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EPIGRAFE
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Nikola Tesla



RESUMO

A bioequivaléncia € um importante parametro da qualidade dos medicamentos que correlaciona
0 desempenho in vivo de um produto de referéncia a uma formulacdo de teste, contribuindo para
evidéncias de seguranca e eficicia. Esta é uma etapa crucial para composi¢do do dossié técnico
para submissdo conjunta com os demais ensaios in vitro que corroboram para liberacdo da
comercializacdo do medicamento genérico. Neste trabalho, foi desenvolvida e validada
metodologia analitica para quantificagdo de rivaroxabana em plasma humano em concordancia
com a normativa RDC 27/2012 da ANVISA e demais legislacfes aplicaveis. A rivaroxabana é um
anticoagulante, fabricado pela Bayer HealthCare AG e vendido sob o nome comercial Xarelto®,
sendo que sua fabricacdo esté protegida por patente até 2022 no Brasil, fato que propulsiona
estudos de bioequivaléncia desse farmaco. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) € a técnica de escolha para estudos de
bioequivaléncia devido ao seu alto grau de sensibilidade e seletividade, sendo consolidada e
referéncia para estudos com farmacos em matrizes complexas. O método LC-MS foi
desenvolvido e validado utilizando cromatografia em fase reversa, num tempo total de corrida de
4 minutos, empregando um equipamento do tipo triplo-quadrupolo equipado com fonte de
ionizag&o por electrospray. O limite inferior de quantificacdo obtido para o método foi de 1 ng/mL
e faixa linear foi de 1 a 600 ng/mL, na presenca de padrdo interno (Rivaroxabana-Ds) com um
método de extracdo liquido-liquido, partindo de 200 pL de plasma. Foram avaliados e
comparados dois estudos de bioequivaléncia, ambos realizados nas instalacfes da Unidade
Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia com subsidio da industria farmacéutica, nas
seguintes condi¢des de administracdo em voluntarios sadios: (i) jejum (n = 48) e (ii) pés-prandial
(n = 36). O farmaco foi administrado na dose de 20 mg, sendo que a amostra biologica (sangue)
foi coletada durante as 48 horas seguintes apds sua administracdo, em intervalos de tempo preé-
establecidos. O sangue foi centrifugado e o plasma coletado foi encaminhado para extracdo e
andlise, utilizando a metodologia bionalitica desenvolvida e validada neste projeto. Os limites de
precisdo e exatiddo encontraram-se em concordancia com aqueles dispostos na normativa RDC
27/2012 da ANVISA e a aplicagdo da metodologia foi demonstrada através das curvas
farmacocinéticas do medicamento referéncia em dois estudos distintos (jejum e pés-prandial) e o
perfil farmacocinético observado corroborou com o disposto na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Rivaroxabana. Cromatografia a liquido. Espectrometria de massas.
Validagdo analitica.
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ABSTRACT

Bioequivalence is an important drug quality parameter that correlates the in vivo performance of
a reference product with a test formulation, contributing to evidence of safety and efficacy. This is
a crucial step for the composition of the technical dossier for joint submission with the other in vitro
tests that corroborate to the commercialization of the generic drug. In this work, analytical
methodology for the quantification of rivaroxaban in human plasma was developed and validated
in accordance with RDC 27/2012 (ANVISA) and other applicable laws. Rivaroxaban is an
anticoagulant manufactured by Bayer HealthCare AG and sold under the tradename Xarelto®,
and its manufacture is protecting by patent until 2022 in Brazil, a fact that promotes bioequivalence
studies of this drug. High performance liquid chromatography coupled with sequential mass
spectrometry (LC-MS/MS) is the technique of choice for bioequivalence studies due to its high
degree of sensitivity and selectivity, being consolidated and reference for studies with drugs in
complex matrices. The LC-MS method was developed and validated, using reverse phase
chromatography over a total run time of 4 minutes employing a triple-quadrupole type equipment
equipped with an electrospray ionization source. The lower limit of quantification obtained for the
method was 1 ng/mL and the linear range was 1 to 600 ng/mL, in the presence of internal standard
(Rivaroxabana-D.) with a liquid-liquid extraction method, starting from 200 pL of plasma. Two
bioequivalence studies were evaluated and compared, both performed at the facilities of the
Integrated Pharmacology and Gastroenterology Unit with subsidies from the pharmaceutical
industry under the following conditions of administration to healthy volunteers: (i) fasting (n = 48)
and (ii) fed (n = 36). The drug was administered at a dose of 20 mg, and the biological sample
(blood) was collected within 48 hours of administration at pre-established time intervals. The blood
was centrifuged and the collected plasma was sent for extraction and analysis, using the bionalitic
methodology developed and validated in this project. The limits of precision and accuracy were in
agreement with those established by ANVISA and the application of the methodology was
demonstrated through the pharmacokinetic curves of the reference drug in two different studies
(fasting and fed) and the profile pharmacokinetics observed corroborated the literature.

KEYWORDS: Rivaroxaban. Liquid chromatography. Mass spectrometry. Analytical Validation.
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1. INTRODUCAO

1.1 O medicamento genérico e seu impacto no mercado brasileiro

Desde a criacdo do Ministério da Saude em 1953, as politicas de saude tém alcancado
importantes avangos visando a consolidacdo do entendimento da importancia da saude publica
no Brasil; entretanto foi somente em 1986, durante a 82 Conferéncia Nacional de Saude que foram
lancadas as diretrizes para a constru¢cdo de um sistema descentralizado e Unico, ao qual foi
atribuida, conforme previsto no inciso | do Art. 200 da Constituicdo Federal do Brasil (1988), a
competéncia de controlar e fiscalizar procedimentos, produtos e substancias de interesse para a
saude e participar da producdo de medicamentos, equipamentos, imunobioldgicos,
hemoderivados e outros insumos.

J& em 1990, através da Lei Organica de Satde (Lei 8080/90), foi criado o Sistema Unico
de Saude (SUS), marcando o entendimento de que a saude é um dever do Estado e um direito
do cidaddo. Assim, a partir da criacdo do SUS, é ampliado o conceito de saude no Brasil, tendo
como preocupacao ndo apenas com o tratamento de doencgas, mas também sua prevencado, com
acOes de promocao, protecdo e recuperacao da saude, adotando-se 0s seguintes principios
doutrinarios: universalidade, equidade e integralidade.

E a partir destes principios que as estratégias de acdo publica sdo pensadas e,
especificamente com relacdo a garantia ao acesso dos cidaddos aos servicos de saude, aos
medicamentos e a qualidade de vida, sendo disposto no § 1° do art. 2° da Lei Orgéanica da
Saude (Lei n° 8.080/90) que é “... dever do Estado de garantir a saude consiste na formulagéo e
execucdo de politicas econémicas e sociais que visem a reducdo de riscos de doencas e de
outros agravos e no estabelecimento de condi¢des que assegurem acesso universal e igualitario
as acles e aos servicos para a sua promocao, protecao e recuperacao”, assim como no inciso
VI do Art. 6° que faz parte do campo de atuacdo do SUS a formulacdo de politica de saude
destinada a promover, nos campos econdmico e social, a observancia do disposto acima.

Tendo como pressupostos a ampliacdo e qualificacdo das acBes de promocado da saude
nos servicos e na gestdo do Sistema Unico de Saude, em 30 de outubro de 1998, foram
publicadas a Portaria n.° 3.916/98, aprovando a Politica Nacional de Medicamentos,
considerando a necessidade do estabelecimento de uma politica devidamente expressa
relacionada a questdo de medicamentos e a Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, que definiu
o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria e criou a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

(ANVISA). Neste ambito, tendo como enfoque a adogéo de medicamentos genéricos no Brasil,


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l8080.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l8080.htm
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%209.782-1999?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%209.782-1999?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%209.782-1999?OpenDocument
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em 10 de fevereiro de 1999 foi promulgada a Lei 9787/99, que estabelece o medicamento
genérico, dispde sobre a utilizacdo de nomes genéricos em produtos farmacéuticos,
estabelecendo normas para sua producéo, a comercializacdo, a prescricdo e o uso, mediante
acao intersetorial.

A Lei 9.787/99 foi regulamentada pela Resolugéo 391/99 e pela RDC 10/2001; jaem 13 de
maio de 2003, a ANVISA publicou a RDC n° 135/03, que substituiu as anteriores e estabeleceu
preceitos e procedimentos técnicos para registro de medicamentos genéricos no Brasil. Nesta
legislacao, estao descritos 0s requisitos e critérios técnicos para registro de genéricos, incluindo
os procedimentos referentes a sua intercambialidade (SHARGEL, 2005).

Os medicamentos genéricos foram regulamentados através do Decreto 3.181, de 23 de
setembro de 1999. A legislacao brasileira de medicamentos genéricos foi estabelecida com base
em legislagBes mais apuradas, normas internacionais adotadas por paises da Comunidade
Européia (EMEA), dos Estados Unidos (FDA) e do Canada (Health Canada), além da OMS
(Organizagdo Mundial da Saude). Nos paises mencionados os genéricos estdo consolidados e
detém, além de uma parcela significativa do mercado de medicamentos, a confianca da
populacéo e da classe médica.

A partir desta alteracdo na legislacdo, todos os medicamentos passaram a ser
denominados pela Denominacdo Comum Brasileira (DCB), que especifica 0 nome do farmaco ou
principio farmacologicamente ativo aprovada pelo érgéo federal responsavel pela vigilancia
sanitaria, a ANVISA. Foram estabelecidas as seguintes tipologias de medicamentos (MORETTO
& MASTELARO, 2013):

e Medicamento Referéncia: produto inovador registrado no 6rgéo federal responsavel pela
vigilancia sanitaria e comercializado no Pais, cuja eficacia, seguranca e qualidade foram
comprovadas cientificamente junto ao 6rgao federal competente, por ocasido do registro;

e Medicamento Similar: é aquele que contém o0 mesmo ou 0S mesmaos principios ativos,
apresenta mesma concentragdo, forma farmacéutica, via de administracédo, posologia e indicagdo
terapéutica, e que é equivalente ao medicamento registrado no 6rgédo federal responséavel 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.

e Medicamento Genérico: Contém o mesmo principio ativo, na mesma dose e forma
farmacéutica, é administrado pela mesma via e com a mesma posologia e indicacao terapéutica

do medicamento de referéncia, apresentando efichcia e seguranca equivalentes a do
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medicamento de referéncia podendo, com este, ser intercambidvel. Os medicamentos genéricos
podem ser identificados pela tarja amarela na qual se I1é “Medicamento Genérico”. Além disso,
deve constar na embalagem a frase “Medicamento Genérico Lei n® 9.787/99”. Como 0s genéricos
ndo tém marca, o que vocé |é na embalagem € o principio ativo do medicamento.

e Produto Farmacéutico Intercambiavel: A intercambialidade, ou seja, a segura
substituicdo do medicamento de referéncia pelo seu genérico, é assegurada por testes de
equivaléncia terapéutica, que incluem comparacao in vitro, através dos estudos de equivaléncia
farmacéutica e in vivo, com os estudos de bioequivaléncia apresentados a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria.

Um medicamento genérico € bioequivalente a um medicamento referéncia no uso
pretendido, dosagem, eficacia e seguranca. Para que um medicamento genérico seja aprovado,
ele deve atender aos mesmos padrées de qualidade que o medicamento referéncia. Muitos
genéricos sdo produzidos na mesma fabrica que suas contrapartes de marca (BRASIL, 2007). A
principal diferenca entre um medicamento genérico e o referéncia € o valor comercial. A maioria
dos genéricos custa 70% a 90% menos do que o referéncia, gerando uma economia de bilhdes
por ano nas farmacias, os quais sdo economizados pelos hospitais quando s&o utilizados os
medicamentos genéricos. Um medicamento genérico também pode diferir de um medicamento
referéncia em termos de forma, cor ou embalagem, mas essas diferencas afetam apenas a
aparéncia do medicamento e ndo seus perfis de equivaléncia e bioequivaléncia farmacéuticas
(NISHIJIMA et al., 2014).

Entre 2012 e 2016, o nimero total de produtos registrados na ANVISA passou de 490 a
882, 0 que representa um aumento de 80%. Este crescimento se deve, em grande parte, aos
medicamentos genéricos e similares que, somados, correspondem a 80% do total de registros
entre 2012 e 2016, e a 82% no ultimo ano do periodo. Atualmente, o consumidor brasileiro conta
com 6.300 produtos diferentes no mercado de medicamentos. Considerando o volume de
produtos sintéticos comercializados no Brasil, ha predominancia de genéricos e similares,
chegando a um percentual de 75,7% em 2016. Esse dado representa aumento de dois pontos
percentuais em relagdo a 2012 (73,7%) (ANVISA, 2018).

A entrada e a disponibilidade de medicamentos genéricos ap0s a expiracao de patentes em
produtos inovadores tém sido associadas ao aumento da acessibilidade de medicamentos e
economias notaveis em varios paises. No entanto, para garantir um fornecimento continuo e
disponibilidade de medicamentos genéricos, devem existir politicas que permitam essa demanda
complementar, assim como, praticas colaterais de prescricdo genérica e conscientizacdo

genérica. Essas medidas promovem uma ampliacdo no consumo de medicamentos genéricos e,
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assim, criam um ambiente de mercado propicio para a producgéo eficiente deses medicamentos
(BRASIL, 2013).

De acordo com a legislacdo brasileira vigente, medicamentos genéricos ndo podem ser
comercializados até que a patente do medicamento referéncia expire, o que pode levar 10 anos
ou mais. Portanto, geralmente, os medicamentos referéncia sdo prescritos nos casos em que
versfes genéricas ainda ndo estdo disponiveis.

Do ponto de vista da politica nacional de salde, ainda ha muito para se avancgar. Em termos
gerais, no Plano Nacional de Saude, hd uma clara deficiéncia na interface entre a politica de
desenvolvimento de medicamentos genéricos e a politica de assisténcia farmacéutica. A Politica
Nacional de Medicamentos Genéricos desarticulada com a Politica Nacional de Saude, pode
atender apenas a l6gica e ao interesse, legitimo, das estratégias empresariais, ndo havendo um
direcionamento mais consistente que procure induzir a producéo nacional para os produtos de
maior impacto nas condi¢cdes de saude. Ademais, esta politica se mostrou acertada, permitindo
ganhos no aumento da oferta e reducdo de precos, mas ainda precisa evoluir sua contribuicdo
para a superagcdo das duas lacunas centrais: a base empresarial local de inovagédo e o

comprometimento com as condi¢ges de salde da populagéo brasileira (QUENTAL et al., 2008).

1.2 Bioequivaléncia e Biodisponibilidade

A bioequivaléncia € um importante pardmetro da qualidade dos medicamentos que
correlaciona o desempenho in vivo de um produto de referéncia a uma formulacdo de teste,
contribuindo com as evidéncias de seguranca e eficacia. Os parametros farmacocinéticos que
devem ser estabelecidos para comprovacdo da bioequivaléncia sdo a concentragdo maxima
(Cmax) € extensdo representada pela &rea sob a curva farmacocinética (AUC) da absorgéo
sistémica e da meia-vida de eliminagéo (T+2) , 0s quais sao obtidos através de estudos clinicos
com voluntarios saudaveis. Assim, quando duas formulag6es sdo bioequivalentes, com a mesma
taxa e extensdo de absorcdo, presume-se que a eficacia clinica e o perfil de seguranca desses
medicamentos sejam semelhantes.

De modo geral, a biodisponibilidade significa a velocidade e extensdo em que a substancia
ativa ou a porcao terapéutica de uma forma farmacéutica € absorvida e torna-se disponivel no
local da ac&o ou é distribuida para a circulacéo geral. (BRASIL, 2012).

Para a realizacdo dos estudos in vivo que compdem um estudo de bioequivaléncia existem

algumas exigéncias que devem ser atendidas conforme abaixo:
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e 0 estudo in vivo deve passar previamente pela avaliacdo e aprovacao por um Comité de
Etica de Pesquisa (CEP) registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP);

e 0 estudo de bioequivaléncia recomenda-se que seja realizado em medicamentos que ndo
apresentem diferencas superiores a 5% de teor (obtido através do ensaio de equivaléncia
farmacéutica) e devem estar dentro do periodo de validade, sob os critérios de Boas
Préticas de Fabricacdo e demais normativas da ANVISA,

e 0 método utilizado para determinar equivaléncia farmacéutica deve estar descrito em
compéndios oficiais ou o fabricante do medicamento genérico deve desenvolver tais
métodos e estes devem ser validados ou co-validados por laboratérios de equivaléncia
com certificacdo REBLAS (Rede Brasileira de Laboratorios Analiticos de Saude)
concedida pela ANVISA;

e para medicamentos isentos de estudos de bioequivaléncia (conforme IN N° 10, de 29 de
Setembro de 2016), a equivaléncia farmacéutica é o principal requisito que sustenta a

intercambiabilidade.

Ademais, € necessario a realizacdo e a aprovagdo da equivaléncia farmacéutica entre os
medicamentos teste e referéncia e a andlise do seu perfil de dissolug¢éo, porém néo € necessaria
a demonstracdo da similaridade entre os medicamentos para que o ensaio de bioequivaléncia
seja conduzido (BRASIL, 2006; PIOTO, 2006).

Os estudos de bioequivaléncia devem ser planejados conforme o guia para provas de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia de medicamentos publicado pela ANVISA, assim
como, por normativas especificas e harmonizadas internacionalmente dentro dos conceitos de
Boas Praticas Clinicas (BPC) e Boas Préticas de Laboratério (BPL), contemplando trés etapas:
clinica, analitica e estatistica (BRASIL, 2006). O patrocinador € a empresa, instituicdo ou
organizacao responsavel pela implementacédo, gerenciamento e/ou financiamento de um estudo

clinico.

Os estudos clinicos para avaliacdo do perfil de biodisponibilidade s&o organizados em trés
etapas distintas, denominadas Etapa Clinica, Etapa Analitica e Etapa Estatistica.

A etapa clinica compreende a elaboracao do protocolo clinico e sua submissdo ao CEP,
assim como execucdo do processo de confinamento, sendo responsavel pela selecdo e

recrutamento dos voluntarios que fardo parte do estudo sob todos os aspectos éticos e de
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conformidade clinica. Nesta etapa, os voluntarios sdo confinados para coleta das amostras
bioldgicas (geralmente sangue total) dentro dos tempos de coleta, conforme previamente
estabelecidos no protocolo clinico. Tais amostras sdo processadas para separagdo do plasma,
acondicionadas em tubos devidamente identificados em ordem sequencial de tempo e
armazenadas em freezeres conforme temperatura adequada até o seu encaminhamento para a
etapa analitica.

Na etapa analitica, as amostras biol6gicas sdo quantificadas conforme a metodologia
bioanalitica desenvolvida e validada previamente ao inicio do estudo, segundo os requisitos
normativos da RDC 27/12 da ANVISA. Para tal, as amostras biol6gicas sao dopadas com um
padrao interno (Pl) que ira corrigir possiveis perdas e variagdes no processo de extracao e analise
do ativo de interesse. Em seguida, as amostras sdo extraidas e os extratos sdo encaminhados
para analise instrumental através da técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS, do inglés Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) para obtencéo da
curva farmacocinética, que relaciona a concentracao do ativo em funcéo do tempo (ZAMAN et
al., 2016). Esta metodologia € empregada na quantificagcdo das amostras desconhecidas (matriz
biol6gica dos voluntarios) para geragéo do resultado analitico do estudo.

Por fim, na etapa estatistica os dados adquiridos na etapa anterior sao avaliados por um
estatistico em um software especifico para determinacdo da conformidade dos parametros
farmacocinéticos comparativos entre o medicamento teste e referéncia conforme estabelecido na
legislacdo 1170 da ANVISA para determinacdo da bioequivaléncia entre as formulacdes
(BRASIL, 2006).

1.3 Aplicacdo da Metodologia Bionalitica

Para que a metodologia analitica seja aplicada, ela precisa ser devidamente desenvolvida
e validada segundo os critérios vigentes para a normativa do seu escopo de execucdo. Além
disso, o LIQ deve ser estabelecido considerando a dose do medicamento, meia-vida de
eliminacao e ultimo tempo de coletas.

O desenvolvimento do método de quantificacdo do ativo em matriz bioldgica € determinante
para os estudos de bioequivaléncia, visto que assegura a qualidade dos resultados desses
estudos. O método de quantificacdo deve apresentar sensibilidade, especificidade / seletividade
para cada analito, precisdo e exatidao além de ser relativamente simples, de modo a minimizar
os erros (GONCALVES, 2005). Neste processo inicial, € fundamental uma avaliagcéo criteriosa

dos aspectos técnicos que podem interferir na metodologia analitica, assim como, sua otimizacéo
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para que a validagcdo ocorra da forma mais fluente possivel, assim minimizando tempo e custos
desnecessérios.

Um aspecto muito importante na quantificacdo de amostras € o processo de extracdo, que
visa retirar 0 analito de sua matriz complexa de forma que seja viavel sua andlise pela técnica
analitica escolhida, com o minimo de interferentes possiveis. Os principais tipos de extragdo
utilizados séo precipitacdo de proteinas, extracao liquido-liquido e extracdo em fase sélida sendo
gue cada qual, possui suas vantagens e desvantagens dependendo da sensibilidade de detecgéo
do analito necessaria para o método, caracteristicas da molécula do ativo, taxa de recuperagao
desejada, custo, entre outros fatores (GONCALVES, 2005; BORGES et al., 2015; ALNOUTI et
al., 2005).

A principal técnica analitica utilizada para quantificacdo de compostos em matrizes
biol6gicas é a técnica de LC-MS por se tratar de uma técnica robusta, versatil, com alta
sensibilidade e seletividade, possibilitando os melhores resultados em sua aplicacdo. A resolucdo
da ANVISA (RDC 27/2012) e outras normativas internacionais do FDA e EMA, preconizam a
utiizacdo de métodos cromatograficos para conducdo de estudos bioanaliticos de
bioequivaléncia/biodisponibilidade. Todavia, outros métodos sao permitidos desde que,

devidamente justificados.

1.3.1 Métodos Cromatograficos

A cromatografia € um método fisico-quimico para a separacdo e purificagdo de misturas
complexas que foi desenvolvido no inicio do século XX pelo botanico russo-italiano M. S. Tswett.
Na cromatografia, as moléculas em uma mistura sdo aplicadas sobre uma fase estacionéria e
separadas enquanto se movem, com o auxilio de uma fase mével. A afinidade das moléculas
pela fase mével ou estacionaria € que permitird sua separacado de acordo com caracteristicas
como massa molar, polaridade, carga, estrutura, entre outras. Essa separacdo pode se dar
através de mecanismos de afinidade, exclusdo, troca-idnica, adsor¢do ou particdo (COLLINS,
1993).

Dentre os tipos de cromatografia, a cromatografia liquida € uma técnica de separagédo na
gual a fase movel € um liquido. A cromatografia liquida pode ser realizada em uma coluna ou em
um plano. A cromatografia liquida que geralmente utiliza particulas de empacotamento muito
pequenas e uma pressao relativamente alta é referida como cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography).
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Na técnica de HPLC, a amostra é impusionada por um liquido (fase movel) a alta presséao,
através de uma coluna que é empacotada com particulas de forma irregular ou esférica ou uma
camada monolitica porosa (fase estacionaria) (TONHI et al., 2002) e € hoje uma das ferramentas
mais poderosas da quimica analitica. Tem a capacidade de separar, identificar e quantificar os
compostos que estdo presentes em amostras que possam ser dissolvidas em um liquido e é
compativel com varios detectores como espectrdbmetro de massas, detector por indice de
refracéo, detector de fluorescéncia e ultravioleta. Hoje, os compostos em concentracbes minimas
como partes por trilhdo (ppt) podem ser facilimente identificados. A técnica de HPLC tem sido
aplicada a uma ampla gama de amostras como andlise de produtos farmacéuticos, alimenticios,
nutracéuticos, cosméticos, matrizes ambientais, amostras forenses e produtos quimicos
industriais (RIBANI et al., 2004; SRIKARA, 2013).

Um sistema HPLC, como mostra a Figura 1, é composto por alguns componentes
essenciais (NETO & NUNES, 2003; NASCIMENTO, 2004; GONCALVES, 2005) que sé&o
responséveis pela separacdo cromatografica. Um reservatorio contém o solvente (fase movel)
sendo que a vazdo e mistura desses solventes é gerenciado através de um software e
impulsionado através de uma bomba ou mais bombas. Em seguida, um injetor (gerenciador de
amostras ou amostrador automatico) é capaz de introduzir (injetar) a amostra no fluxo de fase
movel de fluxo continuo que transporta a amostra para a coluna de HPLC. A coluna contém o
material interno (por exemplo: silica Cis) necessario para efetuar a separacao e fica armazenada
em um forno, cuja temperatura pode ser controlada. E necessario um detector para que seja
possivel a indeificacdo dos compostos conforme a sua identidade quimica, bem como um sistema
de aquisicdo de dados. Como as caracteristicas dos compostos de amostra podem ser muito
diferentes, varios tipos de detectores foram desenvolvidos (ex: espectrdmetria de massas, UV-

Vis, fluorescéncia, entre outros).
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FIGURA 1. Representacao esquematica do sistema de HPLC. O sistema é composto
por duas bombas, auto injetor, coluna cromatografica, sistema de deteccdo e um
microcomputador. Fonte: Figura adapatada de YASSINE MRABET (2018, pag. 4).

1.3.2 Espectrometria de Massas

Durante a ultima década, a espectrometria de massas sofreu enormes melhorias
tecnoldgicas, permitindo sua aplicacdo a proteinas, peptideos, carboidratos, DNA, drogas e
muitas outras moléculas relevantes para a quimica de materiais e biologia quimica. Devido aos
métodos de ionizacdo como a ionizagdo por electrospray (ESI) e a dessor¢do a laser assistida
por matriz (MALDI, do inglés matrix-assisted laser desorption ionization), a espectrometria de
massas tornou-se uma ferramenta insubstituivel nas ciéncias moleculares e da vida. Os
espectrometros de massas podem ser divididos em trés partes fundamentais, a saber, a fonte de
ionizacdo, o analisador e o detector (MORAES & LAGO, 2001).

As fontes de ionizacdo mais aplicadas sdo ionizacdo por electrospray (ESI), ionizacdo
guimica por pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) e
dessorcao / ionizacdo por laser assistida por matriz (MALDI). Na espectrometria de massas, a
introducé@o da amostra pode ser feita de véarias formas, inclusive através da cromatografia liquida.
A partir dai a amostra € levada a fonte de ionizagédo onde sdo gerados ions. Esses ions sao entao
separados num analisador, com base em suas diferentes trajetérias em campos elétricos e / ou
magnéticos em funcao de suas razdes massa/carga (m/z). Os ions separados sao detectados e
este sinal enviado a um sistema de dados onde as razbes m/z séo relacionadas a sua abundancia

relativa para apresentagéo no formato de um espectro de massas (URBAN, 2016).
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Um espectrometro de massas sequencial (MS/MS) possui mais de um evento de selegéo
da raz8o m/z. Esses eventos podem estar separados no espago, através do uso de dois
analisadores sequenciais, ou no tempo, num Unico analisador. Entre os eventos de sele¢céo de
m/z podem ser aplicadas condi¢Bes que levem a fragmentagéo controlada dos ions, através da
admisséo de um gas inerte, por exemplo. Os analisadores podem ser do mesmo tipo ou de tipos
diferentes, sendo as combina¢des mais comuns o triplo quadrupolo (QqQ) e o quadrupolo-tempo
de voo (Q-TOF) (LAGERWERF et al.,, 2000 PEREIRA & CASS, 2005). A utilizagdo da
espectrometria de massas sequencial permite tornar o método analitico amplamente seletivo e
especifico, ja que um analito de interesse pode ser moniterado através da deteccéo de sua razéo
m/z e confirmado através da deteccdo da razdo m/z de seus fragmentos, apos fragmentacdo
induzida por colisdo com gas inerte (CID, do inglés collision induced dissociation) (URBAN, 2016).

Por esse motivo, o espectrdmetro de massas € escolhido em estudos de bioequivaléncia,

a fim de assegurar a deteccao e quantificacao inequivoca da molécula em estudo.

1.4 Validacado de Métodos Bioanaliticos

A validacdo de um procedimento analitico € o processo pelo qual é verificado, por estudos
de laboratorio, se as caracteristicas de desempenho do método atendem aos requisitos para seu
uso pretendido. Todos 0os métodos analiticos que se destinam para analisar quaisquer amostras
devem ser validados para assegurar a confiabilidade analitica. A validacdo de métodos analiticos
€ uma atividade essencial, porém demorada, para a maioria dos laboratérios de desenvolvimento
analitico. Portanto, é importante entender os requisitos da validacdo do método em mais detalhes
e as opc¢oes disponiveis para permitir a utilizac&@o ideal dos recursos analiticos em um laboratério
de desenvolvimento. (BRASIL, 2002; BRASIL, 2007; EMA, 2011; FDA, 2013).

O principal objetivo da validagcdo do método € demonstrar a confiabilidade de um método
particular para a determinacdo de uma concentracdo de analito em uma matriz biolégica
especifica, como sangue, soro, plasma, urina ou saliva. Além disso, se um anticoagulante for
empregado, a validacdo deve ser realizada usando o mesmo anticoagulante que as amostras do
estudo. Geralmente, uma validacdo completa deve ser realizada para cada espécie e matriz em
guestao. Em alguns casos, pode ser problematico para fins de validagéo obter uma matriz idéntica
em comparagcdo com a matriz das amostras do estudo (BRASIL, 2003; BRASIL, 2012; FDA,
2013). Quando um método analitico é aplicado na quantificacdo de amostras bioldgicas ele é

denominado como um método bioanalitico.
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Os principais parametros avaliados em um método bioanalitico a fim de valida-lo sao:
seletividade, limite inferior de quantificacdo, faixa de calibragcdo (desempenho da curva de
calibracéo), exatiddo, preciséo, efeitos matriciais, estabilidade do(s) analito(s) na matriz biol6gica
e estabilidade do(s) analito(s) e do padréo interno nas solu¢gbes de estoque, de trabalho e nos
extratos sob todo o periodo de armazenamento e condi¢des de processamento. (CAUSON, 1997;
FDA, 2001; BRASIL, 2012).

Atualmente, no Brasil, a validacdo bioanalitica € normatizada pela RDC 27/12da ANVISA,
gue dispbe sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos (LA ROCA et
al., 2007; BRASIL, 2012).

1.4.1 Seletividade / Especificidade

A especificidade descreve a capacidade do método bioanalitico de produzir apenas um
sinal para o analito de interesse e ndo para outros componentes interferentes. Ja a seletividade,
descreve a capacidade de um método de diferenciar analito de interesse de outros analitos ou
impurezas endégenas presentes nas amostras (KOLLIPARA et al., 2011).

Ja o termo especificidade, outrora adotado pela RE 899/03 da ANVISA, foi alterado para
seletividade através da revisdo dessa resolucdo pela RDC 27/12 desta mesma agéncia, por ser
considerado mais adequado a finalidade do ensaio executado. Segundo a definicdo da resolugéo,
a seletividade é capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito e Pl na presenca de
outros componentes da amostra.

Este ensaio é conduzido avaliando-se diferentes tipos de plasma (hormal, lip€mico e
hemolisado) e comparando-se as respostas obtidas para o analito e padrdo interno em
comparacdo com uma amostra do limite inferior de quantificagdo (LIQ) dopada com padréo
interno. As respostas de picos interferentes nos tempos de retengcéo devem ser inferiores a 20%
para o LIQ e 5% para o padréo interno (BRASIL, 2012).

1.4.2 Efeito Residual

O efeito residual (carryover) é visto como um grande problema que influencia a precisdo de
gualguer método bioanalitico e também € de grande importancia nos métodos bioanaliticos
baseados em LC-MS/MS, onde a faixa dindmica é muito alta. Geralmente, é causado devido a
residuos do analito da amostra de alta concentracdo analisada anteriormente a amostras de
concentracdes baixas. A extensdo do carryover deve ser investigada durante o desenvolvimento

do método e deve ser eliminado ou minimizado (FDA, 2019).
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Este ensaio € conduzido através da avaliacdo de de trés injecdes de amostras branco
sendo uma antes e duas apés a injecdo do limite superior da curva (LSC), comparado aos
resultados do LIQ processado na mesma corrida analitica (BRASIL, 2012).

As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito devem ser inferiores

a 20% da resposta do analito nas amostras processadas do LIQ e 5% para Pl (BRASIL, 2012).

1.4.3 Efeito de Matriz

O efeito de matriz é definido como a alteracdo ou interferéncia direta ou indireta na
resposta analitica devido a presenca de analitos ndo intencionais ou outras substancias
interferentes na amostra. Geralmente isso é causado pelos componentes da matriz, outros ativos
e metabdlitos concomitantes eluindo junto com o analito, influenciando assim a abundancia de
analito na fonte do espectrdmetro de massas, afetando a deteccéo do analito (KING et al., 2000).

Segundo a RDC 27/2012 da ANVISA, este ensaio deve ser conduzido pela adicdo do
analito de interesse e do padrdo interno nas concentragfes de CQB e CQA e seu respectivo
padrdo interno nas amostras previamente processadas sendo o plasma de 8 fontes distintas
dentre elas, 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas (BRASIL, 2012). Adicionalmente, quando
aplicavel, sdo adicionados nesse ensaio os farmacos de uso concomitante ou comedicacoes.

Para cada amostra deve ser obtido o fator de matriz normalizado por Pl (FMN), conforme a

férmula a seguir:

FMN = Resposta do analito em matriz/Resposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solucdo/Resposta do Pl em solucdo

Para descarta o efeito de matriz o coeficiente de variagdo (CV) dos FMN relativos a todas
as amostras deve ser inferior a 15% (BRASIL, 2012).

1.4.4 Linearidade

A linearidade ou concentracao-resposta de um método analitico refere-se a capacidade do
método de produzir um sinal que seja, diretamente ou por transformagdo matematica,
proporcional & concentracéo do analito presente na amostra. E geralmente recomendado analisar
um minimo de seis niveis de concentracdo para a construcao da curvade calibracéo, incluindo

uma amostra em branco (amostra de matriz processada sem padrdo de farmaco e Pl) e uma
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amostra zero (amostra de matriz processada com PI) na mesma matriz biolégica que as amostras
em estudo. Uma vez obtida a resposta (Y) em varios niveis de concentracéo (X) dos padrées de
calibracéo, é realizada uma andlise de regressdo por minimos quadrados, assumindo que 0s
erros em Y estdo normalmente distribuidos em torno de um valor médio de zero (BOLTON &
BON, 2009).

A ANVISA recomenda o uso de o modelo matemético simples, ou seja, modelo linear para
a avaliacdo. Quando um modelo né&o linear é proposto deve-se demonstrar matematicamente que
0 modelo linear ndo é apropriado.

Para conducéo do ensaio de Linearidade devem ser construidas e avaliadas, no minimo,
trés curvas de calibracao que incluam a analise da amostra branco, da amostra zero e de, no
minimo, 6 amostras de diferentes concentracdes do padrao do analito adicionadas de PI
(BRASIL, 2012). A equagéao da curva ndo deve incluir padrdes de calibracdo que ndo atendam
aos critérios de aprovagao.

Quando um padrdo de calibracdo ndo for aprovado, a curva de calibracdo deve ser
recalculada sem este padrdo. Quando um padrdo de calibracdo atender aos critérios de
aprovacao, este ndo deve ser excluido da equacao da curva. Os padrdes de calibracdo estédo

aprovados quando atenderem aos seguintes critérios:

v desvio menor ou igual a 20% em relagdo a concentracdo nominal para os padrdes do LIQ
e
v desvio menor ou igual a 15% em relagdo a concentracdo nominal para os outros padrdes

de calibracgéo.

A curva de calibragcéo deve atender aos seguintes critérios para ser aprovada:

v" no minimo 75% dos padrdes de calibracdo aprovados conforme os critérios anteriores e
v" no minimo 6 padrdes de calibracédo de concentragdes diferentes, incluindo o LIQ e 0 LSQ,

aprovados conforme os critérios anteriores.

1.4.5 Exatidao e Precisao

A exatiddo de qualquer método bioanalitico depende da proximidade entre o valor
observado e verdadeiro da concentracdo (reprodutibilidade), enquanto a precisédo se refere a
capacidade do método em produzir resultados reproduziveis (repetibilidade) entre séries de

medicdes de amostras homogéneas. Esses parametros sdo determinados usando amostras de
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controle de qualidade preparados em niveis de concentragdo cobrindo a faixa dinamica do
método, ou seja, limite inferior de quantifica¢éo (LIQ), controle de qualidade baixo (CQB), controle
de qualidade médio (CQM) e controle qualidade alto (CQA). O LIQ é preparado no limite inferior
de quantificacdo; o CQB est4 acima de LIQ, mas ndo mais que 3 vezes; o CQM esta preparado
no meio do intervalo dindmico, idealmente deve ser o valor médio entre 0 CQB e CQA e 0 CQA
deve estar préximo da fragdo superior limite de quantificacdo (LSQ) e ndo deve ser superior a
85% do LSQ. Cada lote de preciséo e exatiddo geralmente contém uma amostra em branco, uma
amostra zero e padrdes de calibracdo, ou seja, LIQ e LSQ em duplicatas seguidas por cinco ou
seis conjuntos de amostras de controle de qualidade (KARNES et al., 2011).

A preciséo deve ser determinada em uma mesma corrida (precisao intracorrida) e em, no
minimo, 3 corridas diferentes (precisao intercorridas).

A precisdo deve ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacdo (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 férmula a seguir:

CV% = Desvio Padrdo X 100
Concentracao média experimental

A exatidao é expressa pelo Erro Padrdo Relativo (EPR), ndo se admitindo valores fora
da faixa de = 15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual ndo se admitem valores fora
da faixa de £ 20% do valor nominal, segundo a formula a seguir:

EPR = (Concentragdo média experimental — Valor nominal) X 100
Valor nominal

O CV e 0 EPR da preciséao e exatidao, intracorrida e intercorridas, devem ser calculados
com base em todos os valores obtidos (BRASIL, 2012).

1.4.6 Estabilidades na Matriz Biol6gica e em Solucao

A estabilidade tem sido sempre considerada como um parametro importante durante
analises tanto quimicas quanto biolégicas. A estabilidade de um farmaco depende de suas
propriedades fisico-quimicas e os ensaios de estabilidade de amostras e solu¢des na validagéo
do método deve refletir as situacdes que provavelmente serdo encontrados durante 0 manuseio

das amostras em analises.
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O principal objetivo de avaliar a estabilidade na validagdo de métodos € detectar qualquer
degradacéo do analito de interesse durante todo o periodo de coleta, armazenamento, extragéo
e andlise de amostras. Recomenda-se confirmar a estabilidade a cada passo da preparacao e
andlise das amostras, bem como nas condi¢cfes usadas para o armazenamento a longo prazo.
Deve-se notar que a estabilidade numa determinada matriz e recipiente ndo deve ser extrapolada
para outras matrizes e recipientes. Os procedimentos de estabilidade devem avaliar a
estabilidade dos analitos durante a coleta de amostras e manuseio, armazenamento a curto
prazo, armazenamento a longo prazo e passando por ciclos de congelamento e descongelamento
(ROSING et al., 2000).

As agéncias regulatérias (ANVISA, FDA e EMA) recomendam os ensaios de estabilidade
nas seguintes situacoes:

v’ ciclos de degelo;

v curta duragdo ou em bancada;

v longa duragéo

v' pés-processamento ou auto-injetor e,

v"em solucdo nas condicdes de curta duracdo e dias de preparo.

A amostras de estabilidade devem ser comparadas com amostras recém-preparadas
(estabilidade em plasma) ou solugbes recém-preparadas (estabilidade em solucdo) e, pelo
menos, trés repeticdes de cada uma das concentracdes alta e baixa do analito deve ser avaliadas
(BRASIL, 2012; FDA, 2019).

A estabilidade em matriz é demonstrada quando nédo se observar desvio superior a 15% da
média das concentracdes obtidas com relacéo ao valor nominal. As solucfes seréo consideradas
estaveis quando ndo se observar desvio superior a 10% de suas respostas em comparacao com

as respostas das solucdes recém preparadas (BRASIL, 2012).

1.5 Rivaroxabana

A rivaroxabana (RIV), (S)-5-cloro-N-{[2-0x0-3-[4-(3-0xomorfolin-4-il) fenil]Joxazolidin-5-
ilfmetil} tiofeno-2-carboxamida, possui formula molecular C19H1sCIN3OsS e massa molar de 435,9
g mol. E solivel em solventes organicos, tal como DMSO (dimetilsulfoxido) e moderadamente

soluvel em tampdes aquosos. Sua formula estrutural segue na Figura 2.
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FIGURA 2. Estrutura molecular da rivaroxabana. E uma molécula organica, de
caracteristica basica em funcao dos grupos funcionais nitrogenados (amidas) e com
predominancia apolar. Fonte: Acervo pessoal.

A RIV atua como anticoagulante ao inibir seletivamente, direta e reversivelmente o fator Xa
livre associado ao codgulo no plasma humano, sem se ligar a antitrombina. Isso resulta na
inibicdo da conversado do fator Il (protrombina) em fator Ila (trombina). Conforme afirmado por
Morell et al. (2010), a inibicdo do FXa demonstra ser um alvo de agcdo mais importante quando
comparado com a trombina, uma vez que uma molécula de FXa é capaz de ativar mais de mil
moléculas de trombina. A rivaroxabana é bem tolerada, com um perfil farmacocinético bem
estabelecido, sem a necessidade de monitoramento laboratorial (KAMATA et al., 1998; AGNELLI
& BECATTINI, 2016).

A RIV foi o primeiro inibidor do fator de coagulacdo Xa a ser aprovado no Canada e na
Unido Europeia (MORELL et al., 2010). No Brasil, a RIV foi aprovada pela ANVISA no final de
2009, sendo comercializada com o nome Xarelto®, sob forma de comprimidos revestidos com
dosagens de 10, 15 ou 20 mg, desenvolvido e fabricado pela Bayer HealthCare AGe distribuido
pela Bayer S.A. O medicamento genérico ainda esta em vias de liberagéo devido a protecdo de
patente que ainda vigora até 2022.

Conforme a bula do medicamento Xarelto®, a RIV possui diversas aplicagfes clinicas
relevantes, sendo que é indicado para a profilaxia de tromboembolismo venoso (TEV) apés
cirurgia eletiva de substituicdo do quadril ou joelho, e para a profilaxia de trombose venosa

profunda recorrente (TVP) e embolia pulmonar recorrente (EP). Também é indicado para a
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profilaxia de acidente vascular cerebral e embolia sistémica em pacientes com brillation atrial ndo
valvular (FA) que sdo considerados de alto risco (XARELTO, 2019).

1.6 Parametros Farmacocinéticos em Estudos de Bioequivaléncia

Desde a administracdo de um dado medicamento até a obtencdo do efeito farmacolégico
desejado, varias fases estdo envolvidas, como: (1) fase farmacéutica, que esta intimamente
ligada a forma farmacéutica do medicamento e sua via de administracdo; (2) fase
farmacocinética, que envolve a absor¢do do farmaco do local da administracéo até a circulacdo
sanguinea, sua distribuicdo nos diferentes compartimentos do organismo, além dos processos
de biotransformacdo do farmaco e finalmente sua eliminagdo do organismo e (3) fase
farmacodinamica, a qual esta relacionada a interacdo do farmaco com os diferentes 6rgéos alvo,
sejam eles enzimas, acidos nucléicos, carreadores de membrana ou receptores e os efeitos
decorrentes dessa interagcdo. Importante destacar que em todas essas fases diferentes fatores
podem interferir com o efeito dos farmacos, o que pode levar desde a ineficacia de um dado
tratamento até o aparecimento de efeito toxico (BRUNTON et al., 2012).

A fase farmacocinética (PK) corresponde aos processos envolvidos no movimento de
farmacos no organismo biolégico, envolvendo absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecao
(ADME), incluindo a taxa e a extensdo de cada um dos processos. A ciéncia da farmacocinética
diz respeito a como o corpo converte uma molécula de droga ativa em metabdlitos, o curso do
tempo das drogas no corpo e o que o corpo faz com a droga. Os dados farmacocinéticos sao
frequentemente derivados de amostras de sangue (soro ou plasma) em conjuntos de dados de
tamanho pequeno a médio de individuos ao longo do tempo (CHOW, 2014).

Na Figura 3, é possivel observar, de maneira simplificada, a diferenca entre a
farmacocinética (processos que o organismo exerce sobre o farmaco) e a farmacodinanica
(processos que o farmaco faz com o0 organismo) que sédo processos fisioldégicos que definem a

interacdo entre 0 medicamento € 0 N0SSO organismo.
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FIGURA 3. Resumo esquematico diferencial entre farmacocinética e
farmacodindmica. Esquematizacao do processo de absorcao, distribuicdo e eliminacao
do farmaco no organismo. Fonte: NETO & MARTINS (2015, pag. 1).

A partir de um perfil farmacocinético, os parametros farmacocinéticos podem ser estimados,
como a area sob a curva (ASC), concentracdo maxima (Cmax), tempo para concetracdo maxima
(Tmax), meia-vida de eliminacao (T1), entre outros. Estes par@metros farmacocinéticos sdo muito
Uteis na otimizagdo do regime posolégico de um medicamento (CHOW, 2014).

O parametro de area sob a curva (ASC) tem unidades de concentracédo x tempo (mg.h.L?)
e € uma medida da exposicao total sistémica de uma droga integrada ao longo do tempo. A ASC
€ geralmente estimada a partir da correlagdo de dados de tempo e concentracdo. Existem duas
abordagens principais para a estimativa da ASC: a primeira, que corresponde aquela exigida pelo
FDA, é a andlise ndo compartimental (NCA, do inglés non-compartimental analysis), que calcula
a ASC seguindo a regra trapezoidal, somando a area sob a curva entre pontos de tempo
consecutivos; a segunda é a analise de modelagem compartimental, utilizado quando o modelo
anterior ndo for adequado (FDA, 2014).

A Cnax refere-se a concentracdo sanguinea maxima (ou pico) que um farmaco atinge na
corrente sanguinea e posteriormente em um local especifico ou area de teste do organismo apos

este ter sido administrado e antes da administracdo de uma segunda dose, isto €, Cnax € a
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concentracdo maxima observada ap6s uma administra¢éo unica (CHOW, 2014). Em estudos de
bioequivaléncia, os principais parametros farmacocinéticos séo a ASC e Cnax € Tmax (FDA, 2001).
O Tmax € 0 tempo em que é observada Cmax ap0s a administracdo do medicamento. A Figura 4
mostra o esquema de ASC, Cmax € Tmax Na curva de concentragédo plasmatica vs tempo apos uma
dose oral Unica de medicamento A comparado com uma dose oral Unica do medicamento B
(CHOW, 2014).

Crix |- -

Fase de Absorgao

Fase de Eliminag3o (Tyz)

Concentragao Plasmatica

Tempo (h)

FIGURA 4. Demonstracdo de uma curva farmacocinética. Curva de concentracao
versus tempo em plasma, destacando as fases de absorcéo e eliminacdo, assim como,
0s parametros farmacocinéticos de Tmax, Cméax e ASC. Fonte: Figura adapatada de
CHOW (2014, pag. 306).

1.6.1 Perfil Farmacocinético da Rivaroxabana

1.6.1.1 Absorcéao e biodisponibilidade

Estudos anteriores revelaram que a rivaroxabana € rapidamente absorvida apés
administracdo oral, atingindo concentracbes maximas 2 a 4 horas apds a ingestdo de um
comprimido regular. Em estudo para avaliacdo da influéncia da alimentacdo na absorcdo de

rivaroxabana, a Cmax apds administracdo em jejum ocorreu em torno de 1,5 horas. A absorcdo
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oral da rivaroxabana € quase completa e a biodisponibilidade oral é alta (80-100%) para a dose
de 10 mg, independentemente das condi¢cdes de jejum/alimentacdo. A ingestdo do medicamento
com alimentos ndo afeta a ASC ou a Cmax da rivaroxabana na dose de 10 mg. O comprimido
regular na dose de até 10 mg de rivaroxabana pode ser tomado com ou sem alimento
(STAMPFUSS et al., 2013).

Devido ao grau reduzido de absor¢éo, uma biodisponibilidade oral de 66% foi determinada
para o comprimido de 20 mg sob condi¢des de jejum. Quando um comprimido de rivaroxabana
20 mg € administrado em conjunto com alimentos, aumento na ASC média ao redor de 39%
foram observados quando comparados a ingestdo sob condi¢cdes de jejum, indicando absorgéo
quase completa e elevada biodisponibilidade oral. Segundo a bula do medicamento, a
rivaroxaban de 15 mg e 20 mg devem ser tomados em conjunto com alimentos (XARELTO, 2019).

A rivaroxabana é uma substancia de classe Il no Sistema de Classificacéo Biofarmacéutica
(Biopharmaceutics Classification System - BCS), o que significa que este medicamento possui
alta permeabilidade e baixa solubilidade (EMA, 2011), sendo a dissolu¢cdo in vivo fator
determinante para sua absor¢cdo, a qual pode variar de acordo com os fatores associados a
formulacdo e as condi¢cdes in vivo que possam afetar a dissolucdo (GONCALVES &
STORPIRTIS, 2011).

A variabilidade da farmacocinética, ou seja, dependéncia de fatores fisiolégicos, para a
rivaroxabana € moderada, com variabilidade interindividual (CV%) de 30% a 40% (XARELTO,
2019).

A absorcéo da rivaroxabana é dependente do local de liberac&o do principio ativo no trato
gastrintestinal. Foi relatada uma diminuigdo de 29% e 56% na ASC e Cmax quando o granulado
de rivaroxabana é liberado no intestino delgado proximal em comparagdo com o comprimido
regular. A exposicdo € ainda mais reduzida quando o principio ativo € liberado no intestino
delgado distal ou no célon ascendente. A literatura recomenda evitar sua administracédo distante
ao estdbmago, o que pode resultar em reducdo da absorcéo e da exposicdo ao principio ativo. A
biodisponibilidade (ASC e Cnax) de um comprimido integro de rivaroxabana (20 mg) apresentou-
se equivalente aquela obtida quando o ativo foi administrados por via oral como comprimido
triturado misturado a puré de macd, ou suspensdo em agua e administrada por sonda gastrica
seguido por uma refeicédo liquida Como o perfil farmacocinético da rivaroxabana é previsivel e
dose-proporcional, os resultados de biodisponibilidade desse estudo podem ser considerados

para suas doses mais baixas, como 10 e 15 mg, por exemplo (STAMPFUSS et al., 2013).
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1.6.1.2 Distribuicéao

A ligacdo da rivaroxabana as proteinas plasméticas em humanos € alta, com taxas de
aproximadamente de 92% a 95%, sendo a albumina sérica o principal componente de ligacdo. O
volume de distribuicdo é moderado, sendo volume de distribuicdo em estado de equilibrio (Vss)
aproximadamente 50 L (XARELTO, 2019).

Destaca-se que o volume de distribuicdo de um farmaco reflete a extensdo em que este
esta presente nos tecidos extravasculares, podendo variar amplamente, dependendo dos graus
relativos de ligacao as proteinas plasmaticas e teciduais, bem como do coeficiente de particdo

lipidica do farmaco.

1.6.1.3 Metabolismo e eliminacéo

Aproximadamente 2/3 da dose administrada de rivaroxabana sofre biotransformagéo
(degradacao metabdlica), com metade sendo eliminada via renal e a outra metade, via fecal. Os
demais 1/3 da dose administrada sdo diretamente excretados como farmaco inalterado na urina,
principalmente por secregao renal ativa (XARELTO, 2019).

A rivaroxabana é metabolizada por meio das isoformas das enzimas do citocromo P450
(CYP) CYP3A4, CYP2J2, assim como por mecanismos independentes do CYP. A degradacgéo
oxidativa da fracdo morfolinona e a hidrélise das ligagbes amida sdo os principais sitios de
biotransformag¢éo. Com base em investigacdes in vitro, a rivaroxabana é um substrato das
proteinas transportadoras glicoproteina-P (gp-P) e proteina de resisténcia ao cancer de mama
(Bcrp) (XARELTO, 2019).

A rivaroxabana inalterada é o composto mais importante no plasma humano, ndo estando
presentes metabdlitos maiores ou ativos circulantes. Com uma depuracao sistémica de cerca de
10 L/h, pode ser classificada como um farmaco de baixa depuracao. Sua eliminacdo plasmatica
ocorre com meias-vidas terminais de 5 a 9 horas em individuos jovens e com meias-vidas
terminais de 11 a 13 horas em idosos. Stampfuss e colaboradores encontraram, apoés
administracdo em jejum, T2 emtorno de 8,4 horas para rivaroxabana (STAMPFUSS et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver e validar um metodo bioanalitico por LC-MS que atenda aos critérios
estabelecidos pelos guias nacionais e internacionais e que possa ser aplicado na andlise de

matriz bioldgica (plasma) para a quantificacdo do ativo Rivaroxabana em plasma humano.

2.2 Objetivos Especificos

Demonstrar a aplicacao da metodologodia bioanalitica para quantificacdo de dois estudos
de bioequivaléncia com Rivaroxabana (sendo um em jejum e outro pés-prandial) através da
apresentacéo da curva farmacocinética média do medicamento referéncia.

Confimar através do perfil farmacocinético (biodisponibilidade) do medicamento referéncia
obtido nos estudos (jejum e pos-prandial), a diferen¢a descrita em literatura para os parametros

de ASC (&rea sobre a curva) e Cmax (concentracdo maxima).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado visando o desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico
por HPLC-MS/MS, seguindo as recomendagdes da RDC 27/2012 com a finalidade de aplicagéo
em estudos de bioequivaléncia / biodisponibilidade. Os experimentos foram realizados na
Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG — Braganca Paulista/SP) com

0 suporte e assessoria da equipe técnica do laboratério.

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos e Materiais

Para o desenvolvimento e validagdo do método bioanalitico de Rivaroxabana foram
utilizados diferentes tipos de equipamentos e materiais. Os equipamentos, materiais e 0s

componentes do sistema LC-MS/MS estéo descritos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Descricdo de equipamentos e materiais utilizados no processo.

Descricdo Fabricante
Pipeta de volume variavel HTL / Gilson
Pipeta eletrbnica Brand
Microtubo Eppendorf
Mesa agitadora Finemixer PCR
Centrifuga Eppendorf
Dispensador Brand
Banho termostatizado Logen Scientific
Purificador de agua (Milli-Q) Merck Millipore

Pré concentrador de amostras (Dryblock) Techne Cole Parmer / Oxicamp

Misturador (vortex) Phoenix

Balanca Analitica Sartorius

Tabela 2: Componentes do sistema LC-MS/MS utilizado nas anéalises.

Descricao Fabricante / Modelo
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Espectrometro de Massas
Software
Bomba Analitica
Auto Injetor

Controladora

Waters / Quattro Premier XE
Waters / MassLynx 4.1
Shimadzu / LC 20AD
Shimadzu / SIL 20A

Shimadzu / SCL 10A VP

3.1.2 Padrbdes Analiticos

Os padrdes analiticos utilizados no desenvolvimento, validacdo dos métodos bioanaliticos

e guantificac@o das amostras desconhecidas de RIV foram padrfes primarios com certificados

rastreaveis, conforme Tabela 3.

Estes padrbespossuem alto teor de pureza, assim comocomprovacao identidade através

de ensaios de caracterizacdo por MS e ressonancia magnética nuclear (RMN). No caso do

analito, o padréo é utilizado no processo de dopagem, isto é, para contaminacdo do plasma

branco (sem ativo) em concentrac6es especificas para composicdo da curva de calibracao e dos

controles de qualidade, enquanto o padrao interno é utilizado para que seja possivel reduzir as

variaveis do processo de extracdo da amostra contida do ativo. O resultado analitico se dara pela

razao das areas do analito e do padrao interno (denominado como resposta).
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Tabela 3: Padrbes de referéncia do analito, padrdo interno e dos farmacos de uso
concomitante utilizados no preparo das solucgdes.

Padrao

Finalidade

Fabricante

Rivaroxabana

Rivaroxabana-Da4

Cloridrato de 4-MAA
Dimenidrinato

Paracetamol

Cloridrato de
metoclopramida
Butilbrometo de

escopolamina

Cloridrato de

piridoxina
Cafeina

Cloridrato de
ondansetrona
dihidrato

Analito

Padréo interno

Farmaco
concomitante
Farmaco
concomitante
Farmaco
concomitante
Farmaco
concomitante
Farmaco
concomitante
Farmaco
concomitante
Farmaco
concomitante

Farmaco
concomitante

Purity Grade Standards (PGS)
Purity Grade Standards (PGS)

Purity Grade Standards (PGS)
U.S.Pharmacopeia (USP)
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz)
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
Purity Grade Standards (PGS)
U.S.Pharmacopeia (USP)

U.S.Pharmacopeia (USP)

European Pharmacopoeia

3.1.3 Reagentes e Solventes

Em todos os testes para o desenvolvimento, validacdo do método bioanalitico e

gquantificacdo das amostras desconhecidas foram utilizados reagentes e solventes de grau

analitico, conforme a Tabela 4.
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Tabela 4: Reagentes e solventes utilizados nas analises.

Descricao Fabricante Finalidade

Preparo das solug@es de rivaroxabana,
rivaroxabana-d4, dimenidrinato, paracetamol,

Metanol J. T. Baker L .
piridoxina, cafeina, ondansetrona e lavagem
da agulha
Preparo das solugBes de 4-MAA,
Agua (Milli — Q) Merck Millipore escopolamina, metoclopramida e cafeina,
preparo da fase mével e lavagem da agulha
Acetonitrila 3 T. Baker Preparo da solucao de rivaroxabana-d4 e

) preparo da fase mével
Acido férmico
concentrado
Diclorometano Merck Millipore Preparo das amostras (extracao)

Merck Millipore Preparo da fase mavel

3.1.4 Material Bioldgico

O material bioldgico usado para o estudo foi plasma humano coletado de diferentes
individuos pela Etapa Clinica da UNIFAG, com a devida aplicacdo de um Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (nimero 2.969.992 — CAAE: 00343018.4.0000.5514)
especifico e estes plasmas foram utilizados no preparo da matriz para construcéo das curvas de
calibracdo e controles de qualidade. Na seletividade foi avaliado o plasma nas condigdes normal,
lipémico e hemolisado para verificacdo da néo interferéncia de compostos dessas matrizes no
tempo de retencgéo dos ativos.

Durante o processo de conferéncia e previamente a quantificacdo das amostras dos
voluntarios, as amostras foram avaliadas qualitativamente em funcédo do padrao visual do seu

grau hemolise de forma a verificar se as mesmas estavam dentro do grau previamente validado.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparo das solucdes padréo
3.2.1.1 Solucao padréao da Rivaroxabana (analito)

Uma massa correspondente a 0,00105 g de rivaroxabana (marca PGS - 99,6% de teor)
foi cuidadosamente pesada, colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e preparada em
metanol para a obtencdo de uma solucéo de concentracdo 104,6 pg/mL de rivaroxabana. A partir
desta solucao foi feita uma diluicdo na concentracdo de 100,0 pg/mL que foi utilizada para as

demais diluicbes dos ensaios especificos.
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3.2.1.1.1 Solucéo padréo do Rivaroxabana-D4 (padrao interno)

Uma massa correspondente a 0,00105 g de rivaroxabana-d4 (marca PGS - 99,4% de teor)
foi pesada, colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a
obtencdo de uma solucdo de concentracdo de 104,4 ug/mL de rivaroxabana-d4. A partir desta
solugcdo foram feitas diluicbes nas concentracdes de 100,0 ug/mL e 1,0 ug/mL que foram

utilizadas para as demais diluicbes dos ensaios especificos.

3.2.2 Preparo dos padrbes da curva de calibracdo e das amostras controle de qualidade

As concentragbes dos padroes da curva de calibracdo e das amostras controles de
gqualidade foram definidas em funcédo da faixa prevista das concentragfes das amostras a serem
analisadas. Assim, estas concentracdes correlacionam-se com a dose para qual o método foi
desenvolvido.

A curva de calibracdo incluiu a andlise de uma amostra branco (matriz biolégica isenta de
padrdo do farmaco e do padréo interno), uma amostra zero (matriz biolégica com adicdo de
padrdo interno) e de amostras contendo padrdo do farmaco e padréo interno contemplando a
faixa prevista de concentracdes que se pretendeu analisar. Os padrfes da curva de calibracdo
foram preparados adicionando-se o analito ao plasma humano. Para isso, foi transferido uma
aliquota de 0,100 mL da solucédo de Rivaroxabana 100000 ng/mL em metanol para um balédo
volumétrico de 5,0 mL e completou-se o volume com plasma branco para obtencdo de uma
solucao de rivaroxabana 2000 ng/mL em plasma e partir dela, foi diluida uma solucao de 50 ng/mL
que foi utilizada para dopagem dos pontos mais baixos da curva. Os dados referentes ao preparo

dos padrdes da curva de calibracdo estéo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Preparo da curva de calibracédo utilizada nas analises de rivaroxabana.

Concentracio Volume pipetado (mL) /
. ¢ concentracdo da solugao de Volume Fator de
Nivel Amostra em plasma . . S .
rivaroxabana preparada em final (mL) diluicéo
(ng/mL)
plasma em (ng/mL)
B Branco - - - -
A Zero - - - -
1 Rivaroxabana 1 0,040 (50) 2,0 1:50,00
2 Rivaroxabana 5 0,100 (50) 1,0 1:10,00
3 Rivaroxabana 10 0,200 (50) 1,0 1:5,00
4 Rivaroxabana 50 0,050 (2000) 2,0 1:40,00
5 Rivaroxabana 100 0,050 (2000) 1,0 1:20,00
6 Rivaroxabana 200 0,100 (2000) 1,0 1:10,00
7 Rivaroxabana 400 0,200 (2000) 1,0 1:5,00
8 Rivaroxabana 600 0,300 (2000) 1,0 1:3,33

Os padrdes da curva de calibragéo foram fracionados em aliquotas de 200 pL e transferidos

para tubos tipo eppendorf devidamente identificados.

3.2.3 Preparo da curva de calibracéo e controles de qualidade da Rivaroxabana

Todas as amostras dos controles de qualidade — amostras em concentracdo conhecida e
cuja finalidade é monitorar a conformidade da resposta do equipamento durante a corrida
analitica — foram preparadas adicionando-se o analito ao plasma humano. Para isto, transferiu-
se uma aliquota de 0,100 mL da solucéo de rivaroxabana 100000 ng/mL em metanol para um
baldo volumétrico de 5,0 mL e completou-se 0 volume com plasma branco para obtencdo de uma
solucdo de rivaroxabana 2000 ng/mL em plasma. Os dados referentes ao preparo das amostras
dos controles de qualidade estéo apresentados na Tabela 6.

Conforme estabelecido pela RDC 27/2012 da ANVISA, os padrdes de calibracdo foram
considerados aprovados quando atenderam aos seguintes critérios:

| - desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relacéo a concentragdo nominal para
os padrbes do LIQ; e

Il - desvio menor ou igual a 15% (quinze por cento) em relagdo a concentragdo nominal
para os outros padrdes de calibragéo.

A curva de calibragéo atendeu aos seguintes critérios para ser aprovada:
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| - no minimo 75% (setenta e cinco por cento) dos padrbes de calibracdo aprovados

conforme os critérios anteriores; e
Il - no minimo 6 (seis) padrbes de calibracdo de concentra¢des diferentes, incluindo o LIQ

e 0 LSQ, aprovados conforme os critérios anteriores.
Os controles de qualidade foram avaliados ndo se admitindo valores superiores a 15%
(quinze por cento), exceto para o LIQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%

(vinte por cento).

Tabela 6: Preparo dos controles de qualidade utilizados nas anéalises de rivaroxabana.

Concentracio Volume pipetado (mL)/

. ¢ concentracdo da solugao de Volume Fator de

CQ Analito em plasma . . S
rivaroxabana preparada em final (mL) diluicéo

(ng/mL)
plasma

LIQ rivaroxabana 1 0,040 (50 ng/mL) 2,0 1:50,00
cQB rivaroxabana 3 0,120 (50 ng/mL) 2,0 1:16,67
CQM rivaroxabana 300 0,300 (2000 ng/mL) 2,0 1:6,67
CQA rivaroxabana 480 0,480 (2000 ng/mL) 2,0 1:4,17
CQD rivaroxabana 1020 0,510 (2000 ng/mL) 1,0 1:1,96

As amostras dos controles de qualidade foram fracionadas em aliquotas de 200 pL e

transferidos para tubos tipo eppendorf devidamente identificados.

3.2.4 Desenvolvimento da Metodologia Analitica

O desenvolvimento foi iniciado com uma pesquisa bibliografica para obtengdo do maior
namero de informagdes sobre o farmaco, tais como, concentragdo méaxima do farmaco em matriz
biolégica (Cmax), 0 tempo da maior concentracdo (Tmax), O tempo de meia vida, além da
solubilidade, polaridade, pH, pKa.

A amplitude da curva de calibracdo aplicada ao método foi estabelecida considerando
dados observados na literatura e/ou dados internos. A determinacdo do limite inferior de
quantificacdo (LIQ) foi feita dentro dos limites de 1 a 5% do Cmna esperado, sendo este
determinado como 1 ng/mL (baseado em dados internos de estudos anteriores).

A determinacao do limite superior da curva (LSC) foi feita levando em consideracgéo o valor
médio do Cmax acrescido de uma margem de seguranca de 80 a 100%, sendo este determinado
como 600 ng/mL (baseado em dados internos de estudos anteriores). Os demais pontos da curva

de calibragcdo foram distribuidos adequadamente na extensdo da curva, levando-se em
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consideracgdo o intervalo entre o LIQ e o LSC, sendo estes 5, 10, 50, 100, 200 e 400 ng/mL,
totalizando assim 8 pontos de calibragéo.

A técnica HPLC-MS/MS sequencial é complexa e cada desenvolvimento de metodologia
tem sua particularidade, além da sintonia de todos os parametros do equipamento, foi necessario
escolher os solventes para preparo de solugdes, a coluna cromatografica, fase mével e o fluxo.

A primeira etapa do desenvolvimento ocorreu através da escolha do solvente de preparo
da solucao do analito e do padréo interno onde foi observada sua solubilidade. Foram preparadas
as solucdes do analito e do padrao interno e o desenvolvimento foi iniciado através de infusédo
direta por uma bomba manual com um fluxo de 10 a 50 pL.min de cada solugdo que pode variar
de 100 a 1000 ng.mL?. O fluxo, assim como a concentracédo, ndo deve ser superior ao citado
acima, pois nesta fase ainda néo € infundida fase mével e as solucdes sdo infundidas diretamente
no equipamento, podendo resultar em uma contaminacao, dificultando o desenvolvimento da
metodologia. O fluxo e as concentracdes também ndo devem ser inferiores a faixa acima, pois o
fluxo e concentrac6es muito baixas podem ocasionar baixa sensibilidade, que é outro parametro
fundamental para o inicio do desenvolvimento.

Desta forma, procedeu-se com a confirmacao de massa tedrica do composto de interesse
contida na soluc¢é&o infundida utilizando a fung¢éo de scan MS. Para isso, foi selecionada uma faixa
de massas que compreenda a massa nominal (0 a 700 m/z), obtendo assim o espectro de MS.
Com a confirmacdo da massa teorica foi realizada uma pré-otimizacdo das condigbes de
equipamento, onde sdo variados os valores do capilar, cone, RF lens, temperatura do bloco,
temperatura dessolvatacao, gas do cone.

A segunda etapa do desenvolvimento compreendeu a obtencdo do espectro de MS/MS.
Com a massa do ion precursor selecionada no primeiro quadrupolo, o gas de colisdo foi aberto
para fragmentagdo da molécula que ocorre no segundo quadrupolo. No terceiro quadrupolo foi
feita uma varredura de massas com a finalidade de selecionar os fragmentos mais intensos do
ion precursor. Assim o primeiro objetivo foi de selecionar o ion precursor e em seguida, através
do seu fragmento obter a funcdo MRM (do inglés, multiple reaction monitoring), que € um dos
modos de aquisi¢ao do triplo quadruplo que permite o monitoramento de multiplos precursores e
de seus fragmentos.

Todo procedimento realizado para o analito foi repetido para o padréo interno (PI). O PI,
guando adicionado na extracdo, tem como funcéo corrigir algum erro que possa ocorrer durante
a extracdo e processo de ionizacdo, pois este tem sempre a mesma concentracao e estrutura

idéntica (divergindo pela presenca de atomos marcados).
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A terceira etapa € a otimizacdo da fungdo MRM, utilizandoa massa selecionada para o ion
precursor no primeiro quadrupolo e para o fragmento no terceiro quadrupolo, a energia do cone
e a energia de colisédo sdo otimizadas. Para isso, foram feitas trés funcdes MRM variando os
fragmentos mais intensos para o analito e para o PI, com o objetivo de aumentar a seletividade
do equipamento, sendo escolhido o melhor entre eles, ou seja, 0 que obteve maior sensibilidade
e com menor numero de interferentes.

A quarta etapa envolveu o HPLC e ndo mais infusdo manual, que tem por objetivo a
otimizacdo da fase moével e da fase estacionaria. Para otimizacdo da coluna cromatografica, o
teste foi iniciado com uma Luna 5 p C18-100A 100x4,6 mm em fase reversa, sendo avaliadas as
separacdes cromatograficas e a simetria das bandas. Nesta etapa também foi otimizada a
composicao fase mével, variando as proporcdes de solvente organico e aquoso.

Desta forma, foram iniciados os testes através de diferentes proporcdes de solvente
organico (acetonitrila) e aquoso (dgua Milli-Q), sendo a melhor condicao escolhida observando o
tempo de retencdo, altura da linha base, altura da banda e area do pico.

Ap6s a escolha das proporcdes de solventes organicos e aquoso, foi adicionado o
modificador acido férmico de acordo com as caracteristicas acido-base da molécula. O intuito de
adicionar os modificadores é facilitar a protonacgédo de sitios basicos da molécula.

Com as condi¢des dos equipamentos otimizadas, foram feitos os testes de contaminacao
cruzada através da injecao solucdes do analito e do PI para verificar se existe interferente de Pl
no canal do analito e do analito no canal do padréo interno.

Em seguida, foram iniciados os testes de extracdo das amostras, sendo testados varios
solventes (acetonitrila, metanol, diclorometano, éter dietilico, acetato de etila), avaliando-se o
mais adequado de acordo com a recuperacdo do analito. Foram testados os volumes das
aliquotas de matriz, os tempos de agitacdo, a concentracdo dos modificadores de reacdes, o
volume do solvente e a temperatura da centrifuga para obter uma melhor separacao das fases.

As condic¢6es definidas pelo desenvolvimento da metodologia analitica foram devidamente
validadas conforme os critérios da RDC 27/2012 da ANVISA para que sua aplicacdo em estudos
de bioequivaléncia / biodisponibilidade fosse ser realizada.

3.2.5 Validagéo Pré-Estudo

Previamente a quantificacdo das amostras em um estudo, a metodologia analitica

desenvolvida deve ser submetida a uma validagéo prévia.
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A validagdo foi conduzida conforme os requisitos da RDC 27/2012 da ANVISA,
compreendendo os ensaios de seletividade, efeito residual, efeito de matriz, linearidade, precisdo
e exatiddo, avaliacdo de medicamentos concomitantes e estabilidade do analito e seu padréo

interno em soluc&o e na matriz bioldgica.

3.2.6 Aplicacdo da Metodologia Analitica

A metodologia analitica previamente desenvolvida e validada foi aplicada na quantificacéo
de amostras biolégicas de dois estudos de Rivaroxabana conduzidos na UNIFAG, sendo um em
jejum (JPJ 32/17) e outro poés-prandial (JPJ 33/17), conforme as especificacbes do protocolo
clinico que foi devidamente analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Sao Francisco sob os numeros 2.351.615 e 2.351.613, respectivamente. Importa
informar que, para demonstrar a aplicacdo da metodologia analitica, dadas as questdes de
confidencialidade dos estudos, somente serdo apresentados os resultados referentes as curvas
farmacocinéticas médias, as quais foram obtidas através da avaliacdo das concentracfes

plasmaticas dos voluntarios em que foi administrado o medicamento referéncia (vide Carta de

Autorizacdo do Patrocinador no Anexo A).

O numero de voluntarios estabelecido e previsto para cada estudo foi 48 e 36,
respectivamente. A forma farmacéutica, administrada por via oral na dose de 20 mg, foi
comprimido revestido para ambos os estudos. A quantidade de amostra coletada por tempo foi
de 8,5 mL. Os tempos de coleta das amostras seguiram a seguinte cronologia, de acordo com
cada estudo:

v" Tempos de 0:00, 0:20, 0:40, 1:00, 1:20, 1:40, 2:00, 2:20, 2:40, 3:00, 3:20, 3:40, 4:00,
5:00, 6:00, 8:00, 10:00, 12:00, 16:00, 24:00, 36:00 e 48:00 para o estudo em jejum
(JPJ 32/17) e,

v' Tempos de 0:00, 0:30, 1:00, 1:30, 2:00, 2:30, 3:00, 3:30, 4:00, 4:30, 5:00, 5:30, 6:00,
7:00, 8:00, 10:00, 12:00, 16:00, 24:00, 36:00 e 48:00 para o estudo pos-prandial
(JPJ 33/17).

3.2.6.1 Populagéo do Estudo

O grupo de voluntarios foi composto por individuos sadios, adultos, de ambos 0s sexos,
com idade entre 18 e 50 anos. Os voluntarios foram criteriosamente selecionados e uma

populacdo o mais homogénea possivel foram admitidas aos estudos.
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A selecao de voluntarios foi realizada na UNIFAG (Braganca Paulista / SP), diretamente da
populacéo da regido.

O processo de recrutamento selecdo de voluntarios ocorreu da seguinte forma: apos terem
sido prestadas as informacdes relativas aos estudos clinicos de biodisponibilidade /
bioequivaléncia, durante reunido realizada na UNIFAG (Braganca Paulista / SP) e, esclarecidas
todas as duvidas, foi agendada consulta médica. Nesta ocasidao, os voluntarios assinaram um
Termo de Recrutamento para que se inicie 0 processo de sele¢éo e participagédo no estudo. Apds
a assinatura, os voluntarios foram avaliados clinicamente, para a obtencao do histérico médico e
exame fisico. Caso este historico tenha sido obtido ha mais de 90 dias da data prevista para o
primeiro periodo do estudo, 0os exames serao refeitos e as restricdes cuidadosamente verificadas
através de questionamento posterior ao voluntario. Por ocasiao da obtencédo do histérico clinico,
os voluntarios ja também serdo informados sobre as restrigcbes de uso de medicamentos e demais
guesitos (diretrizes ou restricbes) constantes no protocolo especifico do estudo. Apos a consulta
médica, foi coletado material para os exames subsidiarios. Os voluntarios foram aceitos no estudo
somente se considerados saudaveis, a juizo de profissionais legalmente habilitados, com base
na histéria médica, exame fisico e os exames laboratoriais que antecedem a admissao no estudo.

Apbés esclarecidas todas as duvidas restantes, os voluntarios considerados aptos para
participacdo no estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Para fins de avaliacdo das condi¢cdes de salde, durante o processo de selecdo os

voluntarios realizaram os seguintes exames laboratoriais apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Exames laboratoriais vinculados ao processo de selegcdo dos voluntarios.

Categoria Exames
ECG ECG padréo com 12 derivagdes
Andlise Hemoglobina, hematdcrito, contagem de eritrécitos, contagem total e diferencial de leucécitos,
Hematoldgica contagem de plaquetas

Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa), Clearance de

Andlise Creatinina, acido Urico, ureia, colesterol total e triglicérides, aspartato aminotransferase
Bioquimica (AST/TGO), alanina aminotransferase (ALT/TGP), fosfatase alcalina, bilirrubina total e fragdes,
proteina total, albumina, creatinina, glicemia de jejum
Urina Sumario de Urina (urina 1)
Sorologia Analise Sorologica para: hepatite B, hepatite C e HIV, BHCG para mulheres.

3.2.6.2 Célculos das Concentracfes de Amostras

Os célculos foram baseados em funcéo da curva de calibragcdo construida para o farmaco
analisado, no sistema de dados do MassLynx 4.1, utilizando os padrdes de calibragcéo. As funcdes
de calibragéo foram calculadas através da razdo entre as areas dos picos de Rivaroxabana e do
padréo interno, Rivaroxabana-d4. As concentracdes do analito nas amostras foram calculadas a
partir da equacdo de regressao linear ponderada (1/x?), obtida com a curva de calibracéo
(concentracdo de rivaroxabana em funcéo das razdes das areas). Tal modelo de regresséo (1/x?)
foi utilizado devido a amplitude da curva de calibragdo (1,0 a 600,0 ng/mL) e por apresentar o
menor valor para a soma dos erros relativos dos valores nominais dos padrdes de calibracdo

versus seus valores obtidos pela equacéo da curva.

3.2.6.3 Desenho e Modelo Estatistico Aplicado ao Estudo

Um delineamento com duas sequéncias e quatro periodos foi utilizado no estudo jejum.
Este € um delineamento cruzado replicado (2x4) com duas formulac¢des, quatro periodos de
confinamento, duas sequéncias (TRTR e RTRT — T = medicamento teste e R = medicamento
referéncia) quando cada individuo foi aleatoriamente alocado para uma dessas sequéncias. Ja
para o estudo pés-prandial foi utilizado um modelo convencional (2x2).

A analise estatistica seguiu a Resolucdo RE 1170/06 da ANVISA, intitulada “Guia GUIA
PARA PROVAS DE BIODISPONIBILIDADE RELATIVA / BIOEQUIVALENCIA”. Os parametros
farmacocinéticos primarios avaliados foram Cnax € ASCos, sendo que os modelos estatisticos
adotados foram intervalo de confianga paramétrico, analise de variancia (ANOVA) e poder do
teste. Neste trabalho, apenas sera feito uso dos dados de Cmax e ASCo.rde ambos os estudos
para correlacdo e avaliacao através de um teste T variavel das diferencas observadas entre esses

parametros nas condi¢des de jejum versus pos-prandial apenas para o medicamento referéncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento da Metodologia Analitica

Inicialmente, foi preparada uma solucdo de 100 pg/mL de Rivaroxabana, que foi diluida
para uma solucdo de 1 pg/mL no diluente MeCN/H,O (80:20 v/v). Através de repetidas injecdes
destas solugbes no espectrometro de massas, foi possivel selecionar as transicfes de
fragmentacg&o do ion precursor (436,24 — Figura 5 para o analito e 440,38 para o PI) e do ion
produto (144,85 — Figura 6 para o analito e 144,98 para o PI) e consequentemente, determinou-
se 0 canal de monitoramento de reacdes multiplas (MRM, do inglés multiple reaction monitoring)
nas transicoes de 436,24 > 144,85 e 440,38 > 144,98 (Figura 7).

Desenvolvimento-27-10-17_04 8 (0.238) Cm (5:11-76:89) Scan ES+
100 64.14 6.17e7

14291

105.05
105.17 143.22

143.67

80.17
39.33 145.90 208.01 436.05
493.73

ol | LAl kil L iz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

%

FIGURA 5. Representacédo do espectro na funcdo MS. Espectro de identificacdo do
fon precursor no modo de varredura (full scan). Fonte: Acervo pessoal.



52

Desenvolvimento-27-10 05 0.290) Cm (5:13-53:69) Daughters of 436ES+
100 5.05e5
ck@,ccf
0 cl | +H
/ \ (o] S
145.11 o "—Q—“\/l\/" \
: N S
144,34 \—<
o ° o
&
436.0
231.02
| 274.18
275.07
0 meik L R 1 N | . ks . s mfz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

FIGURA 6. Representacdo do espectro na funcdo MS/MS. Espectro de identificacdo
do fon precursor e ion produto no modo MRM (multiple reaction monitoring). Fonte:

Acervo pessoal.
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1: MRM of 1 Channel ES+
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2: MEM of 1 Channel ES+
2.83 440,38 > 144,98 (Rivaroxabana D4)
9.93e5
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FIGURA 7. Representacdo do cromatograma analitico. Cromatograma dos picos do
analito (1) e padrédo interno (2) conforme MRM (multiple reaction monitoring) definido.

Fonte: Acervo pessoal.
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Assim, foram definidos os canais de monitoramento do analito e do padrdo interno (PI),
sendo o PI monitorado para verificar a ocorréncia de algum problema no processo de extragéao,
ja que o método de quantificagé@o considera a razdo da &rea do analito pela area do padréo interno
para gerar a resposta analitica. O Pl deve ser escolhido de acordo com sua solubilidade, fungéo
organica e polaridade, que deverdo ser similares as caracteristicas do analito.

ApOs essa etapa, acoplou-se uma coluna HPLC Polaris C18-A 50mm x 2,0mm 5 pm
(AGILENT) e preparou-se uma fase moével MeCN:H,O:4cido férmico (80:20:0,1 v/v/v). Em
seguida, diluiu-se uma solucédo de RIV 1 pg/mL em fase mével para se iniciar os testes com o
sistema. Através de sucessivas injecdes da solucao preparada, os parametros de detecgcédo do
espectrémetro de massas foram otimizados.

Com estes parametros determinados, iniciou-se os testes de extracdo do analito na matriz
bioldgica (plasma). Para a otimizacdo do método de extracdo, foram testadas variacBes de
qualidade e quantidade de solventes, tempos de centrifugacdo e inser¢cao ou ndo de etapa de
secagem em Dry Block, conforme representado no fluxograma da Figura 8. Os diferentes
processos foram avaliados através dos parametros de recuperacéo do analito, resposta analitica

e minimizacgao de interferentes.
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Legenda:

MeCN: Acetonitrila

CHz

02: Acido Férmico

CH:Clz: Diclorometano
C4Hs0z2: Acetato de Etila
CaH100: Eter Dietilico

Da: Deuterado

rpm: Rotagdes por minuto

4 © 709 50 uL de sol.
Meétodo 5: 70% Rivaroxabana D LC-MSIMS; Cromatografia Liquida
1 pg/mL (MeCN) acoplado a Espectrometria de Massas
Desproteinizagdo Liquido-Liquido
Método 1 Método 2 Método 4 Método 5
\
400 pL MeCN + 1250 pL CH:Clz 1250 pL CaHsQ2 1250 pL C4Ha0O /
400 L MeCN i )
0,1% CH202 (100%) (100%); CH2Cl2 (70:30)
\
v Agitar por 5 min.
mesa agitadora
Agitar por 5 min.
mesa agitadora +
Centrifugar 5 min., 13200
pm, 4 °C
\ *
) . Transferir 800 pL do
Centrifugar 10 min. brenadante para outr
13200 rpm, 4°C: sobrenadante para outro
eppendorf
Y Secar sob fluxo de
nitrogénio (dry block) e
Transferir 200 uL do ressuspender em 200 uL
sobrenadante para vial de fase mével
com insert +
Agitar por 2 minutos em
mesa agitadora e
transferir para vial com
insert
Injetar no
LC-MS/MS
FIGURA 8. Fluxograma representando os métodos de extracdo avaliados.

Esquematizacdo dos processos de extracdo avaliados com as variacdes de tipo
(desproteinizacao e liquido-liquido) e dos regentes aplicados em cada método. Fonte:
Acervo pessoal.
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A andlise dos resultados revelou que os métodos de extragéo 3 e 5, apresentaram melhores
resultados de resposta analitica e recuperacdo com leve vantagem para a extragdo 3. A base
conceitual da performance de cada método se estabelece na polaridade dos solventes organicos
utilizados. As extracbes 1 e 2 ndo se mostraram adequadas em funcdo da caracterisrica
predominantemente apolar da molécula em andlise e portanto, tais extracdes por fazerem uso de
solventes organicos polares, ndo obtiveram recuperacgéo satisfatéria. A extragéo 4 faz uso de um
solvente (acetato de etila) com maior polaridade do que as demais que obtiveram um melhor
desempenho na extracdo do analito de interesse.

Desta forma, realizou-se a andlise de uma exatidao teste composta de amostra branco,
branco + PI, curva de calibracédo e controles de qualidade com o método de extracdo 3. Apesar
dos 6timos resultados obtidos para os desvios de concentracdo tanto na inje¢cdo quanto na
reinjecdo, observou-se um sutil interferente eluindo posteriormente ao pico de interesse,
prejudicando a resolucao cromatogréfica, principalmente dos picos de concentragfes inferiores.
Portanto, realizou-se um novo teste de exatiddo fazendo uso do método de extracao 5 e verificou-
se que, embora apresentou-se excelentes resultados quanto aos desvios, ocorreu 0 mesmo
problema de interferéncia.

Para uma possivel solu¢éo na separagéo do interferente, foram realizados teste com uma
coluna com maiores dimensdes e variando as propor¢des de fase moével. Para tanto, foram
testadas as seguintes composi¢cdes de Fase Movel: MeCN:H.O (60/40, viv, 0,1% de &cido
férmico); MeCN/H.O/AF (70/30 v/v, 0,1% de &cido formico); MeCN/H.O (85/15 v/v, 0,1% de acido
férmico) e a coluna foi alterada para uma Luna 5u Cig 100 x 4,6 mm. Em seguida, procedeu-se
com a injecdo de exatiddes teste com as variagbes mencionadas e foram obtidos melhores
resultados analiticos nesta coluna com a fase mével MeCN/H.O/AF (60/40 v/v, 0,1% de &cido
férmico). Desta forma, foram realizadas exatiddes teste adicionais para se garantir que 0s
resultados apresentados se manteriam robustos e satisfatorios e através desta confirmacéo, foi
possivel concluir o processo de desenvolvimento do método de quantificacdo de Rivaroxabana
em plasma humano conforme os parametros cromatograficos descritos na Tabela 8 e as

condicbes de deteccao descritos na Tabela 9.
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Tabela 8: Condi¢cdes cromatograficas utilizadas na metodologia analitica.

Fase Movel Acetonitrila / Agua Milli-Q / Acido férmico concentrado (600:400:1 v/v/v) — pH 3,0

Coluna Phenomenex Luna 5 pu C18-100A 100x4,6 mm
Fluxo 0,500 mL.min,

Volume de injecéo 10 pL

Temperatura do autoinjetor =22°C
Tempo total de corrida 4,00 minutos
Tempo de retengéo Rivaroxabana: 2,82 minytos
Rivaroxabana-d4: 2,83 minutos

Tabela 9: Condi¢gGes de deteccao utilizadas na metodologia analitica.

MRM Rivaroxabana: 436,24 > 144,85
Rivaroxabana-d4: 440,38 > 144,98
lonizag&@o ES+
Temperatura da fonte 110 °C
Temperatura de dessolvatacéo 500 °C
Fluxo dos gases do cone nulo
Fluxo dos gases de dessolvatago 850 L/h
Capilar 3,00 KV
Cone Rivaroxabana: 40,0 V
Rivaroxabana-d4: 40,0 V
Energia de coliséo Rivaroxabana: 250V
Rivaroxabana-d4: 25,0 V
Presséo de Argbnio 2,89e® mbar

4.2 Validacdo da Metodologia Analitica

A validacdo dos procedimentos experimentais para a determinag¢do de Rivaroxabana em
plasma humano utilizando Rivaroxabana-Ds como PI foi realizada através dos procedimentos
laboratoriais utilizados para demonstrar que o método analitico descrito neste trabalho é
adequado e confiavel para as andlises propostas, assim como, os resultados obtidos.

Os seguintes aspectos foram avaliados durante a validacdo conforme as finalidades
descritas abaixo:

e Validacdo pré-estudo, incluindo os parametros: seletividade, efeito residual, efeito de
matriz, linearidade, preciséo e exatidao.

e Definicdo dos parametros do estudo: limite inferior de quantificacdo, concentracdo dos
padrdes de calibracdo e das amostras de controle de qualidade.

e Validacdo de andlise de farmacos de uso concomitante: seletividade, efeito matriz e
precisdo e exatidao.

e Determinagéo da estabilidade das amostras.
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4.2.1 Seletividade

Para confirmar a seletividade do método — a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradagé&o e componentes da matriz — foram analisadas amostras branco de plasma humano
obtidas de 6 individuos sendo 4 amostras normais, 1 lip€mica e 1 hemolisada conforme condi¢tes

descritas na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Seletividade.

Individu Descricéo Lote Area do Area do Resultado

0 farmaco padrdo interno

01 Individuo 1: EDTA PLS 455/2017 Nenhuma Nenhuma | S€m interferéncia
significativa

02 Individuo 2: EDTA PLS 456/2017 |  Nenhuma Nenhuma | Sem interferéncia
significativa

03 Individuo 3: EDTA PLS 457/2017 Nenhuma Nenhuma | S€m interferéncia
significativa

04 Individuo 4: EDTA PLS 458/2017 |  Nenhuma Nenhuma | Sem interferéncia
significativa

05 Individuo 5: EDTA/Lipémico | PLS 34/2017 Nenhuma Nenhuma | Sem interferéncia
significativa

06 | Individuo 6: EDTA/Hemolisado | PLS 381/2017 |  Nenhuma Nenhuma | Sem interferéncia
significativa

07 LIQ 1,0 ng/mL PLS 455/2017 749 156710 N3o se aplica

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com amostra processada do LIQ e
conforme pode ser observado, ndo houve interferéncia sigficativa nos tempos de retencéo tanto
do analito como do PI. Os cromatogramas para evidenciar os resultados obtidos neste ensaio, se

encontram-se nas Figuras 9, 10, 11 e 12.

Rivaroxabana
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Rivaroxabana-d4
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FIGURA 9. Cromatograma branco normal. Referente ao lote de plasma normal PLS
455/2017 em EDTA. Fonte: Acervo pessoal.



Rivaroxabana
Seletividade_05 Smooth(Mn,3x3)

58

F1:MRM of 1 channel ES+
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FIGURA 10. Cromatograma branco lipémico. Referente ao lote de plasma lipémico

PLS 34/2017 em EDTA. Fonte:

Rivaroxabana
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FIGURA 11. Cromatograma branco hemolisado. Referente ao lote de plasma

hemolisado PLS 34/2017 em EDTA. Fonte: Acervo pessoal.
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FIGURA 12. Cromatograma de
na concetragcdo do LIQ com PI.

plasma extraido. Referente ao plasma extraido dopado
Fonte: Acervo pessoal.
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4.2.2 Efeito Residual

Este parametro foi demonstrado através da comparacéo entre os cromatogramas de trés
amostras do branco, uma obtida antes e duas depois da inje¢cdo do LSQ acrescido do PI,
conforme apresentado na Tabela 11. Este ensaio permitiu observar a auséncia de picos residuais
do analito e do Pl nas duas amostras branco injetadas ap6s o LSQ nos tempos de retengéo do

analito e do PI, atendendo ao exigido pela normativa da ANVISA.

Tabela 11: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Efeito Residual.

Amostra Area do farmaco Area do padr&o interno
Rivaroxabana 1 ng/mL (LIQ) 814 158323
Branco Nenhuma Nenhuma
Rivaroxabana 600 ng/mL (LSC) 468609 154616
Branco Nenhuma Nenhuma
Branco Nenhuma Nenhuma

O efeito residual pode ser reduzido pela otimizagdo da composicdo do solvente de
lavagem de agulha do amostrador automético liberando o volume de forma a remover tracos da
droga residual que pode ficar na agulha que realiza o processo de injecdo. No caso de remocé&o
de um analito basico, a adi¢do de acido formico a lavagem solvente é recomendada junto com

um aumento na porcentagem de solvente organico no solvente de lavagem.

4.2.3 Efeito de Matriz

Para avaliar se existe efeito de matriz foram analisadas amostras de 8 fontes distintas,
sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas, adicionando-se posteriormente analito e Pl nas
mesmas concentracdes de CQB e CQA.

As amostras hemolisadas dos lotes utilizados nesse ensaio devem apresentar o grau de
hemolise mais alto (grau 4) para que, desta forma, os demais niveis inferiores de hemdlise sejam
compreendidos. Caso este nivel resulte em um efeito de matriz, os niveis inferiores devem ser
avaliados e caso um nivel inferior ndo gere interferéncia, as amostras em estudo com nivel
superior a este ndo deverao ser analisadas.

As respostas obtidas foram comparadas com as respostas em solugédo e os resultados
foram avaliados a partir do célculo do fator de matriz normalizado (FMN) e estdo apresentados
na Tabela 12.



60

Tabela 12: Resultados obtidos através das anéalises no ensaio de Efeito de Matriz.

FMN
Parametros Avaliados
CQB CQA
Média 1,017 1,006
DP 0,032 0,014
CV (%) 3,138 1,343
Média FMN de_todos Controles 1,011
(n=16)
DP (n=16) 0,024
CV (%) 2,417

DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.

Conforme pode ser observado, os resultados se mantiveram dentro do desvio (CV)
esperado de 15% para o FMN nas concentrac@es de CQB e CQA, portanto néo foi verificado

efeito de matriz significativo para as amostras nestas condi¢oes.

4.2.4 Linearidade / Curva de Calibragéo

A curva de calibracdo foi utilizada para determinacdo das concentracbes das amostras
desconhecidas em estudo através da razao entre as areas do analito e do padrao interno. Para
tanto, concentracdes distribuidas de forma proporcional dentro faixa definida (1 — 600 ng/mL) e
0s seus resultados foram avaliados em fun¢éo dos critérios de aceitacdo estabelecidos.

Os dados referentes as 3 curvas de calibracdo estdo apresentados na Tabela 13 e a
representacao grafica de uma das curvas no Gréfico 1. Os resultados se monstraram adequados,
uma vez que, cumpriram com os critérios de desvio menor do que 20% para o LIQ e menor do
gue 15% para as demais concentracdes da curva de calibragéo.

De acordo com a literatura, séo esperados valores de concentragcéo plasmatica de 1 a 600
ng/mL sendo que, portanto, a curva apresentada atende a necessidade do método. Além disso,
as concentragdes estdo distribuidas adequadamente na curva de calibracéo, fato que € desejavel
na concepcao de um método analitico.

Tabela 13: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Linearidade.

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Conc. nominal

L) Conc. Conc. Conc.

Experimental Desvio (%) Experimental Desvio (%) Experimental Desvio (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
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1 1,006 0,64 1,000 0,00 1,011 111

5 4,921 -1,57 6,861 37,21* 4,734 -5,33
10 9,667 -3,33 10,026 0,26 9,923 -0,77
50 50,28 0,56 48,947 -2,11 50,645 1,29
100 97,829 -2,17 101,132 1,13 98,934 -1,07
200 203,306 1,65 199,553 -0,22 203,115 1,56
400 401,045 0,26 396,022 -0,99 406,375 1,59
600 623,73 3,96 611,542 1,92 609,661 1,61

Equac&o y = 0,00510236x + y = 0,00512826x + y = 0,00512081x +
0,000462257 0,000487143 0,000442987

* Desvios acima do limite permitido de 15%, este valor néo foi incluido no calculo da equacé&o da curva.

L|nea r|dade 1 y =0,00510236x + 0,000462257
R?=0,9996
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Linearidade 1 Linear (Linearidade 1)

GRAFICO 1. Representacdo grafica da Linearidade 1. Observou-se a correlagéo
proporcional entre os resultados de cada ponto, demonstrando assim, a linearidade do
método.

425 Exatidao e Precisdo

Para avaliar a precisao e exatiddo do método, 5 concentrac@es distintas (LIQ, CQB, CQM,
CQA e CQD), na faixa esperada de concentracdes foram analisadas, utilizando-se determinacdes

por concentracdo. A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida
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(intracorrida) e em corridas diferentes (intercorridas). A precisdo (expressa por CV) e exatiddo

(expressa por EPR) intracorrida e intercorridas foram calculadas segundo as equac¢des abaixo:

CV (%) = Desvio padrdo x 100

Concentracao média experimental

Equacado 1: Formula para céalculo da precisdo expressa em CV.

EPR (%) = (Concentracdo média experimental - Valor nominal) x 100

Valor nominal

Equacado 2: Formula para céalculo da exatiddo expressa em EPR.

Nos préximos itens, os critérios de validacao e respectivos resultados sdo apresentados.

4.2.5.1 Validacgao Intracorrida

A preciséo e exatidao intracorrida foram determinadas utilizando-se um lote contendo as
seguintes amostras:

a) Uma curva de calibracdo contendo os padr@es definidos anteriormente.
b) No minimo 5 réplicas de cada controle de qualidade definido acima.

Os seguintes critérios foram seguidos, para que a precisao e exatidao intracorrida fosse
considerada aprovada:

a) Preciséo: para os controles CQB, COM, CQA e CQD o coeficiente de variacdo (CV) ndo deveria
exceder +15% e para o LIQ nado deveria exceder +20%.

b) Exatidao: o valor da exatiddo (expresso pelo Erro Padrdo Relativo — EPR) para as amostras
CQB, CQM, CQA e CQD deveria estar dentro do desvio de + 15% do valor nominal e para o LIQ,
admitiu-se valores dentro do desvio de +20%.

Os resultados das analises intracorrida estao apresentados nas Tabelas 14, 15 e 16 e de
forma sintetizada nos Gréficos 2, 3 e 4. Todos os resultados se mantiveram dentro dos desvios
permitidos e portanto, considerados adequados conforme estabelecido pela resolugcdo RDC
27/2012 da ANVISA, demonstrando assim, a repetibilidade e reprodutibilidade intra corrida da
metodologia.
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Tabela 14: Anélise intracorrida dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de

rivaroxabana.

Réplicas CQB CQB CQB CQM CQM CQM CQA CQA CQA
(lote 1) (lote 2) (lote 4) (lote 1) (lote 2) (lote 4) (lote 1) (lote 2) (lote 4)
Média 2,972 2,914 3,254 311,374 | 314,857 | 312,496 | 492,952 499,077 499,508
DP 0,067 0,084 0,361 3,057 1,967 2,591 9,307 4,725 5,896
CV (%) 2,263 2,867 11,107 0,982 0,625 0,829 1,888 0,947 1,180
EPR(%) -0,928 -2,867 8,472 3,791 4,952 4,165 2,698 3,974 4,064

Concentragdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL, CQM = 300,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padréo Relativo.

Tabela 15: Analise intracorrida do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) para rivaroxabana.

Replicatas CQD (lote 1) CQD (lote 2) CQD (lote 4)
Média 269,376 268,729 266,296
DP 14,776 2,141 2,030
CV (%) 5,485 0,797 0,762
EPR(%) 5,638 5,384 4,430

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 255,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdao, CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro

Padréo Relativo.

Tabela 16: Analise intracorrida do controle de qualidade LIQ de rivaroxabana.

Replicatas LIQ (lote 1) LIQ (lote 2) LIQ (lote 4)
Média 0,832 1,054 1,172
DP 0,032 0,036 0,119
CV (%) 3,818 3,416 10,193
EPR (%) -16,800 5,400 17,167

Concentragdo Nominal: LIQ = 1,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padrédo

Relativo.
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EXATIDAO INTRACORRIDA 1
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GRAFICO 2: Representacgéo grafica da Exatiddo Intracorrida 1. Foi observado que

todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacao
estabelecidos para o método.

EXATIDAO INTRACORRIDA 2
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GRAFICO 3: Representacéo grafica da Exatiddo Intracorrida 2. Foi observado que
todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacao
estabelecidos para o método.
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EXATIDAO INTRACORRIDA 3
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GRAFICO 4: Representacdo grafica da Exatiddo Intracorrida 3. Foi observado que
todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacao
estabelecidos para o método.

4.2.5.2 Validacao intercorridas

Nas Tabelas 17, 18 e 19 e no Gréfico 5 estdo apresentados os resultados obtidos na
avaliacdo da precisdo e exatidao intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de
concentracdo dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD).

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisédo e exatidao intercorridas
aprovadas:

a) Precisao: para os controles CQB, COM, CQA e CQD o coeficiente de variacao (CV) ndo deveria
exceder +15% e para o LIQ ndo deveria exceder £20%.
b) Exatiddo: o valor da exatiddo (expresso pelo Erro Padrdo Relativo — EPR) para as amostras
CQB, CQM, CQA e CQD dentro do desvio de + 15% do valor nominal e para o LIQ, admitiu-se
valores dentro do desvio de + 20%.

Todos os resultados se mantiveram dentro dos desvios permitidos e portanto,
considerados adequados conforme estabelecido pela resolugdo RDC 27/2012 da ANVISA,

demonstrando assim, a repetibilidade e reprodutibilidade inter corrida da metodologia.
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Tabela 17: Anédlise intercorridas dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de

rivaroxabana.

CQB CcQM CQA

Média 3,047 312,909 497,179
DP 0,255 2,845 7,194
CV (%) 8,379 0,909 1,447
EPR (%) 1,559 4,303 3,579

Concentracdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL, CQM = 300,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padréo,

CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrdo Relativo.

Tabela 18: Analise intercorridas do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) de rivaroxabana.

CcQD

Média 268,134
DP 8,285
CV (%) 3,090
EPR (%) 5,150

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 255,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro

Padréo Relativo.

Tabela 19: Analise intercorridas do controle de qualidade LIQ de rivaroxabana.

LIQ

Média 1,019
DP 0,161
CV (%) 15,782
EPR (%) 1,922

Concentragdo Nominal: LIQ = 1,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padrédo

Relativo.
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GRAFICO 5: Representacdo grafica da Exatiddo Intercorrida. Foi observado que
todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacao
estabelecidos para o método.

4.2.5.3 Validacao da reinjecao

Foram consideradas como amostras reinjetadas, aquelas quantificadas mais de uma vez.
A validacdo da reinjecdo tem como objetivo avaliar a conformidade deste procedimento, quando
necessario pois durante a quantificacdo das amostras podem ocorrer situagdes quando se faz
necessario realizar reinjecdo das amostras como, por exemplo, quando ha algum problema
temporario no sistema cromatogréfico. A validacdo da reinjecdo pode ser demonstrada através
dos resultados obtidos de exatiddo e preciséo.

Os resultados da 12 injecdo e a reinjecéo estdo apresentados na Tabela 20.



Tabela 20: Validac&do da reinjecdo de Rivaroxabana.
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12 Injecéo* Reinjecao
Réplicas CQB CQM CQA CQB CQM CQA
Média 2,914 314,857 499,077 3,003 314,483 505,095
DP 0,084 1,967 4,725 0,098 4,691 2,535
CV(%) 2,867 0,625 0,947 3,270 1,492 0,502
EPR(%) -2,867 4,952 3,974 0,083 4,828 5,228

Concentragdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL, CQM = 300,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrédo Relativo.
*Referente a Exatidao 02.

Na Tabela 21 sédo apresentadas as varia¢cdes das médias para cada controle de qualidade
(CQB, CQM e CQA) da reinjecdo em relacdo as médias obtidas para as amostras da primeira
injecao.

Tabela 21: Variacdo das médias dos controles de qualidade para rivaroxabana na
reinjecao em relacdo as médias obtidas para as amostras da primeira injecéo.

Reinjecao

CcQB CQM CQA
3,037

Variacdo (%)

-0,119 1,206

Dessa forma, é possivel observar que os resultados se mantiveram dentro dos desvios
permitidos, portanto, assegurando a repetibilidade e reprodutibilidade em casos de reinjecdo das
amostras em estudo.

4.2.6 Validacdo da analise de farmacos de uso concomitante
4.2.6.1 Seletividade na presenca de farmacos de uso concomitante

A andlise de seletividade na presenca de farmacos de uso concomitante tem como objetivo
avaliar a interferéncia dos farmacos que podem ser usados durante a etapa clinica do estudo de
Rivaroxabana. Assim, para confirmar a seletividade do método, foram analisadas amostras
branco (isentas do analito) de plasma humano obtidas de 6 individuos sendo 4 amostras normais,
1 lipémica e 1 hemolisada contaminados com os farmacos de uso concomitante descritos da
Tabela 3.

Na Tabela 22 estdo apresentados os resultados das analises em areas da seletividade na

presenca de farmacos de uso concomitante para rivaroxabana.
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Tabela 22: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Seletividade na
presenca de farmacos de uso concomitante.

Individuo Descrigao Lote ]:O:rea g ATEEY do padréo Resultado
armaco interno

01 Individuo 1: EDTA PLS 455/2017 - - Sem interferéncia
significativa

02 Individuo 2: EDTA PLS 456/2017 ; - Sem interferéncia
significativa

03 Individuo 3: EDTA PLS 457/2017 - - Sem interferéncia
significativa

04 Individuo 4: EDTA PLS 458/2017 - - Sem interferéncia
significativa

05 Individuo 5: EDTA/Lipémico | PLS 34/2017 - - Sem interferéncia
significativa

Individuo 6: Sem interferéncia
o3 EDTA/Hemolisado PLS 381/2017 ) ) significativa

07 LIQ 1,0 ng/mL PLS 455/2017 778 157977 -

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com amostra processada do LIQ e
conforme pode ser observado, ndo houve interferéncia sigficativa nos tempos de retencao tanto

do analito como do PI na presenca de farmacos de uso concomitante.

4.2.6.2 Efeito de Matriz na presenca de farmacos de uso concomitante

O uso de farmacos concomitantes durante a etapa clinica deve ser avaliado para investigar
a interferéncia dos mesmos na metodologia analitica proposta. Com este objetivo avaliou-se a
interferéncia dos farmacos apresentados na Tabela 3.

Para avaliar se existe efeito de matriz, foram analisadas amostras de 8 fontes distintas,
sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas, adicionando-se posteriormente solugfes de
analito e Pl nas mesmas concentra¢gdes de CQB e CQA contaminados com os farmacos de uso
concomitante. As amostras hemolisadas dos lotes utilizados nesse ensaio, devem apresentar o
grau de hemdlise mais alto (grau 4) para que desta forma, os demais niveis inferiores de hemdlise
sejam compreendidos.

Os resultados foram avaliados a partir do calculo do fator de matriz normalizado (FMN) e

estdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Efeito de Matriz na
presenca de farmacos de uso concomitante.

FMN~*
Parametros Avaliados
CcQB CQA
Média 1,026 1,005
DP 0,024 0,010
CV (%) 2,377 0,951
Média FMN de todos Controles (n=16) 1,016
DP (n=16) 0,021
CV (%) 2,047

DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.
*Este parametro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solucéo.

Conforme pode ser observado, os resultados se mantiveram dentro do desvio (CV)
esperado de 15% para o FMN nas concentracBes de CQB e CQA, portanto néo foi verificado

efeito de matriz significativo para as amostras nestas condi¢oes.

4.2.6.3 Exatid&o e Preciséo na presenca de farmacos de uso concomitante

Para avaliar a Exatiddo e Precisdo do método na presenca de farmacos de uso
concomitante, 6 réplicas distintas (CQB, CQM, CQA), foram analisadas apdés a adicdo dos
farmacos apresentados na Tabela 3 na faixa de concentracdo maxima esperada para cada um
destes farmacos avaliados.

Na Tabela 24 estdo apresentados os resultados da avaliacdo da precisdo e exatiddo
expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) e pelo erro padréo relativo (EPR), respectivamente e

de forma sintetizada no Gréfico 6.

Tabela 24: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Exatiddo e Preciséo
na presenca de farmacos de uso concomitante para rivaroxabana.

Replicatas CcQB CQM CQA
Média 3,136 315,228 494,128
DP 0,091 4,022 5,876
CV (%) 2,899 1,276 1,189
EPR (%) 4,533 5,076 2,943

Concentragdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL, CQM = 300,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrédo Relativo.
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GRAFICO 6: Representacdo grafica da Exatiddo Intercorrida. Foi observado que
todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacao
estabelecidos para o método.

Todos os resultados se mantiveram dentro dos desvios permitidos e portanto, considerados
adequados conforme estabelecido pela resolucdo RDC 27/2012 da ANVISA, demonstrando
assim, a repetibilidade e reprodutibilidade inter corrida da metodologia na presenca de farmacos

de uso concomitante.

4.2.7 Estudo de Estabilidade do Farmaco

Esta etapa da validacdo € de extrema importancia para assegurar que nao havera
degradacdo das amostras em estudo e das solu¢cbes mediante a exposicdo em condicdes de
stress tais como, na bancada de trabalho, nos ciclos de congelamento e degelo, no auto-injetor

do equimento e durante o armezenamento em médio (dias) e longo (meses) prazo.

4.2.7.1 Estabilidade P6s Processamento (Auto-Injetor)

Para avaliar a estabilidade da rivaroxabana no tempo e condi¢des de analise, as amostras
processadas foram mantidas dentro do auto injetor, numa temperatura de aproximadamente 22
°C e cada amostra de controle de qualidade foi analisada em 6 réplicas nos tempos 00:00 e 24:20

horas. Os resultados apresentados na Tabela 25 e plotados no Gréfico 7, mostram que as
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variacoes estdo dentro da faixa permitida = 15% até o tempo de 24:20 horas em relacdo ao valor
nominal.

Tabela 25: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Estabilidade Poés
Processamento (auto-injetor) de Rivaroxabana.

t (0:00 h) t (24:20 h)
Réplicas coB CQA coB CQA
Média 3,061 500,274 3,078 503,502
DP 0,106 3,520 0,035 3,659
CV (%) 3,458 0,704 1,140 0,727
EPR (%) 2,039 4,224 2,583 4,896

Concentracdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacdo e
EPR= Erro Padrao Relativo.
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GRAFICO 7: Representacdo grafica da Estabilidade Pd6s Processamento. Foi
observado que todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de
aceitacdo estabelecidos para o método.

Comparando-se as variacdes entre as médias dos CQB e CQA para amostras de t (0:00 h)

com relacdo ao valor nominal e as médias dos CQB e CQA para amostras de t (24:20 h) com
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relagdo ao valor nominal, conclui-se que a rivaroxabana analisada no plasma humano foi estavel

por 24:20 horas, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

4.2.7.2 Amostras Recém-Preparadas em Plasma

Este ensaio teve por finalidade demonstrar a adequabilidade das amostras recém
dopadas para que estas possam passar pelos processos de exposicdo descritos nos itens
subsequentes.

Na Tabela 26, estdo apresentados os resultados obtidos para os controles de qualidades
(CQB e CQA) para as amostras recém-preparadas utilizadas nos testes de estabilidade do
farmaco em ciclos de congelamento e degelo, estabilidade de curta duracao e estabilidade de

longa duracéo.

Tabela 26: Resultados obtidos através das analises no ensaio de amostras recém-
preparadas utilizadas no estudo de estabilidade de rivaroxabana.

Amostras Recém-Preparadas

Réplicas CcQB CQA
Média 3,261 499,704
DP 0,070 7,669
CV (%) 2,159 1,535
EPR (%) 8,689 4,105

Concentracdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacao
e EPR= Erro Padréo Relativo.

Comparando-se os valores obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA das
amostras recém-preparadas e analisadas, com relagcdo ao valor nominal, concluiu-se que as
amostras podem ser utilizadas nos estudos de estabilidade, uma vez que os desvios encontrados

foram inferiores a 15%.

4.2.7.2.1 Estabilidade de Curta Duracéo

Baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas em bancada na
temperatura ambiente, foram analisadas 6 amostras de 2 diferentes concentragfes (CQB e CQA).
Na Tabela 27 e no Gréfico 8, apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade
(CQB e CQA) para as amostras que se mantiveram estaveis até 18:18 horas a temperatura

ambiente em relacdo ao valor nominal.
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Tabela 27: Resultados obtidos através das anédlises no ensaio de Estabilidade de curta
duracdo de Rivaroxabana.

Amostras analisadas apos
18:18 horas a temperatura ambiente

Réplicas CQB CQA
Média 3,137 507,627
DP 0,148 5,083
CV (%) 4,724 1,001
EPR (%) 4,567 5,756

Concentracdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacao
e EPR= Erro Padrao Relativo.
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GRAFICO 8: Representacéo grafica da Estabilidade de Curta Durac&o. Foi observado
que todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacéao
estabelecidos para o método.

Comparando-se os valores médios obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA
mantidos durante 18:18 horas a temperatura ambiente com relacéo ao valor nominal, conclui-se
gque a rivaroxabana analisada no plasma humano foi estavel no tempo em que permaneceu na

bancada, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.
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4.2.7.2.2 Estabilidade do fArmaco em ciclos de congelamento e degelo

Para avaliar a estabilidade de rivaroxabana durante trés ciclos de congelamento e degelo,
foram analisadas 6 amostras de 2 diferentes concentracdes (CQB e CQA), nas seguintes
condicbes; amostras CQB e CQA (degelo 1): as amostras foram congeladas a -70 °C e mantidas
nesta temperatura por no minimo 12 horas. Apdos este tempo, as amostras foram submetidas ao
degelo natural, a temperatura ambiente. Depois de completamente degeladas, as amostras foram
novamente congeladas a -70 °C, mantidas nesta temperatura (por no minimo 12 horas) e entédo
submetidas ao degelo natural, (degelo 2). Para completar os degelos as amostras foram
novamente congeladas a -70 °C, mantidas nesta temperatura (por no minimo 12 horas) e entédo
submetidas ao degelo natural (degelo 3) e apds este tempo, as amostras foram extraidas e
guantificadas. A Tabela 28 e o Gréfico 9, apresentam os resultados obtidos para cada controle

de qualidade (CQB e CQA) ap0s o terceiro ciclo de congelamento e degelo.

Tabela 28: Resultados obtidos através das andlises no ensaio de Estabilidade de
Rivaroxabana submetida aos trés ciclos de congelamento e degelo.

Degelo 03
Réplicas CcQB CQA
Média 3,033 497,362
DP 0,231 5,034
CV (%) 7,604 1,012
EPR (%) 1,100 3,617

Concentracdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacao
e EPR= Erro Padrao Relativo.
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GRAFICO 9: Representacdo grafica da Estabilidade de Ciclos de Degelo. Foi
observado que todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de
aceitacdo estabelecidos para o método.

Comparando-se as variagfes entre as médias dos CQB e CQA do terceiro ciclo de
congelamento e degelo com relacdo ao valor nominal, conclui-se que a rivaroxabana analisada
no plasma humano foi estavel nos trés ciclos de congelamento e degelo quando armazenada a

-70 °C, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

4.2.7.2.3 Estabilidade de longa duracéo

Para avaliar a estabilidade da rivaroxabana em plasma, em condi¢cfes de longa duracéo, o
tempo de armazenamento deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da
primeira amostra (18/03/2018) e a analise da Ultima amostra dos voluntarios (18/04/2018).

Foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentragdes (CQB e CQA) no tempo
inicial (21/11/2017), sendo estas amostras estocadas nas mesmas condi¢cdes que as amostras
de plasma dos voluntarios analisados (-70°C). As amostras armazenadas foram analisadas ap6s

147 dias (18/04/2018) em plasma humano conforme os resultados apresentados na Tabela 29 e
no Grafico 10.
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Tabela 29: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Estabilidade de Longa
Duracédo de Rivaroxabana.

Estabilidade de longa duracgéo

(18/04/2018)
Réplicas CQB CQA
Média 2,983 473,531
DP 0,233 9,831
CV (%) 7,794 2,076
EPR (%) -0,561 -1,348

Concentracdo Nominal: CQB = 3,0 ng/mL e CQA = 480,0 ng/mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacao
e EPR= Erro Padrao Relativo.
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GRAFICO 10: Representacdo grafica da Estabilidade de Longa Durac&do. Foi
observado que todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de
aceitacdo estabelecidos para o método.

Comparando-se as variacoes entre as médias dos CQB e CQA para as amostras
armazenadas durante 147 dias com relacdo ao valor nominal, conclui-se que a Rivaroxabana

analisada no plasma humano (armazenadas nas mesmas condi¢cfes dos controles analisados),
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permaneceu estavel durante o periodo em que ficou armazenada (31 dias), uma vez que 0s

desvios encontrados foram inferiores a 15%.

4.2.7.3 Estabilidade de solu¢bes padréao

Nas Tabelas 30 e 31 e nos Graficos 11 e 12, estao apresentados os resultados das andlises
realizadas com solugcdo primaria da maior concentragdo de rivaroxabana (600 ng/mL) e
rivaroxabana-Ds (1000 ng/mL) e solucdo de trabalho da menor concentracdo de rivaroxabana
(300 ng/mL) e rivaroxabana- D4 (250 ng/mL). Os resultados estdo apresentados comparando as
areas individuais do analito (rivaroxabana) e as areas individuais do padrao interno (rivaroxabana-
Da).

Tabela 30: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Estabilidade das
solugcbes padrdo de rivaroxabana.

Amostras analisadas apos Amostras analisadas apos
Recém Preparada 22:00 horas de preparo a 18 dias de armazenamento em
temperatura ambiente refrigeracéo

Réplicas Trabalho Primaria Trabalho Primaria Trabalho Primaria
Média 426161 833473 411726 804744 434799 862268

DP 1815,580 19375,571 20088,017 54501,008 4404,933 3897,403
CV (%) 0,426 2,325 4,879 6,772 1,013 0,452
Variagao (%) -3,387 -3,447 2,027 3,455

DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variagéo.

Tabela 31: Resultados obtidos através das analises no ensaio de Estabilidade das solugdes
padrdo de rivaroxabana-Dj.

Amostras analisadas apos Amostras analisadas apos
Recém Preparada 22:10 horas de preparo a 18 dias de armazenamento em
temperatura ambiente refrigeracéo
Réplicas Trabalho Primaria Trabalho Primaria Trabalho Primaria
Média 300060 1108619 295926 1050852 317556 1175180
DP 3451,278 33554,787 9502,616 17072,294 3132,485 29491,351
CV (%) 1,150 3,027 3,211 1,625 0,986 2,510
Variacao (%) -1,378 -5,211 5,831 6,004

DP = Desvio Padrdo e CV = Coeficiente de Variagéo.
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GRAFICO 11: Representacéo grafica da Estabilidade de Soluc&do em Bancada. Foi
observado que todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos critérios de

aceitagcdo estabelecidos para o método.
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GRAFICO 12: Representacdo grafica da Estabilidade de Solugdo em Dias de
Preparo. Foi observado que todos os desvios (CV e EPR) se mantiveram dentro dos
critérios de aceitacdo estabelecidos para o método.

Comparando-se as varia¢des das médias das respostas do analito e do padrdo interno para
as solucdes analisadas apds 22:00 horas de preparo para rivaroxabana e 22:10 horas para
rivaroxabana-d4 mantidas a temperatura ambiente e amostras analisadas apos 18 dias mantidas
sob refrigeracdo, em relacdo as médias obtidas para as solucdes recém preparadas, pode-se
concluir que as solucdes de rivaroxabana e rivaroxabana-d4 foram estaveis, uma vez que 0s

desvios encontrados foram inferiores a 10%.
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4.3 Aplicacdo da Metodologia Analitica em Estudos de Bioequivaléncia
O método bioanalitico previamente desenvolvido e validado foi aplicado em dois estudos
para quantificacdo de Rivaroxabana em plasma humano.
No intuito de demonstrar a aplicabilidade da metodologia em pauta neste trabalho, os
resultados obtidos para o perfil farmacocinético do medicamento referéncia na condicdo jejum
(JPJ 32/17) e na condicdo pés-prandial (JPJ 33/17) esta apresentado no Grafico 13.
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GRAFICO 13: Representacdo grafica do perfil farmacocinético da Rivaroxabana.
Administracdo do medicamento referéncia, nas condi¢gf8es jejum versus pos-prandial.

Os dados utilizados para construcdo do Gréafico 13 sao referentes aos valores médios
obtidos de concentracdo por cada tempo de coleta pré-estabelecido em protocolo. Assim, 0s
valores observadosndo necessariamente correspondem aos valores médios absolutos para os
respectivos parametros farmacocinéticos. Ademais, para efeito de comparagcdo com os dados da
literatura, o periodo de tempo das coletas foi limitado a 24 h.

Nas Tabelas 32 e 33, sdo mostrados os principais resultados estatisticos do estudo para os
parametros farmacocinéticos Cmax, ASCo.r € ASCo.nt do medicamento referéncia na condigao

jejum (JPJ 32/17) e na condicao pos-prandial (JPJ 33/17), respectivamente.
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Tabela 32: Parametros farmacocinéticos dos estudos avaliados nas condi¢gfGes de jejum
e poOs-prandial.

Resultados Estatisticos por Parametro Farmacocinético

Parametro Jejum P6s Prandial
ASC ot (ng*h/mL) 893,28 1141,41
Cmax (ng/mL) 146,662 207,169

Tabela 33: Fator de comparacdo nas condicdes jejum e pds prandial.

Parametro Pds-Prandial / Jejum
Taxa Estimada (IC90%)
ASC 1,278
Cmax 1412

4.4 Comparacdo dos Perfis Farmacocinéticos nas Condi¢gdes Jejum versus Pds-Prandial

Para avaliar o efeito da alimentac&o na biodisponibilidade da rivaroxabana, Auspar et al.
realizou um estudo randomizado, aberto, cruzado, com dois periodos foi conduzido em 24
voluntarios sadios do sexo masculino, com administracdo oral de 20 mg de rivaroxabana
comprimido com tempos de coleta até 24 horas. A alimentacdo aumentou a ASC em 39% e a
Cmax €m 76% (Tabelas 34 e 35) (AUSPAR, 2012).

Tabela 34: Parametros farmacocinéticos reportados. Administracdo de 20 mg de
rivaroxabana em Jejum e Pés-Prandial (n = 24).

Parametro Jejum P6s-Prandial
ASC o1 (ng*h/mL) 1457 2031
Cmax (ng/mL) 159,9 281,4

Adaptado de AUSPAR, 2012 (Estudo n® 011938).

Tabela 35: Biodisponibilidade Pds-prandial versus Jejum ap6s administracdo de 20 mg
de rivaroxabana reportados.

rivaroxabana Pés-Prandial / rivaroxabana Jejum

Biodisponibilidade Taxa Estimada (IC90%)

ASC 1,386 (1,293 - 1,486)

Cméx 1,760 (1,549 - 1,999)

Adaptado de AUSPAR, 2012 (Estudo n® 011938).

Stampfuss et al. realizaram um levantamento de 6 estudos de Fase | com administracéo de
rivaroxabana a voluntarios sadios do sexo masculino, quando os parametros farmacocinéticos

foram avaliados nas doses de 10 mg, 15 mg e 20 mg comprimido, além de uma suspenséo oral
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contendo 1 mg/mL de rivaroxabana, nas doses de 10 mg e 20 mg. O efeito da alimentag&o na
biodisponibilidade nas doses de 10 mg e 20 mg foram avaliados nesse levantamento. Os
parametros para a dose de 10 mg foram similares nas duas condi¢des, entretanto, para a dose
de 20 mg com administragdo com alimentos indica um aumento na ASC e Cnax (STAMPFUSS et
al., 2013).

Os autores concluiram que independentemente da formula¢éo (comprimido ou suspenséo
oral) e da administracéo (jejum ou pos-prandial) as doses até 10 mg sdo proporcionais e tém alta
biodisponibilidade oral. Para as doses de 15 mg e 20 mg, biodisponibilidade acima de 80% foi
atingida ap6s administracéo junto com alimento.

Referente aos estudos internos (conduzidos na UNIFAG) na condicdo jejum e na condicdo
pés-prandial, foram realizados com a administracdo de uma dose de 20 mg. Desta forma, com
base nos dados da literatura, se esperava um aumento significativo nos parametros de ASC e
Cmax para o estudo na condicdo pés-prandial. Na Tabela 36, estdo descritas as principais
caracteristicas destes estudos em que a populagéo dos voluntarios foi selecionada com base nos

mesmos critérios de inclusao.

Tabela 36: Relagdo das principais caracteristicas dos estudos conduzidos na UNIFAG.

s Ndmero de Tempo da
Condicao Tratamento Tempos de Coleta - -
Voluntarios ultima coleta (h)
Jejum 2x4 22 48 48
Pés-prandial 2x2 21 36 48

Devido as variaveis observadas e ao disposto na literatura, optou-se pela aplicacao de um
teste T de duas amostras presumindo variancias diferentes. Portanto, estdo apresentados nas
Tabelas 37 e 38 os resultados das diferencas observadas entre as principais medidas

farmacocinéticas Cmax € ASC.
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Tabela 37: Teste-t de duas amostras presumindo variancias diferentes para Cmax.

Analise Estatistica I(D:z:xlﬂ(:agﬁi:)l cmé;xe(jlg;m b
Média 207,1685 146,6623125
Variancia 3206,54238 3583,996907
Observagoes 34 48
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 61
Stat t 5,273516283
P(T<=t) uni-caudal 9,3122E-07
t critico uni-caudal 1,670219484
P(T<=t) bi-caudal 1,86244E-06
t critico bi-caudal 1,999623585

Tabela 38: Teste-t de duas amostras presumindo variancias diferentes para ASC.

Andlise Estatistica A,S c (ng/m.l_ ) Asc (? g/mL)
Pés Prandial Jejum
Média 1141,409735 893,28
Variancia 141454,0796 121226,0831
Observagoes 34 48
Hipétese de diferenca de média 0
gl 54
Stat t 3,369392231
P(T<=t) uni-caudal 0,000698166
t critico uni-caudal 1,673564906
P(T<=t) bi-caudal 0,001396332
t critico bi-caudal 2,004879288

Baseado nos resultados dos testes estatisticos entre os parametros farmacocinéticos dos
estudos na condicao jejum e pés-prandial, foi possivel observar uma diferenca significativa (P <
0,05) entre os valores tanto para 0 Cmaxcomo para o ASC, em concordancia com o disposto na
literatura para este parametro nessas condicBes. As variacbes observadas para os valores
absolutos dos parémetros de Cmnax € ASC podem estar relacionadas as caracteristicas da
populacdo em estudo, do desenho utilizado ou até mesmo, a dieta aplicada.

Ademais, embora o estudo néao tenha sido conduzido com um desenho especifico para
avaliar o efeito da alimentacdo, foi possivel realizar a comparacdo dos parametros
farmacocinéticos ao considerar-se um valor semelhante para o intervalo de tempo da curva

conforme o disposto na literatura (24 horas).
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5. CONCLUSAO

Concluiu-se que o método analitico foi desenvolvido e validado com sucesso, uma vez que

cumpriu 0s seguintes critérios:

v

<\

Seletividade: Nao ocorreu interferéncia no tempo de retencédo do farmaco ou esta foi
menor que 20% da resposta do padrao LIQ. N&o houve interferéncia no tempo de retencéo
do padrao interno ou esta foi menor que 5% da resposta na concentracdo utilizada no
estudo.

Sensibilidade: a menor concentracéo da curva de calibragéo foi aceita como LIQ uma
vez que apresentou CV < 20%.

Efeito residual (Carryover): o método ndo apresentou a existéncia de efeito residual.
Efeito de matriz: o método ndo apresentou a existéncia de efeito de matriz.

Precisdo: os coeficientes de variacdo (CV) calculados para os controles de qualidade
CQB, CQM, CQA e CQD foram menores ou iguais a + 15% e menores ou iguais a = 20%
para o controle de qualidade LIQ.

Exatiddo: a exatiddo (expressa pelo Erro Padréo Relativo - EPR) calculado para os
controles de qualidade CQB, CQM, CQA e CQD e para o controle de qualidade LIQ
apresentaram valores compreendidos dentro de + 15% e + 20%, respectivamente, em
relacdo ao valor nominal.

Estabilidades em solucdo e na matriz biolégica: Os desvios de todos 0s ensaios
conduzidos se mantiveram menores ou iguais a + 15% de variacdo demonstrando a

preservacéo do ativo exposto nas condicfes de armazenamento e manuseio.

A metodologia bioanalitica desenvolvida e validada foi utilizada com sucesso em dois

estudos de bioequivaléncia demonstrando a sua aplicabilidade.

Por meio da comparacdo dos principais parametros farmacocinéticos (Cmax € ASC) do

medicamento referéncia dos estudos de bioequivaléncia conduzidos, foi possivel corroborar com

os dados da literatura, as diferencas significativas para tais parametros nas condi¢ées jejum e

alimentado.
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