o comprimido de sinvastatina e a data de término da analise da Ultima
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amostra (BRASIL, 2003a).
Os resultados das amostras de controle de qualidade analisadas, em duas
concentracfes diferentes, mantidas a -20°C por 90 dias foram comparados aos

resultados de amostras recém-preparadas e imediatamente analisadas.

4.3.1.2.8.3 Estabilidade de Pds-Processamento

A estabilidade de pds-processamento € fundamental em caso de utilizacédo de
equipamentos que empregam sistemas automaticos de amostragem/injecdo, de
modo que pode haver um intervalo de tempo relativamente grande entre o término
da extracao e a andlise das amostras.

Por isso, a estabilidade do analito e do PI foi avaliada apds o processamento e
armazenamento das amostras a mesma faixa de temperatura do autoinjetor (£ 5°C),
por periodo superior ao intervalo entre o término do processamento da lista e o final
da corrida analitica (lista de amostras de voluntarios).

A média das concentragcbes dos CQs testes de estabilidade de p0s-
processamento foi comparada com aquela obtida na lista de estabilidade de recém-

preparado, verificando-se a variagdo nas concentracdes obtidas.

4.3.1.2.8.4 Estabilidade de Ciclos de Congelamento e Descongelamento

A estabilidade do processo de congelamento e descongelamento das amostras
bioldgicas foi determinada apoés trés ciclos de congelamento e descongelamento. As
amostras (CQB e CQA) destinadas ao estudo foram congeladas a mesma
temperatura de armazenamento das amostras de voluntarios e mantidas por 24
horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente (por
uma hora). Quando completamente descongeladas, as amostras foram novamente
congeladas por 12 a 24 horas e, assim sucessivamente, até completar os trés ciclos.

As amostras do conjunto 1 passaram por 1 ciclo de congelamento e
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descongelamento, as amostras do conjunto 2 passaram por dois ciclos e as
amostras do conjunto 3 passaram por 3 ciclos. Ao término do ultimo processo de
descongelamento as amostras do conjunto 3 foram extraidas e analisadas
juntamente com as amostras de uma curva analitica recém-preparada.

O numero de ciclos de congelamento e descongelamento aprovados no estudo
foi maior ou igual ao nimero de ciclos a que as amostras de voluntarios foram
submetidas.

A média das concentracfes dos CQs testes do estudo de estabilidade
congelamento e descongelamento foi comparada com aquela obtida na lista de
estabilidade recém-preparado, verificando-se o grau de degradacao.

4.3.1.2.8.5 Estabilidade de Solu¢des Padréao

A estabilidade das solucdes-padréo do analito e do Pl foram avaliadas de duas
maneiras. Primeiramente em solu¢cdes mantidas sob refrigeracdo a temperatura de
aproximadamente 5°C por um periodo de tempo superior ao periodo de uso, e
posteriormente em solu¢cdes avaliadas mantendo as mesmas a temperatura
ambiente por um periodo de no minimo 6 horas (BRASIL, 2003a).

As solucbes foram consideradas estaveis quando nao foi observado desvio
superior a 15% do valor obtido a partir das solu¢des recém-preparadas.

Todas as amostras de solugbes foram preparadas em fase moével, na
concentracédo final equivalente a amostras de CQB, CQA e Pl em plasma, obtidas a
partir de solucdes estoque (solucdo-mae) e foram analisadas logo apés o preparo.

A média das areas dos CQ testes foi comparada com aquela obtida para os CQ
recém-preparados, verificando-se o grau de degradacéo.
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4.3.1.3 Quantificacdo de sinvastatina nas amostras de plasma

A guantificacdo de sinvastatina nas amostras de plasma foi realizada conforme
a metodologia analitica descrita no item (4.3.1.1).

As amostras de plasma dos voluntdrios que receberam sinvastatina foram
analisadas paralelamente a curva analitica com oito pontos e a analise das amostras
de plasma de controle de qualidade (CQB, CQM e CQA) em triplicata, quadruplicata
ou quintuplicata, dependendo da quantidade de amostras de voluntarios analisados
por corrida analitica.

A curva analitica e as amostras de controle de qualidade de concentracfes
conhecidas foram preparadas adicionando-se o farmaco a matriz biolégica escolhida

para este estudo.

Para avaliar quaisquer contaminacfes foram analisadas amostras branco e
zero em duplicata, além de amostras branco de cada voluntario (amostras coletadas

antes da administragado do medicamento e analisadas sem a adi¢éao de PI).

As areas de picos interferentes nos tempos de retencdo do analito e do PI
devem ser inferiores, respectivamente, a 20% da area do LIQ e 5% da area na
concentracéao utilizada.

A linearidade da curva analitica, a precisdo e exatiddo do método foram

avaliadas utilizando os seguintes critérios:
e 0LIQ, deve ter desvio < 20 % da concentragao nominal declarada;

e todos os outros padrdes ndo-zero devem ter desvio < 15 % da concentragao

nominal declarada;

e no minimo 4 entre 6 padr6es ndo-zero devem atingir o critério descrito acima.
Os pontos excluidos ndo podem ser consecutivos, nem extremos da curva, e

a exclusao néo pode alterar o modelo a ser utilizado;

e quando utilizadas replicatas das concentragdes, no minimo 67 % de todas as
réplicas devem apresentar desvio menor ou igual a 15 % em relacdo a
concentracdo nominal e menor ou igual a 20 % para réplicas do LIQ. N&o
devem ser excluidas todas as réplicas de dois niveis de concentracdo

consecutivos;
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e 0 coeficiente de correlacdo linear deve ser igual ou superior a 0,98 em todas
as listas.

A concentracdo das amostras foi calculada utilizando como base de célculo a
curva analitica da corrida analitica. A funcdo resposta utilizada para o método
bioanalitico foi a relagcdo entre a resposta do detector para as concentracdes do
analito e do Pl. Amostras branco, zero e pontos com desvio acima dos critérios

estabelecidos ndo foram utilizados para construcdo da curva analitica.

4.3.2 ETAPA ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo de bioequivaléncia foram avaliados
estatisticamente para a comparacgao das duas formulagdes em estudo.
A analise estatistica dos resultados foi realizada conforme recomendado pela
RE 1.170, de 19 de abril de 2006.
Os parametros farmacocinéticos foram determinados (BRASIL, 2006a):

e area sob a curva de concentracdo sanguinea em funcao do tempo, calculada
pelo método dos trapezoides, do tempo zero ao tempo t (ASCpy), onde t € o
tempo relativo a Ultima concentragdo do farmaco determinada
experimentalmente (acima do limite de quantificac&o);

e 4&rea sob a curva de concentracao sangiinea em funcéo do tempo, calculada
do tempo zero ao tempo infinito (ASCo.»), onde ASCp..= ASCy.t + Cyk, onde C;
€ a Ultima concentracdo do farmaco determinada experimentalmente (acima
do limite de quantificacdo) e k é a constante de eliminacdo da fase terminal.

e pico de concentracdo maxima (Cnax) do farmaco e o tempo para atingir este
pico (tmax) Obtidos diretamente, sem interpolagéo dos dados;

e meia-vida de eliminagéo (t;;2) do farmaco.

Para avaliacdo da bioequivaléncia foram empregados os parametros ASCo.,
ASCoy.» € Chax, COMo exigido pela RE 1.170, de 19 de abril de 2006. Todos os
pardmetros farmacocinéticos e estatisticos foram determinados pelo programa

Phoenix WinNonlin®, incluindo os intervalos de confianga (IC) de 90% para os
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parametros ASCo.t, ASCo.. € Cmax, poder do teste e coeficientes de variacdo intra e
inter individuais para os parametros farmacocinéticos ASCq.t, ASCo € Chax
transformados em logaritmos naturais; além de testes de Andlise de Variancia
(ANOVA) para estes parametros farmacocinéticos, de acordo com o desenho
crossover 2X2 padrdo, para avaliacdo de efeitos de seqiiéncia, de voluntarios dentro
da sequéncia, de formulacao e de periodo.

Dois produtos possuem a mesma biodisponibilidade se os intervalos de
confianca 90%, considerado nivel de significAncia (a) menor que 0,05, para as
relacdes entre os valores de Cpax, ASCo.t € ASCp.. de ambos, calculados com base

nas transformacdes logaritmicas, estiverem entre 80 e 125%, ou seja:

80 < Cmax (teste) <125%

Cmax (referéncia)

80<__ ASCo-t (teste) <125 %
ASCo-t (referéncia)

80 <__ ASCo-» (teste) <I125%
ASCo-» (referéncia)

No qual:

Cmax = concentragdo plasmatica maxima;

ASCy = area sob a curva de zero a t (tempo relativo a Ultima concentracdo
determinada experimentalmente);

ASCy... = area sob a curva de zero a infinito.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e Validacdo do método bioanalitico para quantificacao de

sinvastatina em plasma humano

O método desenvolvido mostrou limites adequados para quantificacdo de
sinvastatina em amostras de plasma provenientes de ensaio de bioequivaléncia.

Esta adequacéo foi comprovada por meio dos resultados referentes a validacao
do método, tais como, seletividade, linearidade, limite de deteccado, limite de
quantificacdo, recuperacdo, efeito matriz, precisdo, exatiddo e estabilidades
(BRASIL, 2003a).

As figuras a seguir demonstram a determinagédo dos ions monitorados tanto de
sinvastatina (FIGURA 4) quanto de lovastatina (FIGURA 5), cromatogramas de
solucdo-padrdo de analito e padrdo interno na concentragdo do limite de
qguantificacdo superior (FIGURA 6), amostra branco extraida (FIGURA 7) e amostra
na concentracdo de 0,4 ng/mL plasma (LIQ) (FIGURA 8), segundo o método

desenvolvido.
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Figura 6 - Cromatogramas referentes a injecdo de padrbes de sinvastatina e lovastatina nas
concentracdes de 40,0 ng/mL e 0,15 pg/mL, respectivamente.
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Figura 7 - Cromatogramas referentes a inje¢cdo de amostra branco extraida.
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Figura 8 - Cromatogramas referentes a injecdo de amostra extraida na concentracao de 0,4 ng/mL.

5.1.1 SELETIVIDADE

Conforme os cromatogramas da Figura 9, n&o foi verificada a presenca de

picos interferentes nos tempos retencdo do analito e do PI

maiores que,

respectivamente, a 20% da area do LIQ (extraido) e 5% da area do padrao interno

na concentracdo utilizada, para os plasmas brancos normais, lipémico e hemolisado.
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Figura 9 - Cromatogramas do teste de seletividade. (A) Amostra de pool de plasmas branco (B)
Amostra de LIQ extraido.

5.1.2 LINEARIDADE

O método mostrou-se linear na faixa de concentracao de 0,4 a 40,0 ng/mL, com
de coeficiente de correlacéo linear (r) de 0,99.

A curva analitica esta representada na Figura 10 e os parametros relativos a
curva analitica estdo apresentados na Tabela 7.

Esta faixa de linearidade foi considerada adequada a aplicacdo do método aos
estudos de bioequivaléncia e farmacocinética, pois a mesma abrangeu as

concentracdes obtidas nas amostras do estudo realizado.
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Figura 10 - Curva analitica Sinvastatina em plasma humano.

Tabela 7 - Parametros relativos a curva analitica do método analitico para quantificacdo de
sinvastatina em plasma por UPLC-MS/MS na faixa de concentracdo de 0,4 e 40,0 ng/mL.

Pardmetro Valor
Coeficiente angular (a) 0,121288
Coeficiente linear (b) -5,02624E-05
Coeficiente de correlacéo linear (r) 0,998328

Para determinacdo da ponderacdo mais adequada ao método bioanalitico
estudado foi utilizado o método de regressdo dos minimos quadrados. Avaliou-se
com o grafico de dispersédo de residuos, a amplitude dos desvios de exatiddo nas
concentracbes mais baixas e as distribuicdes da amplitude dos desvios ao longo da
faixa de trabalho (FIGURA 11).
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Figura 11 - Dispersao dos Residuos para ponderacado 1/x e 1/x° respectivamente em (a) e (b).

A comparacgdo entre os graficos de dispersdo dos residuos permitiu concluir
que a melhor ponderacdo a ser utilizada neste caso foi 1/x’, uma vez que a
amplitude dos desvios, principalmente nas menores concentracfes, foram mais
baixas.

Observou-se, também, maior residuo total das concentracdes de sinvastatina
nas curvas com ponderacgéo 1/x. A Tabela 8 exibe o somatorio dos valores absolutos
de residuo das curvas de calibracdo das listas de validacdo com ponderacdo 1/x e
1/x2,

Tabela 8 - Somatério absoluto dos residuos das curvas analiticas com ponderacéo 1/x e 1%

Ponderacgao Valor
1/x 324,10
1% 317,30

Concluiu-se que a ponderacédo mais adequada para a equagao que relaciona a
resposta do equipamento com a concentragcdo do analito para quantificagdo de
sinvastatina foi 1/x?.

Portanto, a melhor relacdo matematica que descreve o meétodo bioanalitico

para sinvastatina pode ser representada como:

y = mx + b (ponderacéo 1/x?) onde,
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y = relagdo entre a &rea do padréo de sinvastatina e a do padrdo de lovastatina

m = coeficiente angular (inclinacdo da reta)

X = concentracdo analitica de sinvastatina,

b = intercepto

Todas as andlises cromatograficas para a validagdo e quantificacdo das
amostras do estudo de bioequivaléncia foram realizadas utilizando este modelo de

regressao linear.

5.1.3 LIMITE INFERIOR DE QUANTIFICACAO (LIQ)

O limite de quantificagdo do farmaco € um parametro de elevada importancia,
tendo em vista que no estudo de bioequivaléncia foi administrada dose Unica (40 mg
sinvastatina) a cada voluntario em cada uma das fases, resultando em baixas
concentracbes plasmaticas do farmaco, por motivos ja discutidos neste trabalho,
especialmente nas amostras relativas aos ultimos tempos de coleta.

O método desenvolvido mostrou-se adequado, pois apresentou seletividade e
detectabilidade adequadas a aplicacdo para os estudos de farmacocinética,
biodisponibilidade e bioequivaléncia, contemplando a quantificacdo de todos os
pontos de eliminacao plasmatica delineados pelo estudo (amostras coletadas até um
tempo superior a 3-5 meias-vidas do farmaco). A quantificacdo do farmaco com
precisdo e exatiddo adequados é imprescindivel para a determinacdo dos
parametros farmacocinéticos relativos a absorcéo e eliminacédo do farmaco.

Os valores médios para o limite de quantificacdo do método de 0,4 ng/mL

foram de 12,3% e 103,3% para a precisao e a exatidao, respectivamente.

5.1.4 LIMITE DE DETECCAO (LD)

O limite de deteccéo calculado para o método foi 0,23 ng/mL, que foi adequado

para a realizacdo deste estudo.
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5.1.5 RECUPERACAO

As amostras foram purificadas por um processo simples de extracéo liquido -
liquido, utilizando MTBE como solvente extrator, o que possibilitou boa recuperagéo
para sinvastatina e lovastatina em relagcdo aos outros solventes.

Nos trabalhos publicados por Yang et al. (2005), Barret et al. (2006) e
Novakova et al. (2009) é utilizada a técnica de extracao em fase sélida, que apesar
de gerar bons resultados de recuperacédo, ndo € um método de escolha neste tipo de
estudo, devido ao grande niumero de amostras.

No desenvolvimento do método, outros solventes organicos foram utilizados em
testes de recuperacdo, como por exemplo, o acetato de etila e diclorometano, porém
os resultados foram inferiores ao obtido com MTBE e tempo da secagem do solvente
organico era muito maior.

A recuperacdo média com o MTBE foi de 82,9% para a sinvastatina (TABELA
9) e de 82,1% para a lovastatina, com precisdo e exatiddo dentro dos limites
especificados pela ANVISA, o que indicou que o procedimento de extragao descrito
para o método bioanalitico apresentou eficiéncia adequada.

Tabela 9 - Recuperacéo do procedimento de purificacdo das amostras de plasma para sinvastatina.

cQB CcQMm CQA
Amostra
1,2 ng/mL 12 ng/mL 30,0 ng/mL
CV (%) 12,75 12,40 1,41
Recuperacéo (%) 93,04 79,13 76,39

5.1.6 EFEITO MATRIZ

Como se pode observar na Figura 12, em vermelho esta representado uma
corrida cormatografica de padrdes de sinvastatina e lovastatina para observacédo dos

tempos de retencdo; em verde esta representado o sinal produzido com infuséo
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continua direta dos padrées no MS/MS e analise cromatografica concomitante de
branco extraido.
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Figura 12 - Teste de Efeito Matriz pelo método de infusdo pds-coluna. A aquisicdo em verde
representa analise cormatografica de amostra branco extraida com a infusdo dos

padrdes concomitante e aquisi¢do em vermelho representa uma andlise cromatogréafica
de lovastatina e sinvastatina, respectivamente.

A partir da figura apresentada concluiu-se que n&o houve efeito de supresséo
nem inducao iénica significativo nos tempos de retencdo dos analitos.

Outra maneira de detectar o efeito matriz seria 0 método de dopagem pés-
extracdo: as respostas obtidas para as amostras cujos analitos de interesse sao
adicionados pdés-extracdo sdo comparadas com as solucdes preparadas na fase
movel, sob as mesmas condi¢des. A diferenca da resposta entre a amostra pés-
extracdo e a solucdo em solvente determina o grau do efeito matriz (CASSIANO et
al., 2009).

Optou-se por testar o efeito matriz pelo método de infusdo pds-coluna pois ao
detectar alguma supresséo ou inducéo iénica ao redor dos tempos de retencdo dos
analitos de interesse, jA no desenvolvimento do método se poderia modificar o
meétodo cromatografico otimizando estas condi¢des; enquanto que ao realizar o
meétodo de dopagem pdés-extracdo apenas se quantifica a intensidade deste efeito
matriz no tempo exato de retencdo dos analitos; dificultando uma otimizacao
necessaria caso o efeito matriz estivesse presente.
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5.1.7 PRECISAO E EXATIDAO

A precisdo do método analitico variou entre 4,54 e 8,68% para as amostras
analisadas na mesma corrida (intra-corrida) e entre 7,29 e 7,86% para as amostras
analisadas em corridas diferentes (inter-corridas).

A exatiddo do método analitico variou entre 93,3 e 108,1% para as amostras
analisadas na mesma corrida (intra-corrida) e entre 98,7 e 102,7% para as amostras
analisadas em corridas diferentes (inter-corridas). Os resultados estédo apresentados
na Tabela 10.

Tabela 10 - Precisdo e exatidao intra-corrida e inter-corridas referentes ao método analitico para
quantificacdo de sinvastatina em amostras de plasma por UPLC-MS/MS.

Concentracéo CQB 1,2 ng/mL CQM 12,0 ng/mL CQA 30,0 ng/mL

Média Intra-corrida 124 126 113 12,97 1248 11,64 31,32 30,08 27,99

(ng/mL)
Precisdo Intra-corrida ¢ 11  g31 454 475 624 868 726 527 602

(CV%)
Exatiddo é(';;)ra'co”'da 1035 1049 942 1081 1040 97,0 1044 1003 933
Média Inter-corridas

(ng/mL) 1,21 12,32 29,61
Precisao Inter-corridas

(CV%) 7,29 7,86 7,54
Exatidao Inter-corridas 100.6 102,7 98,7

(%)

Os resultados de exatidao e precisao estdo de acordo com o0s desvios aceitos
pela agéncia regulatoria (inferiores a 15%) (BRASIL, 2003a).
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5.1.8 TESTES DE ESTABILIDADE

5.1.8.1 Estabilidade de Curta Duracao

A estabilidade de curta duracéo foi avaliada mantendo-se amostras de plasma
de controle de qualidade, em duas concentracdes, descongeladas e mantidas a
temperatura ambiente por 19 horas. Apdés este periodo estas amostras foram
processadas e analisadas imediatamente. Os resultados foram comparados com o0s
de amostras recém-preparadas (RP) e analisadas em seguida.

As amostras mostraram-se estaveis com desvios de 1,77% para concentracao

baixa e -0,04% para concentracao alta (TABELA 11).

Tabela 11 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade do sinvastatina em amostras analisadas
ap6s manutencdo a temperatura ambiente por 19 horas.

CQB RP CQB 19h CQA RP CQA 19h

Tipo de amostra
1,20 ng/mL 1,20 ng/mL 30,00 ng/mL 30,00 ng/mL

Média 1,13 1,15 28,30 28,28
CV (%) 5,33 7,45 2,29 2,17
Variacéo (%) 1,77 -0,04

5.1.8.2 Estabilidade de Longa Duracéo

As amostras de plasma de controle de qualidade preparadas com a adicao de
sinvastatina, mantiveram-se estaveis por, pelo menos, 90 dias, mostrando desvios
de - 3,31 e - 5,46% para CQB e CQA respectivamente.

As amostras foram processadas apés 90 dias de armazenamento em freezer a
-20 °C e analisadas imediatamente.

Os resultados foram comparados com os de amostras recém-preparadas,
sendo aceitos desvios entre + 15% (TABELA 12).
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Tabela 12 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade do sinvastatina em amostras de plasma
de controle de qualidade, analisadas logo apdés o preparo e mantidas a -20 °C por 90

dias.
CQOB RP CQB 90 dias CQARP CQA 90 dias
Tipo de amostra
1,2 ng/mL 1,2 ng/mL 30,0 ng/mL 30,0 ng/mL
Média 1,15 1,11 30,16 28,52
CV (%) 4,58 5,80 3,82 1,43
Variacéo (%) -3,31 -5,46

5.1.8.3 Estabilidade de P6s-Processamento

A estabilidade do analito e do PI foi avaliada apds processamento dos CQs e
armazenamento a temperatura de 5°C por um periodo equivalente a 73 horas.

Como pode se observar na Tabela 13, as amostras se apresentaram estaveis
no tempo avaliado com desvios menores que 15%.

Tabela 13 - Resultados referente a estudo de estabilidade do sinvastatina em amostras de plasma
analisadas 73 horas ap6s o procedimento de purifica¢ao.

CQB RP CQB 73h CQARP CQA 73h
Tipo de amostra
1,2 ng/mL 1,2 ng/mL 30,0 ng/mL 30,0 ng/mL
Média 1,27 1,31 27,85 31,85
CV (%) 12,9 6,2 8,4 6,2
Variacéo (%) 4.3 14,3

5.1.8.4 Estabilidade de Ciclos de Congelamento e Descongelamento

As amostras de controle de qualidade foram analisadas e mantiveram-se

estaveis a -20 °C por trés ciclos de congelamento e descongelamento.

Os resultados obtidos foram comparados com as amostras de controle de
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qualidade recém-preparadas e analisadas imediatamente, sendo aceitos desvios
entre £15%, e estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade do sinvastatina em amostras de plasma,
analisadas imediatamente ap6s o preparo, mantidas a temperatura de -20 °C e
submetidas a sucessivos ciclos de congelamento e descongelamento.

) CQB RP CQB 3° ciclo CQARP CQA 3°ciclo
Tipo de amostra
1,2 ng/mL 1,2 ng/mL 30,0 ng/mL 30,0 ng/mL
Média 1,13 1,07 28,30 32,32
CV (%) 5,33 9,16 2,29 2,82
Variacéo (%) -5,3 14,2

5.1.8.5 Estabilidade de Solucfes Padrao

A estabilidade das solucdes-padrdo do sinvastatina e da lovastatina foi
determinada, e o0s resultados obtidos apresentaram-se dentro dos limites
especificados de até 15% para o analito (TABELAS 15 e 17) e padrdo interno
(TABELAS 16 e 18).

Tabela 15 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade da solu¢do de sinvastatina por 60 dias
mantidas a temperatura de 5 °C.

) CQB RP CQB 60 dias CQA RP CQA 60 dias
Tipo de amostra
1,2 ng/mL 1,2 ng/mL 30,0 ng/mL 30,0 ng/mL
Média 7088 6262 131424 125310
CV (%) 13,46 1,31 1,76 3,33
Variacéo (%) -11,65 -4,65

Tabela 16 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade da solugédo de lovastatina por 60 dias
mantidas a temperatura de 5 °C.

i PI RP PI 60 dias
Tipo de amostra
0,15 pg/mL 0,15 pg/mL
Média 58533 60409
CV (%) 1,92 2,98

Variagao (%) 3,21
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Tabela 17 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade da solugdo de sinvastatina por 18 horas
mantidas a temperatura ambiente.

) CQB RP CQB 18 horas CQARP CQA 18 horas
Tipo de amostra
1,2 ng/mL 1,2 ng/mL 30,0 ng/mL 30,0 ng/mL
Média 7088 7521 131424 124199
CV (%) 13,46 1,82 1,76 3,11
Variacéo (%) 6,11 -55

Tabela 18 - Resultados referentes ao estudo de estabilidade da solu¢éo de lovastatina por 18 horas
mantidas a temperatura ambiente.

i PIRP PI 18 horas
Tipo de amostra
0,15 pg/mL 0,15 pg/mL
Média 56084 64480
CV (%) 1,93 1,11
Variacdo (%) 14,97

As solucdes-padréo de sinvastatina e lovastatina mantiveram-se estaveis por
um periodo equivalente a 60 dias sob refrigeracéo (5°C) e por um tempo de 18 horas

em temperatura ambiente.

5.2 Consideragdes finais sobre a metodologia desenvolvida

Na literatura estdo apresentados alguns trabalhos que descrevem a
quantificacdo de sinvastatina em plasma utilizando diferentes técnicas de extracéo e
quantificacdo (TAKANO; ABE; HATA, 1990; OCHIAI et al., 1997; JEMAL; OUYANG,;
POWELL, 2000; NAJIB et al., 2003; YANG et al., 2005; BARRETT et al., 2006;
APOSTOLOU et al., 2008; PATEL et al., 2008; NOVAKOVA et al., 2009; ZHANG et
al., 2010).

Entretanto, os métodos descritos apresentam algumas desvantagens em
relacdo ao tempo da corrida analitica, ao processo de extragdo que envolve
inUmeras etapas, ou ao grande volume de solvente e/ou amostra utilizado. Todos
estes aspectos dificultam a utilizacdo desses métodos em ensaios de

bioequivaléncia, uma vez que estes exigem um grande niumero de analises.
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No presente trabalho, desenvolveu-se e validou-se um método de fécil
implantacdo: tempo de corrida curto, preparo de amostras simples e rapido, baixo
consumo de solventes e detectabilidade adequada para quantificacdo de
sinvastatina em plasma humano através da cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS) para aplicacao
no estudo de bioequivaléncia.

Esta adequacéo foi comprovada por meio dos resultados referentes a validacéo
do método, tais como, seletividade, linearidade, limite de deteccédo, limite de
quantificacdo, recuperacado, precisdo, exatiddo e estabilidade; todos adequados a
legislacédo vigente no pais (BRASIL, 2003a).

Os resultados obtidos para as estabilidades destes analitos em plasma e em
solucéo foram favoraveis para um estudo de bioequivaléncia; pois com estabilidades
comprovadas por 19 horas de amostras em plasma a temperatura ambiente (curta
duracédo), 90 dias em temperatura controlada de -20 °C (longa duracéo), 73 horas
amostras processadas a 5 °C (pds-processamento), 3 degelos e solucdes padrdo
estaveis por 18 horas a temperatura ambiente e 60 dias sob refrigeracdo de 5 °C,
permite-se que se faca a quantificacdo das amostras provenientes dos voluntarios
do estudo de bioequivaléncia com grande seguranca devido ao grande intervalo de
tempo no qual se assegurou estabilidade. InUmeras intercorréncias que possam
acontecer durante o processamento das amostras dos voluntarios, serdo sanadas,
sem prejuizo as analises.

A deteccdo da sinvastatina € realizada, na maioria dos trabalhos de
farmacocinética, empregando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) em detrimento aos detectores convencionais (ultravioleta e
fluorescéncia). Devido a baixa concentracdo plasmatica da sinvastatina, estes
altimos exigiriam um preparo de amostras mais complexo e resultariam em corridas
mais longas.

A escolha das massas a serem monitoradas pelo equipamento, no modo MRM,
foi realizada durante a aquisicdo do espectro de massas do analito e do padréo
interno. Selecionou-se a massa mais abundante de cada analito e monitorou-se nas
formas protonadas devido a escolha do modo positivo de ionizacdo. As transi¢coes
ibnicas utilizadas foram 419,3 > 199,0 para sinvastatina e 405,0 - 199,0 para o

padrdo interno. Lembrando que este tipo de analise é altamente seletiva quanto a
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razao massa / carga dos analitos, portanto ndo houve interferéncia da sinvastatina
acida nesta quantificacdo, pois sua massa molecular é diferente das massas
encontradas para os analitos estudados (sinvastatina acida: 437,5 - 303,3 (JEMAL,;
OUYANG; POWELL, 2000; PATEL et al., 2008)).

As amostras bioldgicas obtidas dos voluntarios e destinadas aos estudos de
bioequivaléncia / biodisponibilidade relativa devem passar por um tratamento prévio
a sua analise no cromatégrafo. As principais razdes que justificam tais
procedimentos sdo: a conhecida complexidade das matrizes biolégicas, a existéncia
de proteinas incompativeis com as colunas cromatograficas e a baixa concentracéo
das substancias a serem analisadas. O objetivo do pré-tratamento € uma separacao
cromatografica livre de interferentes, com deteccdo adequada e um tempo razoavel
de analise (QUEIROZ; COLLINS; JARDIN, 2001).

Uma consideracao importante é a escolha da utilizacdo de padrdo externo ou
interno. O padrdo externo € utilizado em comparacdo com a resposta do analito e
uma reta de calibracdo é gerada a partir dessa resposta do padréo externo. Sempre
que possivel, utiliza-se padrdo interno nos estudos de bioequivaléncia /
biodisponibilidade relativa, com molécula de estrutura semelhante ao analito. O
padrdo interno é adicionado nas etapas de pré-tratamento das amostras e o0s
resultados da analise do padrdo interno sao utilizados para estabelecer uma razéo
entre a resposta do analito e a do padrao interno, possibilitando, assim, minimizar os
erros decorrentes de possiveis perdas durante o preparo das amostras (CAUSON,
1997). Neste trabalho, utilizou-se lovastatina como padréo interno que apresentou-
se adequado por causa da seletividade e precisdo no método desenvolvido.

No presente trabalho, a fase mével utilizada foi composta por acetonitrila e
tampéo acetato, na concentracdo de 2,0 mmol/L, acrescido de 0,025% de &acido
férmico na propor¢cdo de 70:30, v/iv. O fluxo foi de 1,0 mL/minuto, utilizando um
splitter na razdo 1:4 (MS/MS : descarte). Este fluxo foi utilizado para diminuir o
tempo de retencdo dos analitos e por consequéncia o tempo total da corrida
analitica, contando com a razdo do splitter, que garantiu boa dessolvatacédo da fase
movel na fonte e diminuiu a entrada de interferentes no espectrometro de massas.

Os resultados obtidos apés a avaliagdo dos parametros de validacéo
demonstram que o método desenvolvido rapido e pratico, apresentou-se especifico,

sensivel, preciso e exato, justificando sua aplicacdo em estudos de bioequivaléncia
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e farmacocinética.

5.3 Etapa Clinica do estudo de Bioequivaléncia

De forma a atender o que determina a ANVISA (pelo menos 24 voluntarios) e
como prevencdo de eventuais desisténcias e de acordo com a variabilidade
observada em estudos anteriores de bioequivaléncia, através de utlizacdo de
software ja citado, foi planejado o recrutamento de 44 voluntarios (22 de cada sexo)
para a avaliacdo da biodisponibilidade entre os medicamentos teste e referéncia. Os
voluntarios 25, 26 e 41 informaram que nao teriam disponibilidade para a internacéo
na data proposta, sendo assim, excluidos do estudo. As analises foram realizadas
para os 41 voluntarios que completaram o estudo.

5.4 Etapa Analitica do estudo de Bioequivaléncia

O produto teste e o produto referéncia sdo considerados equivalentes
farmacéuticos, por conterem o mesmo farmaco, na mesma dosagem e forma
farmacéutica, com qualidade assegurada, cumprindo as especificacdes
farmacopeicas. Ainda assim, esta classificacdo ndo atesta a intercambiabilidade
entre estes medicamentos, sendo necessaria a realizagdo do estudo de
bioequivaléncia (in vivo) para que se obtenham conclusdes definitivas sobre a
biodisponibilidade dos produtos em estudo, e se aprovado, a possibilidade de
registro do produto teste como genérico ou similar.

O ensaio de biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia entre os produtos teste
e referéncia, foi realizado por meio de um estudo quantitativo direto, com
delineamento aberto, aleatério e cruzado, no qual todos os voluntarios receberam
ambos os medicamentos avaliados, em duas fases distintas (Fase | e Fase Il).

A analise concomitante das amostras de controle de qualidade e das amostras
de plasma branco durante a quantificacdo de sinvastatina plasmatica dos voluntarios

garantiu a qualidade dos resultados durante todo o procedimento analitico
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empregado, jA& que serviram como base para aceitagdo ou rejeicdo das corridas
analiticas.

Juntamente a todas as listas de voluntarios analisadas foi processada e
analisada uma curva analitica (em duplicata) recém-preparada, que foi o meio pelo
qual as amostras com concentracbes desconhecidas provenientes de cada corrida
foram quantificadas.

A andlise das amostras de voluntarios foi realizada integralmente de acordo
com as condicbes e periodo de tempo determinados nos estudos de estabilidade
durante a validagdo do método bioanalitico.

Todas as amostras desconhecidas provenientes de um mesmo voluntario
(Fase | e Fase Il) foram processadas e analisadas em uma mesma corrida analitica.
As amostras quantificadas que obtiveram concentracdes abaixo do LIQ (0,4 ng/mL)
foram consideradas como nao-quantificavel. Os cromatogramas foram integrados
automaticamente pelo software MassLynx® versdo 4.1., utilizando a integracéo dos
picos base-a-base.

As concentracdes plasmaticas médias de sinvastatina, apds a administracdo do
produto teste e referéncia aos 41 voluntarios sadios, estdo apresentados na Tabela
19. Os valores das concentrac¢des individuais estdo apresentados no ANEXO D.
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Tabela 19 - Concentragdes plasmaticas médias da sinvastatina apdés a administracdo oral dos
produtos teste e referéncia aos 41 voluntdrios sadios.

Concentragao Plasmaética (ng/mL)

Tempo
(horas) Produto Referéncia Produto Teste
Média DP CV (%) Média DP CV (%)

0,00 NQ - - NQ - -

0,33 4,2033 4,8753 115,9866 1,7181 1,4567 84,7813
0,66 5,7900 4,4554 76,9508 3,3862 2,5962 76,6710
1,00 5,5727 3,9308 70,5373 3,7503 2,6735 71,2879
1,33 5,0780 3,0209 59,4903 3,6008 2,3312 64,7426
1,66 4,4271 3,0277 68,3901 3,0407 1,8746 61,6510
2,00 4,5371 3,9454 86,9581 2,8849 1,7379 60,2400
2,33 3,9898 3,56978 90,1756 2,6885 2,0225 75,2269
2,66 3,4344 2,4255 70,6253 2,4761 1,9704 79,5773
3,00 3,1266 2,1365 68,3319 2,4149 2,2301 92,3477
3,33 2,7788 2,1107 75,9594 2,2534 2,2111 98,1237
3,66 2,5432 1,7437 68,5654 2,2344 2,1283 95,2510
4,00 2,4080 2,2551 93,6497 2,5120 3,6335 144,6481
6,00 2,0188 1,0640 52,7081 1,9749 1,3376 67,7317
8,00 1,5003 0,9214 61,4183 1,4533 0,8660 59,5908
10,00 1,3742 0,9869 71,8181 1,5784 1,1931 75,5890
12,00 1,2384 0,7314 59,0581 1,3911 1,0247 73,6672
24,00 0,8683 0,4294 49,4495 1,1837 0,6137 51,8490

DP= desvio padréo. CV (%)= coeficiente de variacdo. NQ= ndo quantificavel.

As curvas médias de concentracbes plasmaticas em funcdo do tempo,

referente aos produtos teste e referéncia estdo representadas na Figura 13. As

curvas individuais estédo apresentadas no ANEXO E.
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Figura 13 - Curvas médias de concentracdes plasméaticas em funcdo do tempo apds a administragao
oral dos produtos teste e referéncia aos 41 voluntarios sadios. (As barras verticais
representam o erro padrdo da média).

Os dados de concentragdo versus tempo dos 41 voluntarios foram empregados
na analise estatistica, a qual foi conduzida de acordo com a RE 898, de 29 de maio
de 2003 (BRASIL, 2003d).

5.5 Etapa Estatistica do estudo de Bioequivaléncia

5.5.1 PARAMETROS FARMACOCINETICOS

As Tabelas 20 e 21 apresentam as médias dos parametros farmacocinéticos
referentes a fase de absorcdo (Cmax, tmaxs tr2, ASCo, ASCo.. € ASCot / ASCo-w)
obtidos apo0s a administracéo oral dos produtos teste e referéncia, respectivamente,

aos 41 voluntarios sadios.



Tabela 20 - Parametros farmacocinéticos referentes a absorgéo oral do produto teste.

78

ASCo.+ /
voluntario (nETr;XL) o o (h/.AnSgC/:r?:L) (h/.kr? 53&1) ASCo-
(%)
1 7,39 0,66 10,37 100,73 136,79 73,64
2 4,02 2,00 16,40 36,05 66,11 54,54
3 4,96 1,66 23,86 52,49 101,01 51,96
4 6,95 1,00 33,35 60,08 138,02 43,53
5 12,76 0,66 20,83 46,14 77,69 59,39
6 2,79 3,66 28,23 19,63 48,95 40,10
7 5,89 1,00 12,31 25,46 32,57 78,19
8 3,85 1,66 5,99 12,11 16,52 73,33
9 5,33 1,00 27,82 62,36 143,85 43,35
10 4,64 6,00 14,83 34,29 52,26 65,61
11 8,80 1,33 17,36 53,81 80,35 66,97
12 1,88 1,00 3,45 6,68 8,82 75,73
13 2,92 2,00 43,20 32,75 108,79 30,11
14 20,65 4,00 2,37 49,71 51,65 96,23
15 5,17 0,66 3,54 14,52 17,58 82,56
16 11,16 1,00 23,89 23,93 46,33 51,65
17 4,11 12,00 RNA 60,05 RNA RNA
18 3,16 1,00 7,86 25,37 30,14 84,19
19 3,10 0,66 RNA 27,24 RNA RNA
20 3,89 3,00 127,45 53,84 482,26 11,16
21 5,21 1,33 9,01 24,50 33,21 73,77
22 2,95 0,66 10,14 9,02 15,75 57,27
23 5,16 0,66 45,28 33,31 82,30 40,47
24* 7,37 1,00 6,55 33,70 40,60 83,01
25* - - - - - -
26 - - - - - -
27 4,32 0,66 4,67 8,21 11,58 70,92
28 4,27 0,66 3,37 17,49 19,82 88,24
29 4,84 1,00 16,94 42,87 70,97 60,41
30 4,28 2,66 3,71 13,83 16,45 84,08
31 7,78 1,33 6,98 23,43 27,56 85,02
32 2,39 1,00 9,25 24,88 31,42 79,19
33 8,72 4,00 14,76 45,31 63,40 71,46
34 3,05 4,00 2,88 19,24 21,36 90,07
35 7,53 1,00 21,17 57,51 126,54 45,45
36 4,34 0,66 21,64 28,16 53,13 53,00
37 2,35 1,66 14,84 21,83 31,68 68,90
38 3,31 10,00 RNA 59,05 RNA RNA
39 2,16 10,00 RNA 35,28 RNA RNA
40 8,22 0,66 7,35 51,42 59,16 86,91
41* - - - - - -
42 14,81 3,33 10,37 61,09 67,97 89,88
43 6,35 1,33 8,73 39,60 52,45 75,50
44 4,85 1,33 24,18 33,84 82,32 41,11
Média 5,80 2,31 17,97 36,12 68,85 65,59
DP 3,71 2,69 21,42 19,48 79,31 19,61
CV (%) 0,64 1,16 1,19 0,54 1,15 0,30




Tabela 21 - Pardmetros farmacocinéticos referentes a absor¢do oral do produto referéncia.
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ASCo. /
Voluntario (nETr;XL) t(nF\a}x Eﬁi (h.AnSg(/:r%tL) (hA.\nS gC/?nwL) ASCo-
(%)
1 17,42 0,66 9,72 75,24 90,09 83,51
2 3,68 2,33 36,87 24,41 56,87 42,93
3 8,36 0,66 3,79 22,02 25,25 87,21
4 19,32 2,00 11,39 92,05 120,32 76,50
5 19,36 0,33 6,52 48,88 58,67 83,32
6 4,50 1,33 4,25 14,29 16,93 84,44
7 19,32 2,33 2,72 31,37 33,49 93,68
8 5,84 1,33 10,05 35,92 45,20 79,48
9 6,97 3,00 19,67 58,95 99,24 59,40
10 4,42 0,66 10,95 30,21 39,21 77,04
11 10,35 0,66 8,53 63,85 72,23 88,41
12 3,77 0,66 1,65 8,52 9,52 89,52
13 16,22 0,66 10,37 50,42 59,54 84,68
14 13,80 4,00 1,78 27,70 28,86 96,00
15 7,93 0,66 27,80 32,94 57,81 56,98
16 7,94 3,33 2,02 35,19 36,50 96,41
17 5,79 2,66 10,52 59,46 77,98 76,25
18 9,21 1,00 11,51 64,06 82,49 77,66
19 3,85 0,33 11,85 24,83 33,38 74,39
20 10,92 0,66 28,48 57,29 119,33 48,01
21 3,90 1,00 11,16 29,68 39,50 75,13
22 7,02 0,66 1,13 7,42 8,18 90,67
23 4,28 0,66 9,09 33,77 41,25 81,87
24 9,38 2,00 2,41 27,88 29,31 95,13
25 - - - - - -
26* - - - - - -
27 5,68 0,66 5,16 15,92 19,20 82,92
28 9,07 0,66 6,64 21,13 27,64 76,44
29 7,67 1,00 14,94 29,49 38,55 76,51
30 17,81 1,66 5,04 33,59 36,86 91,12
31 9,59 0,66 3,04 28,41 31,59 89,93
32 9,57 1,00 3,42 19,98 22,34 89,41
33 9,29 3,00 3,53 36,39 41,13 88,47
34 5,22 1,00 2,27 11,86 14,93 79,42
35 16,68 1,00 8,95 46,57 55,74 83,55
36 6,14 1,00 6,47 13,03 17,42 74,83
37 6,21 0,66 1,81 13,08 14,36 91,09
38 2,81 0,66 72,80 41,79 244,49 17,09
39 3,34 2,00 10,11 39,90 49,68 80,32
40 4,12 6,00 6,14 49,26 54,13 91,00
41 - - - - - -
42 16,95 0,33 2,16 33,20 34,79 95,43
43 5,54 0,66 10,66 26,84 38,84 69,12
44 11,39 0,66 10,79 38,41 44,95 85,45
Média 9,04 1,37 10,46 35,49 50,43 79,53
DP 5,07 1,17 12,57 18,66 41,28 15,67
CV (%) 0,56 0,86 1,20 0,53 0,82 0,20

DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variagédo; * Nao participou do estudo.
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As curvas de decaimento plasmatico dos produtos referéncia e teste foram
utilizadas para determinacdo dos parametros farmacocinéticos e 0s seguintes
valores médios foram obtidos: Cnax (referéncia: 9,04 ng/mL; teste: 5,80 ng/mL); tmax
(referéncia: 1,37 h; teste: 2,31 h); ASCo. (referéncia: 35,49 ng.h/mL; teste: 36,12
ng.h/mL) e ASCy... (referéncia: 50,43 ng.h/mL; teste: 68,85 ng.h/mL).

Os resultados obtidos neste trabalho foram similares com os previamente
reportados por Tseng e colaboradores (2007) que obteve valores médios de ASCy.
de 36,5 ng.h/mL apos a administracdo de 40 mg de sinvastatina referéncia.
Ressalta-se que existem varios estudos de bioequivaléncia de sinvatatina na
literatura e o parametro ASCy.; varia muito, na mesma dose de 40 mg do mesmo
medicamento referéncia, sendo observados valores como 10,63; 56,88; 78,34
ng.h/mL (NAJIB et al., 2003; PATEL et al., 2008; MURALIDHARAN et al., 2009).

A sinvastatina € metabolizada majoritariamente pela isoforma CYP3A4, com
expressdo polimorfica na populacdo. Esta isoforma sofre inibicdo de vérios
medicamentos como antifingicos, antibiéticos macrolideos e alguns antidepressivos
(CORSINI et al., 1999). Certos alimentos, como a toranja ou seu suco, aumentam de
maneira consideravel a biodisponibilidade de farmacos metabolizados pelo CYP3A4,
ingeridos por via oral, por inibirem esta isoforma (TASSANEEYAKUL et al., 2000).

Desta maneira, sendo o CYP3A4 inibido por medicamentos ou até mesmo
alimentos, Lamba et al. (2002) determinaram o clearance oral do midazolam,
farmaco marcador de atividade desta isoforma, em 148 voluntarios e observaram
valores entre 10 e 40 mL/min/kg em 84% dos pacientes investigados, no entanto a
variabilidade total foi da ordem de 48 vezes.

Estes fatores podem explicar a grande variabilidade dos parametros
farmacocinéticos nos diferentes estudos de bioequivaléncia de sinsvastatina na dose

de 40 mg, quando comparamos formulacdes referéncia (Zocor®).

5.5.2 ANALISES ESTATISTICAS

As Tabelas 22, 23 e 24 apresentam, respectivamente, os resultados de ANOVA

para Cmax, ASCo.c € ASCo.«, incluindo fonte de variacao, grau de liberdade, soma dos
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quadrados, quadrado médio, valor de estatistica F e residuo.

Tabela 22 - Resultado da andlise de variancia (ANOVA) para avaliacdo dos efeitos de produto, grupo,
periodo e voluntario dentro do grupo em relacdo ao parametro Cpay, transformado em

escala logaritmica, obtido apés administragdo dos produtos referéncia e teste a 41
voluntarios sadios.

Graus de Soma dos Quadrado
Fonte ] o F p
Liberdade Quadrados Médio
Inter-individual
Residual (Sequéncia) 1 0,0145 0,0145 0,0317 0,8596
Residuos (inter) 39 17,8238 0,4570 3,6903 <0,0001
Intra-individual
Formulagao 1 4,1506 4,1506 33,5148 <0,0001
Periodo 1 0,9336 0,9336 7,5383 0,0091
Residuos (intra) 39 4,8300 0,1238
Total 81 27,7525

F = valor da estatistica do teste F da andlise de variancia;
p = probabilidade de significancia, ou nivel descritivo do teste, ou ainda valor-p.

Tabela 23 - Resultado da andlise de varidncia (ANOVA) para avaliacdo dos efeitos de produto, grupo,
periodo e voluntério dentro do grupo em relacdo ao pardmetro ASCyy, transformado em

escala logaritmica, obtido apds administracdo dos produtos referéncia e teste a 41
voluntarios sadios.

Graus de Soma dos Quadrado
Fonte ) ) F p
Liberdade Quadrados Médio
Inter-individual
Residual (Sequéncia) 1 0,0379 0,0379 0,0619 0,8048
Residuos (inter) 39 23,8589 0,6118 6,0479 <0,0001
Intra-individual
Formulagéo 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,9989
Periodo 1 0,1966 0,1966 1,9440 0,1711
Residuos (intra) 39 3,9450 0,1012
Total 81 28,0384

F = valor da estatistica do teste F da analise de variancia;
p = probabilidade de significancia, ou nivel descritivo do teste, ou ainda valor-p.



82

Tabela 24 - Resultado da andlise de variancia (ANOVA) para avaliacdo dos efeitos de produto, grupo,
periodo e voluntario dentro do grupo em relagdo ao parametro ASCy..., transformado em
escala logaritmica, obtido apds administracdo dos produtos e teste a 41 voluntarios

sadios.
Graus de Soma dos Quadrado
Fonte ] o F p
Liberdade Quadrados Médio
Inter-individual
Residual (Sequéncia) 1 0,0144 0,0144 0,0145 0,9048
Residuos (inter) 38 37,9070 0,9929 5,1437 <0,0001
Intra-individual
Formulacéo 1 1,0191 1,0191 5,2795 0,0276
Periodo 1 0,0716 0,0716 0,3709 0,5464
Residuos (intra) 35 6,7558 0,1930
Total 76 45,7679

F = valor da estatistica do teste F da andlise de variancia;
p = probabilidade de significancia, ou nivel descritivo do teste, ou ainda valor-p.

Por intermédio dos resultados apresentados na Tabela 22 referentes ao modelo
ajustado para In(Cnax), 0 efeito de sequéncia ndo foi considerado significante (p = 0,8596).
O teste de variabilidade inter-individuos foi considerado significante (p < 0,0001),
resultado ja esperado devido as diferencas entre os voluntérios. Houve efeito de
formulacéo (p < 0,0001) e houve efeito de periodo (p = 0,0091).

Por intermédio dos resultados apresentados na Tabela 23 referentes ao modelo
ajustado para In(ASCy.), o efeito da sequéncia ndo foi considerado significante (p =
0,8048). O teste de variabilidade inter-individuos foi considerado significante (p < 0,0001),
resultado ja esperado devido as diferencas entre os voluntarios. Nao houve efeito de
formulacdo (p = 0,9989) e nem efeito de periodo (p = 0,1711).

Através dos resultados apresentados na Tabela 24 referentes ao modelo ajustado para
In(ASCy.,), 0 efeito da sequéncia ndo foi considerado significante (p = 0,9048). O teste de
variabilidade inter-individuos foi considerado significante (p < 0,0001), resultado ja
esperado devido as diferencas entre os voluntéarios. Houve efeito de formulacéo (p =
0,0276) e ndo houve efeito de periodo (p = 0,5464).

5.5.2.1 Poder do Teste e Intervalo de Confianca (IC 90%)

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, 2003d).
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O Intervalo de confianga 90% (IC 90%) é definido como um intervalo sobre o
valor estimado que garante 90% de certeza que este intervalo contém o verdadeiro
valor. A bioequivaléncia é confirmada quando IC 90% esta dentro do intervalo de 80
a 125%. IC 90% para Cnax, ASCo.t € ASCo... estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 - Intervalos de confianca 90% (IC 90 %) para as relac8es entre os parametros Cax, ASCoy
e ASCy... obtidos ap6s administracdo dos produtos teste e referéncia a 41 voluntarios

sadios.

Parametro CV intra (%) Poder do Teste (%) Colnn]fizrr:/g;o(g&/o)
Crax 36 > 87 55,93 — 72,68 %
ASCo. 33 > 92 88,82 -112,56 %
ASCy. 46 > 68 106,40 — 150,17 %

CV intra (%) = coeficiente de variag&o intra-individuos

O poder do teste estatistico para os parametros Cnax € ASCy.: foram maiores
que 80%, porém para ASC,... foi menor.

Baseado nos resultados apresentados na Tabela 25, os valores de Intervalo de
Confianca 90% para os parametros farmacocinéticos avaliados Cnax € ASC,... estéo
fora dos limites de 80% - 125%, portanto, mesmo que ASCy.; encontra-se no IC 90%
especificado, os produtos avaliados encontraram-se fora dos limites estabelecidos
pela legislagdo vigente, demonstrando que os produtos ndo s&o considerados

bioequivalentes.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

o o método bioanalitico desenvolvido e validado para quantificacdo de
sinvastatina em plasma humano demonstrou adequada detectabilidade,
reprodutibilidade, precisdo, exatiddo, recuperacdo e estabilidade, utilizando
extracdo liquido - liquido simples e tempo de corrida curto, justificando a sua

utilizacdo em ensaios de bioequivaléncia/ biodisponibilidade relativa.

o 0 produto teste ndo pode ser considerado bioequivalente ao produto referéncia,
portanto ndo podem ser administrados de forma intercambiavel pois ndo se

garantiu a eficécia terapéutica deste produto teste.
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ANEXO A

Belo Horizonte 19 de Outubro 2011.

Ao Sr. Dr. Marco Tulio Baccarini Pires,

Venho através desta, informar que o estudo: Referente ao protocolo CEP-HBH
58/2011 (CEBIO 28 2011) Versdo inicial intitulado: “Estudo de
biodisponibilidade relativa, randomizado de duas preparacoes de
Sinvastatina comprimidos revestidos 40 mg, Sinvaston® da Sanval
Comércio e Industria Ltda (Formulagao teste) e Zocor® da Merck Sharp e

Dohme (Formulagao referéncia), em voluntarios sadios, em jejum”.

- Foi avaliado e aprovado por este comité.

Atenciosamente,

\\~\\

o =T A

O ]
Dr. Eduardo Ribeiro Mundim

ordenddor do Comité de Etica em Pesquisas
GESTHO/ Hospital Belo Horizonte

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL BELO HORIZONTE
Av. Anténio Carlos, 1.694 - 1° Andar - Cachoeirinha - BH - MG
CEP. 31.210-010 - Telefone: (0XX31) 3449-7107
cep@hbh.com.br
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ANEXO B

CEBIO - Centro de Pesquisa em Biotecnologia Ltda.
Protocolo CEBIO 28 2011

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto de Pesquisa:

“Estudo de biodisponibilidade relativa, randomizado,

de duas preparacdes de Sinvastatina comprimidos revestidos 40 mg, Sinvaston® da
Sanval Comércio e Industria Ltda. (formulagdo Teste) e Zocor®, da Merck Sharp &
Dohme (formulacdo Referéncia), em voluntarios sadios, em jejum”.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do Estudo comparativo de medicamento cujo Titulo se
encontra acima. O estudo contar4 com a participacéo total de 44 (quarenta e quatro) voluntarios. E
importante que vocé leia e compreenda totalmente as informa¢des fornecidas. Caso vocé néo
entenda alguma parte deste consentimento, pergunte ao seu médico ou médico do CEBIO antes de
assina-lo. Sua participacao neste Estudo é totalmente voluntaria (a escolha é sua). O estudo ter4 a
Supervisdo dos Médicos Dr. Marco Tulio Baccarini Pires e Dr. Thiago Horta Soares. Endereco do
CEBIO: Av. José Candido da Silveira, 2100, sala 35, bairro Horto Florestal. Telefone: 31- 3241-3458.
O abaixo assinado:

Eu, , anos, (nome
completo e legivel- letra de forma) CPF declaro que é de livre e
espontanea vontade que estou participando como voluntério do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade dos médicos/ pesquisadores Dr. Marco Tulio Baccarini Pires e Dr. Thiago Horta
Soares do CEBIO — Centro de Pesquisa em Biotecnologia Ltda. Estou ciente que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é verificar se a preparacdo de Sinvastatina 40 mg da Sanval Comércio e
Industria Ltda.— Formulag&o Teste (Sinvaston®) - atinge niveis no sangue equivalentes a Sinvastatina
40 mg da da Merck Sharp & Dohme (Zocor®) - Formulacdo Referéncia. Vocé recebera 1 comprimido
de cada um dos medicamentos em quantidade igual a 40 mg de Sinvastatina em uma ocasido
diferente (duas etapas do estudo). A ordem em que vocé tomara cada medicacdo (Formulacdo Teste
ou Formulacdo Referéncia) obedecera a um sorteio feito por computador, obedecendo a pardmetros
técnicos, tais como peso, idade e sexo. Este procedimento € denominado aleatorizacdo ou
randomizacéo, e visa o estabelecimento de grupos homogéneos (iguais, similares) para a realizacéo
do estudo.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participagdo no estudo e apds a sua participacdo terminar vocé sera convidado a ir ao
CEBIO para avaliar a sua condi¢cdo de saude. Um membro da equipe médica do CEBIO fara seu
histérico clinico (se vocé teve ou tem alguma doenca e se vocé faz uso de algum medicamento, etc),
medird sua pulsacéo, sua temperatura, sua pressao arterial. Também sera feito um exame para
avaliar o seu coracéo (eletrocardiograma). O médico lhe fard um exame fisico. Apds a visita vocé sera
encaminhado a um laboratério e deverd colher amostras de sangue e urina para exames
laboratoriais, Esses exames serdo custeados pelo CEBIO e incluem os listados na tabela abaixo.
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Categoria Exames
ECG ECG padrio, com 12 derivagdes.
Analise Hemoglobina, hematoécrito, contagem total e diferencial de

Hematologica |leucocitos, contagem de globulos vermelhos, contagem de plaquetas.

Ureia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, glicose

‘Ana!lss} em jejum, fosfatase alcalina, TGP, TGO, colesterol total,
Bioquimica L T
triglicérides, acido urico.
. Sumario de urina (urina tipo I); HCG urinario (para mulheres, no
Urina , . ~
momento do segundo periodo de internagio)
Sorologia Analise sorolégica para: hepatite B, hepatite C ¢ HIV (1 e 2), BHCG-

mulheres.

Durante o estudo, vocé sera internado duas vezes por aproximadamente 36 horas em cada periodo,
com intervalo minimo de 4 dias entre os periodos de internagdo, na Unidade do CEBIO no Hospital
Belo Horizonte. Esta internagdo seguird as orientagcdes que vocé esta recebendo em anexo a este
documento. Em cada um dos dois periodos de internacdo: a) seré realizada uma coleta de 27 mL de
sangue apdés a admissdo da internacdo, através de agulha introduzida em veia superficial para
obtencédo de pool de plasma; b) apés jejum de aproximadamente 10 horas, serd administrado 1 (um)
comprimido de Sinvastatina (40 mg) acompanhado de 200 mL de &agua; c) serdo coletadas 18
amostras de sangue de 9 mL cada (equivalente a aproximadamente 1 colher de sobremesa), através
de agulha introduzida em veia superficial para a dosagem do medicamento; d) em intervalos
regulares, serd verificada sua presséo, pulso e temperatura; e) serdo também servidas refeigfes
padronizadas (jantar e ceia na noite da internacdo, almoco, lanche da tarde, jantar e ceia no dia de
administragdo do medicamento). Nao serd permitida a ingestdo de nenhum alimento e nenhuma
bebida além do que for oferecido.

Um total de aproximadamente 420 mL de sangue sera colhido nas amostras de sangue durante todo
0 estudo (uma coleta de 27 mL de sangue na admissdo de cada internacéo aproximadamente 171
mL em cada periodo mais 20 mL para exames laboratoriais). Esta quantidade de sangue corresponde
a uma doacdo de sangue normal. A duragdo total de sua participagdo na pesquisa sera de
aproximadamente quinze dias, a contar da data primeira internacao, apds o processo de selecao, até
a alta final. Neste momento vocé terd acesso e podera receber se desejar, uma cépia de todos os
exames realizados.

RESPONSABILIDADES

E condicdo indispensavel para participacdo no estudo clinico que vocé esteja em boa salde e,
portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou
medicacBes. Algumas regras deverdo ser seguidas para sua participacdo no estudo, sendo de sua
responsabilidade:

a) para participar do estudo, vocé nao pode ser dependente de drogas ou alcool e caso o investigador
tenha alguma suspeita, podera solicitar exames para detec¢ao do uso de drogas;

b) vocé nédo pode ter doado sangue ou plasma dentro dos trés meses que antecedem o estudo ou ter
doado 1500 mL (um litro e meio) no periodo de um ano antecedendo o estudo;

c) vocé ndo podera consumir produtos contendo cafeina e xantina (café, cha, coca-cola, bebidas
contendo chocolate, etc) nas 48 horas que antecedem as internacdes até a Ultima coleta.

d) ndo podera usar bebida alcodlica desde 48 horas antes da primeira internacdo até a coleta da
Gltima amostra de sangue do primeiro periodo do estudo, e desde 48 horas antes da segunda
internacao até a coleta da Ultima amostra de sangue do segundo periodo do estudo;

€) vocé ndo podera tomar qualquer medicamento nas 48 horas que antecedem as internacdes até a
Ultima coleta, exceto sob autorizacéo de pesquisador do Cebio;

f) vocé nado podera fazer exercicios fisicos intensos nas 48 horas que antecedem cada periodo de
internacao.

E ainda de sua responsabilidade em relac&o a sua participacdo no estudo clinico:

a) comparecer as internacfes na data e horarios marcados, inclusive comparecer as coletas externas
nas datas agendadas;
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b) permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo menos 10 horas) antes de cada ingestdo dos
medicamentos, e por quatro horas apés a ingestao

dos medicamentos;

c¢) tomar toda a medicacéo prevista no plano do estudo;

d) ingerir toda a alimentacao e liquidos que tenham sido previstos;

e) retornar para fazer as coletas externas nas datas determinadas;

f) retornar na data e horario agendados para a realizacdo de consulta e exames de alta,
independentemente de haver sido interrompida sua participacdo no estudo ou de sua desisténcia.

Aos voluntarios do sexo feminino é condicao indispensavel para a participagédo no estudo clinico que
ndo estejam gravidas, comprovado por exame de gravidez (Beta- HCG), e que ndo estejam
amamentando. N&o € permitida a participagao se vier a ficar gravida apos o exame de Beta-HCG, se
estiver amamentando, ou se estiver pretendendo engravidar durante o prazo de duracdo do estudo.
Caso, mesmo tendo considerado estas precaucdes, a voluntaria vier a suspeitar que engravidou
durante a participacdo no estudo, devera comunicar imediatamente o fato a equipe e devera
interromper sua participacdo sem prejuizo dos seus direitos.

INDICACOES DO USO DO MEDICAMENTO SINVASTATINA
(Informacdes gerais e constantes em Bula)

A Sinvastatina é usada em conjunto com mudancas estilo de vida (dieta, perda de peso, exercicios)
para reduzir a quantidade de colesterol (gordura) e de algumas outras substancias gordurosas no seu
sangue. A Sinvastatina pertence em uma classe de medicamentos chamados estatinas. Ela funciona
com uma diminui¢do na producéo de

colesterol no organismo. O acumulo de colesterol e gorduras, ao longo das paredes de suas artérias
(um processo conhecido como aterosclerose) diminui o fluxo sanguineo e, por conseguinte, o
abastecimento de oxigénio para o seu coragdo, cérebro e outras partes de seu corpo. Reduzir seu
nivel sanguineo de colesterol e gorduras podem ajudar a diminuir as suas chances de ser afetado
pelas doencas cardiacas, angina (dor no peito), acidentes vasculares cerebrais (derrames), e ataques
cardiacos. A sinvastatina reduz o colesterol total, o colesterol LDL (chamado de colesterol “ruim”), os
triglicérides, e aumentar o colesterol HDL (chamado de colesterol “bom”), em pessoas portadoras de
doencas relacionadas com o aumento das gorduras no sangue.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
(informag®es gerais e constantes em Bula)

A administragdo de qualgquer medicamento pode causar reacdes imprevisiveis. A sinvastatina
geralmente é bem tolerada. Podem ocorrer flatuléncia, diarréia, constipacdo e nauseas, durante o
uso.

As reacfes mais comuns que podem ocorrer durante o tratamento continuado com este medicamento
sdo: constipacdo intestinal; dor ou fraqueza muscular, falta de energia, cansaco, febre,
amarelecimento da pele ou olhos, dor na parte superior direita do abdémen, nausea, hemorragia,
perda de apetite, sintomas gripais, prurido (coceira), reacdes na pele (exantema), dificuldade em
respirar ou deglutir, inchago da face, da garganta, lingua, labios, olhos, maos, pés, tornozelos, pernas
ou rouquiddo. Estas reacdes sdo mais esperadas em pessoas que fazem uso continuado do
medicamento.

A retirada de sangue é um procedimento seguro e pode causar um leve desconforto, além de uma
mancha roxa no local da picada, que freglientemente se resolve sem maiores problemas.

Havera necessidade de um jejum de alimentos de aproximadamente 10 horas e de 4 horas para
liquidos, antes da ingestdo do medicamento. A experiéncia médica indica que ndo existem
transtornos diretos em decorréncia deste periodo de jejum em individuos normais. Entretanto, um
médico estard presente durante todo o periodo de internagcdo para atendimento a intercorréncias
decorrentes deste ou de outros procedimentos.

EFEITOS ADVERSOS DA SINVASTATINA, CONTRA-INDICACOES E INTERACOES
MEDICAMENTOSAS
(informag®es gerais e constantes em Bula)

A Sinvastatina ndo deve ser usada por individuos que apresentem alergia conhecida aos
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componentes da férmula. Nao deve ser usada em pacientes portadores de doencgas do figado (ex:
hepatite, cirrose, etc). Ndo deve ser usada durante a gravidez e periodo de amamentagdo. Avise ao
seu médico se vocé estiver amamentando ou vai iniciar amamentacdo durante o uso deste
medicamento.

Efeitos nos musculos: o uso de sinvastatina pode causar doencas musculares (geralmente com dor
muscular e fraqueza), e muito raramente, rabdomidlise (sindrome resultante de danos na musculatura
esquelética, com ruptura da célula).

Efeitos sobre a habilidade de dirigir veiculos e / ou operar maquinas: Pacientes particularmente
sensiveis, nos quais os medicamentos podem induzir reag8es infreqiientes devem estar atentos para
as reacdes que manifestam com o uso deste medicamento, antes de conduzir veiculos, de operar
mégquinas ou de desenvolver qualquer outra atividade que requeira concentracgao.

Alguns medicamentos podem interagir com a sinvastatina: genfibrozil e outros fibratos, niacina (acido
nicotinico), ciclosporina, alguns bloqueadores do canal de célcio, cetoconazol e outros antifingicos,
0s antibidticos eritromicina e claritromicina e o antidepressivo nefazodona.

Os eventos adversos sdo, em geral, observados em individuos que fazem uso continuo do
medicamento, ndo sendo esperado que ocorram durante o estudo, uma vez que serao administradas
apenas duas doses do medicamento, havendo entre elas um periodo de intervalo, em individuos
avaliados e considerados saudaveis.

Informe ao médico da pesquisa Cebio se vocé tiver passados de alergias (de qualquer tipo) e
hipersenssibilidade a medicamentos. Informe ao médico da pesquisa Cebio se vocé estiver usando
qualquer um outro medicamento, ou se faz uso habitual de bebidas alcodlicas ou outras drogas
(incluindo cremes, sprays e pomadas), ou ainda, se fez ou faz qualquer tratamento, incluindo
psiquiatrico. O médico podera lhe explicar se alguma associacdo de medicamento com o Sinvastatina
poderd lhe trazer qualquer prejuizo.

USO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue coletadas serdo utilizadas exclusivamente para os fins de Estudos, sendo
vedado ao CEBIO usa-las para qualquer outra finalidade sem o seu consentimento escrito.

BENEFICIOS OU COMPENSAGOES

A participacdo neste estudo ndo tem o objetivo de submeté-lo a um tratamento terapéutico.
Consequentemente, ndo se espera que a participacdo no estudo venha a trazer qualquer beneficio
em funcao da utilizacdo da edicacdo a ser utilizada.

Esta pesquisa € para investigacdo de um medicamento que ja existe no mercado e um medicamento
genérico, e ndo havera beneficio direto pelo uso do medicamento. Entretanto, existe um beneficio
para a populacdo em geral, pois esta pesquisa ira possibilitar o langamento comercial de um
medicamento genérico confiavel e em tudo semelhante ao medicamento referéncia, mas que tera um
preco de venda mais baixo.

INTERCORRENCIAS
(efeitos indesejaveis)

Se vocé sofrer maleficio em decorréncia direta de sua participacdo no estudo, vocé recebera
tratamento nesta instituicdo, sem qualquer custo. Ndo havera, no entanto, qualquer compensacao de
ordem financeira em funcao do ocorrido, a ndo ser que a condi¢do faca jus da indenizacdo prevista
no seguro de vida em grupo mencionado abaixo. Contudo, ao assinar este termo, vocé ndo esta
renunciando a qualquer direito legal que vocé possua.

Durante um periodo de 3 (trés) meses, a partir da primeira internagao da primeira etapa deste estudo,
VOCé estara assegurado (Seguro de Vida em Grupo), com cobertura em caso de morte por qualquer
causa, no valor de 30.000 reais. Na hipétese do seguro néo ter sido efetivado a tempo da internacéo,
0 CEBIO assumira a responsabilidade nesse valor em caso de morte.

RESSARCIMENTO

De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 350,00 — trezentos e cinquenta reais), 0s
voluntarios serdo ressarcidos das despesas que tiverem ao longo da realizacdo do supracitado
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estudo clinico, apds a consulta de alta. Em caso de desisténcia do voluntario ou dispensa antes da
finalizacdo do estudo, o voluntario sera ressarcido proporcionalmente as despesas efetuadas durante
o periodo ao qual participou (por exemplo, se 0 niUmero total de vezes que o voluntario se deslocaria
ao hospital ou laboratério é 4 e o voluntario comparece apenas 2 vezes, o voluntario recebera metade
do valor total do ressarcimento). A desisténcia ou dispensa do voluntario antes do comparecimento a
primeira internacao nao da direito a ressarcimento.

Estima-se que durante o periodo de sua participacdo no estudo, vocé terd como despesa, apenas
gastos de deslocamento da residéncia ou trabalho até o CEBIO para internacéo ou realizacdo das
coletas, exames e consultas, bem como coletas de amostras ap6s a alta. Ainda devem ser previstas
eventuais visitas posteriores para acompanhamento dos eventos adversos. O ressarcimento destas
despesas ja esta incluido no valor estabelecido no item acima. Estdo previstas duas visitas ao
Hospital Belo Horizonte e uma visita adicional ao consultério do CEBIO, a partir desta data de hoje.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacé@o € voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagdo neste
estudo no momento que desejar. Neste caso, vocé deve informar imediatamente sua decisdo ao
pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que
isto venha interferir no seu atendimento médico deste hospital.

Vocé esta recebendo e tera acesso a todas as informacdes e esclarecimentos necesséarios para
poder decidir conscientemente sobre a participagéo no referido estudo clinico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no Estudo clinico podera ser
interrompida, em fun¢éo:

a) da ocorréncia de eventos adversos;

b) da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico, prejudique a continuacdo de sua
participag&o no Estudo;

¢) do ndo cumprimento das normas estabelecidas;

d) de qualquer outro motivo que, a critério médico, seja do interesse de seu proprio bem estar ou dos
demais participantes;

e) da suspenséao do Estudo como um todo.

O CEBIO o mantera informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informacéo adicional
que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de
esclarecimento em relacdo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitagdo. A interrupcdo néo
causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe do CEBIO.

DIVULGACAO DE INFORMACAO QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja
obrigacéo legal de divulgacdo. O CEBIO néo identificar4 o voluntario por ocasido da publicagédo dos
resultados obtidos.

Contudo, os investigadores participantes do Estudo ou aqueles participantes da equipe CEBIO
autorizados por eles, auditor(es), membros do Comité de Etica e Pesquisa Clinica, ou autoridades
do(s) 6rgao(s) governamentais envolvido(s) na fiscalizagdo e acompanhamento do estudo terdo
direito a ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a
pesquisa, na extensao em que for permitido pela Lei e regulamentacdes aplicaveis, com o propdsito
de verificar os procedimentos e dados do ensaio, sem no entanto violar a condicdo de que tais
informacdes sdo confidenciais. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé
esta também autorizando tal acesso, mesmo se vocé se retirar do estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum efeito adverso, vocé devera entrar em contacto com o CEBIO pelo telefone: (31)
3241-3458 e solicitar que sejam contatados os médicos responsaveis pelo ensaio clinico, ou entao
entrar em contato diretamente com os mesmos nos telefones indicados no final deste Termo de
Consentimento.

Podera contatar ainda o Dr. Marco Tulio Baccarini Pires ou Dr. Thiago Horta Soares para receber
informacdes adicionais, relacionadas a pesquisa, ou quanto aos seus direitos como voluntario.
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Podera contatar o Comité de Etica do Hospital Belo Horizonte pelo telefone (31) 3449- 7107 ou (31)
3440-7074, para apresentar recursos, reclamacdes ou fazer perguntas em relacao ao estudo clinico.

Se vocé concorda com o exposto acima, leia e assine o documento abaixo:

Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apés, tive nova oportunidade de fazer perguntas sobre o conteddo do mesmo e
também sobre o Estudo. Recebi explicacdes que responderam por completo minhas dudvidas e
reafirmo estar livre e espontaneamente decidindo participar do Estudo. Ao assinar este termo, estou
também certificando que toda a informagé&o que prestei, incluindo minha histéria médica, é verdadeira
e correta até onde é de meu conhecimento, e declaro estar recebendo uma copia assinada deste
documento.

Ao assinar este termo de consentimento estou autorizando o acesso as minhas informacdes de saude
aos membros da equipe e a monitores, auditores, membros do Comité de Etica em Pesquisa e
membros de 6rgdos regulamentares envolvidos, nas condi¢cdes estabelecidas descritas nos itens
acima, e me comprometo a manter sigilo e confidencialidade sobre qualquer informacéo relativa a
este estudo.

Ao assinar este termo de consentimento ndo renunciei a qualquer direito legal que venha a ter ao
participar deste estudo.

Nome do voluntario Data Assinatura
(LETRA DE FORMA - legivel)

Responsavel pela obtengéo do termo de Data Assinatura
Consentimento

Testemunha Data Assinatura
(Necessario somente se o voluntério ndo souber ler)

CONTATOS

Dr. Marco Tulio Baccarini Pires Dr. Thiago Horta Soares CEBIO
(31)3241-3458

(31)3241-3458; (31) 3241-2848 (31)3241-3458 (31) 8366-7230

Internagdo: 8411-8025
83151084
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CEBI®

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

AUTORIZAGAO DE DIVULGAGAO DE DADOS

Declaramos para devidos fins que a aluna Suéllen Cristina Rennd
Silva, regularmente matriculada no Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), nivel
mestrado, desenvolve a parte experimental de seu projeto de mestrado nas
dependéncias desta empresa: CEBIO - Centro de Pesquisa em Biotecnologia

Ltda, com sede na Avenida José Candido da Silveira, nimero 2100, bairro

Horto Florestal - Belo Horizonte-MG, CNPJ 07.601.429/0001-83.

Salientamos também que todos os resultados aqui obtidos seréo
integralmente cedidos a referida aluna para elaboragéo de sua dissertagéo de
mestrado bem como publicagdo dos mesmos como artigos cientificos em

periédico da area a serem selecionados pela aluna.

Vale ressaltar que o nome do patrocinador do estudo concedido & °

aluna s¢ sera.divulgado sob autorizagao desta instituigao.

Belo Horizonte, 02 de Abril de 2012.
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Cidade Nova
Minas Gerais

Tel.: 55 31 3241.3458 . www.cebio.med.br



dos 41 voluntarios referentes ao medicamento referéncia.

ANEXO D
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ConcentracOes plasmaticas individuais (ng/mL) ao longo dos tempos de coleta (horas)

ALIQ = concentragdes abaixo do LI1Q (menor que 0,4 ng/mL).

Vol.| 0,00 033 0,66 1,00 1,33 166 2,00 2,33 2,66 3,00 3,33 3,66 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 24,00
1 | ALIQ | 83800 17,4200 13,9800 10,7600 8,0400 16,9200 6,0800 4,7300 3.,9300 4,1700 3,7400 2,5400 3,3000 3,7200 2,9800 2,3600 1,0600
2 [ALIQ | ALIQ 0,5700 | 08600 | 14200 14000 | 10800 | 36800 | 3,6300 | 33100 | 28000 1,9200 12700 | 1,6600 10000 | 0,790 | 0,7700 0,6100
3 [ALIQ | 34300 | 83600 | 61400 | 48200 | 35700 | 26600 | 19900 | 17700 | 14800 | 12800 10900 | 14800 | 20100 | 08600 | 08800 | 05900 ALIQ
4 | ALIQ 1,2400 3,7800 3,9700 4,3200 7,0500 19,3200 15,9100 11,4100 29,6100 9,0900 7,3300 5,5000 4,4000 2,9500 4,5700 2,9200 1,7200
5 | ALIQ | 19,3600 | 10,8700 | 108400 | 9,1400 | 7.0000 | 57500 | 42500 | 3,5000 | 32600 | 29800 | 2,800 | 18300 | 14300 | 13000 | 12100 | 08900 10400
6 | ALIQ | 04100 1.3700 1,2600 4,5000 3,5900 2,0000 1,9800 1,8600 1,6100 1,4800 1,1000 1,3300 1,1800 0,8100 0,6400 0,4300 ALIQ
7 | ALIQ | ALIQ 12800 | 24900 | 28100 17900 | 16,6400 | 193200 | 112100 | 56400 | 42600 | 3,6800 | 26800 | 12800 | 09500 | 05400 & ALIQ ALIQ
8 | ALIQ | 12000 | 20500 | 18500 | 58400 | 37200 | 20500 | 1,790 | 13700 | 12200 | 09100 10500 | 06400 | 25700 | 11200 | 14200 | 19200 0,6400
9 [ALIQ | ALIQ 14600 | 33300 | 46100 | 43900 | 65000 | 54700 | 47200 | 69700 | 46800 | 37900 | 31700 | 3,1000 17700 | 21600 | 24400 1,4200
10 [ ALIQ ALIQ 4.4200 3,7100 3,3300 3,2100 3.1600 2,7800 2,3900 2,5400 1,6700 1,4200 1,1800 1,8600 1,3900 1,5500 0,7900 0,5700
I | ALIQ | 0,5700 10,3500 8,5400 16,9900 6,7600 9,0400 7.8800 7,3100 71200 70200 6,0400 5,1300 3,8400 24800 2,3000 1,5200 0,6800
12 | Ao ! AL 37700 | 31600 | 25200 | 24700 | 16600 | 17500 | 13400 | 10200 | 08800 | 06300 | 09200 ! 04200 ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ
13 | ALIQ | ALIQ | 162200 | 140200 | 94900 | 70700 | 69200 | 54200 | 38100 | 24900 | 22500 | 21300 | 22700 | 2,0700 16800 | 13900 | 11200 0,6100
14 [ ALIQ | ALIQ ALIQ 05800 | 14200 14800 | 15800 | 17600 | 13100 | L1800 | 13300 | 3,6800 | 138000 | 2,400 | 09300 | 04500 & ALIQ ALIQ
15 [ ALIQ | 11000 | 79300 | 49500 | 31800 | 25100 | 28700 | 32300 | 3,6000 | 42500 | 3,0500 | 20900 | 16100 | 22300 | 11100 | 08700 | 08500 0,6200
16 | ALIQ | ALIQ 34500 | 41000 | 54700 | 59600 | 62300 | 46900 | 7,1600 | 64700 | 79400 | 69000 | 60400 | 21100 L1600 | 05500 | 04500 ALIQ
17 | ALIQ ALIQ 08900 1,6800 1,3700 1,1900 1.2200 1,1800 5,7900 3,7400 3,4200 4,0800 3,3000 3,8900 3,3200 3,6900 2,5900 1,2200
I8 | ALIQ | 2,0200 7,8600 9,2100 8,2200 6,9200 5,3000 4,3000 35,0000 4,0200 2,8100 3,2300 3,0800 3,5000 3,1500 2,6200 2,2300 11100
19 [ ALIQ | 38500 | 36300 | 32700 | 22700 18300 | 17400 | 10900 | 11000 | 13400 | 13500 | 08400 | 08700 | 0890 | 10600 | 1,1400 | 1,0000 0,5000
20 | ALIQ 31600 | 109200 | 6,1700 | 7.2200 | 50900 | 46600 | 35900 | 3,000 | 28300 | 19200 | 23300 | 17700 | 30400 | 22400 | 20900 | 20600 1,5100
21 | ALIQ | ALIQ 23600 | 39000 | 29100 | 22400 | 18900 | 14900 | 13300 | 13000 | 09500 | 08100 | 09500 | 12700 | 1.1600 | 13100 | 15200 0,6100
22 [ ALIQ [ ALIQ 70200 | 28700 | 1,9200 1,6500 | 11400 | 10700 | 06200 | 09500 | 07100 | 05600 | 04700 ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ
23 | ALIQ | 22200 | 42800 | 34900 | 32300 | 209100 | 27900 | 2,5800 | 2,5700 | 25400 | 2,0800 17200 | 1,5000 | 24100 13400 | 09300 | 13000 0,5700
24 | ALIQ | 44300 46300 4,0400 53,8400 7,4500 9,3800 7,9800 4,5600 44100 3,6300 3,4800 2,5300 1,2300 0,6100 0,4500 0,4100 ALIQ
25* - - - - - - - - - - - - -
26* - - - - - - - - - - - - - - - - -
27 | ALIQ 1,5600 5,6800 5,3000 4,7500 4,2500 2,7300 1,5900 1,6200 1,4200 1,0500 1,2800 0,8200 0,9400 0,6500 04600 0,4400 ALIQ
28 | ALIQ | 65800 | 90700 § 54700 | 54600 | 309700 | 25200 | 28800 | 22000 | 17500 | 13300 13400 | 1,4000 | 08000 | 09100 | 05900 | 06800 ALIQ
29 | ALIQ ALIQ 1,4800 7.6700 6,1200 5,4200 44600 3,7800 3,0000 2,3000 2,8600 1,5200 1,7000 1,5700 1,0600 0,8200 0,7100 0,4200
30 | ALIQ | ALIQ 2,0400 | 48800 | 13,3200 | 178100 | 11,4400 | 7,100 | 61200 | 37300 | 29800 | 2,8400 | 2,5900 | 14600 | 0,7800 | 0,6000 | 0,500 ALIQ
31 | ALIQ | 69900 9.5900 89100 7,3000 5,8400 4.9800 4,0300 3,5000 2,8400 2,3400 2,2000 2,0100 1,4800 0,8800 0,6400 0,5600 ALIQ
32 | ALIQ | ALIQ 3,1900 | 95700 | 84600 | 49300 | 39600 | 35400 | 25700 | 2,5000 | 16000 15700 | 1,6800 | 08500 | 05700 | 04800 | ALIQ ALIQ
33 | ALIQ ALIQ 18600 35100 2.8100 24700 2.4100 2,4800 2,9400 9,2900 9.1400 7,0200 50500 3,0700 2,4400 1,7900 0,9300 ALIQ
34 | ALIQ 1,3300 44100 5,2200 3,6500 2,8100 2,6000 2,5900 1,7800 1,7200 1,4200 1,2900 1,1200 0,9400 ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ
35 [ ALIQ | 09900 | 104700 | 16,6800 | BS3800 | 67600 | 64400 | 35600 | 33100 | 22700 | 26200 | 29900 | 25600 | 28300 | 16800 | 11700 | 09100 0,7100
36 | ALIQ | 3,1200 53200 6,1400 33300 2,3700 1,8300 1,5000 1,1900 0,9400 0.9200 0.8500 08300 0,7300 0,4800 0,4700 ALIQ ALIQ
37 [ALIQ | ALIQ 62100 | 43000 | 44300 | 43000 | 29800 | 24400 19200 1,9300 13500 | 12500 | 09900 | 04900 ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ
3% [ALIQ | 05400 | 28100 | 27100 | 25900 | 22000 | 20500 | 19000 14300 1,8100 18600 | 18600 | 1,8300 | 18600 | 1,3900 | 18900 | 1,5000 19300
39 | ALIQ | 0,5300 17200 | 22200 | 23100 | 32200 | 33400 | 27300 [ 28200 | 25700 19200 | 2,600 | 23700 | 3,400 | 21100 | 17600 | 15100 0,6700
40 [ ALIQ | ALIQ 05400 | 0,7700 | 04400 | 0580 12300 | 29300 | 26500 | 27700 | 29200 | 38100 | 30500 | 41200 | 38000 | 26700 | 2,1300 0,5500
41* - - - - - - - - - - - - - - - - - -
42 [ ALIQ | 16,9500 | 153900 | 13,5100 | 11,5300 | 85300 | 48900 | 4,1400 | 35800 | 29000 | 22900 | 24200 | 18400 | 09300 | 05100 | ALIQ ALIQ ALIQ
43 [ ALIQ | 46800 | 55400 | 42400 | 30000 | 22000 | 20200 | 18800 16500 1,5200 12300 | 12600 | L1100 | 1,7200 | 05600 | 05400 | 07800 0,7800
44 [ ALIQ | 62400 | 11,3900 | 88800 | 64300 | 4380 | 35500 | 32400 | 31600 | 27000 | 34400 | 2,6900 19200 | 1,7900 | 15800 | 1,0600 | 08700 0,4200
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Concentragdes plasmaticas individuais (ng/mL) ao longo dos tempos de coleta (horas)
dos 41 voluntérios referentes ao medicamento teste.

Vol.| 0,00 033 0,66 1,00 133 166 2,00 2,33 2,66 3,00 333 3,66 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 24,00
1| ALIQ | 45500 | 73900 | 66500 | 61200 | 42700 | 37600 | 39400 | 41000 | 34800 | 36500 | 18900 | 32200 | 47600 | 43500 | 64500 | 49700 24100
2 | ALIQ | ALIQ ALIQ 10900 | 32200 | 38900 | 40200 | 37300 | 27700 | 20700 | 23000 | 2,800 | 22000 | 13700 | 1,700 | 12800 | 13200 1,2700
3| ALIQ | ALIQ ALIQ | 06900 | 309800 | 49600 | 4,1800 | 31300 | 2,5700 | 22200 | 24800 | 2,1100 1,3500 | 4,1600 | 34200 | 21100 | 20100 14100
4 | ALIQ | 60100 | 53000 | 69500 | s7100 | 53300 | 57800 | 55900 | 55400 | 49300 | 46700 | 4dsl00 | 32600 [ 25300 [ 11700 [ 21600 | 20000 1,6200
5 ALIQ 2,9700 12,7600 7.3800 6,3800 5,0700 3,5300 3,5200 2,7900 2,6900 28100 2,3400 1,9700 1,9200 1,8300 1,5800 1,3500 1,0500
6 [ ALIQ | ALIQ | 08200 | 13700 | 11100 | 09200 | 07800 | 10000 | 1,0000 | 1,300 | 22300 | 2,7900 15500 | 09200 | 06900 | 06400 | 06400 0,7200
7 | ALIQ | 19000 | 32000 | 58900 | 54300 | 34100 | 27900 | 26800 | 23500 | 18100 15500 | 12000 | 11200 | 12200 | 10500 | 08600 | 06800 0,4000
8 | ALIQ | 10000 | 24100 | 20300 | 35600 | 38500 | 3,300 | 17400 | 15000 | 1300 | 0900 | 07300 | 0590 | 08300 | 04400 | 04600 | 05100 ALIQ
9 | ALIQ | ALQ | 23200 | 53300 | 49600 | 35300 | 32200 | 28200 | 27000 | 30600 | 25900 | 22000 | 22200 | 27200 | 32700 | 29500 | 2,6300 2,0300
10 | ALIQ 0,6900 0,7000 1,1000 1,0800 0,7700 0,6400 0,7000 0,5400 0,7300 1,0300 1,0400 1,2700 4,6400 1,9100 1,5600 1,2200 0,8400
1| ALIQ | ALIQ | 49200 | 83500 | 88000 | 80900 | 65900 | 59300 | 49300 | 42500 | 33500 | 37700 | 29500 | 22600 | 18000 | 18900 | 16600 1,0600
12 [ ALIQ | 05000 | 15700 | 18800 | 13000 | 12500 | 1,1200 | 09200 | 08800 | 06700 | 08800 | 08700 | 09600 | 05900 | 04300 | ALIQ ALIQ ALIQ
13 [ ALIQ | ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ | og300 | 29200 | 24300 | 19400 | 21100 1,8200 1,3900 | 08300 | 10100 | 08500 | 1,1000 | 19300 1,2200
14 [ ALIQ | 04600 | 08700 | 13000 | 12100 | 1LI800 | 10100 | 12000 | 12700 | 1,1900 12200 | 52600 | 20,6500 | 69200 | 18400 | 10300 | 05700 ALIQ
15 | ALIQ 3,1500 51700 48800 2,7400 3,5000 2,2500 22700 2,1000 1,5000 1,5200 1,5300 1,3600 1,0600 0,6000 ALIQ ALIQ ALIQ
16 | ALIQ 2,6600 4,1200 11,1600 8,9200 5.0000 4,5500 3,2900 2,8600 2,3900 1,8400 1,7000 1,3300 1,3500 0,7300 0,7000 0,6500 ALIQ
17 [ ALIQ | ALIQ | 05400 | 05100 | 07600 | 06600 | 06000 | 06600 | 05500 | 18100 | 23400 | 15400 | 13100 | 17500 | 20800 | 40300 | 4,1100 1,7700
18 [ ALIQ | 11400 | 23700 | 31600 | 27200 | 29500 | 2,7300 | 2,1300 | 22600 | 26500 | 20900 | 17800 | 19400 | 11300 | 08700 | 13000 | 07600 04200
19 [ ALIQ | 18000 | 3,000 | 2,5200 | 16000 10500 | 09000 | 07300 | 07500 | 06900 | 05100 | 05300 | 05100 | 09500 | 09300 | 08800 | 09800 1,5900
20 [ ALIQ | 07200 | 22700 1 23000 | 20700 | 17200 1 14300 | 11400 | 13800 | 38900 | 30600 | 21100 | 16200 | 11600 | 28400 | 25000 | 2,5100 2,3300
21 | ALIQ ALIQ 0,5800 4,5800 5,2100 3,6200 3,3100 29600 2,7300 1,9900 1,4300 1,3400 1,3100 0,9800 0,6600 0,5700 0,7400 0,6700
22 [ ALIQ | 12100 | 29500 | 20100 | 14500 | 09700 | 07600 | 06100 | 05300 | 05600 | 04900 | 06100 | 07600 | 06900 | 06400 [ 04800 [ 04600 ALIQ
23 | ALIQ 1.8700 5,1600 4,3200 4,4500 3,9400 4,2400 3,8400 2,8800 2,3200 2,2700 1,8000 1,7400 2,1200 1,0900 0,9500 0,8700 0,7500
24 | ALIQ | 08700 | 44800 | 73700 | 59500 | 58400 | 51700 | 41400 | 38600 | 32600 | 32100 | 24500 | 20800 | 1,3500 | 09200 | 06400 | 0,7900 0,7300
25+ - - - - - - - - - - - - - - - - -

26* - - - - - - - - - - - - - - - - - -

27 [ ALIQ | 09400 | 43200 ¢ 39200 | 2,5200 | 19000 { 17300 § 14300 { 12200 { 12000 | 09700 { 07300 | 06400 { 05000 { ALIQ ALIQ ALIQ ALIQ
28 [ ALIQ | 08300 | 42700 | 33600 | 30200 | 28900 | 23000 | 26400 | 2,0300 | 19000 14000 | 11600 | 09600 | 17400 | 10700 | 08300 | 04800 ALIQ
29 | ALIQ 0,5100 4,7600 48400 4,2500 2,7200 2,8600 2,2000 1,1900 1,5700 1,3500 1,8200 1,5800 2,2300 1,8100 2,1100 1,7800 1,1500
30 [ ALIQ | 07100 | 16200 @ 16800 | 14600 | 12600 1 13800 § 23000 | 42800 | 31600 | 20600 | 18200 | 17400 | 09100 | 07200 | 04000 | 04900 ALIQ
31| ALIQ | 17400 | 50000 | 69900 | 77800 | 67100 | 52100 | 49100 | 39400 | 35000 | 24400 | 20600 | 17600 | 10100 [ 06100 [ 04800 | 04100 ALIQ
32 | ALIQ | ALIQ 14200 | 23900 | 23300 | 1,7300 | 2,300 | 16500 | 16400 | 1,1900 1,1400 L0400 | 07600 | 1,1000 | 07600 | 13600 | 12600 0,4900
33 | ALIQ ALIQ ALIQ 1,4100 1,4600 1,5800 1,7300 1,4300 19100 1,7800 24700 6,0700 8,7200 2,8900 1,8000 1,6600 1,4600 0.8500
34 | ALIQ ALIQ 04800 14100 1,9400 2,9900 2,4400 2,4800 2,7800 2,7600 2,3900 2,2400 3,0500 2,0600 1,1900 0,6400 0,5100 ALIQ
35 | ALIQ | 06600 | 49500 | 75300 | 69400 | 52000 | 43600 | 36400 | 32400 | 33800 | 27600 | 30100 | 24700 | 30500 | 19700 | 23300 | 15900 22600
36 | ALIQ 1,0500 4.3400 2,8300 2.2300 19000 | 14700 1,5500 1,1900 1,0700 0,7500 0,7400 0,8800 1,2300 1,2800 1,2300 1,2100 0,8000
37 | ALIQ | ALIQ 11400 | 20500 | 22300 | 23500 | 22100 | 20100 | 18900 17000 12900 | 15200 14800 | 09900 | 10700 | 09100 | 0,7200 0,4600
38 | ALIQ | 05100 | 24000 | 16800 | 14000 | 12100 | 09600 | 09600 | 10800 11500 1,1200 | 1,1000 13700 | 24800 | 24800 | 33100 | 32600 22600
39+ | ALIQ | 04300 | 12400 | 08400 | 06300 | 07300 | 07900 | 05100 | 05300 | 05200 | 06100 | os800 | o600 | 17400 | 18200 [ 20600 | 17800 1,3500
40 | ALIQ 3,0600 82200 7.2500 4,9800 41900 | 37300 2,5200 2,3400 2,5500 1 5300 2,5300 2,1100 3,6100 14800 2,9800 1.9700 0,7300
42| ALIQ | ALIQ | 06000 | 08000 | 09300 | 16800 | 72800 | 119500 | 120600 | 146500 | 145100 | 132000 | 1290400 | 33500 | 14500 | 12000 | 07300 0,4600
43 | ALIQ [ 43600 | 62100 | 61500 | 63500 | 39800 | 56700 | 44800 | 35700 | 2,9400 | 21700 | 20000 | 20000 | 19000 | 15500 [ 10200 | 07800 1,0200
44 | ALIQ | ALIQ 11200 | 19600 | 48500 | 30500 | 26200 | 23700 | 17600 14600 17000 | 1,5200 16700 | 17900 | 14900 | 1,2400 | 09800 1,3900

ALIQ = concentragdes abaixo do LIQ (menor que 0,4 ng/mL).
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ANEXO E

Voburitknio 1 Voluntira 2
2.0 4 200
150 1 180 - REFEEHOA,
g 180 1 i 18 - TESTE
140 1 o
120 4 120
00 w0
80 1f, L1
&0 1 &0
4,0 4 40
0 ELE e .
0.0 o — =
o2 4 B B W 12 WM W W N R M N} O 2 4 6@ B W 12 W 18 1B W B M 3
Tampos de coleta (am horm| T e cokin (s hovm)
Valuntarde 3 Valuntdriod
Hi
e s BEFERLNOS
i "
up == TESTE

W e
===y

o 2 4 & & W 1 W W W M RN M B o 4 B B W 12 W W 12 M I M N
Tempos de colola jem Foras ) Tempos da colta fem horas)

Voluntirio 5 Valuntiric

o == REFERERCIA

=i TESTE

== TESFE

&0
&0
4.0
L FAl

oo *
B %0 12 W 8 1B N XN M N @ & 4 & & v o W o oW ¥ B M N

Tompos de colets fem horas) Towmpces ko £t (om horas)

EgLE

o

0.0
10 4 FEFERENCA
18,0
14,0
120
5.0
80
&0
40

20
oo . -
B % 4 b B o1 oo om o oz o 6 2 4 B B 10 12 14 18 18 M 2 M M

Tismpoe da Colets (s horas | Tompos d colets (em Poras )




102

Velunidre Vaoluntisio 10
0.0 oo
180 ——REFERTHA
1840
- TEHTE
140
120
100
1]
8.0
40 sy
20 P _
00 -
@ 0 4 & B W 12 M W W M B M M
Tampoa e coet (e hovas)
¥Yoluntirio 12
Mo
LT
- REFERERE
L 1]
i - TEATE
LFE=]
LTl
B
B
o
EPM"—
[T t - - -
@ 2 4 & B W 12 4 18 18 H R M = o 2 4 & B W o2 W W oW N R M N
Tompos e coleta (em Foras) Tempos da colets (sm Foms)
Valuntiia 13 Valuntdric 14
0.0 e di]
Ll
wo a= AEFERENGS = "
i o 180 H LT
]
i1 e 180 :'l == TESTE
ao :::
W 10,0
ap 80
0 (1]
a0 1 40
I i 20
Y e —— 00 A -
o 0 4 & B W 12 W W WM M I oM N @ 2 4 & & 10 127 W oMW @ M O n N ¥
Tasrryacni i codelan |orm hafii Tempos de oobsia fem homs)
Valsntario 15 Volurtiria 16
200
LU
g o+ - BIFEREROA
MO { =i TESTE
L]
.0
LY ]
&0
4.0
zn e . Fd If
-1 S — = 00 -
& 2 4 & & W iF W @ B M OB N N @ 3 4 & B W o W W @ M X M M

Tampos e colala [am horm) Tersgocen i cceda (en v



s

plasmiSics misda

plasmisica i

Voluntirio 17

0 o REFERENGA

=i TESTE

a0 i
20 - T

P ¥ 4 & B 10 12 14 W 18 0 I M N
Tmpos de cobeta (8m Faoms)

@ 4 & & W o W oW oW N X M N
Tampon. s Colels jem homa)
Weluntdiro 21
200
L = A
180 1
e TESTE
14,0 -
130 1
00
80
&0
wild
FL] i:::h
00 ¥ —p——m===c=oTE= -

g 3 4 & B W o2 W oW W M I M M
Tirgies 8 Lobblis [ hostii}

Woluntdrio 23

0 2 4 6 B W 2 W W B N 12 M XN
Tompos de coleta jom: horas]

Wolentaro 18
0.0

o

== REFERERCIA

20 e, S 7 ES==3=oooomooe oo oo :
-1:]
0 2 4 6 B 10 12 4 1 1 m 12 M =
Topas de coleta (em hora)
Voluntirio 22
00
i 180 m‘
80
0 [T
i RFd]
100
8o
80
E “
0
1) e e =
2 4 & & W 7 W oM oW X R NN
Tormpos de cslets fem honis)
Valumiria 24

¢ 2 4 & B W 12 14 18 @ XN X M N
Tampos de coleta (sm homs )

103



104

Woluntirio 27 Voluntirio 28
oo
i e 1o rarenn |
E——— ! "0
o | = |
lﬂ‘.ﬂ'
i
a0
&0
4.0 :
= 20! o
B 2 4 B B W0 12 M 16 W W B M W B ——— SE—
Tornpon < coita (em hors) © 2 4 8 8 W o2 A 6 w2 @ M
Valuntiis 20 Walisnthrio 30
200
o = ROF LRI, —— REFERENCS,
g o == TESTE = TESTE
wo
i 20
0o
1
80
40
0 i
Mozdsawﬂuﬂumnag o 2 4 & B W @ W W W WM I oM M
TewTguist. o MBS |71 P | Tapon da Gobela (B Rofim)
WValunitiria 31 Voluntirio 32
20
e WEFE HEN 180 N
N g b = TESTE
4.0
10
g 18,0
&0
&0
40
- - zu -lq-—'—'!———-____'___-__-
il [+11] = = = = = i -
Gz o4 BB A0 9 %8 %6 98 oz 3 0 4 B B W 12 W G OW M R M N
Tarrgoh de colata | horas) Torngsa da coleta [ R |
Volunthrio 33 Woluntinio 34
Fon] 200
1"‘ e B P RO 1"’
i 180 i ] —a—REFERFRCA
140 =—=TTe eT:] - THSTE
120 120
1m0 100
na L1
(] &0
49 4.0
20 e 0 -
0o —z an =-ZEL T .
B 2 4 B & 0 12 14 W B W Oz M M 0 2 4 B B 0 92 W W 18 N Oz oM N

TTHsnE: iy O (BT P Tompos de coletas (em horas]



et
LR
e o

ik
g2

Voluntirio 35

-

planmdbes madia
g
=2 o

Fl

o

B W o2 W W W N Z M M
Toempon o colots (om horas)

Valunthried?

=a= TEETE

e e
S

L

I EEEEEE
PR ——

Woluntdria 39

12 MW 1 W O m X M M

g di Cmia s haras|

Frl

105

e M EEEN O,

= TESTE

LeeEEEEEE

w1 M g 8
Tisfrgas o ooketin (e Roti )

e @ 4 & 8

Voluntirio 38
0.0

=4~ REFEREMOA
180

3
14,0 -+ TESTE

0.0

0 12 W 18 1@ 0 2 N M

Tempos da coleta (e hors)
Vaolunthrio 40

a0

8.0 E—

gt == TESTE

a0

_ _._.
S2EE2E
-

m o 14 18
Timigurel o iy |71 P |

B 0 1 M N

Voluntirio 43
—a= HEF LR,
s TESTE
S B
8 & 0 12 14 W W@ M X M N

Tempos de colets (em Foms)



Concentragéo plasmatica média

20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0

8,0
6,0 1
4,0 4
2,0

0,0

Voluntario 44

—— REFERENCIA

—e—TESTE

—a

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tempos de coleta (em horas)

106



