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RESUMO

XXX1il



Betametasona € um corticosterdide sintético designado para exercer a fun¢do de um
glicocorticéide ativo. Como um dlcool livre, betametasona apresenta uma vasta aplicacdo
clinica com atividade antiinflamatéria e imunossupressora. A betametasona foi extraida com
0,5mL de plasma humano por extracio liquido-liquido (ELL) utilizando Cloranfenicol como
padrdo interno. O método utilizou uma corrida cromatografica de 2,5min, com a coluna
analitica C18 (100mmx2.1mm i.d.), a calibragdo da curva linear de 0,05ng/mL a 50ng/mL
(2 > 0,993). A exatiddo inter-corrida dos controles de qualidade foi 92.3% (CQA
0.15ng/mL), 90.7% (CQB 4.0ng/mL) e 97.2% (CQC 40ng/mL). A precisdo inter-corrida dos
controles de qualidade foi 8.7% (CQA 0.15ng/mL), 9.0% (CQB 4.0ng/mL) e 9.8% (CQC
40ng/mL). O método aqui descrito foi empregado em estudo de biodisponibilidade relativa
de duas formulacdes contendo dexclorfeniramina/betametasona 2mg/0.25mg comprimido. A
razdo da média geométrica e dos respectivos intervalos de confianca (IC) de
Betametasona/Celestamine® foram 107.61% (101.62-113.95%) para AUClast, 106.93%
102.08-112.00% para AUCO-inf e 105.06% (96.56—114.31%) para Cmax. O intervalo de
confianca de 90% calculado para a razdo individual das médias de Cmax, ASC,.72h,
ASClast e ASCO-inf para betametasona/celestamine® estavam dentro do intervalo de 80-
125% definido pela Agéncia Vigilancia Sanitiria (ANVISA). No presente estudo um
método, rdpido, sensivel e robusto foi desenvolvido para a determinacdo e quantificagdo de
betametasona em plasma humano através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas usando fotoionizagéo a pressao atmosférica em modo negativo.

Palavras chave: betametasona; Corticosterdide; Fotoionizagdo; Biodisponibilidade

Relativa.
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Betamethasone is a synthetic corticosteroid designed to exert a marked glucocorticoid
activity. As the free alcohol, betamethasone finds widespread clinical applications related to
its anti-inflammatory and immunosuppressant activity. Betamethasone was extracted from
0.5 ml human plasma by liquid—liquid extraction (LLE) using chloramphenicol as internal
standard. The method has a chromatographic run of 2.5 min using a C18 analytical column
(100mmx2.1mm i.d.) and the linear calibration curve over the range was linear from 0.05 to
50 ng ml-1 (2 > 0.993). The between-run accuracy, based on the relative standard deviation
replicate quality controls was 92.3% (0.15 ng ml-1), 90.7% (4.0 ng ml-1) and 97.2% (40 ng
ml—1). The between-run precision for the above-mentioned concentrations was 8.7, 9.0 and
9.8%, respectively. The method herein described was employed in a bioequivalence study of
two formulations of dexchlorpheniramine/betamethasone 2 mg/0.25 mg tablets. The
geometric  mean  and  respective  90%  confidence  interval (Cl)  of
betamethasone/Celestamine® percent ratios were 107.61% (101.62-113.95%) for AUClast,
106.93% 102.08-112.00%for AUCO-inf and 105.06% (96.56-114.31%) for Cmax. In
addition, the calculated 90% Cl for mean Cmax, AUClast and AUCinf
betamethasone/celestamine® individual ratios were within the 80-125% interval defined by
the Agéncia Vigilancia Sanitiria - ANVISA. In the present study, a fast, sensitive, robust
method was developed for the determination and quantification of betamethasone in human
plasma by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry, using photospray

ionization in negative mode.

Keywords: betamethasone; Corticosteroid; Photospray; Relative Bioavailability
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1. INTRODUCAO

A promulgacdo da lei 9.787 em 10 de fevereiro de 1999, que estabeleceu medicamento
genérico, foi o inicio das indimeras acdes tomadas pelo Ministério da Satide e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria para atender esta nova diretriz e aumentar o acesso da
populagdo a medicamentos eficazes, seguros e de qualidade, a precos reduzidos.

Devido a essas acdes, nos ultimos anos houve um grande aumento na demanda de
estudos clinicos para avaliagdo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia de
medicamentos e, conseqiientemente, da necessidade de quantificagdo de diferentes classes de
farmacos, para fins de caracterizagdo do perfil farmacocinético destes compostos (Ilha, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrometria de massas em série
(CLAE-EM/EM) tem sido a técnica mais empregada para a quantificacdo de fairmacos em
estudos farmacocinéticos por possibilitar a detec¢do de quantidades minimas de compostos

em matrizes de natureza complexa (Kauppila, 2004a).

1.1 Medicamento Genérico

Para um medicamento ser registrado como genérico, € necessario que comprove a sua
equivaléncia farmac€utica e a sua biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia em relagdao ao
medicamento de referéncia indicado pela Anvisa, garantindo a sua intercambialidade com
eficacia, qualidade e seguranca (Brasil, 2003a).

O medicamento de referéncia é, geralmente, o inovador cuja sua biodisponibilidade foi

determinada durante o desenvolvimento do produto e que teve sua eficcia e sua seguranga

43



comprovada por meio de ensaios clinicos, antes da obtencdo do registro para comercializacio
(Storpirtis, 1999).

Primeiramente, a equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos estd relacionada a
comprovagdo de que ambos contém o mesmo fiarmaco (mesma base, sal ou éster da mesma
molécula terapeuticamente ativa), na mesma dosagem e forma farmacéutica, o que pode ser
avaliada por meio de testes in vitro (Shargel e Yu, 1999; WHO, 1999).

Por outro lado, a biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia, de acordo com a Anvisa, é
comprovada entre equivalentes farmacéuticos que, administrados na mesma dose molar e nas
mesmas condi¢cdes experimentais, ndo apresentam diferencgas estatisticamente significativas
em relacdo a biodisponibilidade (Oliveira, 2002), sendo que a biodisponibilidade indica a
velocidade e a extensdo de absorcdo de um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir
de sua curva concentracdo/tempo na circulagdo sistémica ou sua excrecdo na urina (Lei n°

9.787, de 10/2/99).

1.2 Equivaléncia Farmacéutica

Para a produ¢do do medicamento genérico, o fabricante deve investir em
desenvolvimento farmacotécnico de um produto que cumpra com as mesmas especificagdes
in vitro do medicamento de referéncia, ou seja, comprovar sua equivaléncia farmacéutica
(Dighe, 1999).

Considerando-se que os medicamentos sélidos de uso oral sio aqueles que podem
apresentar maiores problemas em relacdo a biodisponibilidade, torna-se obrigatério avaliar o
impacto desses fatores sobre a dissolucio do farmaco a partir da forma farmacéutica,
realizando teste in vitro que permita visualizar como a dissolug@o ocorre em fun¢do do tempo

(Banakar, 1992).
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O teste de perfil de dissolucdo € utilizado como ferramenta no desenvolvimento de
formulagdes, uma vez que evidencia diferencas na dissolugdo causadas por fatores ligados ao
farmaco, aos excipientes e a técnica de fabricacdo empregada (Yugue et al., 1996; Storpirtis e
Rodrigues, 1998).

Para obter o perfil de dissolug¢do deve se realizar diversas coletas do meio de dissolugao,
em tempos determinados, determinando-se a porcentagem de firmaco dissolvido a cada
tempo (Figura 1). O método utilizado para quantificacdo do firmaco deve estar previamente
desenvolvido e validado. A partir da curva resultante pode-se determinar a cinética do
processo de dissolug@o, bem como calcular diversos parametros, tais como o tempo para o

inicio do processo de desagregacdo e a eficiéncia de dissolugdo (Porta et al., 2002).

a )
Perfil de Dissolugao Comparativo : Betametasona 0,25mg compr.
(Amostra Referéncia x Amostra Teste)
120
100
—aA
S 807
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2
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40 1
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Figura 1. Exemplo de perfil de dissolu¢cdo comparativo entre formulagao teste e a referéncia.
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1.3 Biodispinibilidade Relativa/Bioequivaléncia

O estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia é dividido basicamente em trés
etapas: clinica, analitica e estatistica (Storpirtis e Consiglieri, 1995; Consiglieri e Storpirtis,
2000).

Na etapa clinica o cronograma de coleta das amostras deverd ser planejado de acordo
com o tipo de forma farmacéutica (liberacio imediata/modificada) e a meia-vida de
eliminag¢do do farmaco. Os critérios de inclusio e exclusdo de voluntdrios participanetes do
estudo devem ser suficientes para selecionar voluntdrios sauddveis, evitando que as
caracteristicas fisioldgicas dos individuos interfiram nos resultados (Shargel e Yu, 1999).

A etapa analitica é aquela em que o farmaco é quantificado nas amostras coletadas de
voluntérios sadios. No planejamento dessa etapa analitica deve ser estabelecido o analito a ser
quantificado (firmaco inalterado, metabdlito ou pré-farmaco) a matriz bioldgica utilizada
(sangue total, plasma, soro ou urina), e o método analitico adequado. O método de
quantificagdo deve ser especifico para cada analito, exato e relativamente simples. Toda a
metodologia deve estar devidamente validada antes da realiza¢do do estudo, apresentando
todos os pardmetros de validacdo previamente estabelecidos (Bressole et al., 1996; Causon,
1997).

A etapa estatistica inclui inicialmente o cdlculo do niimero adequado de voluntirios para
o farmaco em questdo, elaboracdio da lista de randomizacdo e também faz parte do
planejamento da etapa estatistica, o tratamento a que serdo submetidos os dados gerados na
etapa analitica avaliando os parametros farmacocinéticos (Shargel e Yu, 1999).

Para a avaliacdo da biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia de dois medicamentos

sdo determinados os pardmetros farmacocinéticos que melhor se correlacionam com os efeitos
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terapéuticos no organismo (Storpirtis, 1994). Estes parimetros relacionam-se com a
quantidade de firmaco absorvida e a velocidade do processo de absor¢do (Bois et al., 1994;
Storpirtis e Consiglieri, 1995).

Os parametros farmacocinéticos sdo obtidos das curvas de concentragdo sangiiinea do
farmaco versus tempo, e analisados estatisticamente para determinacdo da bioequivaléncia

(Brasil, 2003b).

1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de

Massas em série

Durante anos a cromatografia liquida foi chamada de “cldssica”, que consiste
basicamente em colunas de vidros preenchidas com adsorventes, a qual utiliza a for¢ca da
gravidade para forcar a passagem do eluente através da coluna para ocorrer a separacio
(Snyder, 1997).

Somente a partir da década 70, conseguiu-se um avango considerdvel da cromatografia
liquida moderna, um grande crescimento e popularidade que foram impulsionados pelas
vantagens na tecnologia em coluna e na instrumentacdo, como por exemplo, o
desenvolvimento de microparticulas como material de enchimento de melhor eficiéncia e
estabilidade (Halasz e Horvath, 1964; Kirkland, 1968).

A utilizagdo de colunas de tamanho reduzido, preenchidas com material finamente
pulverizado ofereceu grande resisténcia ao fluxo de fase mével, resultou no uso de sistemas
de alta pressdo, denominando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A CLAE ¢é
uma técnica de separacdo que é considerada um dos métodos analiticos mais utilizados para
fins qualitativos e quantitativos, uma vez que consegue separar misturas que contém um

grande nimero de compostos similares (Jardim, 2006).
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Do outro lado, a técnica de espectrometria de massas € uma das técnicas mais
importantes de andlise molecular devido ao seu potencial em fornecer informacio da massa
molar e a estrutura quimica do analito, € uma técnica baseada na identificacdo da razdo
massa-carga (m/z) de fons, e para a sua utilizacdo é fundamental a ionizacdo dos compostos
de interesse (De Laeter, 1990), sendo que a discriminag@o e a detec¢do dos fons se dao em
fase gasosa, o que implica a utilizacdo de um mecanismo que possibilite a transi¢do dos
compostos contidos nos eluentes proveniente da cromatografia liquida de alta eficiéncia para
a fase gasosa (Brauman, 1995).

Assim, para que ocorra a associacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia a
espectrometria de massas, € necessario a utilizagdo de uma interface que permita, efetuar esta
mudanga de fase, bem como a ionizagdo dos compostos de interesse (Moraes e Lago, 2003).
A associagdo dessas técnicas permite que o tempo de andlise seja menor que o usualmente
necessario quando a separacdo cromatogrifica estd acoplada aos outros métodos de deteccio,
como por exemplo, por ultravioleta (UV), proporcionando assim maior velocidade na andlise
de amostras, essencial em estudos de biodisponibilidade, que envolvem grandes quantidades
de andlises (Lagana et al, 2000).

O sistema da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em série (CLAE-EM/EM) é constituido basicamente de bomba de alta pressio,
injetor, coluna cromatogréfica, fonte de ionizacdo, espectrometro de massas e detector de {fons

com aquisi¢ao/processamento de dados conforme ilustrado na Figura 2 (Ardrey, 2003).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da técnica de CLAE-EM/EM.

1.4.1 Técnicas de Ionizacao

O desenvolvimento de técnicas de ionizagdo a pressdo atmosférica (API) foi de
fundamental importincia para que a associacdo se transformasse em um método rotineiro,
possibilitando o desenvolvimento de métodos quantitativos com elevado desempenho e alta
sensibilidade e especificidade (Pereira er al., 2005). Nesse sentido, as técnicas mais
largamente empregadas sdo a ionizagdo por eletronebulizag¢do (ESI) e a ioniza¢do quimica em

pressdo atmosférica (APCI) conforme ilustrados na Figura 3.
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Figura 3. Demonstracdo das diferentes classes de substancias as distintas técnicas de ionizacio
disponiveis. (Boletim Waters 2007)

Na técnica de ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI), o eluente proveniente da coluna
cromatografica € conduzido por um tubo capilar metélico ao qual € aplicado um alto potencial
elétrico (positivo ou negativo), que leva a separag@o de cargas do solvente, podendo também
haver dissociag¢do idnica do fairmaco de interesse, dependendo de suas caracteristicas fisico-
quimicas. Ao deixar o capilar, o liquido é vaporizado, formando minudsculas goticulas
carregadas eletricamente que, por sua vez, sdo submetidas a um fluxo de Nitrogénio,
destinado a evaporagdo do solvente. Conforme descrito por Watson (1997), na medida em que
as goticulas vao reduzindo de tamanho, devido a evaporacao do solvente, ocorre o aumento da
forca de repulsdo entre os fons de mesma carga, até o ponto em que a for¢a coloumbica é
suficientemente forte para romper a tensdo superficial dessas goticulas, implicando a

dissor¢do dos fons para a fase gasosa (Figura 4).
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Figura 4. Figura ilustrativa da teoria da fissdo coulombica. (Fonte: Boletim Waters 2007)

Ja em fase gasosa, ocorrem reacdes quimicas, resultando na ionizacao dos compostos de
interesse. Os fons formados sdo tipicamente moléculas protonadas ([M+H]+) ou aductos
([M+NH4]+, [M+Na]+), no caso de ionizacdo em modo positivo, ou moléculas desprotonadas
([M-H]-), no caso de ionizagdo em modo negativo e que, portanto, mantém intactas as
estruturas moleculares originais. S3o mais favorecidas por este tipo de processo as substincias
idnicas ou polares, uma vez que o campo elétrico no capilar propicia a dissociagdo e a
formacao de fons ja em solucdo (Kauppila, 2004b).

A técnica de eletronebulizacdo € considerada uma técnica branda, com efici€ncia na
ionizacdo de moléculas polares, labeis e de peso molecular elevado conforme demonstrado na
Figura 3, sendo uma situacdo comum a um grande nimero de drogas e metabdlitos (Watson,
1997).

Na técnica de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) as moléculas sdo
inicialmente vaporizadas e através da aplicacdo de uma descarga elétrica por meio de uma
corona forma-se um plasma, no qual é proporcionada a ocorréncia de reacdes quimicas em
fase gasosa, que levam a ionizacdo dos compostos (Figura 5). As substincias que sdo

favorecidas por esse processo podem ser menos polares que as que se ionizam através de

eletronebulizacdo (Robb e Blades, 2006).
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Figura 5. Figura ilustrativa da ionizacdo quimica a pressao atmosférica. (Fonte: Boletim
Waters 2007)

Porém existem diversos compostos que ndo sdo adequadamente ionizados pelas
técnicas, como a APCI e ESI, sobretudo os compostos ndo polares. Assim o desenvolvimento
de métodos que permitam a quantificagdo desses compostos ndo polares assume grande
importancia. Dentro desta categoria de compostos, estdo os esterdides, tais como os
corticéides e hormonioterdpicos, os quais t€m nos ultimos anos, tem sido objeto de
investigacdo para aprovacdo de medicamentos genéricos ou similares (Ilha,2006).

Em 2000 foi introduzido um novo modo de ionizagdo para o sistema de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa, a fotoionizagdo a pressdo atmosférica (APPI). O
recente desenvolvimento dessa técnica de ionizacdo € de particular interesse ja que possibilita
a ionizacdo de compostos pouco polares ou mesmo nido polares.

A fotoionizacdo a pressdo atmosférica associada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia a espectrometria de massas foi inicialmente descrita por Robb et al. (2000), cuja

contribuicdo para a introducdo desta técnica possibilitou de ionizacdo direta dos compostos de
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interesse e a associacdo de uma substancia dopante, agindo como intermedidria no processo
de ionizagdo desses compostos.

Nesta técnica, conforme relatado por Kauppila (2004a) a amostra é vaporizada,
recebendo fétons provenientes de uma lampada de descarga krypton, cuja energia (10 eV) é
capaz de ionizar substancias que possuam energia de ionizagdo inferior a este valor, o que
pode incluir alguns dos compostos de interesse, possibilitando a transferéncia direta de carga
elétrica para estes. Adicionalmente ao eluente, uma substancia utilizada como dopante é
introduzida, cuja energia de ionizagéo € inferior a 10 eV, conforme demonstrado na Figura 6.
A partir da ionizagdo do dopante, j4 em fase gasosa, ocorrem reagdes com as moléculas dos
compostos de interesse, possibilitando assim a formag@o de fons, tanto pela transferéncia
direta de carga elétrica, por protonacdo ou desprotonacdo do analito. Em fun¢do da menor
quantidade de energia utilizada, considera-se que esta ¢ uma técnica de ionizacdo ainda mais
branda que a proporcionada pela eletronebulizag¢do, produzindo minimas fragmentacdes das
moléculas presentes no meio, o que resulta em menor complexidade do espectro produzido e,

por conseguinte, maior seletividade.
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Figura 6. Esquema basico da fonte de fotoionizagdo. (Fonte: Boletim Applied Biosystem 2000).

Ressalta-se que na bibliografia consultada ja existem estudos que evidenciam que a
técnica de fotoionizagdo (APPI) é capaz de ionizar ndo somente 0s compostos ndo ionizaveis
pelas outras duas técnicas ja citadas, compostos nao polares, mas também aqueles que o sao,
indicando a possibilidade de ser esta uma solucdo mais universal do que as atualmente
utilizadas na associagcdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia a espectrometria de massas

(Syage e Evans 2001; Cai, 2005).

1.5 Meétodos na Literatura

Na literatura s@o apresentados alguns métodos para quantificacdo de betametasona, em
plasma humano e em outros tipos de matriz, como o leite, os quais foram analisados pela
técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de ultra-violeta (CLAE)
descrita por Petersen, 1979, pela cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

(CLAE-EM) e pela cromatografia gasosa de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
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massas (CGAE-EM) descritas por Houghton, 1982 , e mais recentemente pela cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas em série (CLAE-EM/EM) descritas por Fiori

1998.

Na Tabela 1 sdo mostrados alguns parametros para cada técnica aplicada.

Tabela 1. Métodos descritos na literatura para quantificacdo de betametasona.

Item

(Petersen et al.

(Houghton et al.

(Houghton et al.

(Fiori et al. 1998)

1979) 1981) 1982)

Método CLAE - EM CLAE - EM/EM
Analitico CLAE-UV CGAE-EM (APCI) (APCI)
Tempo de

Retencao do 6,5 minutos 5,5 minutos 13 minutos 5,3 minutos

Analito

Plasma,
Matriz Sangue e Urina Urina Leite
Urina
Volume de 1000 20mL 20mL SmlL
plasma
~ EX trggao Ext,ra.lgao Fase Extracao Fase Extracdo Fase
Extracao liquido- Sélida com h i
S Y Soélida Soélida
liquido derivatizacdo
Limite
Inferior de De 10 a 300
Quantificacdo ng/mL i ) De 5 a 100 ng/mL
(LIQ)

1.6 Betametasona

A betametasona € produzida pelo cortex da supra-renal a qual exerce atividade

glicocorticéide, que é um derivado sintético da a-fluoropredinisolona, sendo assim anéloga

aos hormonios esterdides (Barnes,1998).

Glicocorticostedides suprimem inflamag¢des em uma ampla gama de doencas, incluindo

doenca alérgica, artrite reumatéide, doencgas inflamatérias do intestino e doencas autoimunes.
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Na verdade eles sdo freqiientemente a terapia mais efetiva disponivel e seu uso € limitado
somente pelos efeitos colaterais sistémicos. A maior aplicacio de glicocorticéide € em asma e
glicocorticdides de inalagdo tem revolucionado os tratamentos e agora se tornou uma das
terapias mais importantes no dias de hoje para pacientes com doengas cronicas (Styczynski et

al., 2002).

1.6.1 Cortex da supra-renal

A principal fungcdo do coOrtex supra-renal consiste em produzir hormonios
glicocorticdides e mineralocorticéides, dos quais o cortisol e a aldosterona sdo
respectivamente, os de maior importincia no ser humano. Sio responsaveis por regular os
carboidratos e as funcdes hemodinamicas, sendo essenciais a vida, sobretudo em situacdes de

estresse (Wyngaarden, 1992).

O cortex supra-renal ocupa cerca de 90% da glandula e circunda a medula de
localizagdo central, responsdvel pela producdo de catecolaminas. E dividido em trés zonas:
glomerular, que produz aldosterona; reticular; e fasciculada, na qual as duas ultimas ocupam
cerca de 75% da glandula e sdo responsdveis pela producdo do cortisol e androgénios

(Wyngaarden, 1992).

1.6.2 Regulacao da sintese de Glicocorticoides

O eixo hipotdlamo-hipéfise-supra-renal (HHSR) corresponde a um sistema regulador
que integra funcdes enddcrinas e neuroldgicas. As células neurossecretoras do nicleo
paraventricular (NPV) do hipotdlamo secretam o fator de liberagdo da corticotropina (CRF) e

a arginina vasopressina (AVP) na microcirculacio porta da hipéfise. Na adeno-hipdfise, ou
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hipofise anterior, elas estimulam a liberacdo do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH). Este
ultimo promove, no cortex supra-renal, a liberacdo do cortisol. O cortisol é o produto final do
HHSR e tem funcdes centrais e periféricas mediadas via dois tipos de receptores especificos,
pelo menos: o tipo 1, ou receptor mineralocorticéide (MR), primeiramente descrito por
McEwen et al, 1992, de alta afinidade; e o tipo 2, ou receptor glicocorticéide (GR), de baixa
afinidade. Os receptores tipo 1 possuem alta afinidade pela corticosterona no rato e sdo
encontrados em grandes concentracdes em neurdnios limbicos extra-hipotaldmicos do
complexo septo-hipocampal, enquanto que, na hipdfise, sdo encontrados em menor
concentracdo. Também t€m alta afinidade pela aldosterona e, por isso, foram denominados
receptores mineralocorticéides por Beaumont e Fanestil, 1993. Os receptores tipo 2 possuem
alta afinidade por glicocorticéides sintéticos, como a dexametasona e baixa afinidade por

glicocorticéides endégenos (Sutano, 1987, Reu, 1986).

Praticamente todos os neurotransmissores afetam a liberacio de CRF, que é o
principal estimulante da liberacdo de ACTH (McQuade e Young, 2000; Muller et al.2002). A
AVP estimula menos intensamente, porém potencializa o efeito do CRF. As células secretoras
do NPV recebem estimulos de varias regides cerebrais, € as monoaminas, como a serotonina
(5HT), a noradrenalina (NA) e a acetilcolina (Ach), além dos aminoacidos estimulantes e
inibidores, estdo envolvidos na regulagdo da liberacio do CRF (McQuade e Young, 2000).
Além desses reguladores extrinsecos, um mecanismo auto-regulador intrinseco também estd
envolvido: o cortisol enddgeno, através da ligagdo aos receptores glicocorticdides no eixo
HHSR e no hipocampo, inibe a atividade do eixo HHSR (McQuade e Young, 2000). As a¢des
dos receptores MR e GR ainda nio sdo totalmente esclarecidas, porém, possivelmente, os
receptores MR atuam sobre o cortisol basal e em baixas concentracdes, enquanto que os
receptores GR atuam nas concentracdes durante o ritmo cicardiano e de estresse (McQuade e

Young, 2000).
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1.6.3 Mecanismo de aciao

Os corticosterdides podem interferir nas funcdes cerebrais basicamente através de dois
mecanismos: interagindo com o genoma e interagindo com as membranas celulares (Cowen,
2002). Os corticosterdides atravessam livremente as membranas celulares e, em neur6nios
que contém receptores citoplasmaticos esterdide-especificos, o complexo esterdide-receptor
(CER) penetra no nicleo celular. Entdo, o CER se liga a cromatina e regula a transcri¢do de
genes especificos. Esses eventos moleculares possivelmente sdo importantes para se
compreender os efeitos sobre o comportamento exercidos pelos esterdides, ji que neurdnios
que contém receptores esterdide-especificos encontram-se largamente concentrados no
hipocampo, drea septal e amigdala - partes do cérebro intimamente envolvidas no

comportamento, humor, aprendizado e memoria (Cowen, 2002).

Os eventos moleculares incluem alteragdes nos niveis das enzimas tirosina hidroxilase,
triptofano hidroxilase, monoamina oxidase, dopamina-beta-hidroxilase e feniletanolamina-N-
metiltransferase, que controlam a atividade das aminas, e alteracdes nos niveis de compilacio

do RNAm para somatostatina, CRF, ACTH, betaendorfina e proteinas G (Wolkowitz, 1999).
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2 OBJETIVOS



O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico, especifico,
rapido e sensivel na quantificacio de betametasona em plasma humano por
Espectrometria de massas com a utilizacdo da técnica de Fotoionizag@o e posteriormente a
comparagdo do perfil farmacocinético de duas formulagdes contendo
betametasona/dexclorfeniramina comprimido em voluntdrios sadios e avaliar a sua

bioequivaléncia.
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3 MATERIAS



Para o desenvolvimento e validacdo da metodologia, foram utilizados os seguintes

aparelhos, padrdes, reagentes e amostras bioldgicas, descritos nas Tabelas 2, 3,4, 5e 6.

Tabela 2. Padrdes de referéncia.

Padrio Descriciao Fabricante Lote
betametasona Analito United States Pharmacopeia 122120
(USP)
cloranfenicol Padrio Interno Sigma-Aldrich 42K0106

Tabela 3. Reagentes.

Reagentes Descricao Fabricante, Pais
Acetonitrila Grau CLAE J. T. Baker, USA
Metanol Grau CLAE J. T. Baker, USA
Eter Grau Analitico Mallicnkdrodt, USA
Agua deionizada Grau Analitico Millipore, Brasil
Hexano Grau Analitico Mallicnkdrodt, USA
Acetato de Amonio Grau Analitico J. T. Baker, USA
Tolueno Grau Analitico J. T. Baker, USA

Tabela 4. Materiais utilizados na etapa analitica.

Materiais

Fabricante, Pais

Pipetas automdticas (P200, P1000 e P10000)

Pipetas de plastico descartdveis - Tipo Amarela (5 - 200 uL) e Tipo

Azul (200 - 1000 uL)

Tubos de vidro descartaveis (120 x 12 mm)
Tubos de polipropileno com 50 e 15 mL de capacidade
Vial e tampas
Agitador
Balanca Analitica
Bomba de Infusdo

Gilson, Franca
Gilson, Franca

Laborglass, Brasil
Costar, Brasil
OCP Diagnostics, Brasil
Fischer, USA
KNWAAGEN, Brasil
Harvard Apparatus, USA

Tabela 5. Componentes da CLAE-EM/EM

Componente Fabricante, Pais Modelo
Espectrometro de Massas Applied Biosystems API3000
Fonte de ionizacéo (APPI) Applied Biosystems -
Cromatdgrafo Liquido Shimadzu, Japdo LC10AD
Auto Injetor Shimadzu, Japao LC10AD
Unidade Controladora Shimadzu, Japao SCL10AD
Bomba de Infusdo Harvard, USA Harvard infusion pump 22
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Tabela 6. Amostras bioldgicas.

Descricao Fonte
Plasma humano Normal Unidade Clinica Phillipe Pinel, Brasil
Plasma humano Hiperlip€mico Unidade Clinica Phillipe Pinel, Brasil
Plasma humano Hemolizado Unidade Clinica Phillipe Pinel, Brasil
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4 METODOLOGIA



O Estudo foi conduzido em trés etapas: Clinica, Analitica e Estatistica e foi planejado de
acordo com a resolu¢do RE n° 397 de 12 de Novembro de 2004 - Guia para provas de

biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

4.1 Etapa Clinica

4.1.1 Selecio dos voluntarios

Os voluntdrios participaram inicialmente de um processo de selecdo, para que assinassem o
Termo de Recrutamento (ANEXO 1) apds o esclarecimento inicial sobre as condi¢cdes nas quais
foram desenvolvidas as pesquisas clinicas. Nesta etapa foram realizados exames, incluindo registro
de ECG, presssdo sanguinea sistdlica e diastélica, freqiiéncia cardiaca e medida de temperatura

corpérea e coleta de material para andlises clinicas laboratoriais conforme tabela 7.

Tabela 7. Exames Laboratoriais

Categoria Exames

ECG ECG padrao com 12 derivagdes

Hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de leucdcitos,
contagem de glébulos vermelhos, contagem de plaquetas

Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, glicose em

Andlise hematoldgica

Andlise Bioquimica jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total, triglicérides,
cido drico, YGT.
Urina Sumario de Urina (urina I)
Fezes Protoparasitolégico
Sorologia Andlise Soroldgica para: hepatite B, hepatite C e HIV(1+2)

B-HCG para mulheres

Ap6s o recebimento dos resultados de exame, foi realizada consulta médica para a obtengao
do histérico médico e exame fisico de cada voluntdrio, ocasidio em que o médico informou ao
voluntdrio quanto a sua aptiddo fisica para participacdo no estudo ou forneceu as orientacdes

pertinentes em caso contrario.
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Ap6s as informagdes adicionais relativas ao estudo e esclarecidas todas as dividas restantes,
caso de acordo, os voluntdrios assinaram o termo de Consentimento Livre e Esclarecido para

participacdo no Estudo (ANEXO 2).

Depois da sele¢do e observado um periodo de pelo menos 2 semanas sem fazer uso de
qualquer medicag@o de forma regular ou uma semana sem fazer uso de medicacdo mesmo que de
forma irregular, os voluntdrios que foram considerados qualificados para participar do estudo
foram solicitados que, inicialmente, comparecessem ao laboratdrio clinico para coleta de amostras
de sangue para realizacdo dos testes laboratoriais de seguranca pré-internacdo (creatinina,
transaminases, hemoglobina e hematdcrito e B-HCG — para as mulheres) no dia anterior ao

previsto para internaggo.

No dia da internag@o, os voluntdrios compareceram a Unidade Clinica em Campinas para
exame clinico pré-internacdo. Os voluntdrios que ndo apresentaram qualquer fato relevante que,
segundo o protocolo, implique em desligamento do estudo, foram conduzidos através de
transporte privativo a Unidade Clinica Phillipe Pinel em Itapira — SP, para efetivacdo da

internacio.

Os voluntdrios permaneceram na Unidade até aproximadamente 24 horas apds a
administracdo da medicagdo. Os voluntirios receberam assisténcia e cuidados especializados
durante todos os periodos de tratamento, o que incluiu uma averiguacdo sumadria de suas

condi¢des quando de seu confinamento e no momento da alta.

Foi solicitado aos voluntidrios que relatassem qualquer evento adverso e a data de
ocorréncia (ANEXO 3). Eles foram também solicitados a notificar o investigador se houve ou
ndo a necessidade de medicacdo adicional. Alguns efeitos adversos que ocorreram durante o

periodo do estudo foram registrados no formulario de relato de caso (CRF).
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Os exames laboratoriais pés-estudo (incluindo registro de ECG) foram repetidos cerca de 3
dias ap6s a ultima coleta de sangue do ensaio, em horario previamente combinado. Apés o
recebimento destes resultados, os voluntdrios compareceram para o Exame Clinico de Alta,

ocasido em que foram dispensados.

4.1.1.1 Critérios de Inclusao do Voluntario

Os seguintes critérios foram seguidos para que o voluntario fossem aceitos a participar
do estudo:
¢ Voluntirios de ambos os sexos com idade entre 18 a 50 anos. As mulheres ndo poderdo

estar gravidas e nem em regime de amamentacao.

¢ Voluntirio que apresentem seu indice de massa corpdrea maior ou igual a 19 e menor ou
igual a 28. (os limites do Indice de Massa Corpérea sao definidos no Report of the Dietary
Guidelines Advisory Committee on the Dietary Guidelines for Americans, 2000, U.S.
Department of Agriculture U.S. Department of Health and Human Services, Fifth Edition,

2000 pp 6-8, tendo sido considerada uma tolerancia de 12% quanto ao limite superior).

¢ Boas condi¢des de satide ou sem doencas significativas, a juizo médico, e avaliagdes a que
foi submetido: histéria clinica, medidas de pressdo e pulso, exame fisico e psicoldgico,

ECG, e exames laboratoriais complementares.

e (Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os riscos e efeitos
adversos e com inten¢do de cooperar com o pesquisador e agir de acordo com os
requerimentos de todo o ensaio, o que vem a ser confirmado mediante a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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4.1.1.2

Critérios de Exclusao do Voluntario

Os seguintes critérios foram seguidos para a exclusdo do voluntdrio a participar do

estudo:

O voluntério tem o conhecimento de hipersensibilidade a droga estudada ou a compostos
quimicamente relacionados; histéria de reacdes adversas sérias ou hipersensibilidade a

qualquer droga;

Histoérico ou presenca de doengas hepaticas ou gastrointestinais ou outra condi¢do que

interfere com a absorcao, distribui¢do, excre¢do ou metabolismo da droga;

Uso de terapia de manutengdo com qualquer droga, excetuando-se anticoncepcionais

por via oral;

Tem histéria de doenga hepdtica, renal, pulmonar, gastro-intestinal, epiléptica,
hematoldgica ou psiquidtrica; tem hipo ou hipertensio de qualquer etiologia que necessite
de tratamento farmacoldgico; tem histéria ou teve infarto do miocdrio, angina e/ou

insuficiéncia cardiaca;

Achados eletrocardiograficos nio recomendados a critério do investigador para

participacdo no estudo.

Os resultados dos exames laboratoriais complementares estio fora dos valores
considerados normais, a menos que sejam considerados clinicamente irrelevantes pelo

investigador.
Voluntério € fumante.
O voluntario ingere mais do que 5 xicaras de café ou cha por dia

Tem histéria de abuso de alcool ou drogas;

72



Fez uso de medicacdo regular dentro das 2 semanas que antecederam o inicio do
tratamento e a data de avaliacdo, ou fez uso de qualquer medicacio dentro de uma semana,
excetuando-se anticoncepcionais por via oral ou os casos em que, com base na meia-vida

do farmaco e/ou metabdlitos ativos, possa ser assumida a completa eliminacao;

Foi internado por qualquer motivo até 8 semanas antes do inicio do primeiro periodo de

tratamento deste estudo;

Tratamento dentro dos 3 meses prévios ao estudo com qualquer droga conhecida de ter um

potencial toxico bem definido nos grandes 6rgéos.

O voluntdrio participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer droga

experimental dentro dos trés meses que antecedem o inicio deste estudo;

O voluntdrio doou ou perdeu 450 mL ou mais de sangue dentre dos trés meses que
antecederam ao estudo ou que doou mais de 1500 mL dentro dos 12 meses precedendo o

estudo.
Teste positivo de gravidez.

O voluntério tem qualquer condicdo que o impede de participar do estudo pelo julgamento

do investigador

4.1.1.3 Critérios de Retirada do Voluntario

Os seguintes critérios foram seguidos para a exclusdao do voluntdrio no estudo:

Voluntério ndo deseja continuar no estudo por razdes pessoais ou mesmo sem razao;
Voluntério ndo deseja continuar no estudo devido os eventos adversos da droga de estudo;
Voluntirio ndo deseja continuar por razdes outras que nao efeitos adversos por exemplo:

indisponibilidade, intolerncia aos procedimentos do estudo.
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e Naio aderéncia as exigéncias estabelecidas,

¢ Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade

¢ Doenga intercorrente requerendo medicacéo.

e Resposta positiva a reavaliagdo de qualquer um dos critérios de exclusdo, no momento da

admissao ao primeiro periodo de tratamento ou em ocasido subseqiiente.

¢ Qualquer outra condi¢do que, a juizo do investigador, seja do interesse para manutencio

da saude do voluntario.

e Todos os detalhes e razdes da retirada do voluntario do estudo serd anotada na parte do

CREF destinada (Secdo de Término do Estudo) e relatada aos monitores.

4.1.2 Dieta

A fim de manter a padronizacdo dos grupos de tratamento, a dieta (alimentos e liquidos)
oferecida obedeceu o mesmo padrdo para todos os voluntirios (ANEXO 5). Todos os alimentos e

bebidas servidos foram ingeridos por completo.

A medicacio foi administrada com 200mL de 4gua mineral sem gas.

4.1.2.1 Jejum

Os voluntdrios permaneceram em jejum desde 8 horas antes da administracdo da medicacio

até 2 horas ap6s a ingestdo da medicacao.
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Os voluntarios nao poderdo tomar liquidos desde 2 horas pré-administracdo da medicacgio e

até 2 horas ap6s a ingestdo da medicag@o, exceto nas ocasides especificamente programadas.

4.1.3 Aspectos Eticos

O protocolo clinico e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp (ANEXO 4). O estudo foi conduzido de
acordo com a Declaracdo de Helsinki (1964) e as revisdes de Téquio (1975), Venice (1983),

Hong Kong (1989), Somerset West (1996) e Edinburgo (2000).

4.1.4 Planejamento da Pesquisa

4.1.4.1 Dados do Medicamento

Formulacdo Teste: Maleato de dexclorfeniramina + betametasona (2mg/0.25mg)

comprimido da EMS Inditria Farmaucéutica Ltda.

Formulagdo Referéncia: Celestamine® comprimidos de Maleato de dexclorfeniramina

+ betametasona (2mg/0.25mg) da Schering Plough.

4.1.4.2 Desenho do Estudo

O total de 26 voluntarios sadios foram selecionados sendo 13 voluntarios do sexo masculino

e 13 do sexo feminino.
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Estudo foi aberto, randomizado, cruzado, com 2 tratamentos, 2 periodos (2 seqiiéncias), nos
quais os voluntdrios receberam, em cada periodo distinto, a formulacio teste ou a formulacio

referéncia.

Foram coletadas amostras de sangue de voluntdrios sadios, antes da administragdo da
formulag@o. O plasma foi obtido por centrifugacdo do sangue tratado com o anticoagulante

heparina sodica.

As formulacdes foram administradas em dose tnica por via oral seguidos de coletas de
sangue até 72 horas apdés a dose conforme tabela 8. Os periodos de tratamento obedeceu um
intervalo minimo de 7 meias-vidas entre eles (wash-out). Considerando-se que a meia vida é de
cerca de 12 horas para betametasona, planejou-se um intervalo minimo de 14 dias entre as

internacgoes.

Os voluntarios foram randomicamente designados a uma das seguintes seqii€ncias de
tratamento. Foi considerado previamente o balanceamento dos voluntirios em fun¢do do sexo

(ANEXO 6).

Tabela 8. Tempos de coletas.

Amostra Imediatamente antes (dentro de 1 hora) da administra¢do da

Pré-administragio medicacio

Amostras 0:20h, 0:40h, 1:00h, 1:20h, 1:40h, 2:00h, 2:20h, 2:40h, 3:00
) .. ~ h, 3:20h, 3:40h, 4:00h, 4:30h, 5h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h, 12h,

pos administragdo 14h, 16h, 18h, 24h, 48h e 72 horas apés a administracio

As amostras coletadas foram identificadas com a numeracéo do estudo, voluntario (c6digo de

identificac@o), periodo e horario de coleta.

O desenho do estudo foi baseado em dados obtidos do estudo realizado GDN132-03

sendo que foram recrutados 26 voluntarios sadios. (ANEXO 7).
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4.2 Etapa Analitica

4.2.1 Condicoes Gerais do método

4.2.1.1 Analito e Padrao Interno

betametasona cloranfenicol (Padrao Interno)
o i
he
H CH
1.1.1.1
|
o
Figura 7. Estrutura Molecular da betametasona Figura 8. Estrutura Molecular do cloranfenicol
Férmula Molecular:Cy;,Hy9FOs Foérmula Molecular: C;1H;>C;,N,05
Peso Molecular: 392,4611 Peso Molecular: 323,1294
Massa Nominal: 392 Da Massa Nominal: 322 Da

Apesar do cloranfenicol ndo estar quimicamente relacionado com a betametasona, sua
escolha como padrio interno foi devido ao tempo de retencdo similar (1.2min para
betametasona e 1.1min para cloranfenicol) semelhanga do fator de resposta e recuperagdo do

método.
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4.2.1.2 Fonte de Fotoionizacao a pressao atmosférica (APPI)

Na fragmentacdo da betametasona, em modo negativo, foi observado que houve a
formacao do fon molecular [M-H-CH20O]™ de m/z 361 (Figura 10), com intensidade dez vezes
maior que o fon molecular desprotonado [M-H]™ de m/z 391 (Figura 9). A formacgao do ion
[M-H-CH20O]~ provavelmente ocorreu na fonte pela perda do formaldeido (CH,O),
envolvendo a clivagem do carbono C20 e C21 demonstrado na Figura 11. Esta clivagem foi
observada anteriormente pela dissociacdo da colisdo-induzida do ion [M + acetato]” em Fonte
de Electrospray (ESI), acoplado a espectrometria de massas (Antignac et al, 2000).

A transicdo mais intensa foi m/z 361— m/z 307, que provavelmente ocorreu pela perda

de um grupo metil, HF e uma molécula de 4gua como também é demonstrado na Figura 11.

W 52 (361.391CE (50026 MCA scans from Sampla 1 (Tu Max. 2265 ops
2 %e5 e
2,085 |
1,885
1,685
1,4e5-
1,2e5.

1,054
8,084
6,084
4,084 110,

X =g 3472
| - 237 B
2,084 i 2230 f254 5 B L
{ 806 1 42 3., 46 g4 A2 =
| p g || TRk, g _..11__.4_333__
o 150 250 300 350

100 200

Figura 9. Espectro de massa do fon produto da betametasona
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W 22 (361.09) OF (-50): 26 MCA Scan from Sample 1 (Tu.. Meo:. 2,066 cpe.

2,066+ H

1,8861
1,686
1,408 1
1,2661
1,066
B,0&5] WD
B,0e5 |
4,085 2774,

2,0e5]
210 1480 17EQ1HA0
Jeaz 1% 121

60 80100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320340 260
B) miz, amu

MT0., 2048

Figura 10. Espectro de massa do fon produto da betametasona — CH,O-H

HO

m/z 361
m/z 391
-2 (H,0) -H - CH,
g
HF ! HF
miz 326, —w-—————— m/z 345 e — w2 326-
-H,O0

“CH, -CH,
M2 D77 s ([ 000 g miz 307

Figura 11. Caminhos propostos da fragmentacdo de massa da betametasona

Na fragmentacdo do cloranfenicol, observou-se que o fon molecular desprotonado [M-

H] foi o pico base no espectrometro de massas (Figura 12). A transicdo mais intensa foi m/z

79



321— m/z 152, que provavelmente ocorreu pela clivagem da ligacdo carbono-carbono no

ramo alquila como € demonstrado na Figura Fig. 13.
Semelhante fragmentacdo do cloranfenicol foi anteriormente reportada através da

andlise pela técnica de eletrospray em modo negativo (Mottier et al., 2003).

Dados na literatura mostram que em andlises de residuos de cloranfenicol em alimentos
em LC-MS com a utilizacdo da Ionizacdo Quimica a pressdo atmosférica (APCI) em modo
negativo, o grupo funcional de cloranfenicol captura elétrons gerados da descarga corona e
perde proétons, tornando-se negativo devido sua alta afinidade eletrdnica (Takino et al., 2003).
Como também foi relatado um mecanismo similar, pela utilizacdo da técnica de
fotoionizacdo, onde o ion molecular reage com o ion da fase mével, o que leva a formacao do

ion molecular [M-H]™ (Takino et al., 2003).

W -MS52 [320085) CE (-500): 26 MCA scans Irom sample 1 (Tu Max. 2,666 cps

2.396 S208,
2.6e8
2.4e6
2 486
2,026
1,826
1,68
1,486
1,286
1,086
B,0e5
6,085 12,0
4,085
2,0e5

2570

| ; 17g0 1940
#8820 240D
WASO 1040 tddp | | 80 2489 miozs

B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
M2, amu

Figura 12. Espectro de massa do fon produto do Cloranfenicol
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Figura 13. Caminhos propostos da fragmentag¢do de massa do cloranfenicol

Devido a alta intensidade da transicdo m/z 361—307 (betametasona) e m/z 321—152
(cloranfenicol) e ndo detectar interferéncia em amostras branco de plasma humano essas

transi¢des foram escolhidas para o método.

4.2.1.3 Condicoes do Espectrometro de Massas

O espectrometro de massas utilizado foi o API3000, equipado com uma fonte de

fotoionizacdo a pressio atmosférica (APPI), operando em modo negativo (ESP). A temperatura do

bloco da fonte foi programada para 400°C, o nitrogénio foi utilizado como gés de colisdo e o

tolueno como dopante com fluxo de 10uL/min através da bomba de infusdo. Os dados foram

adquiridos pelo Sotware Analyst 1.3.4 (Applied Biosystems).

4.2.1.4 Condicoes Cromatograficas

As condicdes cromatograficas usadas durante as andlises sdo listadas na Tabela 9:
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Tabela 9. Condig¢des cromatograficas do método.

Parametros Descricao
Fase Mével Acetonitn'la/Agua (8(2/2.0; v/v) 20mM Acetato de
Ambnio
Coluna Analitica 10cm x 2.1mm GENESIS C18 120A 4um
Pré Coluna C18
Temperatura da Auto injetor 8°C
Fluxo 0.350 mL/min
Pressao 120 Bar
Temperatura da Coluna Temperatura Ambiente
Volume de Injecdo 40uL
Tempo total de corrida 2.5 min

Sob essas condigdes, o tempo de retencdo observado para o analito betametasona foi de 1,2

min e para o padrio interno cloranfenicol e 1,1 min.

4.2.1.5 Extracao das amostras

O protocolo experimental para a extracdo das amostras foi seguido conforme a Figura 14.

| 500 uL de plasma |

| 50 uL de padréo interno (10 pg/mL) |

Homogeneizar por 10 seg.

4 mL de solvente de extragao
(éter/hexano; 80/20)

Homogeneizar por 40 seg.

| Congelar amostras por 15min -80°C |

[ L
Fase aquosa Fase organica
Descarte | |Secar amostras sob fluxo N2 a 40 oC

Reconstituir as amostras
com 200 pL de Acetonitrila/agua
(50/50)

Figura 14. Método para extracdo das amostras
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4.2.1.6 Preparo das Solucoes Padriao

Todas as solugdes preparadas foram preparadas em tubos de polipropileno rotulados
adequadamente para serem armazenados a + 4°C na geladeira utilizando acetonitrila/dgua

(50/50) como diluente.

4.2.1.6.1 Solucao Padrao de betametasona

Foi pesado uma quantidade apropriada de betametasona em tubo de prolipropileno e diluido

em solucdo de acetonitrila/dgua (50/50), para a obtencdo das solugdes de concentragdo 1000

ug/mL.

4.2.1.6.2 Solucao Padriao Interno cloranfenicol

Foi pesado uma quantidade apropriada de cloranfenicol dentro de tubo de prolipropileno e

diluido em uma solucdo de acetonitrila/dgua (50/50), para a obtencdo das solugdes de concentragdo

1000 ug/mL .

4.2.1.7 Preparo das solucoes de Trabalho

As solugdes de trabalho foram obtidas por diluigdes da solu¢do de betametasona em

acetonitrila/dgua (50/50), para a constru¢io dos pontos da curva de calibrag@o.
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4.2.1.7.1 Solugoes de Trabalho de betametasona para curva analitica

As solugdes que foram utilizadas para preparacdo da curva analitica em plasma estio descritas

na Tabela 10.

Tabela 10. Preparo das solu¢des dos padrdes da curva de calibragdo.

Fonte da Solucao Mae:

ConcF?:]giagao ad\j,((:)il(l)lrrlzgo Concentragdo VOlume(::L]))ﬂ“e“te Vgil::lle E?:l(;;ggs
(ng/mL) (inmL) (ng/mL) (mL)

100000 1.00 1000000 9.00 10 10.00
10000 1.00 100000 9.00 10 10.00
5000 2.50 10000 2.50 5 2.00
2000 1.00 10000 4.00 5 5.00
1000 1.00 10000 9.00 10 10.00

500 1.00 5000 9.00 10 10.00
200 1.00 2000 9.00 10 10.00
100 1.00 1000 9.00 10 10.00
50 1.00 500 9.00 10 10.00
20 1.00 200 9.00 10 10.00
10 1.00 100 9.00 10 10.00
5 1.00 50 9.00 10 10.00
2 1.00 20 9.00 10 10.00
1 1.00 10 9.00 10 10.00
0.5 1.00 5 9.00 10 10.00

4.2.1.7.2 Solucoes de Trabalho de betametasona para controles de qualidade

As solugdes que foram utilizadas para preparagido dos controles de qualidade em plasma estdao

descritas na Tabela 11.
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Tabela 11. Preparo das solugdes dos controles de qualidade.

- Fonte da Solucio Mae:
Concentracao Volume do diluente Volume ¥ d
final Volume Concentragio (L) final d?]to'r de
e uicio
ns/ml. adicionado mL

(ng/mL) (inmL) (ng/mL) (mL)

10000 1.00 100000 9.00 10 10.0

1000 1.00 10000 9.00 10 10.0

400 4.00 1000 6.00 10 2.5

150 1.50 400 2.50 4 2.7

40 1.00 400 9.00 10 10.0

15 1.00 150 9.00 10 10.0

1.5 1.00 15 9.00 10 10.0

4.2.1.7.3 Solugoes de Trabalho do padrao interno
O preparo da solucdo do padrio interno esta descrito na Tabela 12.
Tabela 12. Preparo da solu¢do do padrdo interno.
Concentragiio Fonte da Solucao Mae: Vel o diltent Volume
final Volume c raci olume do diuente final Fé.lt().l' :1e
adicionado Oncerrln]a:gao (mL) (mL) diluicao
ng/mL

(ng/mL) (inmL) (ng/mL)

100000.00 1.0 1000000 9.0 10 10
10000.00 1.0 100000 9.0 10 10
1000.00 1.0 10000 9.0 10 10

100.00 1.0 1000 9.0 10 10
10.00 0.4 1000 39.6 40 100

4.2.1.7.4 Preparo da curva de calibracdo em plasma

A curva de calibracio consistiu de uma amostra branco (matriz processada sem o padrdo

interno), uma amostra zero (matriz processada com o padrdo interno) e 8 padrdes em plasma a

serem quantificados.

Os padrdes de calibracdo foram preparados pela contaminagdo do plasma humano com as

solugdes de trabalho descrito na Tabela 10. As andlises foram executadas em duplicata para cada

uma das concentragdes conforme Tabela 13.
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Tabela 13. Preparo da curva analitica em plasma.

Concentragdo Solugdo de Trabalho Volumede  Volume Total
Analito no Plasma Volume Concentragio Elgsma (mL)
(ng/mL) adicionado (ng/mL) Adl((;;(;il)ado
(in mL)

Betametasona 0.05 0.05 0.5 0.45 0.50
Betametasona 0.10 0.05 1 0.45 0.50
Betametasona 0.20 0.05 2 0.45 0.50
Betametasona 1 0.05 10 0.45 0.50
Betametasona 5 0.05 50 0.45 0.50
Betametasona 10 0.05 100 0.45 0.50
Betametasona 20 0.05 200 0.45 0.50
Betametasona 50 0.05 500 0.45 0.50
Padrdo Zero B - - - -
Padrao Branco B - - - -

4.2.1.7.5 Preparo dos controles de qualidade em plasma

As amostras dos controles de qualidade foram preparadas com o objetivo de monitorar a
precisdo e exatiddo do método de quantificagdo.

As amostras do controle de qualidade e do limite inferior de quantificacdo foram
preparadas adicionando as solugdes trabalho do analito a ser quantificado ao plasma humano

conforme Tabela 14.

Tabela 14. Preparo dos controles de qualidade em plasma.

Controle de Concentrago ~egoce T Vglllalllsrrlﬁade Volume Total
Qualidade Analito n?ﬂ‘;szm)a _qomume - Concentragho  Agicionado (mL)
(mL) (ng/mL) (mL)
Alto (C) Betametasona 40 0.50 400 4.5 5
Médio (B) Betametasona 4 0.50 40 4.5 5
Baixo (A) Betametasona 0.15 0.50 1.5 4.5 5
LIQ Betametasona 0.05 0.50 0.5 4.5 5
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4.2.2 Validacao do método analitico

Os estudos foram conduzidos de acordo com a Resolucdo n°® 899 de 29 de Maio de
2003. Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitiria (ANVISA). Os testes foram realizados para demonstrar que o método
analitico proposto € adequado e confidvel.

A validacdo do método consistiu de um pré estudo que avaliou os pardmetros como
sensibilidade, especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo e reprodutibilidade; defini¢dao
dos pardmetros do estudo tais como limite de quantificacdo, concentragdo dos padrdes da

curva de calibracdo e dos controles de qualidade; determinagdo da estabilidade do analito.

4.2.2.1 Especificidade/Seletividade

A especificidade avalia habilidade do método bioanalitico de medir e diferenciar o
analito de componentes que possam estar presentes na amostra, tais como metabdlitos,
impurezas, compostos de degradag¢do ou componentes da matriz.

Para a realizacdo da especificidade, foram testadas amostras de plasma humano normal,
lip€mico e hemolizado. Cada amostra foi testada utilizando os procedimentos de extracdo e
condi¢des cromatogréficas propostas e comparada com aquela obtida com uma solugdo do
analito na concentracdo do limite inferior de quantificacéo.

As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco e do padrdo interno

devem ser inferiores, respectivamente, a 20% e 5% da resposta na concentragdo utilizada.
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4.2.2.2 Validacao da Curva de Calibracao/Linearidade

Para determinar a curva de calibragdo, oito padrdes ndo zero foram preparados. As
concentragdes dos padrdes foram definidas em testes preliminares, incluindo a primeira
quantificagdo de amostras, levando-se em consideracdo a sensibilidade do método e a faixa
prevista das concentragdes das amostras a serem determinadas.

Os parametros envolvidos assim como os critérios para determinar a valida¢do da curva

de calibragéo estdo mencionados a seguir:

4.2.2.3 Determinacao do Limite Inferior de Quantificacao

O limite inferior de quantificacdo foi definido levando em conta o método de
sensibilidade, precisdo e exatiddo. Para avaliar a precisao e exatiddo, amostras dos CQ foram

incluidas no procedimento de validagdo.

Os seguintes critérios foram estabelecidos para a determinagdo do LIQ:
e Nao apresentar interferéncia na amostra branco no tempo retenc¢éo do analito,
ou a resposta para o LIQ deve ser 7 vezes maior que qualquer interferéncia na amostra
branco no mesmo tempo de retengdo.
e Resposta do pico do analito identificivel e reprodutivel, com precisdo de 20%
calculada quando ambos os padrdes em duplicata forem aprovados, e exatiddao entre

80% - 120% em relagdo a concentragdo nominal do padrio.
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4.2.2.4 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados obtidos sio
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (Brasil, 2003b).

A linearidade foi determinada para avaliar a performance do método. A regressado linear
de 1/x2 foi executada na razdo drea do pico de betametasona e cloranfenicol versus as
concentragcdes de betametasona de 8 padrdes de plasma (0,05; 0,1; 0,2; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e

50,0 ng/mL) em duplicata para gerar a curva de calibragdo.

A linearidade da curva de calibracdo foi avaliada dentro dos seguintes critérios:
e Desvio menor ou igual a 20% da concentra¢do nominal do LIQ, para pelo menos uma
das duplicatas;
e Desvio menor ou igual a 15% em relagdo a outros padrdes para pelo menos uma das
duplicatas;
¢ Pelo menos 75% dos padrdes de cada concentragdo nominal obedecer aos critérios
descritos acima;

e Apresentar um coeficiente de correlacio igual ou maior que 0,98.

4.2.2.5 Precisao e Exatidao

Para avaliar a precisdo e exatiddo, quatro concentracdes distintas (CQA, CQB, CQC e

LIQ) foram avaliadas usando oito amostras de cada concentra¢do. A precisdo e exatiddo

foram determinadas dentro de um mesmo dia de ensaio (precisdo e exatiddo intra-corrida), e

entre diferentes dias (precisao e exatidao inter-corrida).
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4.2.2.5.1 Determinacio das Concentracoes dos Controles de Qualidade (CQ) e Limite

inferior de Quantificacao (LIQ)

Os controles de qualidade foram definidos baseados nos critérios apresentados na tabela
15, e ajustados nos teste subseqiientes e na quantificagdo das amostras levando em

consideracdo a variag@o dos valores analiticos.

Tabela 15. Defini¢des para determinacdo dos controles de qualidades.

Valor definido
Tipo do Controle de
Nomenclatura Definicoes (Concentracao final no
Qualidade
plasma)
Limite Inferior de Mesma concentragdo do
LIQ 0.05ng/mL
Quantificacdo LIQ
Controle de qualidade de
baixa concentragio. CQA Menor ou igual 3 x LIQ 0.15ng/mL
Controle de qualidade de Valor intermedidrio entre
CQB 4.0ng/mL
média concentragio. CQA e CQC
75 a 90% da maior
Controle de qualidade de
CQC concentragdo da curva de 40.0ng/mL
alta concentracao.
calibragdo

4.2.2.5.2 Precisao e Exatidao Intra-corrida

A validacdo da precisdo e exatiddo intra-corrida foi conduzida usando um ensaio
contendo as seguintes amostras:
¢ Uma curva de calibragcdo contendo os padrdes para Betametasona;
e Qito amostras de CQ e LIQ de cada uma das concentragdes;
e As amostras do CQ e LIQ foram preparadas de diferentes solucdes “mae” das

® amostras padrdes.
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Os seguintes critérios foram estabelecidos para a determinacio precisdo e exatiddo
intra-corrida:
¢ Precisdo: para cada nivel de concentragdo o CV nido deve exceder 15%, com
tolerancia de 20% para o LIQ.
e Exatidao: valores médios de cada uma das concentragdes CQA, CQB e CQC

devem estar dentro de 15% do valor nominal, com tolerancia de 20% para o LIQ.

4.2.2.5.3 Precisao e Exatidao Inter-corrida

A validacdo da precisio e exatiddo inter-corrida foi conduzida usando trés ensaios, cada
um preparado com plasma humano coletado de fontes diferentes.

As mesmas condi¢des de preparacdo das amostras definidas para a validagéo intra-
corrida foram seguidas.

Os critérios estabelecidos para a determinago da precisdo e exatiddo inter-corrida foram

os mesmos adotados para a validagdo intra-corrida.

4.2.2.6 Recuperacao

A eficiéncia da extragdo do método analitico foi assegurada usando uma lista especifica

contendo as seguintes amostras:

e (Cinco amostras do CQ de cada concentracao (CQA, CQB e CQC), obtidos pelo
processo de extracdo usual;
¢ Pelo menos trés amostras de cada uma das concentracdes mencionadas

acima, obtidas por dilui¢do das soluc¢des de trabalho em plasma branco extraido.
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A recuperagdo foi avaliada pelo calculo da média da resposta de cada concentracio e
comparando as dreas dos picos das amostras extraidas do plasma com as areas dos picos das
amostras ndo extraidas de concentragdo correspondente.

A comparacdo com amostras ndo extraidas, ruidos nos residuos de plasma foi realizada
para eliminar o efeito matriz, dando uma recuperagdo verdadeira.

Porcentagens de recuperacdo do analito e do padrdo interno préximo a 100% sdo
desejaveis, porém, admite-se valores menores, desde que a recuperagdo seja precisa e exata

(Brasil, 2003b).

4.2.2.7 Testes de Estabilidade

As condicdes de realizagdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais
condi¢cdes de manuseio e andlise das amostras (Brasil, 2003b).

A estabilidade do analito deve ser avaliada durante a coleta e manuseio da amostra, apds
armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duracdo (a temperatura ambiente),
apds ciclos de congelamento de descongelamento e nas condi¢gdes de analise. Deve-se incluir
também avalia¢do da estabilidade do analito nas solugdes-padrao, preparadas com solvente
apropriado em concentracdes conhecidas.

Os procedimentos de estabilidade realizados avaliaram a estabilidade do analito em
plasma humano sob condicdes distintas de temperatura e armazenamento, bem como a
estabilidade do analito na solucdo estoque.

Foram utilizadas as concentracdes baixa, media e alta dos controles de qualidade

incluindo o analito e o padrdo interno.
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Cinco aliquotas de cada concentracdo foram extraidas e quantificadas imediatamente
para obter os valores de referencia e outras cinco aliquotas de cada concentragdo foram

processadas para os testes desejados.

4.2.2.7.1 Estabilidade Pos-Processamento

Para avaliar a estabilidade pds-processamento, cinco aliquotas de cada tipo das amostras
foram mantidas, imediatamente apds preparacdo, na temperatura de pés-processamento

durante a analise. As amostras extraidas foram deixadas a temperatura ambiente por 24hs.

4.2.2.7.2 Estabilidade com Ciclos de Congelamento e Degelo

Para avaliar a estabilidade, ciclos de congelamento e degelo foram estabelecidos para a
estocagem das trés concentragdes distintas das amostras na temperatura de -20°C, seguido por
um degelo a temperatura ambiente. Foram utilizadas cinco amostras de CQA, CQB e CQC.

O procedimento do teste ocorreu da seguinte maneira:

Ciclo 1 - As amostras foram congeladas a -20°C e mantidas no freezer por 24 horas.
Ap6s este periodo, foram descongeladas a temperatura ambiente e retornadas ao freezer.

Ciclo 2 - As amostras permaneceram congeladas por 12 horas. Apds esse tempo, foram
novamente descongeladas a temperatura ambiente e quando totalmente liquidas, retornaram
ao freezer.

Ciclo 3 - As amostras permaneceram congeladas por 12 horas. Apds esse tempo, foram
novamente descongeladas a temperatura ambiente e quando totalmente liquidas. No ultimo
ciclo as amostras foram quantificadas junto com as amostras de referéncia preparadas a

fresco.
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4.2.2.7.3 Estabilidade de Curta Duraciao a Temperatura Ambiente

Para o teste proposto, cinco aliquotas de cada amostra de CQA, CQB e CQC foram
mantidas antes do preparo a temperatura ambiente por 8 horas, o qual excede o tempo em que
as amostras poderiam ser mantidas a temperatura ambiente depois de descongeladas até serem
analisadas. A estabilidade do analito foi comparada com a respectiva amostra recém-

preparada.

4.2.2.7.4 Estabilidade de Longa Duracao

Aliquotas de cada amostra foram inicialmente congeladas a -20°C e entdo descongeladas
para serem extraidas e quantificadas apés 28 e 40 dias. Este tempo de armazenamento é
superior ao intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a anélise da
ultima amostra dos voluntérios.

Para a verificacdo da estabilidade, utilizaram-se cinco amostras de cada controle de
qualidade CQA, CQB e CQC para 28 dias, porém para 40 dias as concentragdes de CQA,

CQB e CQC foram 1,5 ng/mL, 15 ng/mL e 150 ng/mL respectivamente.

4.2.2.7.5 Estabilidade da Solucao Estoque

Para avaliar a estabilidade da solucdo padrdo, as solu¢des de cada analito e dos padrdes

internos foram preparadas a fresco e comparadas com as mesmas solugdes anteriormente

avaliadas apods 22 dias da preparagdo.
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4.2.2.8 Teste de supressao ionica

A supressao do sinal do espectrdmetro de massa pode ser causada por contaminagcdo, como
sais, proteinas, aminoacido que sdo introduzidos juntamente com a fase mével no espectrdmetro de
massas, assim, o desenvolvimento de um método de uma extracdo nao especifica pode causar a

supressao i0Onica que ird interferir na anélise da amostra.

Para avaliar a supressdo i0nica no sinal do espectrdmetro de massas uma amostra branca
processada foi injetada no sistema da CLAE enquanto que uma solucio concentrada de 1 pg/mL

do analito foi introduzida através da bomba de infusdo diretamente na fonte de ionizagdo (Figura

15)

Liquid chromatograph
Mass spectrometer

j—
1[N

Infusion pump

Figura 15. Sistema para realizagfo do teste de supressdo i0nica.

4.3 Etapa Estatistica

4.3.1 Analise Farmacocinética e Estatistica

A taxa de eliminacdo constante (ke) foi estimada por regressdo linear dos pontos
descrevendo a fase de eliminacdo em uma curva logaritimica-linear. O tempo de meia vida

(t¥2) foi derivado desta taxa constante (tY2= In(2)/ke).
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A bioequivaléncia entre as duas formulacdes foi avaliada pelo cdlculo individual da
razdo teste/referéncia para o pico da concentracdo maxima (Cmax), drea sob a curva (ASC)
da concentragcdo plasmdtica até a ultima concentracdo observada (ASCj), € a drea sob a
curva entre a primeira amostra (pré-dosagem) e infinito (ASCy.inf). A concentracio méaxima e
o tempo empregado para alcangar esta concentracdo (Ty.x) foram obtidos diretamente das
curvas. As dreas sob as curvas da concentragcdo de plasma de betametasona versus o tempo de
zero até a udltima concentragdo detectada (ASCi,) foram calculadas pela aplicagdo de uma
equacdo linear trapezdide. A extrapolacdo destas dreas ao infinito (ASCy.yr) foi feita pela
adicdo do valor Cpy/ke para a ASCjy calculada (onde Cpy € a ultima concentracio
quantificada).

Os dados da ASC e Cmax para as duas formulagdes foram analisados pelo ANOVA
para estabelecer se o intervalo de confianga (IC) de 90% da razdo estava dentro do intervalo
de 80 — 125% indicando bioequivaléncia como proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (Brasil, 2003c). Anélises paramétricas e ndo-paramétricas das médias aritméticas e
diferencas individuais de Tmax entre as formulacdes teste e referéncia foram também
executadas. O programa usado inclui o WinNonLin Professional Network Edition (Scientific

Consulting, v. 1.5), Microsoft Excel (v. 7.0) e GraphPad Prism (v. 3.02).
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5 RESULTADOS



5.1 Especificidade/Seletividade

Nao foram encontradas interferéncias significativas no mesmo tempo de reten¢io do analito
ou do padrio interno, como metabdlitos, compostos de degradacdo, como demonstrado nos

cromatogramas das Figuras 16, 17 e 18.

Figura 16. Corrida analitica com plasma lipémico.
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Figura 17. Corrida analitica com plasma hemolizado

Figura 18. Corrida analitica com plasma normal

.Nas Figuras 19, 20, 21, 22 e 23 sdo mostrados cromatogramas tipicos do zero, LIQ,

CQA, CQB ¢ CQC.
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B

Figura 19. Cromatograma tipico do zero (plasma branco + padrio interno)

L

Figura 20. Cromatograma tipico do Limite inferior de quantificacdo. (LIQ)
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o

Figura 21. Cromatograma tipico do controle de qualidade baixo (CQA).

Figura 22. Cromatograma tipico do controle de qualidade médio (CQB).
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Figura 23. Cromatograma tipico do controle de qualidade alto (CQC).

5.2 Linearidade

O método de regressiao que descreve a curva de calibracdo de betametasona foi linear com
peso 1/x*. Trés curvas de calibracdo, preparadas independentemente de diferentes solugdes

padroes, foram avaliadas.

Dados da média das trés curvas de calibrag@o foram apresentados na Tabela 16 e sua tipica

curva de regressao linear na Figura 24.

103



Tabela 16. Média das trés curvas das validacdes.

Concentragdo quantificada

Coﬁgfrﬁzzfao (ng/mL) Média Exatiddo CV  Concentrag@o
(ng/mL) Identificacdo da corrida (ng/mL) (%) (%) Aprovada?
1404VA04 1404VA05 1404VA06
0.047 0.0506 0.0584 0.0520 104.0 11.2 .
0.05 Sim
0.0501 0.0472 0.0405 0.0459 91.9 10.7
0.0996 0.0983 0.0986 0.0988 98.8 0.7 .
0.10 Sim
0.114 0.107 0.107 0.1093 109.3 3.7
0.20 0.184 0.19 0.187 0.1870 93.5 1.6 Sim
0.214 0.223 0.213 0.2167 108.3 2.5
0.932 0.995 0.969 0.9653 96.5 33 .
1.00 Sim
0.982 0.967 0.963 0.9707 97.1 1.0
500 4.69 4.74 4.83 4.7533 95.1 1.5 Sim
5.02 5.09 4.98 5.0300 100.6 1.1
10.00 9.61 9.49 9.2 9.4333 94.3 2.2 Sim
9.95 9.62 10.5 10.0233 100.2 4.4
20.00 19.7 19.1 19.5 19.4333 97.2 1.6 Sim
20.7 21.7 22.2 21.5333 107.7 3.5
50.0 50.6 58.8 75.1 61.5000 123.0 20.3 Sim
55 52.1 51.3 52.8000 105.6 3.7
Coeficiente de ¢ 9999 0.9969 0.9890 0.9961 -
Correlagido
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1404LISTO2.rdb (Betamethasone): "Linear" Regression ("1 / (x * x)" weighting): y = 0,961 x + -0,00167 (r = 0,9991)

50
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44 |
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40

381
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30+
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26+

24+

224

20+
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Analyte Conc. /IS Conc.

Figura 24. Tipica curva do método de regressao linear.
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5.3 Precisdo e exatiddo intra e inter-corrida

5.3.1 Limite inferior de Quantificacio (LIQ)

O menor padrdo 0.05 ng/mL provou ser o menor limite de quantificacdo (LIQ) do método ,

dentro dos valores estabelecidos precisao e exatiddo ilustrado na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados de precis@o e exatiddo intra e inter-corridas para LIQ.

Identifica¢do da Amostra LIQ
Identificagdo da Corrida 1404VA04 1404VA05 1404VA06
0.0421 0.0484 0.0556
0.0533 0.0501 0.0545
0.0500 0.0488 0.0477
Concentragio quantificada (ng/mL) 0.0446 0.0468 0.0454
0.0426 0.0526 0.0446
0.0420 0.0428 0.0517
0.0116* 0.0472 0.0373
0.0293 0.0501 0.0541
Média Intra-Corrida (ng/mL) 0.0434 0.0484 0.0489
Precisao Intra-Corrida (CV%) 17.5 6.0 12.9
Exatiddo Intra-Corrida (%) 86.8 96.7 97.7
Média Inter-Corrida (ng/mL) 0.0469
Precisdo Inter-Corrida (CV%) 13.0
Exatiddo Inter-Corrida (%) 93.8
*Valor excluido

5.3.2 Controles de Qualidade (CQ)

Os controles de qualidade CQA, CQB e CQC apresentaram resultados dentro dos valores

estabelecidos para precisao e exatiddo ilustrado na Tabela 18.
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Tabela 18. Resultados de precisdo e exatiddo intra e inter-corridas para controles de qualidade.

Identificacdo da Amostra CQA CQB CcQC

1404 1404 1404 1404 1404 1404 1404 1404 1404

Identificagdo da Corrida
VAO4 VAO5 VAO06 VA04 VA0S VAO06 VA04 VA0S VAO06

0137 0135 0.143 338 316 339 396 344 331

0137 0.143 0.143 387 345 364 445 379 366

0.143  0.141 0151 382 322 384 301 392 360

Concentragio Quantificada 66 130 0137 406 322 389 394 417 415
(ng/mL) 0.147 0136 0.129 386 3.62 344 412 359 459

0.108 0.197% 0.144 298 354 35 397 371 363

0.146 0.135 0.146 386 360 441 386 351 394

0.141 0.109 0.141 382 398 349 378 342 493

Média Intra-Corrida (ng/mL) ~ 0.141  0.133  0.142 371 3.47 3.7 40.0 36.9 39.8

Precisdo Intra-Corrida (CV%) 114 8.5 4.6 9.5 7.9 9.2 5.2 7.0 13.9

Exatiddo Intra-Corrida (%) 93.8 88.7 94.5 927 868 925 1000 923 994

Média Inter-Corrida (ng/mL) 0.138 3.63 38.9

Precisdo Inter-Corrida (CV%) 8.7 9.0 9.8

Exatiddo Inter-Corrida (%) 92.3 90.7 97.2
*Valor excluido

5.4 Recuperagao

Os resultados para o analito betametasona e o padrio interno cloranfenicol, mostraram
uma recuperacdo proxima de 100% nas trés diferentes concentragdes como indicado na
Tabela 19 e 20. Estes resultados estiveram de acordo com os pardmetros de consisténcia e

reprodutibilidade, e foram considerados adequados para o método.

107



Tabela 19. Resultados da recuperagdo média para betametasona.

Analito: betametasona

Amostras
- Amostras Recuperagio Média da
Tipo de ) nao _ CvV
Tipo Plasma Processadas Individual Recuperacio
Conc. processadas (%)
(ng/mL) (%) (%)
(ng/mL)
Pool 1 0.1698 0.1308 71.0
CQA
Pool 2 0.1712 0.1622 94.70 92.6 15.7
(Baixa)
Pool 3 0.1482 0.157 105.90
Pool 1 3.820 3.956 103.60
Pool 2 3.744 3.870 103.40
CQB
Pool 3 4.058 4.082 100.60 9.8 7.6
(Média) )
Hemolizado 3.096 3.246 104.80
Lip&mico 4.446 3.848 86.50
Pool 1 44.58 39.20 87.90
CQC
Pool 2 40.04 45.36 113.30 97.2 14.4
(Alta)
Pool 3 42.12 38.10 90.50
Tabela 20. Resultados da recuperacdo média para cloranfenicol.
Analito: cloranfenicol
Amostras
- Amostras Recuperacio Média da
Tipo de ) nao .. 5 cv
Tipo Plasma Processadas Individual Recuperacio
Conc. processadas (%)
(ng/mL) (%) (%)
(ng/mL)
Pool 1 0.1416 0.1424 100.6
CQA 102.2 21
Pool 2 0.1382 0.1446 104.6
(Baixa)
Pool 3 0.1438 0.146 101.5
Pool 1 3.934 3.8 96.6
Pool 2 4.092 391 95.6
CQB 94.9 1.3
Pool 3 4.112 3.876 94.3
(Média) )
Hemolizado 4.33 4.108 94.9
Lip&mico 4.348 4.056 93.3
Pool 1 41.68 39.54 94.9
CQC
Pool 2 0.1416 0.1424 100.6 95.8 22
(Alta)
Pool 3 0.1382 0.1446 104.6
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5.5 Estabilidade

5.5.1 Estabilidade p6s-processamento

Os resultados obtidos no teste de pds-processamento indicam que amostras processadas
podem, permanecer por pelo menos 24 horas no auto-injetor. Durante esse periodo as amostras ndo

apresentou nenhum degradagdo, conforme demonstrado na Tabela 21.

Tabela 21. Estabilidade pés-processamento.

Pés-processamento betametasona (ng/mL)
Valores de Valores ap6s Valores de Valores apds Valores de Valores ap6s
Referéncia 24 horas Referéncia 24 horas Referéncia 24 horas
CQA =0,15ng/mL CQB = 4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Média 0.136 0.141 3.5 3.7 40 40
Variacdo
% ‘j 3.6 5.7 0.6

5.5.2 Estabilidade com ciclo de congelamento e degelo.

Os resultados obtidos no teste de ciclo de congelamento e degelo indicam que amostras
processadas podem, apresentar 3 ciclos de congelamento e degelo, quando estocados em
temperatura de -20°C e transferidos a temperatura ambiente. Durante esse periodo as amostras ndo

apresentaram nenhum degradacdo, conforme a Tabela 22.

Tabela 22. Estabilidade de congelamento e degelo.

Ciclo de congelamento/degelo betametasona (ng/mL)
Valores Valores Valores Valores Valores Valores
de Referéncia  apds 3 ciclos  de Referéncia  apds 3 ciclos  de Referéncia  apds 3 ciclos
CQA =0,15ng/mL CQB =4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Média 0.150 0.129 3.6 3.6 34 35
Variagdo
% ¢ -14.6 -1.0 3.1
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5.5.3 Estabilidade de curta duraciao

Os resultados obtidos no teste de curta duragdo indicam que amostras processadas, apds

8 horas na temperatura ambiente, ndo apresentaram degradacdo significante, conforme a
Tabela 23.

Tabela 23. Estabilidade de curta duragdo

Teste Curta Duragado betametasona (ng/mL)
Valores de ~ Valores ap6s Valores de Valores apds Valores de Valores apds
Referéncia 8 horas Referéncia 8 horas Referéncia 8 horas
CQA =0,15ng/mL CQB = 4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Meédia 0.143 0.145 3.9 3.6 35 34
Variagdo
@) ¢ 1.3 7.1 -3.7

5.5.4 Estabilidade de longa duracao

Os resultados obtidos no teste de longa duragdo indicam que betametasona em plasma
humano podem ser armazenados em freezer a -20°C por pelo menos 40 dias, com nenhuma

degradacdo significativa dos analitos apds analise apresentando, portanto, estabilidade de

longa duracdo.Conforme dados apresentados na Tabela 24 e 25.

Tabela 24. Estabilidade de longa durag@o (28 dias)

Teste Longa Duracio betametasona (ng/mL)
Valores de Valores apés ~ Valores de Valores apds Valores de Valores apds
Referéncia 28 dias Referéncia 28 dias Referéncia 28 dias
CQA =0,15ng/mL CQB =4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Meédia 0.159 0.156 4.3 4.2 44 42
Variacdo
(%) -2.0 -2.6 -3.5

Tabela 25. Estabilidade de longa duragéo (40 dias)

Teste Longa Duracio betametasona (ng/mL)
Valores de  Valores apds Valores de Valores apds Valores de Valores apds
Referéncia 40 dias Referéncia 40 dias Referéncia 40 dias
CQA = 1,5ng/mL CQB = 15ng/mL CQC = 150ng/mL
Meédia 1.59 1.37 16.3 14.4 147 138
Variagdo (%) -14.2 -11.9 -6.5
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5.5.5 Estabilidade da solucao padrao

A concentragdo das solug¢des preparadas a fresco foi comparada com a concentragio das
solugdes preparadas nos tempos de estocagem correspondentes de cada analito. O teste de
estabilidade indicou que a betametasona nio apresentou degradacdo apos 22 dias quando

estocados a + 4°C. Conforme os resultados apresentados nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 26. Estabilidade da solu¢do padrdo para betametasona

Estabilidade Solugéo Padrdo betametasona (ng/mL)
Valoresde  Valores apds Valores de Valores ap6s Valores de Valores apds
Referéncia 22 dias Referéncia 22 dias Referéncia 22 dias
CQA =0,15ng/mL CQB = 4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Meédia 0.188 0.164 4.1 3.6 37 39
Variagio (%) -13.0 -13.5 3.4

Tabela 27. Estabilidade da solugéo padréo para cloranfenicol

Estabilidade Solugéo Padrao cloranfenicol (ng/mL)
Valoresde  Valores apds Valores de Valores ap6s Valores de Valores apds
Referéncia 22 dias Referéncia 22 dias Referéncia 22 dias
CQA =0,15ng/mL CQB = 4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Média 0.169 0.152 4.2 3.8 42 40
Variagdo (%) -10.3 -8.6 -5.3

5.5.6 Estabilidade da Soluciao de Trabalho

Os resultados obtidos no teste indicam que as solu¢des de trabalho podem permanecer
por pelo menos 24 horas a temperatura ambiente, com nenhuma degradacio significativa do

analito conforme dados apresentados na Tabela 28.

Tabela 28. Estabilidade da solugdo de trabalho para betametasona.

Estabilidade Solucao de Trabalho betametasona (ng/mL)
Valores de  Valores apés 24 Valores de Valores apds Valores de Valores ap6s
Referéncia horas Referéncia 24 horas Referéncia 24 horas
CQA =0,15ng/mL CQB =4,0ng/mL CQC =40,0ng/mL
Média 0.150 0.143 3.8 34 35 33
CV (%) 3.6 2.5 4.2 0.9 2.5 1.6
Variacdo -4.5 -9.6 -6.7
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5.6 Supressdo ionica

Para a metodologia aplicada no método o teste ndo apresentou supressdo significativa na

regido onde os picos foram eluidos conforme demonstrados na Figura 25.
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Figura 25. Supressdo i0nica comparada com a regido de elui¢do do analito.
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5.7 Analise Farmacocinética e estatistica

A Figura 26 apresenta a curva média das concentragdes plasmdticas de betametasona
versus tempo apds administragdo de cada uma das formulagdes. Podemos observar que os
valores correspondentes de Cmax e Tmax foram equivalentes entre as formulagdes estudadas

conforme demonstrado na Tabela 29.
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Figura 26. Perfil da concentrag@o plasmaética versus o tempo

Tabela 29. Média dos pardmetros farmacocinéticos para avaliacdo da bioequivaléncia.

Referéncia — Celestamine

Varfavel Unidade N Média SD Min Max CV%

AUCinf (ng*hr)/mL 26 25.41 6.05 14.27 37.41 23.82
AUClast (ng*hr)/mL 26 23.23 6.30 12.47 36.23 27.12
Clast ng/mL 26 0.15 0.09 0.05 0.37 59.44
Cmax ng/mL 26 2.33 0.48 1.63 3.58 20.55
Ke 1/hr 26 0.07 0.02 0.05 0.12 29.21
T1/2 hr 26 10.50 2.59 5.88 14.76 24.64
Tlast hr 26 39.06 13.91 24.00 72.27 35.60
Tmax hr 26 1.84 0.83 0.67 4.50 44.88

Teste - betametasona

Variavel Unidade N Média SD Min Max CV%

AUCinf (ng*hr)/mL 26 27.14 6.45 15.28 37.87 23.78
AUClast (ng*hr)/mL 26 24.99 6.78 13.63 37.14 27.12
Clast ng/mL 26 0.15 0.10 0.06 0.36 63.19
Cmax ng/mL 26 249 0.74 1.55 4.70 29.86
Ke 1/hr 26 0.07 0.02 0.04 0.11 27.25
T1/2 hr 26 10.61 2.77 6.13 16.05 26.12
Tlast hr 26 40.98 15.06 24.00 72.75 36.74
Tmax hr 26 1.98 0.84 1.00 4.00 42.35
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A Tabela 30 mostra os resultados da razdo da média geométrica dos parametros

farmacocinéticos para ASCo-72h, ASClast, ASCinf € Cmax.

Tabela 30. Pardmetros farmacocinéticos para avaliacdo da bioequivaléncia.

Paramentro Razdo T/R IC 90%
ASCo.1 107,07% 102,15% - 112,23%
ASCag 107,61% 101,62% — 113,95%
ASCo.int 106,93% 102,08% — 112,00%

Crnix 105,06% 96,56% — 114,31%
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6 DISCUSSAO
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O desenvolvimento e validacdo de metodologias para quantificacdes de farmacos em
matrizes biolégicas ¢ uma ferramenta de grande importancia para estudos de bioequivaléncia
e conseqiientemente o controle de qualidade dos medicamentos disponiveis. A validagdo de
um método bioanalitico deve garantir que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Portanto, deve apresentar precisio,
exatiddo, linearidade, limite de deteccio e limite de quantificacdo, especificidade,
reprodutibilidade, estabilidade recuperacio adequadas a andlise (Brasil, 2003a).

Sendo assim a escolha da técnica de ionizagdo para o desenvolvimento de um
determinado método analitico € de grande importdncia e deve ser adequada ao tipo de
farmaco a ser analisado, devido as suas caracteristicas quimicas. Logicamente, quando se
considera a detecgc@o através de espectrometria de massas, a eficiéncia de ionizagdo estd
diretamente ligada na sensibilidade de um determinado método analitico, j& que a detecgdo é
proporcional a quantidade de fons que atingem o detector.

Introduzida em 2000 por Robb et al. a técnica de associagdo da CLAE a espectrometria
de massas, a fotoionizacdo a pressdo atmosférica com assisténcia de uma substincia dopante
tem-se tornado objeto de crescente investigacdo, como pode ser verificado pelo surgimento de
diferentes revisdes sobre o assunto por Raffaelli e Saba, 2003 e Hanold et al., 2004.

Para a quantificagdo de betametasona o presente trabalho foi pioneiro com a utilizacio
da técnica de fotoionizagdo, o qual apresentou algumas vantagens as outras propostas
encontradas na literatura devido sua simples extracdo das amostras, tempo de corrida analitica
pequeno e alta sensibilidade com o Limite Inferior de Quantificagdo de 0,05ng/mL conforme

demonstrado na Tabela 31.
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Tabela 31. Parametros do presente trabalho e dos os métodos descritos na literatura

Ttem (Pereira et al., (Petersen et al,. (Houghton et (HZ);IS}’HOH (Fiori et
2005) 1979) al,. 1981) 1982) al., 1998)
) CLAE - CLAE -
giiﬁ?:o CLA&'PIIE}I\;”EM CLAE - UV CGAE-EM EM EM/EM
(APCI) (APCI)
Tempo de 13 53
Retencdo do 1,2 minutos 6,5 minutos 5,5 minutos . 0
Analito minutos minutos
Matriz Plasma Plasm[z},rslzngue N Urina. Urina. Leite.
Vgll‘;xade 500 pl 1000 pl 20mL 20mL SmL
Extracdo ~ ~
~ Extracido Extracdo liquido- Fase Solida Extragao Extragao
Extragdo liquido-liquido liquido com Fase Fase
1 1 q eom - Sélida Sélida
derivatizagdo
Limite
Inferior de De 0,05 a 50 De 10a 300 . . De 5a 100
Quantificacio ng/mL ng/mL ng/mL
(LIQ)

Apéds administrag@o oral de Maleato de dexclorfeniramine/betametasona 2.0mg/0,25mg,

os valores betametasona observados para Cmax e Tmax foram similares aos encontrados no

estudo GDN132-03 conforme citado no trabalho e equivalente entre as formulacdes.

A média geométrica da razdo de betametasona/Celestamine e seus intervalos de
confianca de 90% (CI) para Cmax foi de 105.06% (96.56-114.31%), para ASCj, foi de
107.61% (101.62-113.95%), para ASCy.inr foi de 106.93% (102.08-112.00%) e ASCo.72n
107.07% (102.15-112.23%) o qual estavam incluido dentro do intervalo de 80-125% definido

pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (2003c), estabelecendo assim a bioequivaléncia

para taxa e extensdo de absor¢do entre as duas formulagdes.
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7 CONCLUSAO
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O trabalho desenvolvido foi pioneiro na utilizacdo de CLAE por Espectrometria de
Massas com fonte de Fotoionizacdo para quantificagdo para betametasona, o qual apresentou
algumas vantagens as outras literaturas encontradas devido a simples extragdo das amostras,
menor tempo de corrida analitica (2.5min) e alta sensibilidade com o Limite Inferior de
Quantificagdo de 0,05ng/mL.

Os resultados encontrados indicam que o método € preciso e exato (de acordo com a
legislacdo vigente) o suficiente para determinag@o de betametasona na rotina analitica

Os resultados para as razdes de Cmax e ASC estavam dentro do intervalo de IC90%
(80-125%) estabelecidos pela ANVISA, demonstrando que a formulagdo Teste de
Betametasona comprimidos € bioequivalente a formulacdo Referéncia Celestamine®

comprimidos.
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ANEXO 1 - TERMO DE RECRUTAMENTO

Vocé estd sendo convidado a participar de um processo de recrutamento de voluntarios
para um projeto de pesquisa clinica. Sua participagdo € importante, porém, vocé€ nido deve
participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer
pergunta que desejar, para que todos os procedimentos deste processo sejam esclarecidos.

Responsavel: Dr Gilberto De Nucci

O  abaixo-assinado, ,
anos, RG declara que € de livre e espontinea vontade que estd
participando como voluntdrio de um processo de recrutamento para um projeto de pesquisa
clinica sob responsabilidade do Prof Dr. Gilberto De Nucci da Unidade Clinica Phillipe Pinel.
O abaixo-assinado esta ciente que:

I - A sua participagiio neste processo de recrutamento tem como objetivo avaliar suas
condi¢des de satide para possivel participagdo em um projeto de pesquisa clinica.

IT - Sera submetido aos seguintes exames laboratoriais hemograma completo; bioquimica
sanguinea (glicose no sangue, proteinas totais, transaminases oxalacética e pirdvica, gamaglutamil
trasnferase, creatinina, uréia, acido trico, colesterol e triglicerideos). Exames para a hepatite B e C
e para AIDS (HIV 1 e HIV2) no sangue e protoparasitologico (nas fezes) serdo feitos somente no
pré estudo. Serd submetido também a exame do coracao (eletrocardiograma). As mulheres também
realizardo um teste para gravidez (B-HCG).

Il - Obteve todas as informagdes necessdrias para decidir conscientemente sobre a
participacdo no referido processo.

IV - Tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo no processo no momento que
desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e que esta desisténcia ndo implicard em qualquer
penalidade.

V - Os resultados obtidos durante o processo serdo mantidos em sigilo, e o Centro de
Pesquisa ndo identificard o voluntério por ocasido da exposi¢ao e/ou publica¢do dos mesmos.

VI - O Centro de Pesquisa fornecerd informacdo ao voluntdrio e prestard qualquer tipo de
esclarecimento em relacéo ao processo, quando solicitado pelo mesmo.

VII — Caso seja selecionado para um ensaio de pesquisa clinica, poderd entrar em contato
com a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP
pelo telefone 3788-8936 para apresentar recursos ou reclamagdes em relac@o ao ensaio clinico.

VIII - E condigdo indispensavel, para participagdo no processo, que o voluntirio esteja em
boa saude e, portanto, caso durante o processo de recrutamento, a avaliago clinica e/ou os exames
laboratoriais ndo estiverem dentro dos limites de normalidade, vocé serd dispensado com os
devidos esclarecimentos e orientacdo médica.
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IX - Caso esteja sob tratamento médico no momento, ou esteja fazendo uso de quaisquer
drogas ou medicacdes, ou tenha participado de qualquer outro ensaio clinico no periodo de 90 dias
antes da assinatura deste termo de selecio prévia vocé ndo podera ser recrutado.

X — E condigdo indispensdvel para participagdo nos ensaios clinicos que voluntarias
femininas ndo estejam gravidas, comprovado por exame laboratorial de gravidez.

XI - Caso seja selecionado para participar do estudo, vocé fard uma nova entrevista antes da
internacdo, e nesta serdo fornecidos os dados do estudo em questdo. Neste caso, vocé devera
assinar um outro termo denominado termo de consentimento livre e esclarecido antes da
administragdo da medicag@o.

Sédo Paulo, de de

Assinatura do voluntario

Assinatura da enfermagem
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de Biodisponibilidade Comparativa de uma Formulacao de Maleato de
Dexclorfeniramina + Betametasona (2mg/0.25mg) - formulacao teste da EMS Industria
Farmacéutica Ltda. versus uma Formulacio Maleato de Dexclorfeniramina +
Betametasona (2mg/0.25mg) do Produto de Referéncia Schering Plough (Celestamine
em Voluntarios Sadios de ambos os Sexos

®)

GDN 14/04-UP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participagdo é
importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informagdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidos.

Responsavel: Prof. Dr. Gilberto De Nucci

O  abaixo-assinado, ,
anos, RG n° declara que € de livre e espontinea vontade que esta
participando como voluntirio do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade do
médico/pesquisador Prof. Dr. Gilberto De Nucci da Unidade de Clinica Phillipe Pinel. O
abaixo-assinado esté ciente que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é verificar se a formulagdo de Maleato de Dexclorfeniramina +
Betametasona (2mg/0.25mg) produzida pela EMS Indistria Farmacéutica Ltda. — formulagio teste
atinge niveis no sangue equivalentes ao Celestamine® (Maleato de Dexclorfeniramina + Beatmetasona
- 2mg/0.25mL) da Schering Plough - Formulagcdo Referéncia. Voc€ recebera 1 comprimido de
cada uma das formulagdes acima, cada uma em uma ocasido diferente. A ordem que vocé
tomara cada medicacdo obedecerd um sorteio.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participag@o no estudo e apds a sua participacio vocé serd convidado a ir
na Unidade Clinica para verifica¢do da sua condicdo de satide. Vocé serd examinado por um
médico que lhe fard um exame completo, medindo o seu pulso, sua temperatura, sua pressio
arterial. Também serd feito um exame do coracdo (eletrocardiogrrama). O médico lhe
perguntard se vocé teve ou tem alguma doenca e se vocé€ faz uso de algum medicamento.
Durante a visita serdo coletadas amostras de sangue, urina e fezes para exames laboratoriais.
Os exames laboratoriais incluem exame de sangue completo como hemograma completo;
bioquimica sangiiinea (glicose no sangue, proteinas totais, albumina, transaminases
oxalacética e pirtivica, gamaglutamil trasnferase, creatinina, uréia, dcido trico, colesterol e
triglicerideos); exame sumadrio de urina (Urina I) e teste de gravidez ~([3—HCG). Exames para a
hepatite B e C e para AIDS (HIV 1 e HIV2), no sangue, e exame de fezes
(protoparasitoldgico), serdo feitos somente no pré estudo.

137



Durante o estudo, serd internado duas vezes por aproximadamente 36 horas cada periodo,
com um intervalo minimo de 14 dias. Em cada internamento, a) sera colhida uma amostra de
sangue para dosagem de creatinina, hemoglobina, hematdcrito, transaminases, e, para Os
voluntdrios do sexo feminino, B-HCG) b) serd administrado 1 comprimido de Maleato de
Dexclorfeniramina + Betametasona (2mg/0.25mg), acompanhado de 200mL de dgua sem gis; c)
serdo coletadas 27 amostras de sangue de 3,5 mL, cada, através de agulha introduzida em veia
superficial para a dosagem do medicamento e mais uma amostra de 25 mL antes da administracdo
da medicacdo (somente na primeira internacdo) para o controle do método; d) em intervalos
regulares, serd verificada sua pressdo, pulso e temperatura; e) serdo também servidas refei¢Ges
padronizadas (jantar e ceia [se ndo interferir com o horario de jejum] na noite da internacio; almoco,
lanche da tarde, jantar e ceia, no dia de administracdo do medicamento; desjejum,no dia de alta) ou
bebidas em hordrios preestabelecidos. Um total de 405 mL de sangue serd colhido durante todo o
estudo.

A duragdo total de sua participacdo na pesquisa esta estimada em 60 dias, a contar da
primeira internagdo, apds o processo de seleg@o.

RESPONSABILIDADES

E condicdo indispensdvel, para participaco no ensaio clinico, que esteja em boa satide e,
portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas
ou medicacdes e que tampouco tenha participado de outro estudo clinico com medicamentos
nos ultimos 3 meses. Algumas regras deverdo ser seguidas para sua participacido no estudo: a)
ndo pode ser dependente de drogas ou dlcool e caso o investigador tenha alguma suspeita,
podera solicitar exame de urina para detec¢do do uso de drogas; b) ndo pode ter doado (ou
retirado por qualquer motivo) sangue ou plasma dentro dos trés meses que antecedem o estudo
ou ter doado 1500 mL (um litro e meio) no periodo de um ano antecedendo o estudo; c) nao
pode tomar bebidas contendo cafeina e xantinas (chocolate, café, chd, coca-cola, etc) nas 12
horas que antecedem as internagdes até a dltima coleta.

E ainda de responsabilidade do voluntirio em relagdo a sua participacio no ensaio
clinico: a) comparecer as internagdes na data e hordrios informados; b) permanecer em jejum
pelo tempo previsto (pelo menos 8 horas) em cada internagdo; c) tomar toda a medicacdo
prevista; d) ingerir toda a alimentagdo e liquidos que tenham sido previstos; €) retornar a
Unidade na data, hordrio e local combinados, para realizacdo da consulta e exames de alta,
independentemente de haver sido interrompida sua participacdo no estudo ou de sua
desisténcia.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administracio por boca da associacdo de Maleato de Dexclorfeniramina e
Betametasona de maneira continuada pode causar efeitos colaterais como distirbios
gastrintestinais, dermatolégicos, neurolégicos, enddcrinos, oftdlmicos, metabdlicos,
psiquidtricos, enjoo, boca seca, e visdo borrada. Entretanto, o aparecimento de efeitos
indesejdveis apds administragdo de dose unica de Maleato de Dexclorfeniramina +
Betametasona tem menor probabilidade de aparecer. Além dos efeitos citados, a
administracdo de qualquer medicamento pode causar reagdes imprevisiveis.

A retirada de sangue € um procedimento seguro e pode causar um leve desconforto,
além de uma mancha roxa pequena no local da picada que freqiientemente resolve sem
maiores problemas.
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BENEFICIOS OU COMPENSACOES

A participagdo neste estudo ndo tem objetivo de submeté-lo a um tratamento
terapéutico. Conseqiientemente, ndo se espera que a participagdo no estudo traga qualquer
beneficio em fun¢do do tratamento.

INTERCORRENCIAS

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participacdo no estudo,
vocé receberd tratamento nesta Instituicdo, sem qualquer custo. Ndo haverd, no entanto,
qualquer compensag¢do de ordem financeira em funcido do ocorrido, a néo ser que a condi¢ao
faca jus da indenizagdo prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo,
ao assinar este termo, vocé ndo estd renunciando qualquer direito legal que vocé possui.

Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo, o voluntario
estard assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Executivos Seguros (Sul America
Aetna). Contardo também com plano de saide para cobertura de despesas relacionadas com
eventos adversos através da Trial Plan.

RESSARCIMENTO

De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 500,00), os voluntarios serdo
ressarcidos das despesas e tempo despendidos na realizagdo do supracitado estudo clinico
apds a consulta de alta. Caso desista ou seja dispensado antes do estudo ser finalizado o
voluntério receberd proporcionalmente ao tempo despendido, no final do estudo. Entende
também que a desisténcia ou dispensa antes do comparecimento para a primeira internacio
ndo d4 direito a ressarcimento.

Estima-se que durante o periodo de sua participacdo no Estudo vocés terdo como
despesa apenas os gastos de deslocamento da residéncia ou trabalho até a Unidade Clinica
para internacdo ou para a realiza¢do dos exames e consultas, bem como coletas de amostras
apds a alta. O transporte de Campinas até a Unidade de Internacdo em Itapira serd
providenciado pela equipe do Estudo. Ainda deve ser previsto eventuais visitas posteriores
para acompanhamento dos eventos adversos. O ressarcimento destas despesas ja estd incluido
no valor estabelecido no item acima.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participagdo € voluntdria e que tem a liberdade de desistir ou interromper a
participacdo neste estudo no momento que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisdo ao pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem necessidade
de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento por parte da nossa
equipe.

Obteve todas as informacdes e esclarecimentos necessdrios para poder decidir
conscientemente sobre a participagdo no referido ensaio clinico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no ensaio clinico poderd
ser interrompida, em funcdo a) da ocorréncia de eventos adversos; b) da ocorréncia de
qualquer doenga que, a critério médico, prejudique a continuacdo de sua participacdo no
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estudo; ¢) do ndo cumprimento das normas estabelecidas; d) de qualquer outro motivo que, a
critério médico, seja do interesse de seu proprio bem estar ou dos demais participantes; e) da
suspensdo do Estudo como um todo.

O Centro de Pesquisa o manterd informado, em tempo oportuno, sempre que houver
alguma informacgdo adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no
estudo e prestard qualquer tipo de esclarecimento em relacdo ao progresso da pesquisa,
conforme sua solicitagao.

A interrupcdo ndo causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela
equipe do Centro de Pesquisa.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser
que haja obrigacao legal de divulgacdo. A Unidade Analitica ndo identificara o voluntario por
ocasido da publicacio dos resultados obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica e
Pesquisa Clinica, ou autoridades do(s) 6rgao(s) regulamentar(es) envolvido(s) terdo direito de
ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a
pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacdes aplicdveis, com o
propésito de verificar os procedimentos e dados do ensaio, sem no entanto violar a condicao
de que tais informacdes sdo confidenciais. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, vocé estd também autorizando tal acesso, mesmo se vocé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o Centro de Pesquisa Galeno (Fone
23427133) e solicitar que a mesma contacte os médicos responsdveis pelo ensaio clinico ou
entdo entrar em contato diretamente com os mesmos nos telefones indicados no final deste
Termo de Consentimento.

Poderd contactar o Dr. Gilberto De Nucci para receber informacdes adicionais,
relacionadas a pesquisa ou quanto aos seus direitos como voluntério.

Poderd contactar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas - UNICAMP pelo telefone 3788-8936 para apresentar recursos ou
reclamagdes em relacdo ao ensaio clinico.

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

Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds, tive nova oportunidade de fazer perguntas
sobre o conteido do mesmo o também sobre o Estudo e recebi explicagdes que responderam
por completo minhas dividas e reafirmo estar livre e espontaneamente decidindo participar do
Estudo.
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Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou certificando que toda a
informagdo que eu prestei, incluindo minha histéria médica, é verdadeira e correta até onde é
de meu conhecimento, e declaro estar recebendo uma cépia assinada deste documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as minhas
informagdes conforme explicado anteriormente.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu ndo renunciei qualquer direito legal que eu
venha a ter ao participar deste Estudo.

Sao Paulo, / /

NOME DO VOLUNTARIO DATA Assinatura

PESSOA QUE ESTA DATA Assinatura
OBTENDO (0] TERMO DE
CONSENTIMENTO

TESTEMUNHA DATA Assinatura
(Somente necessario se o voluntario
nao souber ler)

CONTROLE INTERNO N° do Estudo: /
N° do Voluntario:

TELEFONES PARA CONTATO

Dr. GILBERTO DE NUCCI (19) 3251-6928, (19) 9792-4032, (11) 3091-7493
Dra. MIRIAM PRADO GALUPPO (19) 3251-2983, (11) 3091-7493, (11) 5908-
6000

Dr. CELSO H. DE OLIVEIRA (19) 9112 8820, (11) 3091-7493, (11) 5908-6000
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ANEXO 3 -

FOLHA DE EVENTO

FOLHA DE EVENTO ADVERSO

N° de Ordem do Evento

ADVERSO

Data Preenchimento

Assinale caso se trate de uma nova versao
relativa a0 mesmo evento.

Detalhes
Evento
Inicio do Evento Data , [ Antes da administragdo do
Periodo N
Adverso Produto sob Investigagdo
Hora (de tratamento) O Apds a administragdo, durante a
internagdo
O Apés ter recebido alta da
internagdo
Queixa /
Diagnéstico
Ultima Dose Data Hora Dose administrada (em mg)

* Ocorréncias antes da administragdo do Produto sob Investigacdo no 1° Periodo nao sdo Eventos Adversos

Classificacoes
. 5 Quando a natureza, intensidade ou

Expectatlva I:l I:l Nao freqtiéncia ndo € consistente com a informagao
Esperado Esperado > disponivel na literatura

Intensidade [ Fraco U O Intenso

Moderado
Relagdo ¢/ [ Nao [ Possivel O [ Nao
Terapia Relacionado Provavel Classificével

Seriedade [0 Nao o => N° Identificag¢do do
Sério Sério By, Adv. Sério:

Conduta

Conduta Imediata Dose: [ O O Il ON

(escolha 1 i Reduzida Aumentada  Interrompida  Encerrada  Aplicdvel
escolna I ou mais
opgdes que se apliquem) [] Tratamento [] Outra O
Farmacolégico * Terapia Hospitaliza¢do
|;|_ Observagao (o [ Outros ] Nao

nenhuma agio imediata) ApllCéVCl

Exames O ) [ Solicitados Exames:

Complem. Desnecessario
Detalhes * Os Tratamentos Farmacoldgicos sao descritos na Folha de Terapias Adicionais constante

no CRF.

Préximo Acomp. [ Através dos retornos ja O Solicitado retorno
programados adicional em:
Desligamento [0 O médico retirou o Voluntirio do Estudo em fungio do Evento
[J O Voluntdrio resolveu interromper sua participagéo no estudo em
funcdo do Evento
Outras
Informagdes e/ou
Evolugao
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Se o desfecho estd sendo preenchido em conjunto com a avaliagcdo acima, assinar somente na ultima linha
deste formuldrio

Desfecho Avaliado em Data: [ Preenchido em
conjunto ¢/ a avaliacao
acima

Término Data Hora Duragio ]

Nao
Encerrado (Ver
abaixo)

Status Recuperagio: [ Total |

Com

(escolha apenas 1 opgio) Seqiielas

Evento Adverso ainda [ Sob O
presente: Observagio Sob
Tratament
(6]
] ] Dados Niao Disponiveis (Nao
Falecimento compareceu aos retornos solicitados)
Outras Informagdes

Meédico Responsavel pelas informagdes Assinatura Data
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ANEXO 4 - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[ Caixa Postal 6111, 13083570 Campinas, 5P
i & (0_19) 3Tea-83356
ue Fa (0_19) I7E8.8925
% wwewy fom ymcamp bripesguisaencasinges iml

= gopiriom pnamp. b
CEP, 16/03/04
{Gnapa 1)
PARECER PROJETO: N 1012004
FIDENTIFECACAD:

PROJETO. “ESTUDO DE BIODISPONIBILIDADE COMFARATIVA DE DUMA
FORMULACAQ DE MALEATO DE DEXCLORFENIRAMIDA + BETAMATASONA
(MG 25MG) — FORMULACAOQ TESTE DA EMS INDUSTRIA FARMACEUTICA
LTDA. VERSUS UMA FORMULACAQ MALEATD DE
DEXCLORFENIRAMINA-BETAMATASONA (IMGALZSMG) DO PRODUTO DE
REFERENCIA SCHERING-PLOUGH (CELESTAMINE®) EM VOLUNTARIOS
SADIOS DE AMBOS DS SEXOS™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gilberto De Muscci

TNSTITUICAD: Unidade Clinica Phillipe PinelTtapira

APRESENTACAC AQ CEP: 03/03/2004

APRESENTAR RELATORIOQ EM: 16/09/04 ¢ 1703105

Il - OBJETIVOS

Avaliar comparativamente & biodisponibilidade de dois produtos contendo maleato de
dexclorfeniramina-+betamatasera 2 fim de determinar se s30 biveguivalentes

I - SUMARIO
£ um estudo aberto, mndomizado, cruzado, com dois tratamentos, dais periodos, nos

qlmjaZEmhuﬂiﬁugd:amboammmbmgmudapuﬁ:dudinjﬂmmdﬂ
foroal aphies

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de um projeto de biceguivalincis, O protocolo & adequado, bem como o
recrutamento dos voluntirios, O Terma de Consentimento Livre ¢ Esclarecido é claro & de facil
antendimento .
V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Cigncias Médicas da UNICAMP, apos
BCIMAr ©s pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presenic cato €
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atendendn todos os dispositives das Resolughes 196/86 e complememiares, DOM como b
apfmadnnt:nmdqu:mﬂmumljmuEﬂrﬁdmastmmdeminde
na Pesquisa, rﬁﬂlwq!muumrmipﬂﬁnﬁumdndewu itado.

0 comtendo e as conclusfes aqui apresentados sio de responsabilidade cxclusiva do
EEPEMMCM&MWMIWmUMMEMqu
3 COMmprometsmm.

V1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

Umudapumﬂutmuﬁbﬁ'mwm@apnﬁﬁw‘md:r=dmm
consenfimenta em qualquer fase da pesquisa, sem penalizaglio wguma e sem prejuizo B0 S8U
cuidado (Res. CNS 196/96 — liem [V.Lf) e deve receber uma cdpia do Termo de Consentimentd
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinsdo (Item [V 2 d)

Pesguisador deve desemvolver a4 pesquisa conforme delineada no protocole aprovado ©
descontinnar o estudo somente apis andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res, CNS ltem TIL | z), exceto quando perceber risco ou dano alio previsto ao sujeitd
participante ou quando constatar 8 superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Trpm V.3.).

0 CEP deve ser informado de todos o8 efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curse normal do estudo (Res. CNS ltem V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
hmdiﬂuxdaquadmﬁmtemmadvmmmﬁdn{mmwamﬁdﬂmm
cem.ru]eqnviunutiﬁm;mmCHP:aﬂg&ﬁnﬂac]nw&\*iﬂh:hm&m—ms.ﬁ.-
JuUNte COM seu POSICICNAMEnEs.

Eventusis modificagies ou emendas ao protocole devem ser spresentadas ao CEF de
forma clars & sucinta, identificando a parte do protocolo & ser modificada & suas justificativas.
Em caso de projetn do Grupoe 1 ou I apresentades anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envik-las também & mesma junto com o parecer aprovatdrio de CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 25197, Iem IIL2.e)

Relatérios parciais ¢ fnal devem ser apresentados ao CEP, de acordo com of praggs
estabelecidos na Resoluciio CNS-MS 196/96

VIT - DATA DA REUNLAG

Homologade aa T Reunifio Ordingria do CEP/FCM, em 16 de margo de 2004,

Profa. Dra. rﬁﬁ#
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 5 - REFEICOES

Dieta geral isenta de xantina em torno de 2500 a 2700 Kcal que corresponde a 5
refeicdes (café da manha, almogo, lanche da tarde, jantar e ceia)

CAFE DA MANHA

Suco Tang (qualquer sabor)
pao com manteiga

01 fruta

ALMOCO

arroz

feijao

01 por¢édo de legume ou verdura refogada
01 porgéo de salada

01 por¢do de carne branca (frango)

01 sobremesa (fruta ou doce)

LANCHE DA TARDE
Suco Tang (qualquer sabor)
bolacha salgada

JANTAR

arroz

feijao

01 porcdo de legume ou verdura refogada
01 porc¢do de salada

01 porcdo de carne branca (frango ou peru)
01 sobremesa (fruta ou doce)

CEIA

Suco Tang de qualquer sabor
bolacha salgada
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ANEXO 6 — LISTA DE RANDOMIZACAO

Voluntarios Sequéncia da Administracio
Nidmero Sexo Inicial Periodo I Periodo II
1 M AS260979M T R
2 M BP190867M R T
3 M CP220773M R T
4 M DS141182M T R
5 M DS291271M R T
6 M ES270880M T R
7 M FP300481M T R
8 M GF141179M R T
9 M 1A060974M T R
10 M JS031177M R T
11 M MT310165M R T
12 M OL171174M T R
13 M RA291170M R T
14 F ACO071179F T R
15 F CS280281F R T
16 F FA300874F R T
17 F HRO010560F R T
18 F JC030478F T R
19 F JM151080F R T
20 F MV250172F T R
21 F MC190663F T R
22 F RL080963F R T
23 F RC150377F T R
24 F RR220975F T R
25 F SS200959F R T
26 F TC141178F T R

T — Formulacio Teste - Maleato de Dexclorfeniramina + Betametasona (2mg/0.25mg) — EMS

R - Formulacio de Referéncia - Celestamine® - Schering Plough
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ANEXO 7 - ESTUDO GDN132-03

Maleato de Dexclorfeniramina e Betametasona (2 e 0,25mg/mL)
(Formulagdo Teste da Schering Plough)
versus
Maleato de Dexclorfeniramina e de Betametasona (0,4 e 0,05mg/mL) (Celestamine Xarope® da Schering

Plough)
3 -o- Celestamine
- —e—Betamethasone
0 R
g N,
§3 7 ' %
e E , 20-q
2 || 3o
ot
£ 14 -
o g
o l =g o
0- o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 24 36 48 60 T2
Time (h)
Betamethasone
Celestamine® Dexchlorpheniramine /
Betamethasone
Mean SD Mean SD
AUC a5t ([ng*hymL) 3233 6.16 2664 4.76
AUC s (Ing ™ hymL) 3475 5.54 29.12 4.91
AUC (0-72h) (Ing * hymL) 3478 5.91 30.37 5.25
Crmax (ng/mL) 291 062 264 048
Taa(h) 12.35 3.24 10.59 2.88
Median (Range) Median (Range)
T max(h) — median 117 067 367 | 1.33 067 3.00
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