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RESUMO

O céancer é um grande desafio de saude publica, gerando enormes custos e a sua
prevaléncia tende a aumentar. A capecitabina € uma pro-droga de quimioterapia por via
oral indicada no tratamento de cancer de mama e gastrintestinal. O objetivo deste estudo
foi avaliar comparativamente a biodisponibilidade da capecitabina (um produto teste e o
referéncia) a fim de determinar a bioequivaléncia para registro de um medicamento
genérico, com menor custo para a populacdo. Foi realizado um estudo de fase IV,
monocéntrico, randomizado, aberto, cruzado, semi-replicado, em participantes sadios
com 2 administragdes em dose unica de 150mg, em 3 periodos: formulagéo teste (1
ocasiao) ou a formulacao referéncia (em 2 ocasides), apds alimentacao padronizada. Foi
utilizada Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS-MS) para
o método analitico, obtendo-se a razdo geométrica de Cmax entre tratamentos de
104,0766 com |.C. 90% (88,1322; 122,9057), de ASCo-t 104,3403 e |.C. 90% (98,7468;
110,2506) e ASCo-nt 103,0665 e I.C. 90% (97,4852; 108,967). Os medicamentos se
mostraram seguros e bem tolerados. Em concluséo, visto que o intervalo de confianca
de 90% para a razdo geométrica esta dentro do intervalo definidos pelas autoridades
regulatérias (80-125%), os produtos sdo bioequivalentes.

Palavras-chave: capecitabina, farmacocinética, cromatografia, espectrometria de
massa, fluorouracila, neoplasias da mama, neoplasias coloretais.



ABSTRACT

Cancer is a major public health challenge, generating huge costs and its prevalence tends
to increase. Capecitabine is an oral pro-drug chemotherapy indicated in the treatment of
breast and gastrointestinal cancer. The objective of this study was to evaluate
comparatively the bioavailability of capecitabine (a test product versus its reference), in
order to determine the bioequivalence for registration of a generic drug, with lower cost
for the population. A phase IV, monocentric, open-label, cross-over study in healthy
subjects with 2 administrations in a single dose of 150mg, during 3 periods: test
formulation (1 occasion) or the reference formulation (2 occasions) was performed under
standardized fed conditions. Liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-
MS-MS) was used for the analytical method, obtaining a geometric ratio of Cmax among
the treatments of 104.0766 with 90% CI (88.11322; 122.9057), AUCo-ast 104.3403 and
90% CI (98.7468; 110.2506) and AUCo-int 103.0665 and 90% CI (97.4852, 108.967).
Medications were safe and well tolerated. In conclusion, since the 90% confidence
interval for the geometric ratio is within the regulatory authorities accepted range (80-
125%), the products are bioequivalent.

Key-words: Capecitabine, pharmacokinetics, chromatography, mass spectrometry,
fluorouracil, breast neoplasms, colorectal neoplasms.
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1. INTRODUCAO

1.1 Oncologia atual

O cancer é um problema atual de saude publica. De fato € uma das principais causas
de morte no mundo todo, ocupando o segundo lugar na maioria dos paises e a perspectiva
€ de aumento da incidéncia em vista do crescimento e do envelhecimento da populagao,

podendo ultrapassar as doencas cardiovasculares [1].

A etiologia € multifatorial. Desde fatores genéticos a ambientais. Habitos da vida
moderna favorecem a ocorréncia do cancer. O sedentarismo associado ao alto indice de
massa corporal, a baixa ingestao de frutas e de vegetais, 0 uso de tabaco e alcool; além de
infeccbes como hepatite e HPV estdo diretamente relacionados a ocorréncia do cancer
[2,3].

Além disso, o impacto econdmico do cancer é preocupante e esta aumentando. O
custo anual total do cancer em 2010 foi estimado em aproximadamente US$ 1,16 trilhdo
[3]. Paises em desenvolvimento como o Brasil enfretam enormes desafios no acesso a
saude de um modo geral. Falta de recursos € a principal delas. A complexidade do
tratamento do cancer exige a busca pelo acesso a um menor custo para poder atender a

populacéo.

Cabe ressaltar que, de acordo com Medici (2018), os gastos brasileiros com
tratamento do cancer vem aumentando. De 1999 a 2015 houve um aumento de sete vezes:
de R$470 milhdes para R$3,3 bilhdes sendo a quimioterapia responsavel por dois tercos
desses gastos [4].

1.2 Epidemiologia

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o cancer é uma das

principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, com aproximadamente 14
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milhées de novos casos em 2012 [5]. Espera-se que este numero aumente cerca de 70%
nas proximas duas décadas.

O céncer é a segunda principal causa de morte no mundo. Em 2015 foi responsavel
por 8,8 milhdes de mortes, sendo os mais frequentes com alto indice de mortalidade o
cancer de pulmao com 1,69 milhées de mortes, seguido de figado com 788 mil mortes,
colorretal com 774 mil mortes, estdmago com 754 mil mortes e mama com 571 mil mortes.
Globalmente, quase 1 em 6 mortes sao causadas por cancer, sendo que aproximadamente
70% das mortes por cancer ocorrem em paises de baixa e média renda [3].

Canceres de pulmao e mama séo os mais frequentemente diagnosticados no mundo
e as principais causas de morte por cancer em homens e mulheres, respectivamente.
Outros canceres com alta incidéncia incluem hepatico, gastrico e colorretal entre os homens

e gastrico, colo uterino e colorretal entre as mulheres [2].

Em paises desenvolvidos nota-se incidéncia importante do cancer de prdstata, do
cancer colorretal, do cancer de mama e de pulmdo. Em se tratando de paises em
desenvolvimento, o cancer de figado, gastrico e cervical apresentam incidéncia maior,

tendo em vista sua etiologia infecciosa [2].

No Brasil, o cancer é a segunda causa de mortalidade. Em 10% dos municipios ja é
a primeira causa de mortalidade segundo dados do Sistema de Informacao de Mortalidade
(SIM) do Ministério da Saude. Foi a terceira causa de internagéo no periodo de 2002 a 2012
de acordo com dados Sistema Unico de Satde (SUS) [1], e aproximadamente 200 mil
brasileiros morreram por cancer em 2014 [4].

Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) de 2018 relatam uma estimativa de
600 mil novos casos de cancer no Brasil por ano, com 420 mil casos novos de cancer
excluindo canceres de pele ndo melanoma. Céncer de prostata e mama sdo os mais
frequentes, com 68 mil e 60 mil novos casos, respectivamente. H4 uma diferenca de
incidéncia de acordo com o sexo: nos homens “prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino
(8,1%), estdbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama
(29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tiredide (4,0%)...” [6].
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O céncer colorretal é o terceiro cancer mais comumente diagnosticado e a quarta
causa de morte por cancer em todo o mundo [7]. Foram mais de um milhdo de casos novos

e quase 700 mil mortes no mundo em 2012 [2].

Sabe-se que o cancer gastrico € o quinto tipo de cancer mais frequente do mundo
com 952 mil novos casos (7% da incidéncia total de cancer) e 723 mil mortes (9% da
mortalidade total por cancer) em 2012 [5].

Adicionalmente, o cancer de mama é a principal causa de morte por cancer em
mulheres em todo o0 mundo. Foram cerca de 1,7 milhdo de casos e 521,9 mil mortes em
2012. O cancer de mama sozinho representa 25% de todos casos de cancer [2].

1.3 Terapéutica

Atualmente, os tratamentos de cancer incluem: procedimentos cirurgicos,

radioterapia e quimioterapia [8].

A histéria da quimioterapia comega com Paul Ehrlich, um quimico dos anos 1900,
que foi o primeiro a usar essa denominacéao para descrever agentes no tratamento da sifilis.
A grande inovacao foi 0 uso de modelos animais para comprovar eficacia. Ele também
investiu em estudos contra o cancer sem muito sucesso. Foi realmente a partir de 1930 um
empenho maior na busca de substancias contra o cancer. O nascimento da quimioterapia
ocorre apds 1940, baseado em experiéncias durante a primeira guerra mundial e apos a
segunda guerra mundial através do uso da mostarda nitrogenada para tratamento de
linfoma nao-Hodgkin. O metotrexato foi desenvolvido em 1955 e, a partir desse evento,
deram-se inicio as grandes pesquisas em cancer e antineoplasicos. E entdo, a partir de
1957, o 5-fluouracil (5-FU) comegou a ser empregado conforme ilustrado na figural, como
fruto do trabalho de Charles Heidelberger, pesquisador norte americano (Figura 1) [9].
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Figura 1. Histéria da quimioterapia. Fonte: DeVita, 2008 [9].

O objetivo da quimioterapia € atingir células neoplasicas provocando sua destruicao.
Os agentes antineoplasicos possuem afinidade para células apresentando crescimento
rapido, o que é caracteristico de células cancerigenas mas também de células normais do
foliculo piloso, gastrointestinais e sistema hematopoiético, justificando assim os principais
efeitos colaterais dessa terapéutica [8]. A quimioterapia pode ser classificada de acordo
com sua acao no DNA (Figura 2) [8]. Os mais utilizados sao: alquilantes polifuncionais,
antimetabdlitos, antibiéticos antitumorais, inibidores mitéticos e outros [10]. Alquilantes
polifuncionais inibem a replicagdo do DNA, ligando-se a fita e impedindo sua separagéo.
Sao eles: ciclofosfamida, cisplatina, bussulfam, nitrosuréias e mostarda nitrogenada [10].
Os antimetabdlitos sao capazes de impedir a biosintense de elementos essenciais para a
formacao de DNA e RNA, agindo principalmente fase de sintese do ciclo celular (fase S),
impossibilitando que haja mitose. Sao eles: 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, 5-FU,
metotrexato e citosina-arabinosideo C [10]. Os antibiéticos antitumorais inibem DNA de
diversos mecanismos de acordo com suas propriedades, e, assim produzem radicais livres
reativos, sendo a bleomicina o antibiético antitumoral mais conhecido [10]. Por fim os
inibidores mitéticos agem diretamente na tubulina impedindo a mitose, e s&o comumente
utilizados em associagcdo. S&o eles: vincristina, vimblastina e vindesina e derivados da

podofilotoxina (o VP-16, etoposideo; e o0 VM-26, teniposideo) [10].
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Figura 2. Classificagao de agentes quimioterapicos de acordo com sua a¢ao no DNA, na transcricao

e tradugdo. Fonte: Almeida et al. (2005) [8].

Cada vez mais as pesquisas no ramo da oncologia avan¢gam na busca de terapéutica

mais eficaz ou pelo menos mais especifica, com menor toxicidade. A tolerabilidade de

drogas quimioterapicas € importante na escolha terapéutica e tem um peso a mais quando

se trata de tratamento paliativo [11]. Ainda assim algumas drogas utilizadas ha décadas

continuam sendo empregadas. E o caso do 5-FU [12].

1.4 Capecitabina

A capecitabina € um agente quimioterapico citotoxico, antimetabdlito, aprovado para

uso desde 1998. E uma pré-droga pertencente ao grupo das fluoropirimidinas e amplamente

utilizados no tratamento do cancer e de formula estrutural representada pela figura a seguir

[13].



21

H.C

DYE(NHW”W
O Ne, 2 O
F

-

" a

HO OH

Figura 3. Formula estrutural capecitabina. Caracteristicas Fisico-quimicas: Nome quimico: 5'-desoxi-
5-fluoro-N - [(pentiloxi) carbonil] —citidina, peso molecular: 359,35. Fonte: FDA (2001) [14].

A capecitabina foi especificamente desenvolvida para disponibilizar 5-FU em células
tumorais, sendo amplamente utilizada no manejo dos canceres colorretal e de mama [15].
Por ser uma medicagdo de administragdo oral, sua vantagem em relacao ao 5-FU é a
facilidade de administragéo, uma vez que o 5-FU ¢é injetavel, apresentando meia vida curta,
além da necessidade de acesso venoso central, gerando maior desconforto para o paciente
e risco de complicacbes como infeccao. Além disso, sua eficacia é comparavel ao 5-FU
intravenoso com um melhor perfil de seguranca sendo observada menor incidéncia de

estomatite, alopecia, diarréia, naduseas e neutropenia [11].
1.4.1 Indicacoes

Capecitabina é indicada em estdgios avancados ou metastaticos de canceres
gastrointestinais ou de mama, sozinha e em combinagcdo com outras drogas. No cancer
colorretal é utilizada em monoterapia no tratamento adjuvante de pacientes com cancer
colorretal Dukes' C (estagio Ill), submetidos a ressec¢cdo completa do tumor primario ou no
tratamento de primeira linha de pacientes com carcinoma colorretal metastatico. A
capecitabina € utilizada em monoterapia no cancér colorretal metastatico em torno de 17%
dos casos, geralmente em pacientes que nao tolerariam uma terapia mais agressiva [11].
E considerada tratamento de primeira linha para o cancer esofagogastrico avancado em
combinacdo com um regime a base de platina [16, 17]. J& no cancer de mama, sua
indicagao é nos casos metastatico ou localmente avancado, em combinagdo com docetaxel
ap6s falha no uso antraciclina ou em monoterapia apés falha de taxane e como adjuvante

com antraciclina ou taxane [17-19]. Sabe-se ainda que a capecitabina tem sido utilizada
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também em pacientes com carcinomas prostaticos, pancreaticos, cabega e pescoco, renais

e ovarianos, como agente unico ou em combinacdo com outras drogas [17, 20, 21].
1.4.2 Farmacocinética

O 5-FU tem indice terapéutico estreito e alta variacdo. Essa diferenga no nivel do
plasma depende da diversidade genética em enzimas metabdlicas e diferencas cinéticas
em termos de idade, género, peso corporal e diferencas dietéticas [12].

Atualmente a terapéutica oncoldgica tem buscado individualizar a escolha de
farmacos baseados em resultado das grandes diferengas interindividuais em termos de
eficadcia e toxicidade. Os fatores responsaveis pela variabilidade interindividual na
farmacocinética e farmacodindmica incluem interacées medicamentosas, etnia, idade,
funcéo renal e hepatica, comorbidades, estado nutricional, tabagismo, consumo de alcool
e polimorfismo genético. Polimorfismo genético influencia absor¢do, metabolismo e
eliminagdo de drogas, podendo alterar de forma significativa uma resposta terapéutica.
Existem aproximadamente 25 genes em que variagdes podem afetar a eficacia de 5-FU /
capecitabina [22]. Foram identificados polimorfismos no gene da dihidropirimidina
desidrogenase (DPD), da metilenotetrahidrofolato redutase, da citidina deaminase e da
timidilato sintase com impacto na farmacocinética do 5-FU [ 13, 23-25].

O pré-farmaco capecitabina é facilmente absorvido a partir do trato gastrointestinal
como molécula intacta, mas é metabolizado rapidamente e extensivamente depois disso. E
ativado para 5-FU via uma cascata enzimatica composta por trés passos: 1) Metabolizacao
pela carboxil esterase hepatica para 5'-desoxi-5-fluorocitidina (5'-DFCR). Esta enzima é
localizada quase que exclusivamente no figado e hepatoma; ela ndo se encontra em outros
tumores ou tecidos. 2) Conversdo do 5-DFCR em 5'-desoxi-5-fluorouridina (5'-DFUR) no
figado pela citidina desaminase (CDA), uma enzima que esta localizada em altas
concentracbées em muitos tecidos tumorais humanos e em tecido hepatico saudavel. A
enzima envolvida na converséao final para 5-FU, timidina fosforilase (TP), é expressa nos
tecidos tumorais, mas também nos tecidos normais, embora geralmente em niveis mais
baixos. 3) Distribuicdo da capecitabina 5-FU preferencialmente ao tecido tumoral em vez
de plasma e para tecido saudavel adjacente (figura 4) [15, 24, 26, 27]. A expressao de TP
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e da DPYD esta correlacionada a uma resposta clinica favoravel do uso de capecitabina

em monoterapia no cancer de mama [28].
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Figura 4. Metabolismo da capecitabina. Fonte: Miura et al.(2010) [27].

Mais de 80% de uma determinada dose € rapidamente eliminada pela DPD. A DPD
€ a enzima responsavel pelo catabolismo de pirimidina transformando no metabdlico inativo
5-fluoro-5,6-dihydrouracil (figura 5) [24, 27, 29].
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Figura 5. Anabolismo e catabolismo do 5-FU. Fonte: Miura et al.(2010) [27].

Apds administracdo oral de 1250mg/m?, a capecitabina é rapidamente e amplamente
absorvida pelo trato gastrointestinal, apresentando biodisponibilidade de aproximadamente
100%, atigindo a concentracdo maxima (tmax) em 2 horas, com uma concentracado maxima
plasmatica (Cmax) de 3 a 4mg/L, Area sob a curva (ASC) de 5,96mg x h/L, além de
compreender uma meia-vida de eliminagédo relativamente baixa (t12:0,55 a 0,89h). A
recuperagdo de material relacionado a droga na urina e fezes é de quase 100%. As
concentragdes plasmaticas de 5-FU sdo muito baixas, com uma Cmax de 0,22 a 0,31mg/L
e ASC de 0,461 a 0,698mg x h/L. A ti2 aparente de 5-FU apds a administragdo de
capecitabina é semelhante ao do composto original endovenoso. Quando é feita a
comparagao das concentragées de 5-FU no tumor colorretal primério e tecidos saudaveis
adjacentes ap6s a administracdo de capecitabina nota-se que a capecitabina é
preferencialmente ativada para o 5-FU no tumor colorretal, sendo sua concentragcdo média

3,2 vezes maior do que no tecido saudavel adjacente (p = 0,002) [30, 31].
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1.4.3 Farmacodinamica

A capecitabina é metabolizada em 5-FU causando citotoxicidade pela inibicdo da
sintese de timidina. O 5-FU inibe o crescimento celular por conversao para metabdlitos que
sao incorporados em acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA). Nas
células tumorais, 0 5-FU é ainda metabolizado em compostos citotoxicos para inibir a
sintese de DNA por ligacao ao timidilato sintase [26]. Apenas 1 a 3% da dose original de 5-
FU vai ser responsavel pelo efeito citotdoxico nas células tumorais e tecidos normais, e 80%
a 85% de 5-FU é catabolizado a metabdlitos inativos pela DPD [27].

Uma vez convertida em 5-FU, a capecitabina interfere da duplicacao e transcricao
das células tumorais. A ativacao enzimatica de 5-FU gera varios 5-fluoronucleétidos que
interferem com DNA normal e funcdo de RNA preferencialmente em células cancerigenas.
Importante enzimas envolvidas na bioativagao de 5-FU e em dano de DNA / RNA sdo a TP
e a timidilato sintase (TS) [ 24]. Quanto maior a expressao da enzima TP no tumor, maior
sera os niveis intratumorais de farmaco ativo [25]. Os metabdlitos do 5-FU sdo os
responsaveis por essa interferéncia. Sao eles: monofosfato de fluorodesoxiuridina (F-
dUMP), fluorouridina-5-trifosfato (FUTP), e trifosfato de fluorodesoxiuridina (FAUTP). O
primeiro inativa a TS, enzima responsavel pela sintese de timina, essencial para produgao
e reparo de DNA. O FUTP age na transcricdo, no local da uracila resultando em RNA
alterado, interferindo com a sintese proteica. Ja o FAUTP interefe na replicagdo do DNA
[27, 29].

1.4.4 Contraindicacoes e Precaucoes no uso

A capecitabina é contraindicada em algumas circunstancias como: reagbes graves e
inesperadas as fluoropirimidinas ou hipersensibilidade a capecitabina e/ou fluorouracil;

administracdo concomitante com sorivudina e analogos [32].

As precaucgoes de seu uso sdo: em caso de diarréia, monitorar hidratagao e instituir
tratamento-padrdo; monitorar quanto a toxicidade; no caso de hiperbilirrubinemia graus 2-
4, interromper temporariamente; monitorar pacientes com disfungao hepatica e renal [32].
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1.4.5 Efeitos adversos

A capecitabina apresenta potencial emetogénico baixo. Em torno de 10-40% dos
pacientes podem apresentar toxicidade grave e potencialmente fatal no inicio do
tratamento, levando a uma interrupcao do uso e/ou necessidade de internacao [13]. Efeitos
adversos sao dose dependente; a dose terapéutica da capecitabina € em torno de
1250mg/m?, duas vezes ao dia por ciclos de 14 dias. Os efeitos colaterais podem ser piores
na disfungdo renal [32]. Ela apresenta de modo geral uma tolerancia superior em
comparacao ao 5-FU, com excecao da incidéncia da sindrome mao-pé, que é caracterizada
por dorméncia, disestesia/parestesia, edema ou eritema com ou sem dor, descamagao,
aparecimento de vesiculas, sendo o efeito adverso clinico mais comum. Conhecida também
por eritrodisestesia palmo plantar, € um quadro nao especifico dessa droga (observado em
tratamentos com 5-FU intravenoso e doxorrubicina lipossomal), porém gera disconforto
importante ao paciente (Figura 6). Acredita-se que devido a atividade importante de TP em
queratindcitos, ha um acumulo de metabdlitos citotoxicos na pele principalmente em

glandulas écrinas, o que justifica a localizacdo da sua reacao ser palmo-plantar [33].

Figura 6. Acomentimento de maos na Sindrome mao-pé devido uso de capecitabina, com edema, eritema,
fissuras e desconforto importante. Fonte: Inokuchi et al. (2014) [33].



27

Os possiveis efeitos colaterais da capecitabina estdo descritos na literatura, como
demonstrado na tabela 1. E de grande importancia ressaltar que a capecitabina apresenta
efeito citotoxico atraves da sua transformacao em 5-FU e seus metabolitos principalmente
em células com alto indice mitético, células tumorais. Esses efeitos adversos variam de

acordo com o tipo de cancer [24, 27].

Tabela 1. Observacgao dos efeitos adversos da capecitabina quanto a frequéncia e duracao
em pacientes.

Efeito adversos Frequéncia Aparecimento

Cardiovascular

Tromboembolismo Raro Dias a semanas
Cardiotoxicidade <5% Dias a semanas
Hipertenséao <5% Dias a semanas
Hipotensao <5% Dias a semanas

Dermatologico

Alopécia 6% Dias a semanas
Sindrome mao-pé 60% Dias a semanas
Distrofia ungueal 7% Dias a semanas
Rash 6% Dias a semanas

Gastrointestinal

Dor abdominal 10% Dias a semanas
Anorexia, perda de peso 9% Dias a semanas
Constipacao 6% Dias a semanas
Diarréia 46% Semanas a meses
Dispepsia 5% Dias a semanas
Hemorragia gastrointestinal <5% Dias a semanas
Obstrucao gastrointestinal <5% Dias a semanas
Perforacao gastrointestinal raro Dias a semanas
Mucosite 22% Dias a semanas
Nauseas, vomitos 33% Dias a semanas
Geral

Edema 9% Dias a semanas
Fatiga 15% Dias a semanas

Dor 6% Dias a semanas
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Efeitos adversos Frequéncia Aparecimento

Hematolégico

Purpura trombocitopénica rara Dias a semanas
idiopatica

Mielossupressao + infecgéo, 2% Dias a semanas
hemorragia

Hepatobiliar

Alteracdo hepatica 20% Dias a semanas
Hipersensibilidade <5% Horas a dias
Dor musculo esquelética 9% Dias a semanas

Sistema nervoso

Confuséo <5% Dias a semanas
Vertigem 5% Dias a semanas
Disgeusia 6% Dias a semanas
Cefaléia 9% Dias a semanas
Leucoencefalopatia Muito raro Dias a semanas
Neuropatia 9% Dias a semanas

Oftalmologico

Catarata, estenose ducto Raro Dias a semanas

lacrimal, ceratite

Nefrotoxicidade <5% Dias a semanas

Tosse, dispnéia 7% Dias a semanas

1.4.6 Interacoes farmacolégicas

Anticoagulantes cumarinicos em longo prazo, fenitoina, sorivudina e analogos
podem interagir com o tratamento [32]. Por outro lado, um estudo de famacocinética clinica,
a associacao anticorpo antimonoclonal bevacizumab e capacitabina ndo demostrou
nenhuma interacdo significativa entre os farmacos, demostrando ser eficaz e seguro. Foi
possivel observar com esse estudo que a combinacdo de quimioterapia e biolégicos
apresentam atividade sinérgica promissora na terapia avancada de cancer colorretal [15].

1.4.7 Posologia

A dose diaria recomendada é de 2500mg/m? durante duas semanas, seguidos de

uma semana de descanso. Os comprimidos sdo administrados via oral, com dgua, em duas
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tomadas (manha e noite), 30 minutos ap6s cada refeicdo. Sabe-se que a toxicidade pode
ser controlada com sintomaticos e/ou modificagdo da dose. Uma vez diminuida a dose, ndo

devera ser aumentada posteriormente [32].
1.5 Estudos de Bioequivaléncia
1.5.1 Histérico

Foi a partir da década de 40 que se iniciaram estudos de biodisponibilidade,
inicialmente quantificagbes feitas na urina e posteriormente, a partir da década de 60,
técnicas mais avangadas de analitica estudando em plasma possibilitaram a comparacao
entre medicamentos. A utilizacdo de estudos de bioequivaléncia afim de registro de
medicamentos genéricos ocorreu na década de 70, primeiramente no Canada, seguido da
aprovagéao da Food and Drug Administration (FDA). Até esse periodo, ndo era realidade no
Brasil a disponibilidade de medicamentos essenciais alternativos a pregos mais favoraveis
a populagéo. A lei dos genéricos no nosso pais ocorreu mais tardiamente, sendo aprovada
em 1999. O Prof Dr. Gilberto de Nucci, meu orientador dessa dissertacao, foi o pioneiro

nesses estudos [34].

E importante ressaltar que disponibilidade de drogas mais acessiveis e novos
farmacos € um tema atual no Brasil. Falta de acessibilidade a diagndstico e tratamento é
uma realidade em paises em desenvolvimento. De acordo com relatério da OMS [3], a
disparidade entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento é grande: “Em 2017, apenas
26% dos paises de baixa renda afirmaram ter servigos de patologia geralmente disponiveis
no setor publico. Mais de 90% dos paises de alta renda relataram servicos de tratamento
estdo disponiveis em comparagdo com menos de 30% dos paises de baixa renda. Uma
publicacao recente de Hill et al. (2018) demonstra que a falta de acesso a medicamentos
com precos acessiveis continua a representar uma grande fardo para a saude global.
Estima-se que um ter¢co da populacdo global ndo tem acesso regular a medicamentos
essenciais de acordo com a Organizagcdo mundial de Saude (OMS). Neste estudo os
pesquisadores relataram que uma ampla gama de medicamentos listados pela OMS como
essenciais podem ser fabricados como genéricos a um custo muito baixo e ainda
permanecer lucrativo para as industrias farmacéuticas [35].



30

O medicamento genérico proporciona reducdo de custos significativos, podendo
chegar a uma reducao de até 99% [35]. Nos Estados Unidos, por exemplo, a economia
com o uso de medicamentos genéricos foi em torno de US $ 1,5 trilhdo entre 2004 e 2013
[36]. S6 em 2008, 69% das prescricdes nos Estados Unidos correspondiam a medicamento
genéricos, gerando uma economia de 121 bilhdes de dolares naquele ano [37]. Um estudo
feito da India avaliou a reducao de custo de quimioterapicos orais quando substituidos por
genéricos, demonstrando uma economia em torno de 30 a 80% [38]. O medicamento
génerico apresenta uma economia de pelo menos 35% em relacao ao produto referéncia.
O desconto minimo obrigatério para compras publicas é de 24,92% de acordo com a politica
nacional de medicamentos [39, 40].

1.5.2. Conceitos

Produtos bioequivalentes sédo equivalentes farmacéuticos ou alternativas
farmacéuticas que, quando administradas na mesma dose e nas mesmas condigdes, nao
apresentam diferengas significativas na quantidade de farmaco absorvido e velocidade de
absorcao (biodisponbilidade) [41]. Podemos definir biodisponibilidade como a fracao da
dose administrada do medicamento que atinge a circulagao sistémica e a taxa em que este
processo ocorre [42]. Os dados de biodisponibilidade fornecem uma estimativa da fracéo
do medicamento absorvido, bem como a sua posterior distribuicao e eliminagéo, os efeitos
dos nutrientes na absor¢cdo do farmaco, a proporcionalidade da dose, linearidade na

farmacocinética das porcoes ativas e, se for caso, fragdes inativas [41].

Medicamento genérico é considerado uma cépia do medicamento referéncia,com a
mesma seguranca, poténcia, via de administracdo, qualidade, caracteristicas de
desempenho e indicacao [43]. Estudos de biodisponibilidade sao realizados para comprovar
a bioequivaléncia de um medicamento genérico em relagao ao de referéncia [34], podendo
assim obter seu registro junto as autoridades regulatérias de medicamento.

Cabe ressaltar que todo profissional de saude que prescreve ou libera medicamento
a populacdo deve ter conhecimento sobre o medicamento genérico. Uma revisao
sistematica englobando publicagbes internacionais sobre 0 uso de medicamentos genéricos

com médicos e farmacéuticos demonstrou que os profissionais estao cientes do papel dos
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medicamentos genéricos na melhoria do acesso global. No entanto, em sistemas de saude
mais desenvolvidos, os profissionais demonstraram maior confiabilidade na qualidade dos
medicamentos genéricos que em paises em desenvolvimento. De acordo com esse estudo,
farmacéuticos parecem ter melhor conhecimento do conceito de bioequivaléncia e aspectos
dos medicamentos genéricos do que os médicos [44].

Nos estudos de bioequivaléncia, a biodisponibilidade de dois produtos sao avaliadas
e comparadas: um medicamento teste e o medicamento de referéncia. Para que dois
medicamentos sejam considerados bioequivalentes, o principio ativo do produto de teste
deve exibir a mesma taxa e extensdao de absorcdo do medicamento de referéncia. A
bioequivaléncia € definida pelo FDA como “a auséncia de uma diferenga significativa na
taxa e extensdao em que o principio ativo ou fragao ativa em equivalentes farmacéuticos ou
alternativas farmacéuticas se tornam disponiveis no local da acdo de drogas quando
administradas no mesma dose molar em condicbes semelhantes em um estudo
apropriadamente desenhado” [41]. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) “Medicamentos bioequivalentes sao equivalentes farmacéuticos
(mesma forma farmacéutica e quantidade do mesmo principio ativo) que, ao serem
administrados na mesma dose molar, nas mesmas condicdes experimentais, nao

apresentam diferencas estatisticamente significativas em relagéo a biodisponibilidade” [34].
1.5.3 Estrutura dos estudos de bioequivaléncia

A estrutura de um estudo de bioequivaléncia deve seguir as recomedacgbes de
autoridades regulatérias. Ele deve ser randomizado, em dose Unica, cruzado e com
participantes saudaveis. A utilizacao de pacientes s € justificavel em termos de seguranca.
Para medicamentos de admistracdo com alimento, como a capecitabina, é recomendado
ser em dois periodos, de dois tratamentos e duas sequéncias [ 41, 43]. Na escolha de sua
metodologia, ele pode ser replicado, semi replicado ou ndo replicado. Estudos nao
replicados sdo recomendados para medicamentos de liberagao imediata e medicamento de
liberacdo modificada, pois existe menor influéncia de variaveis fisiolégicas. O uso de
estudos replicados ou semi-replicados apresentam vantagens em relagcédo a nao replicados
pois permitem comparagbes de varidncias intra-individuo, fornecem mais informacdes

sobre os fatores intrinsecos subjacentes ao desempenho da formulagéo e reduz o nimero
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necessario de participantes. Doze é o numero minimo aceitavel de participantes para

estudos de bioequivaléncia [45].

O estudo de bioequivaléncia pode ser dividido em trés etapas sao: etapa clinica,
etapa analitica e etapa estatistica.

A etapa clinica € constituida pela a) selecdo dos participantes, b) internagéo, c)
administracao dos medicamentos teste e referéncia, d) coleta de amostras de sangue até
alta hospitalar e e) ultimo retorno para acompanhamento. Nessa etapa deve-se garantir a
seguranca de cada participante sadio, visto que sua participacdo no estudo nao gera
beneficio algum para esse individuo. Cabe ao pesquisador principal selecionar
corretamente seu participante através de um consulta médica prévia detalhada e estar
atento a possiveis efeitos colaterais do medicamento em questéo.

A capecitabina é administrada preferencialmente apés refeicdo. O uso de alimento
antes da administracdo da capecitabina se justifica pelo interesse de aumentar o pH
gastrico. Estudos in vitro demonstraram a degradacao do medicamento em meio acido e
estudos clinicos demonstraram um aumento da taxa de absor¢do quando em jejum porém
levando a saturagéo do efeito de primeira passagem [46]. Estudos de bioequivaléncia com
administracdo apés alimentagdo devem ser padronizados, com intervalo de 30 minutos
entre a refeicdo e o uso do medicamento apdés um jejum de no minimo 10h e receber
refeicdes padronizadas programadas sempre do mesmo horario em cada periodo do estudo
[45]. Recomenda-se refeicdo de alto teor calérico e alto teor de gordura em estudos de
bioequivaléncia apds alimentagdo pois constituem o pior cenario para o desempenho da
formulagéao [42].

A etapa analitica € composta pelos processos de: a) extragdo, b) separacéao, c)
purificacdo, d) identificacdo e e) quantificacdo do produto teste e referéncia no material
biolégico escolhido seja sangue, soro, plasma ou urina. Essa andlise é feita através de
cromatografia liquida associada a espectrometria de massa [34]. E de grande importancia
que os métodos bioanaliticos sejam precisos, seletivos, sensiveis e reprodutiveis. Uma
pré-validacao € realizada afim de garantir a qualidade dessa etapa, onde é determinada a
exatidao, precisao e recuperacao; a linearidade e limites de quantificacdo; e a seletividade.
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O uso de padréo interno e produto referéncia garantem a validade da etapa analitica, para
tanto cabe citar que padrao interno é um composto de concentragéo previamente conhecida
e analogo ao teste, e sua funcdo é facilitar a determinagdo do produto teste. Uma vez o
método validado, a andlise das amostras pode ser efetuada, também conhecida como
corrida do lote. Por fim sédo obtidas a curva de respostas, a analise das amostras e do
controle [34].

Na etapa estatistica o calculo dos dados obtidos com a etapa analitica € realizado
para avaliagdo da bioequivaléncia. As medidas farmacocinéticas sdo usadas para avaliar o
perfil das drogas. Esse principio de bioequivaléncia data do inicio dos anos 90, definido
como aceitacdo de um intervalo de 20% (80—125%) com intervalo de confianca de 90% da
razdo das médias geométricas entre o produto teste e o referéncia apos a transformacéo
do log dos parametros farmacocinéticos: Concentracdo maxima (Cmax) e Area sobre a
curva (ASC) [47].

A bioequivaléncia € avaliada por trés parametros farmacocinéticos da
biodisponibilidade das formulagdes teste e referéncia (Figura 7) [34]:

e ASC: Area sobre a curva das concentragdes plasmaticas - Quantifica o
farmaco absorvido e a disponibilidade para chegar ao local de acéao, a
extensdo da absorcédo ap6s uma unica dose;

e Cmax: Concentragcdo maxima do farmaco na corrente sanguinea;

e Tmax: Tempo necessario para alcangar a Cmax.

Esses parametros farmacocinéticos sdo considerados desfechos substitutos validos
para a eficacia clinica e seguranga sob as condi¢cdes estritas de um estudo de
bioequivaléncia pois, na realidade, apresentam maior sensibilidade na detecdo de
diferencas entre produtos do que desfechos clinicos [42].
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Figura 7. Curva de concentracdo plasmatica pelo tempo de coleta demonstrando o pico de concentragdo
maxima (Cmax) definindo o Tmax (tempo em que a Cmax foi atingida) e delimitando a ASC. Fonte: Manual
de Boas Préticas em Biodisponibilidade Bioequivaléncia, ANVISA (2002) [34].

De acordo a ANVISA nos estudos de dose Unica, a medida da exposicao total € ASC
do tempo zero para o tempo t (ASCo-t), onde t € o ultimo ponto de tempo com concentragéo
que foi quantificado; ASC do tempo zero para o infinito de tempo (ASCo-int), onde ASCo-inf =
ASCo+ + Ct / Az, Ct é a ultima concentragao quantificada e Az é a taxa de eliminacao
constante calculada, e é importante que a meia-vida (t12) do medicamento também seja
relatada [34].

1.6 Justificativa do estudo

O céncer ainda é e sera por longas décadas um grande desafio para a sociedade.
Todo estudo em oncologia pode fornecer novos conhecimentos e proporcionar avangos na
luta contra o cancer. Nessa perspectiva buscar medidas para reduzir despesas e
medicamentos de baixo custo se faz necesséario. Sabendo que medicamento genérico

proporciona importante reducédo de custos, podendo chegar a uma redugéo de até 99%
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[35], nosso estudo visou contribuir com a reducdo de custos na area da saude através da
viabilizacdo da forma genérica da capecitabina .
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2 OBJETIVOS

O objetivo primario deste estudo foi avaliar comparativamente a biodisponibilidade
de 2 produtos (teste e referéncia) a fim de determinar a bioquivaléncia entre eles e, com

isso, obter o registro para comercializacao de um medicamento genérico.

Os objetivos secundarios foram:
e avaliacdo da variabilidade intra-individual através da administragdo do
produto referéncia por duas vezes;

e avaliacao da seguranca e da tolerabilidade.
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3. METODOLOGIA
3.1 Desenho do estudo

Estudo Fase IV, monocéntrico, aberto, randomizado, cruzado, semi-replicado, com
2 administracdes, 3 periodos (3 sequéncias), nos quais 0s participantes receberam, em
cada periodo distinto, a formulacédo teste (1 ocasiao) ou a formulagao referéncia (em 2
ocasioes), ap0s a ingestao de alimentacao padronizada, havendo por conseguinte 3 bracos
de administracdes. Os participantes foram randomizados em uma das trés sequéncias de
administracao: referéncia- referéncia -teste (RRT), referéncia- teste-referéncia (RTR), teste-
referéncia- referéncia (TRR).

As formulagdes foram administradas em dose Unica por via oral seguidas de coletas
de sangue de pelo menos 3 meias-vidas. O intervalo de administracdo da medicagao entre
os periodos do estudo foi de 7 dias (periodo de washout).

3.2 Etica em Pesquisa

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes de Boas Praticas Clinicas, com
a Declaracao de Helsinki (1964) e suas revisoes [48, 49].

O protocolo do estudo foi submetido e avaliado pelo comité de ética da Universidade
Estadual de Campinas (parecer n 969.185, em anexo), sendo seu inicio dado somente apds
aprovagao. Todos os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido antes de serem incluidos no estudo.

3.3 Etapa Clinica
3.3.1 Populacao de Estudo

Os participantes do estudo foram avaliados clinicamente, obtendo-se os dados da
histéria médica e exame fisico, garantido assim o respeito de todos os critérios de inclusdo

e exclusao.
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Os participantes do estudo foram submetidos aos seguintes exames laboratoriais por

ocasiao do recrutamento:

Quadro 1. Exames laboratoriais vinculados ao processo de sele¢do dos participantes.

Categoria Exames

Analise hematolégica Hemoglobina, hematdécrito, contagem total e diferencial de
leucécitos, contagem de glébulos vermelhos, contagem de

plaguetas.

Andlise Biogquimica Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina,
glicose em jejum, fosfatase alcalina, TGO, TGP, colesterol total,

triglicérides, acido urico e GT.

Urina Sumario de Urina (urina I)
Fezes Protoparasitologico
Sorologia Analise Sorolégica para: hepatite B (HBsAg e Anti-HBc),

hepatite C (HCV) e HIV(1+2)

O mesmo perfil de exames, com excecdao dos testes sorologicos e
protoparasitoldgico de fezes, foi realizado apds a fase de tratamento.

3.3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de Inclusao

1. Participantes do sexo masculino com idade acima de 18 anos;

2. Participante com indice de massa corp6rea maior ou igual a 19 e menor ou igual
a 30;

3. Boas condigdes de saude ou sem doencas significativas, a juizo médico, de
acordo com as regras definidas no protocolo, e avaliacées a que foi submetido: histéria
clinica, medidas de pressao e pulso, exame fisico e psicoldgico, eletrocardiograma (ECG),

e exames laboratoriais complementares;
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4. Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os riscos e
efeitos adversos e com intencdo de cooperar com o Pesquisador e agir de acordo com os
requerimentos de todo o ensaio, 0 que vem a ser confirmado mediante a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Critérios de Exclusao
- Problemas relacionados com a droga:

1. Histéria de hipersensibilidade a capecitabina ou a compostos quimicamente
relacionados; historia de reagdes adversas sérias ou hipersensibilidade a qualquer droga;

2. Histéria ou presenca de doencas ou outra condicdo que poderiam interferir com a
absorcao, distribuicdo, excrecdo ou metabolismo do farmaco em estudo;

3. Uso de terapia de manutengcdo com qualquer droga.
- Doencas ou problemas de saude:

4. Histéria de doenga hepatica, renal, pulmonar, gastrintestinal, epiléptica,
hematoldgica ou psiquiatrica; hipo ou hipertensdo de qualquer etiologia que necessite de
tratamento farmacoldgico; histéria de infarto do miocardio, angina e/ou insuficiéncia
cardiaca ou outra comorbidade que, a juizo do pesquisador, poderia interferir na
participacdo do estudo ou que expunha o sujeito de pesquisa a risco adicional do que
normalmente previsto;

5. Achados eletrocardiograficos ndo recomendados a critério do pesquisador para
participacdo no estudo;

6. Resultados dos exames laboratoriais de triagem com desvios considerados

clinicamente relevantes pelo pesquisador.
- Habitos e Dependéncias:

7. Tabagismo;

8. Ingestao de mais que 5 xicaras de café ou cha por dia;

9. Habitos alimentares incomuns, p.ex., vegetarianos;

10. Histdria de abuso de alcool ou drogas ou consumo expressivo de alcool (> 35
g/dia).
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- Condic¢des encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo

11. Uso de medicacgao regular dentro das 2 semanas que antecederam o inicio do

tratamento, ou uso de qualquer medicacao dentro de uma semana;

12. Vacinacao durante os 30 dias precedendo a internagao;

13. Internagdo por qualquer motivo até 8 semanas antes do inicio do primeiro periodo
de tratamento deste estudo;

14. Tratamento dentro dos seis meses prévios ao estudo com qualquer droga
conhecida de ter um potencial téxico bem definido nos grandes 6rgaos;

15. Participagdo de qualquer estudo experimental ou ingestao de qualquer droga
experimental dentro dos seis meses que antecedem o inicio deste estudo;

16. Doagédo ou perda de 450 ml ou mais de sangue durante trés meses que
antecederam ao estudo ou efetuou 4 doagdes dentro dos 12 meses que precederam 0
estudo.

- Outras condicdes

17. Pretensao de engravidar parceira durante o periodo de estudo e/ou ndo concorda
em utilizar preservativo em todas suas relagbes sexuais durante o periodo do estudo;

18. Qualquer condicdo que impede de participar do estudo segundo julgamento do
pesquisador.

3.3.3 Formulac¢coes sob investigacao

Produto teste : Capecitabina 150mg (numero do lote: 420/14; data de validade:
Agosto 2017, Eurofarma Laboratérios S.A.).

Produto referéncia: Xeloda® 150mg (Capecitabina, nimero do lote X3365B08, data
de validade: Fevereiro 2016, Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.).

Os participantes do estudo receberam, apds alimentacado padronizada em cada um
dos periodos de internagédo, 150 mg de uma das formulacées por via oral em dose Unica,
com um copo de agua mineral sem gas (200 mL) a temperatura ambiente, seguindo a
randomizacdo. ApOs a ingestdo foi feita checagem para confirmar a degluticdo do

medicamento em sua totalidade.
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3.3.4 Internacao dos participantes

Os participantes do estudo foram internados no CENTRO AVANCADO DE
ESTUDOS E PESQUISAS LTDA — CAEP., a Rua José Ceberino Christéforo, 245 Fazenda
Santa Candida - Campinas — SP.

Apés a triagem, os individuos que se qualificaram foram confinados por 3 periodos
de aproximadamente 38 horas. Cada confinamento teve um intervalo de 1 semana. Durante
cada periodo, os participantes do estudo deram entrada na unidade de internacao a partir
das 18 horas do dia anterior a administragdo da medicagcédo. ApoOs o registro, 0s mesmos
foram encaminhados a ala de internagdo, onde se procedeu a guarda dos pertences
individuais e foi oferecido jantar. Eles permaneceram na area de recreacao, observando-se
as restricdbes quanto a exercicios fisicos e cumprimento especifico da programacéao
alimentar prevista no protocolo. Ap6s uma noite de 8 horas em jejum, um café da manha
rico em gordura de 800 calorias foi oferecido e uma unica dose de 150 mg da formulagéo
de capecitabina foi administrada juntamente com 200 mL de agua mineral sem gas, 30

minutos apos a alimentacao.
3.3.5 Dieta

A fim de manter a padronizacdo dos grupos de tratamento, a dieta (alimentos e
liquidos) oferecida obedeceu ao mesmo padrdo para todos os participantes em ambos os

periodos. Nenhum outro alimento foi permitido durante internagéo.

Adicionalmente, os participantes observaram restricdo hidrica desde 2 horas antes
até 2 horas ap6s a administragdo da medicacdo em cada periodo, excecéo feita a ingestao
de 200mL de 4gua no momento da administracdo da medicacao.

Todos os participantes do estudo receberam um jantar aproximadamente as 19:00
horas e encerraram a ceia por volta das 21:00 horas. Os participantes do estudo receberam
um desjejum padronizado, oferecido 30 minutos antes do horario da medicacdo. Durante a
internacdo também nao foi permitida a ingestdo de qualquer outro alimento (incluindo
doces, pastilhas, gomas, chicletes, pastilhas para garganta, salgadinhos ou biscoitos de
qualquer tipo), além da dieta programada para o protocolo. Nao foi permitido, desde 12
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horas antes da administracao até a ultima coleta de sangue de cada periodo de tratamento,
o consumo de cafeina, bebidas que contivessem xantina (cha, café ou cola) e bebidas
alcoodlicas. Também foi solicitada a limitacdo do consumo de bebidas alcodlicas durante

toda a etapa clinica.

Foi providenciado para que a eventual ndo observancia destas restricbes fosse
informada ao pesquisador para que este decidisse quanto a permanéncia do participantes

no estudo.
3.3.6 Restricoes

Algumas restricoes e proibicdes antes, durante e apds o estudo foram aplicadas,
com o objetivo de controlar possiveis fatores externos que poderiam interferir nos resultados

deste estudo. Foram elas:
3.3.6.1 Medicamentos

Todos os participantes do estudo foram informados que, qualquer medicamento,
incluindo aqueles vendidos sem prescricdo médica, ndo poderiam ser utilizados de forma
regular por no minimo 14 dias antes do inicio do primeiro periodo do estudo e, mesmo que
de forma irregular, dentro de 7 dias antes do inicio do primeiro periodo do estudo. Durante
a fase do estudo (administragdes ou intervalo entre elas) também néo foi permitida qualquer
medicagdo concomitante, inclusive aquelas vendidas sem prescricio médica. Na
ocorréncia de ingestao de medicamentos, o pesquisador avaliou se, com base na meia-vida
do farmaco e/ou metabdlitos ativos, poderia ser assumida a completa eliminacao da

medicagdo, e, por conseguinte, a ndo interferéncia com a condug¢ao do estudo.

Em casos de emergéncia, incluindo eventos adversos, o pesquisador poderia decidir
em administrar medicagdes consideradas absolutamente necessarias para o bem estar dos

participantes.
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3.3.6.2 Outras Restricoes quanto a Terapias e Condutas

Foi solicitado que nos dias de confinamento, da noite anterior a administragéo até 4
horas apds a administracdo, que o participante reduzisse as suas atividades fisicas ao

minimo.

Certificou-se quanto a interdigdo do fumo ou uso de drogas, doagédo de sangue e
demais restricdes constantes nos critérios de exclusdo/desligamento do estudo.

Foi também solicitado que a equipe médica fosse comunicada a eventual perda
involuntaria de sangue de qualquer participante.

3.3.7 Seguranca

Todos os eventos adversos foram registrados em detalhes na(s) folha(s)
apropriada(s) para o relato de eventos adversos, integrantes do caderno de registro de
dados (CRF) de cada participante do estudo, avaliados pelo pesquisador principal e

acompanhado até resolugcao completa.
3.3.8 Critérios de retirada

Solicitagdo por parte do participante para se retirar do estudo a qualquer momento:

1 Participante ndo deseja continuar no estudo por razdes pessoais (ou mesmo sem
razao);

2 Participante ndo deseja continuar no estudo devido os eventos adversos da droga
de estudo (efeitos ndo desejaveis possivelmente relacionados a droga em estudo);

3 Participante ndo deseja continuar por razdes outras que nao efeitos adversos, por
exemplo, indisponibilidade, intolerancia aos procedimentos do estudo, sinais ou sintomas

pré-tratamento;

O Pesquisador poderia retirar o participante do estudo por uma das seguintes razdes:
4 Nao aderéncia as exigéncias do protocolo;
5 Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade;
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6 Doenca intercorrente requerendo medicacgao;

7 Resposta positiva a reavaliagcdo de qualquer um dos critérios de exclusdo, no
momento da admissao ao primeiro periodo de tratamento ou em ocasiao subsequiente;

8 Qualquer outra condigdo que, a juizo do pesquisador, seja do interesse para

manutencgao da saude do participante;

Retirada devido a vomito:

9 Participante que vomitasse apos a ingestdo do medicamento até o dobro do tempo
do Tmax do ingrediente ativo (conforme documentado em funcédo da medicacao teste); no
caso, participante com historico de vémito dentro de 8 horas ap6s a administracao deveria

ser excluido.
3.3.9 Coleta de amostras

A coleta das amostras foi realizada através de cateter venoso introduzido em veia
superficial do antebraco do participante do estudo e mantido desobstruido com o auxilio de
injecdo de 1 mL de solucéo de heparina. Para proceder a coleta, cerca de 1 mL de sangue
foi retirado e desprezado para eliminar a heparina e, apds, coletada a amostra de sangue
pertinente. Por fim 0 acesso era novamente heparinizado com a injecdo de 1 mL da solugéo
de heparina a fim de conservar o acesso venoso. Apenas no primeiro periodo foi coletada
uma amostra de sangue de 40 mL para controle individual do método; para as demais
ocasioes foram coletadas amostras de sangue de 5 mL, com o emprego de seringas
descartaveis, sendo a matriz bioldgica imediatamente transferida para tubos previamente
identificados e heparinizados. Para controlar a possibilidade de equivoco quanto ao tubo
utilizado, uma etiqueta de identificacdo dos mesmos foi transferida para o local apropriado

do CRF, para de cada uma das coletas realizadas.

Os tempos de coleta foram 0 hora (prédose) e: 0,083; 0,17; 0,25; 0,33; 0,5; 0,67;
0,83;1;1,17;1,33; 1,5; 1,67; 1,83; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 5; 6 € 7 horas apds a administragdo da
medicacdo. Os tempos reais das coletas das amostras foram controlados usando um

relogio de 24 horas.
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3.3.10 Processamento, armazenamento e transporte das amostras

Apos as coletas, as amostras de sangue foram encaminhadas a sala de
processamento e armazenamento onde foram centrifugadas a uma rotagdo correspondente
a 2000G por 10 minutos. Ap6s a centrifugacao para separagéo do plasma, o mesmo foi

transferido para um tubo criogénico, igualmente identificado.

O controle quanto a transferéncia para o tubo correto foi realizado através de um

sistema de controle e identificacdo dos tubos por meio de cddigos-de-barra.

Uma vez concluida a conferéncia dos procedimentos de transferéncia, os tubos
criogénicos foram armazenados em freezer especifico para armazenagem de amostras
biolégicas, localizado na Unidade de Internacao e mantido a temperatura de cerca de -20°C,

monitorada através de termdmetro calibrado.

As amostras foram transferidas da Unidade de Internagéo para a Unidade Central de
Armazenamento Galeno em 11.06.15 e 29.06.15 por intermédio de empresa especializada
para transporte de amostras biolégicas. As amostras foram colocadas em caixas térmicas
contendo gelo seco, sendo que a temperatura durante o transporte foi monitorada por
termdmetro de maxima e minima, calibrado. Os tempos dispendidos para o transporte das
amostras foram inferiores a 0:40 h, sendo que as mesmas permaneceram a uma
temperatura abaixo de -50°C. As amostras foram armazenadas em freezer especifico e

mantidas a temperatura de cerca de -20°C, monitorada através de termdémetro calibrado.

Em 16.07.15 as amostras foram transferidas para o Centro Analitico MAGABI por
intermédio de empresa especializada para transporte de amostras biolégicas. As amostras
foram colocadas em caixas térmicas contendo gelo seco, sendo que a temperatura durante

o transporte foi monitorada por termdédmetro de maxima e minima, calibrado.

Foram transferidas um total de 5279 amostras de participantes, bem como as
amostras para controle do método.
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3.4 Etapa Analitica

A quantificagcdo das concentrac¢des plasmaticas de capecitabina foi realizada através
de métodos analiticos especificos e validados, baseado na aplicacdo de um modelo nao
compartimental proprio para avaliacdo destas concentragdes, utilizando a Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-MS/MS) com
ionizagao por eletrospray positiva usando monitoramento de multiplas reagoes.

O uso clinico da HPLC-MS/MS iniciou-se com a necessidade de monitoramento
terapéutico de drogas de imunossupressores, sendo a ciclosporina e tacrolimus os
primeiros ensaios a serem desenvolvidos, seguido de analises de toxicologia ja que essa
metodologia permite a quantificacdo tanto de uma droga desconhecida como realizar
triagem direcionada para um medicamento especifico identificado previamente [50]. A
utilizacao desse equipamento para estudos de bioequivaléncia é bem descrito na literatura
[51-53].

A cromatografia liquida € um excelente método de separacao, de quantificacéo de
moléculas. O processo passa por uma fase movél com um solvente fluido para carregar o
analito, sendo introduzida no equipamento e misturada ao plasma, e depois passa a fase
estacionaria obtendo assim a separagcao dos componentes. Porém somente essa técnica
nao € suficiente para uma analise qualitativa, ou seja, identificacdo ou confirmacao da
substancia que esta sendo analisada. Por isso, a espectrometria de massa € o “parceiro”
ideal para complementar essa técnica, permitindo a avaliagdo qualitativa. O espectrometro
de massa funciona convertendo as moléculas do analito para um estado carregado
(ionizado), com analise subsequente dos ions e seus fragmentos produzidos durante a
processo de ionizacdo, com base na sua relagdo massa/ carga (m/ z), possibilitando assim

a medida qualitativa e quantitativa de uma amostra [54, 55].

Resultados dessa quantificacdo realizada no estudo piloto da capecitabina [56]
segue em ilustracdo abaixo. Podemos observar a avaliacdo de plasma sem capecitabina
onde nao ha pico, o pico de capecitabina no limite inferior e o superior (Figura 8, 9 e 10,

respectivamente).



47

Branco plasma sxir. 17-Ocd 2012

1592

T T T T T T T Tre
oBD amn 1cq v or) 160 180 0

T T T T T T T
24 2.0 z4D0 280 280 gL i) 340 R 3.0 400

Figura 8. Analise de plasma dos participantes antes da administragdo do medicamento. Grafico sem pico, pois
nao houve a identificagdo de nenhuma substancia. Fonte: Mendes et al. (2011) [56].

Capecitabina 1ngimi em solvente

26-Sep-2012
15:10:16
WETORUDTO TS TR D 1-078 5m (%0, 24 WMRK of 7 Channeiz Egs
i
67L ) 1
|
|
o |
|
|
% T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |- T - s T T T T T Frrern Tie
P wan 100 1.0 140 t &l 1,80 200 12 240 260 280 300 32 340 360 160 4.00

Figura 9. Andlise cromatografica da Capecitabina, produzindo pico, sendo identificada no limite inferior de
deteccdo. Fonte: Mendes et al. (2011) [56].
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Figura 10. Andlise cromatogréafica da Capecitabina, produzindo pico, sendo identificada no limite superior de

detecgdo. Fonte: Mendes et al. (2011) [56].

3.4.1 Descricao dos reagentes, instrumentos, equipamentos e padroes

Os equipamentos, solventes e reagentes assim que os materias utilizados para fase

analitica estao descritos nos quadros abaixo (Quadro 2, 3 e 4).

Quadro 2. Descricao dos eguipamento de LC-MS/MS.

Sistema LC-MS/MS MSO01/ SK01
Componente Fabricante, Pais Modelo NuUmero de série
Conditioned Stacker Spark, Holanda 931 50028
Reliance Spark, Holanda 930 50028
Bombas HPLC Spark, Holanda 750 50040/50041
Degasser Agilent Technologies, Japao G1379A JP40722995
Forno Agilent Technologies, G1316B DE60557424
Alemanha
Espectrdmetro de Sciex/ Applied biosystems, AP15000 AG00830504
Massas Canadéa
Fonte Sciex/ Applied biosystems, Electrospray 020183060720
Canada
Sistema de dados-MS Sciex/ Applied biosystems, Analyst v1.4.2 -
Canada

Sistema de dados —
extrator online

Spark, Holanda

Symbiosis Pharma for
Analyst release 1.0 sp4
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Quadro 3. Descricao dos solventes e reagentes.
Reagente Descricao Fabricante, Pais
Metanol Grau HPLC Millipore, Brasil
Acetonitrila Grau HPLC Carlo Erba, Italia
Agua deionizada Ultrapura Carlo Erba, Italia
Eter etilico Grau analitico Macron, México
Diclorometano Grau analitico Carlo Erba, Italia
Acido formico 88% Grau analitico J.T. Baker, México

Quadro 4. Descricao dos materiais e instrumentos de analitica.

Instrumentos

Fabricante, Pais

Pipetas automaticas (P20, P100, P200, P1000,
P10mL, C1200, C300)

Gilson, Franca

Ponteiras descartaveis - 5 - 200 ]L, 200 - 1000 ]JL e
1-10mL

Axygen, EUA

Tubos de vidro 13 x 100 mm e 12 x 75 mm

Tubonew, Brasil

Eppendorf, EUA

Pipeta de repeticdo
Microtubos tipo Eppendorf Axygen, EUA
Tubos de centrifuga de 50 e 15 mL TPP, Suica
Misturador tipo vortex Scientific Industries, EUA
Mesa agitadora VWR, EUA
Mettler Toledo, Suica

Balanca analitica

Dispensador

Brand, Alemanha

Ultra Freezer

Sanyo, Japao

Centrifuga

Thermo Electron, EUA

Caliper LifeSciences, EUA

Secador de Amostras
Secador de Amostras Tecnal, Brasil
Placa de 96 pocos, capacidade 1000 uL Axygen, EUA
Selo de silicone Axygen, EUA

O analito neste estudo foi a capecitabina e o padrao interno a capecitabina delterada

(capecitabina-d11) podendo ser identificada facilmente pelo método bioanalitico escolhido

(vide quadro 5).

Quadro 5. Descricao dos padroes de referéncia : analito e padrao interno.
Nome usual A ser Fabricante/ Fornecedor/ Lote Data de
utilizado Pais pais validade
como
Capecitabina Analito USP/EUA USP/EUA G0J205 30/04/2016
Capecitabina-d11 Padrao TRC/Canada TRC/Canada 4-CHZ-132-1 23/11/2017
interno




50

3.4.2 Recebimento e armazenamento das amostras

As amostras foram recebidas no laboratério bioanalitico de acordo com o
procedimento operacional do laboratério. Todas as amostras foram conferidas
comparando-se os rotulos dos tubos com a informagdo contida na carta de envio de
amostras proveniente da parte clinica do ensaio. Também foram confrontadas as condi¢des
de transporte e armazenamento com o protocolo clinico do estudo. As amostras assim
conferidas e organizadas foram estocadas para analise posterior em freezers a -20°C. Além
disso, foi aberta uma cadeia de custédia das amostras do estudo para controle das
mesmas. Apos a conclusdo do estudo analitico, o conteudo remanescente das amostras
(5279 ao todo) permaneceu estocado nas mesmas condi¢cbes até o descarte das mesmas

apos autorizacao pelo pesquisador.
3.4.3 Calculo de concentracao das amostras

O célculo da concentracao das amostras desconhecidas foi com base na construgéao
de uma curva de calibragdo construida para cada analito dentro do sistema de dados do
software Analyst versdo 1.4.2. A fungdo aplicada as diferentes amostras da curva de
calibracéo foi calculada por um sistema de regressao linear ponderada utilizando a relacao
area do analito e area do padrao interno (resposta) proveniente dos respectivos
cromatogramas. Esta fungéo foi previamente validada conforme disposto nas legislacées
vigentes. As amostras de branco, zero ou rejeitadas pelos critérios de aceitacao/rejeicao
nao foram utilizadas para a construgao da curva de calibracdo. As respostas provenientes
de cada amostra desconhecida foram, entao, interpoladas pelo préprio software na curva

de calibragao a fim de proporcionar a concentracdo do composto de interesse.
3.4.4 Calibracao, solucoes padrao e controle de qualidade de amostras
3.4.4.1 Padroes de calibracao e controles de qualidade

Solugbes de estoque de capecitabina (analito) e o padrao interno (Pl) capecitabina
d-11 foram preparados em metanol/agua (80:20, v/v) em concentracdes de Tmg/mL.
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As curvas de calibracdo da capecitabina foram preparadas por pico de plasma em
branco em concentragbes de 1,0; 2,0; 10,0; 50,0; 200; 500; 750; e 1000ng/mL e cada

concentragéo foi analisada em duplicado.

O controle de qualidade das amostras foram preparadas diariamente em plasma em
branco a concentragdes de 3,0; 150; 400 e 800ng/mL.

Para cada validagéao foram analisados oito para cada nivel de controle de qualidade
(trés validagcdes foram realizadas). As amostras de plasma com pico (padrées e controles
de qualidade) foram extraidos em cada lote analitico, juntamente com as amostras

desconhecidas.
3.4.4.2 Preparacao das solucoes primarias

As solugdes primarias foram preparadas a partir da pesagem do padrao respectivo
com uma precisao de 0,01 mg. Todas as pesagens foram registradas adequadamente na
documentacgao do estudo. A descricao detalhada da preparacéo esta nas tabelas a seguir:

Tabela 2. Preparacéo da solucdo primaria do analito para as curvas de calibragcao e controles de qualidade.

Solucao mae Capecitabina

Cadigo de identificacao PH08601M1Q05

Data da pesagem 30-jun-15

Data do preparo da solucéao 30-jun-15

Massa pesada 4,06800 Em mg
Fator de pureza 0,99700 -

Fator de correcao 1,00000 -

Volume adicionado 5,00000 Em mL
Conc. Final 0,81116 Em mg/mL
Solvente utilizado Metanol/agua (80/20; v/v)

Tabela 3. Preparacéo da solucdo primaria do padréo interno.

Solugcao mae Capecitabina d-11

Codigo de identificacao PH08601M2103

Data da pesagem 07-jul-15

Data do preparo da solucao 07-jul-15

Massa pesada 1,00000 Em mg
Fator de pureza 0,98000 -

Fator de correcao 1,00000 -

Volume adicionado 1,50000 Em mL
Conc. Final 0,65333 Em mg/mL

Solvente utilizado Metanol/dgua (80/20; v/v)
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3.4.5 Condic6es cromatograficas

As condigbes cromatogréficas escolhidas foram baseadas em estudo prévio (estudo
piloto da capecitabina) assim que na metodologia descrita em literatura. Os parametros
utilizados seguem abaixo (quadro 6):

Quadro 6. Condi¢cdes cromatograficas e de extracéo.

Codigo da coluna Col-095

Temperatura da coluna 40° C

Fluxo da fase mével 1,20mL/min

Presséao da Coluna 105 Bar

Temperatura do amostrador | 6°C

Loop de amostragem 20 uL

Volume de injecao 40 uL

Tempo de corrida 2,75 min

Tempos de retencéao 1,90 £ 0,29 min. Capecitabina
1,84 + 0,28 min. Capecitabina-d11

Tipo de integracao Base-to-base

Numero de Smooth 3 Capecitabina
3 Capecitabina-d11

Tipo de extracao Liquido-liquido

Anticoagulante Heparina

As condicoes de deteccao do analito e do padréo interno encontrados na validagédo
desta metodologia foram as seguintes (tabela 4):

Tabela 4. Descrigao das condigdes de detecgao.

Nomes dos Precursor ion Product Dwell time CE (volts) CXP (volts)
compostos ion (msec)
Capecitabina 360,2 2442 100 19 18
Capecitabina-di1 371,1 255,1 100 19 18

CE-=caollision energy ; CE=collision exit potencial.
3.4.6 Validacao do método bioanalitico

Conforme recomendag¢des do manual de boas praticas em bioequivaléncia e
biodisponibilidade da ANVISA [34], estudos preliminares de validagdo foram efetuados.
Introduziu-se 0,2 mL de cada amostra de plasma no tubo de vidro seguido por 0,05 mL da
solucao de padrao interno (Pl) (50 ng / mL). O Pl usado foi a capecitabina-d11. Os tubos
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foram misturados brevemente com vortex e os compostos de interesse foram extraidos com
1 mL de éter / diclorometano (70/30; v / v). Essa solucao foi misturada com vortex por
aproximadamente 30s. As amostras foram entao centrifugadas a 2000G durante 3 min. A
fase superior (fase organica) foi entao transferida para outro teste de limpeza e evaporada
sob N2 a 40° C. Os residuos secos foram reconstituidos com 0,2 mL de metanol / 4gua
(70/30; v/v) + &cido férmico 3mM e misturado com vortex por 10s. As solug¢des foram entdo
transferidas para os microvivos do auto-injetor. A HPLC foi realizada em C18, 5 um (50 x
4,6 mm i.d., Phenomenex, Gemini) a um caudal de 1,2 mL/min a 40° C. A pressao do
sistema era de aproximadamente 105 bar. A fase movel foi metanol / &gua (55/45; v / v) +
acido férmico 3 mM. A temperatura do auto-amostrador foi mantida a 6 + 2 °C e o volume
de injecao foi de 0,04 mL. Os tempos tipicos de retencéo padréo foram 1,90 £ 0,29 min para
a capecitabina e 1,84 £ 0,28 min para o padrao interno, e o tempo de execucao total foi de
2,75 min.

O espectrémetro de massa (APl 5000) equipado com uma fonte de eletroporagéo
usando um eletrodo contador de fluxo cruzado foi executado em modo positivo (ES +) com
monitoracao de reacao multipla (MRM). O espectrometro de massa foi ajustado da seguinte
forma: 360.2> 244.2 e 37/ 1.1> 255.1, para capecitabina e d11-capecitabina, como os ions
precursores m / z e os respectivos ions produto. A temperatura do bloco de origem foi
ajustada em 6000C e a voltagem do turbo ion spray para 4.5 kV. O nitrogénio foi usado
como gas de colisdo. Para a capecitabina e padrao interno, o potencial de desenganche,
energia de colisdo e potencial de saida de colisdo foram 5 (V), 15 (eV) e 50 (V),
respectivamente. Os dados foram adquiridos pelo software Analyst (1.4.1, Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

A linearidade, que consiste nos limites de quatificacao, determinada foi de 1.000
ng/mL a 1000.000 ng/mL. Uma regresséo linear foi utilizada com um indice de ponderacao
de 1/ x2 foi aplicada as razdes da area de pico de e padréo interno versus as concentracoes
dos padrdes plasmaticos de capecitabina em duplicata para gerar uma curva de calibragao.
A regressao de peso foi empregada pois melhora a precisdo na parte inferior da curva de
concentragéo. O limite de detecg¢éo (LOD) e o limite inferior de quantificagdo (LOQ) foram

determinados calculado como as concentragées com uma relagao sinal / ruido de 3 e 10,
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respectivamente. Cada padrdo de concentracdo calculado de volta deveria atender ao
seguinte critério aceitavel: ndo superior a 20% de desvio.

A precisdo dentro e entre corridas foi determinada como o coeficiente de
variacao,(CV) (%) = 100 (SD / M) e a precisao (%) por 100 (M / T), onde M é a média, SD
€ o desvio padrao de M, e T é a concentragao tedrica.

Para avaliar a estabilidade, amostras de plasma de controle de qualidade (3,0 e 800
ng / mL) foram submetidas a incubacao a curto prazo (15 h) a temperatura ambiente; Quatro
ciclos congelamentos / descongelamento (20°C); 119 h no auto-amostrador (6°C * 2); e

uma incubagéo de longo prazo (800 dias).

Posteriormente, as concentragdes de capecitabina foram medidas e comparadas

com amostras recém-preparadas.

Segue no quadro abaixo os parametros determinados no método bioanalitico.

Quadro 7. Sumario do método bioanalitico.

Codigo do estudo analitico MGB-008/15

Centro analitico MAGABI Pesq. Clin. Farm. Ltda.
Técnica analitica LC-MS/MS

Método utilizado durante a quantificacao MPH086_01

Codigos dos equipamentos utilizados MS01/SKO01

Analito Capecitabina

Padrao interno Capecitabina-d11

Matriz biologica Plasma humano
Anticoagulante Heparina

Linearidade 1,000 ng/mL a 1000,000 ng/mL
Equacao da curva y =a+ bx (1/x)

Limite Inferior de Quantificacao (LIQ) 1,000 ng/mL

Controle de qualidade baixo (CQB) 3,000 ng/mL

Controle de qualidade intermediario (CQl) 150,000 ng/mL

Controle de qualidade médio (CQM) 400,000 ng/mL

Controle de qualidade alto (CQA) 800,000 ng/mL

Tempo de estabilidade de pds processamento | 119 horas

Ciclos de congelamento e descongelamento 3 ciclos

Tempo de estabilidade de curta duragao 15 horas

Tempo de estabilidade de longa duracao 800 dias




55

3.5 Etapa Estatistica

A analise dos parametros farmacocinéticos foi realizada usando modelo néao
compartimental em que a curva é ajustada aos dados sem obedecer a um modelo
adequado para concentracdes plasmaticas de capecitabina. Os parametros foram

determinados diretamente dos valores de concentracao reportados para cada tratamento.

Os parametros farmacocinéticos calculados foram: Cmax, ASCo+, ASCo-inf, TMax,
%ASCExtrap,T1/2 e Kel.

Métodos estatisticos utilizados neste estudo foram: Intervalo de Confianca
Paramétrico, Analise de Variancia (ANOVA) e Poder do Teste. O nivel de confianga fixado
para o intervalo foi de 90% e o poder minimo desejavel de 80%. O nivel de significancia
fixado para os efeitos fixos da ANOVA foi de 5% para efeito de periodo e tratamento e de

10% para o efeito de sequéncia.

A bioequivaléncia entre as duas formulagées e trés sequéncias foi avaliada
calculando a relacao individual de teste/referéncia do Cmax, a ASC da concentracao
plasmatica até a ultima concentracdo observada acima do limite de quantificacao (ASCo-t),
e a ASC entre a primeira coleta (pré-dose) e o infinito (ASCo-inf). O método dos trapezodides,
que consiste na soma da area dos trapézios formados pelas concentra¢des plasmaticas em
relagdo ao tempo, foi utilizado para o céalculo da ASC e extrapolada para o célculo da ASCo-
inf através de uma relacao entre a ultima concentragéo obtida do farmaco e a sua constante

de velocidade de eliminacao (vide férmula abaixo).

ASCI0-inf] =ASCJ0-1] + Ct/Ke,
onde Ct é a ultima concentragao quantificavel.

A Cmax foi analisada seguindo o método estatistico recomendado pela OMS. Para
Cmax, o desvio padrao intra-sujeito foi calculado para o produto de referéncia (SWR), que
foi expresso pelo coeficiente de variacdo (CVWR). Se CVWR <30% para Cmax, em
seguida, o intervalo de confianca de 90% para a proporcao das medias geométricas do
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parametro Cmax tinha a faixa de aceitacao de 1C90% [80%, 125%]. Se CVWR de Cmax
fosse> 30%, entéo o intervalo de aceitacao foi expandido com base na seguinte férmula:

[L, U] = exp [tk * SWR]

Onde L é o limite inferior do intervalo de aceitagdo, U é o limite superior do intervalo
de aceitagao, k € a constante reguladora = 0,760 e o SWR é o desvio padrao intra-sujeito

dos valores log-transformados do produto de referéncia Cmax (comparador).

Se CVWR=50%, o limite maximo do intervalo de confianca permitido, ou seja, IC90%
[69,84%, 143,19%], deveria ser adotado. Em qualquer caso, a média geométrica da relagéo
Cmax deveria estar contida na faixa [80,00%, 125,00%)].

Os parametros farmacocinéticos log-transformados ASCo-te Cmax foram analisados
para determinar as diferengas entre produto teste e referéncia. Para ASCo-+, a analise
estatistica foi conduzida baseada em médias de minimos quadrados de cada componente

do produto teste e referéncia. O modelo estatistico utilizado para a analise foi:

Sequéncia + Participante (Sequéncia) + Periodo + Administracao.

A analise de variancia (ANOVA), com efeitos fixos para sequéncia, periodo e
administracao e efeito aleatério para participante dentro da sequéncia foi conduzida usando
transformacao logaritmica de ASCo-t. Foi calculado o intervalo de confian¢a de 90% para a
razao das médias geométricas do parametro ASCo-. O critério de decisao foi de 1.C. 90%
[80%; 125%]. A bioequivaléncia deveria ser concluida se os intervalo de confianga obtidos

estivessem dentro da faixa de 80-125% para Cmax, ASCo-te ASCo-inf da capecitabina.

A porcentagem de ASCo-infque é extrapolada do Tultimo para o infinito (%ASCExtrap)
foi calculada coma seguinte formula:

(ASCo-inf - ASCo-t)/ ASCo-inf)*100
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O Ke refere-se a constante de taxa de eliminagdo terminal e foi determinada por
andlise de regressao log-linear.

O Tempo de meia vida foi calculado a partir da seguinte féormula: T12= log(2)/Ke

O Tmax refere-se ao tempo da concentracdo maxima.

Os parametros Cmax, ASCo+, ASCo-int, Tmax, ASC%extrap, T1/2 e Kel, foram

determinados utilizando o software WinNonlin (Phoenix 6.4), Microsoft Excel 2010 e Graph
Pad Prism. Version 3.02.
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4 RESULTADOS
4.1 Analise descritiva

Receberam pelo menos uma das formulagcées do estudo 84 participantes que
inicialmente satisfizeram os critérios de inclusdo/exclusdo. Um total de 77 participantes

concluiram o estudo conforme ilustrado pela figura 11.

A idade dos participantes variou entre 18 e 53 anos (média 30,65). O peso e a altura
ficaram compreendidos entre 55 e 99 kg (média = 74,42 kg) e 1.60 e 1,87 m (média=1,74m),
respectivamente. O indice de massa corpérea (IMC) variou entre 19,20 e 29,41 (média =
24,42).

Os participantes ndo apresentaram nenhum quadro cardiaco, hepatico, renal,
pulmonar significativo doengas neurologicas, gastrointestinais e hematoldgicas, avaliadas
pelo exame clinico, ECG e nenhuma alteragéo laboratorial dos exames realizados.

Sete participantes foram excluidos: cinco por abandono do estudo néo relacionada
ao tratamento: ndo comparecimento no dia da internagéo (participantes 2, 42, 50, 71 e 79);

dois por critérios de exclusao, por apresentar evento adverso (participantes 73 e 80).
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Avaliados para elegibilidade

n=84
Incluidos
N=84
Excluidos n=5
Abandono do estudo , ndo
comparecimento no dia da internacdo
N=79

Finalizaram estudo
n=77

Figura 11. Fluxograma de participantes. Fonte: proprio autor.

4.2 Analise farmacocinética

Na analise farmacocinética realizada obtivemos os seguintes resultados:

Tabela 5. Descricao dos parametros farmacocinéticos avaliados apds administracéo da capecitabina, produto

teste e reférencia.

Produto teste Produto referéncia Produto referéncia
primeira segunda
administracao administracao
Cmax (ng/mL) 327,29 337,69 325,37
Meia vida (h) 0,41 0,53 0,42
Tmax (h) 1,68 1,66 1,53
Ke (h™) 1,78 1,65 1,77
Tultimo (h) 4,47 4,59 4,49
Cultimo (ng/ml) 2,89 2,98 2,96
ASCultimo (ng.h/mL) 288,83 283,15 278,49
ASCinf (ng.h/ mL) 288,68 287,65 280,32
ASCOt/ASCinf (ng.h/ mL) 0,65 1,66 0,69

Variaveis expressas pelo célculo da média.
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As curvas das concentragdes plasmaticas médias de capecitabina nos perfis de
tempo de cada formulagdo sdo mostrados abaixo ( Figura 12).
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Figura 12. Concentragdo plasmatica média por analito e tratamento. Capecitabina ref 1 adm: produto
referéncia na primeira administragao; capecitabina ref 2 adm: produto referéncia na segunda administragao.

As médias geométricas dos trés parametros para biodisponibilidade foram
calculadas, como demostrados na tabela abaixo (tabela 13). O intervalo utilizado para a
para a aceitacao da equivaléncia foi de 80 — 125% (dados transformados) para Cmax e de
69.84% — 143.19% para ASCo-+ (dados transformados), visto que o coeficiente de variacao
CVWR foi 250% (73.5767%).

Tabela 6. Resultados estatisticos por parametro farmacocinéticos.

Cmax ASCo.t ASCo.in
Teste 5,590661 5,641772 5,634184
Referéncia 5,550704 5,599285 5,603979
I.C. 90% 88,1322; 122,9057 98,7468; 10,2506 97,4852; 108,987

Teste vs. Referéncia

Resultados representados pelas médias geométricas. |.C. obtidos para a razdo entre os tratamentos (dados
transformados).

Comparando a biodisponibilidade entre produto teste e referéncia através da razédo
teste/referéncia (parametros Cmax, ASCo-te ASCo-int) N80 houve diferenca estatisticamente
significante (p=<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7: Distribuicao dos resultados finais apurados: biodisponibilidade comparativa média.

Parametro N Razao Limite inferior Limite superior Poder
Cmax 77 104,0766 88,1322 122,9057 97,1439
ASCio-atimo 77 104,3403 98,7468 110,2506 99,9999
ASCo-int 73 103,0665 97,4852 108,9673 99,9998

Variaveis expressas em porcentagem.

As duas administracbes do produto referéncia foram comparadas para avaliar
variagcao inter e intra sujeito, nao apresentando diferenca estatisticamente significativa em
relagao a sequéncia, tratamento, periodo ou administracdo, como demonstrado na Tabela

abaixo (tabela 8).

Tabela 8. Resultados avaliago inter, intra sujeito e variaveis.
Cmax ASCo.t ASCo-inf

Coeficiente de variacao (%) — primeira administracado do referéncia vs. segunda

Inter sujeito 28,150643 21,218575 20,650521

Intra sujeito 73,576704 20,14051 18,827717

P-valores obtidos para os efeitos fixos da ANOVA

Sequéncia 0,43209 0,651765 0,749641
Tratamento 0,568284 0,160711 0,209378
Periodo 0,550855 0,765695 0,532941
Administracao 0,943941 0,779682 0,864441

4.3 Analise tolerancia e seguranca

Vinte e um eventos adversos foram observados neste estudo clinico. Dezenove
foram classificados como nao relacionado ao tratamento. Dois casos de cefaléia leve foram

considerados como possivel relacionado ao tratamento.

Houve duas exclusdes por evento adverso, um considerado grave, ambos nao
relacionados ao tratamento: um caso de conjuntivite e e um acidente perfurante. Houve

uma lesao acidental de cérnea do olho esquerdo do participante por queda de agulha com
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seringa necessitando procedimento cirdrgico, com total recuperagéo. A lista de todos os

eventos adversos encontra-se no anexo deste documento.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o medicamento teste utilizado

neste estudo foi bioequivalente a formulacao ja comercializada.

Sabe-se que o0 uso de participantes sadios € adequado para a maioria dos estudos
de bioequivaléncia para extrapolar o resultados a outras populagdes, com excecao de
quimioterapia devido aos riscos quanto a seguranca, sendo neste caso preferivel o uso de
pacientes [47, 57]. Ainda, a participacdo de voluntarios sadios e ndo pacientes apresenta
uma maior facilidade de recrutamento. Dessa forma, a metodologia utilizada neste estudo
foi inovadora em dois aspectos: o uso de participantes sadios e ndo pacientes se tratando
de um medicamento oncoldgico; e pela utilizacao de trés sequéncias de administracéo da

medicacao, com a referéncia sendo utilizada por duas vezes.

Um estudo piloto de bioequivaléncia foi realizado para avaliar a seguranga da
capecitabina em individuos sadios [56]. Foram utilizados 16 participantes divididos em dois
grupos: um com administracao da droga em jejum e outro apés alimentacao. Nesse estudo
nenhum participante apresentou qualquer evento adverso e nenhuma alteragdao quanto a
avaliacdo bioquimica e hematoldgica. Esses resultados sao esperados pois a capecitabina
€ uma proé-droga. A conversdo para 5-FU e seus metabdlitos, que sdo os principais
responsaveis pelos efeitos adversos, ocorre preferencialmente em células malignas. A
conversao da capecitabina em 5-FU é quatro vezes maior em células tumorais do que em
tecido sadio [58]. Foi observado que a toxicidade esta mais relacionada aos catabdélitos do
5-FU ( 5'-DFUR e alfa-fluoro-beta-alanina) [59], portanto o risco de toxicidade é pequeno

com o uso de participantes sadios.

Cabe lembrar que a dose do estudo de 150mg é cerca de 25 a 30 vezes menor do
que a dose diaria empregada em pacientes com cancer. Ao longo desse estudo a dose total
de capecitabina foi de 450mg: cerca de 150 vezes menor do que a dose prescrita a cada
ciclo de tratamento. Sendo assim, a dose utilizada no estudo estava bem abaixo da utilizada
em tratamento, fato que acrescenta a seguranca aos participantes e é bem aceito pelas
autoridades. De acordo com a nota técnica 05/2012 ANVISA [60], os pesquisadores tem

autonomia para escolher quanto ao uso de participantes sadios ou pacientes, baseado no
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potencial toxicoldégico do medicamento testado. No nosso estudo, tanto o produto teste

como o referéncia foram bem tolerado apds uma Unica dose oral.

Na literatura os estudos com capecitabina prévios ao estudo piloto citado
anteriormente foram realizados unicamente com pacientes oncoldgicos. Cinco estudos
prévios de bioequivaléncia da capecitabina foram identificados na literatura. Cassidy et al.
(1999) [61] realizou um estudo aberto, randomizado, cruzado com uma unica dose oral de
2000mg/m? de capecitabina. Foram utilizadas apenas duas sequéncias com 25 pacientes
com tumores sélidos. O objetivo desse estudo foi baseado na bidisponibilidade do seu
principal metabdlito, 5-DFUR. Paramétros farmacocinéticos de capecitabina e seus outros
metabdlitos (5’-DFCR, 5-FU e FBAL) também foram avaliados. A biodisponibilidade foi
considerada equivalente. Variaveis como idade, sexo, area da superficie corporal e
depuracdo da creatinina ndo demonstraram efeito clinicamente significativo na
farmacocinética da capecitabina ou seus metabdlitos. No nosso estudo nenhum metabdlito
foi avaliado pois nossos participantes eram sadios, lembrando que a transformagdo em
metabdlito s6 € realizada significamente quando ha tecido tumoral [15, 24, 26, 27].

Outro estudo clinico, multicéntrico, aberto, randomizado, cruzado com dose Unica
também avaliou bioequivaléncia da capecitabina pelos seus paramétros farmacocinéticos
e de 5-DFCR [17]. A dose utilizada foi 2000mg/m?, com apenas duas sequéncias com 63
pacientes com cancer de mama, célon e coloretal, demonstrando bioequivaléncia entre as
formulas. Mais uma vez se tratava de pacientes, em que a dosagem de metabdlitos se torna
interessante em termos de conhecimento mas ndo é mais aceito pelas autoridades
regulatérias [62]. Queckenberg et al. (2015) utilizou dosagem plasmatica capecitabina e
seus metabdlitos 5-DFUR, 5-DFCR e 5-FU [24] em estudo aberto, multicéntrico,
randomizado, cruzado com 46 pacientes com cancer. Foram duas sequéncias, cada
paciente recebendo sua dose especifica de capecitabina de acordo com seu tratamento
prévio ao estudo, a média foi de 1739mg. Nesse estudo a formulagéo teste ndo apresentou
bioequivaléncia. Gadiko et al. demonstrou bioequivaléncia com 103 pacientes em estudo
cruzado, de dois periodos e duas sequéncias, com uma Unica administracdo de dose fixa

(quatro comprimidos / 2000 mg) [63].



65

No estudo de Chaigneau et al. (2008) o objetivo da bioequivaléncia da capecitabina
era completamete diferente dos outros estudos: foi avaliar a possibilidade de facilitar a
administracdo em pacientes com disfagia consequente de cancer (esbéfago, estreitamento
por radioterapia, etc) [64]. Uma mesma formulacdo porém comprimido esmagado vs
comprimido inteiro em 14 pacientes em um estudo monocéntrico, randomizado, cruzado, 2
bragos com a administracdo de 1250mg/m? 2x ao dia. A biodisponibilidade nédo se

demonstrou equivalente.

Os autores desses estudos justificam o uso de pacientes e nao individuos sadios
devido a citotoxidade da droga. Vale lembrar que a capecitabina é uma pro-droga, ela se
torna citotéxica somente no momento que é transformada em 5-FU e outros metabdlitos e
esse fendbmeno é somente possivel em tecido tumoral. O uso de participantes sadios para
estudos de capecitabina é seguro, facilta recrutamento, reduz o custo do estudo. Além
disso, nao compromete o tratamento do paciente oncolégico. Mesmo se nao houver
bioequivaléncia, n&o ha prejuizo aos participantes, visto que a capecitabina ndo esta sendo
empregada como intuito terapéutico.

Outro ponto inovador foi utilizar trés sequéncias com a administracdo do produto
referéncia duas vezes em um estudo de quimioterapia oral. Estudos de bioequivaléncia
utilizam duas sequéncias. Foi decidido utilizar trés sequéncias visando a avaliagdo da
variabilidade intraindividual mais detalhada. Medicamentos com alta variabilidade sao
aqueles que apresentam importante variabilidade de resposta intraindividual dificultando
demonstracdo da bioequivaléncia entre o produto genérico e o produto de referéncia em
um estudo cruzado com somente duas sequéncias, necessitando até mesmo de uma
populacao maior [43, 65]. Utilizando o produto reférencia como avaliador da variabilidade
intra-individual, teriamos a possibilidade de alteracao no intervalo de confianca [43, 66]. A
Agéncia Européia de Medicamento (EMA) aconselha a administracdo do produto referéncia
por pelo menos duas vezes para determinar a variabilidade, e assim adaptar intervalos se
necessario. Se essa variabilidade intra-individual se apresentar até 30% o intervalo
permanece inalterado, de 80 a 125. Acima de 30 até 35% sera adotado 77,23 a 129,48; até
40% de 74,62 a 134,02; acima desse valor até 45% sera de 72,15 a 138,59; se igual ou
maior que 50% o intervalo sera um pouco mais abrangente, de 69,84 a 143,19 [43, 66, 67].

Em um estudo com antidepressivo foi utilizado quatro sequéncias podendo assim identificar
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importante variabilidade inter e intraindividuo [65]. Reavaliando estudos da capecitabina,
Cassidy et al.(1999) [61] assim que Gadiko et al. (2012) [63] encontraram uma variablidade
intra-individual importante da capecitabina em Cmax, com coeficiente de variagdo maior
que 50%. Para Chachad et al. (2013) [17] foi 39,6%. No nosso estudo avaliamos variagao
inter e intra sujeitos além de fatores como sequéncia, tratamento, periodo e administracao
nao demonstrando nenhuma diferenca estatisticamente significativa e, portanto, a
bioequivaléncia foi avaliada dentro do intervalo pré estabelecido. O intervalo confianga de
90% de Cmax, ASCo-t e ASCo-int entre teste e referéncia foi obtido dentro da faixa de
bioequivaléncia convencional de 80-125%.

Comparando com a literatura podemos afirmar que uma das limitagées deste estudo
foi ter feito somente a dosagem plasmatica da capecitabina; nenhum de seus metabdlitos
foi avaliado. Por esse estudo ter tido um objetivo principal regulatério e metabdlitos nao sao
mais aceitos como paramétro para bioequivaléncia da capecitabina, essa avaliagdo nao foi
considerada. Além disso, 5DFUR e 5-FU provavelmente ndo seriam detectados pois
necessitam de CDA e TP, respectivamente, e essas enzimas sdo encontradas em tecido
tumoral [15, 24, 26, 27]. Talvez a dosagem desses metabolitos poderia estar contido nesse
estudo como forma de reafirmar a seguranca dos participantes, uma vez que sao eles os

responsaveis pela acéo citotéxica da droga e efeitos colaterais [24, 26].
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6 CONCLUSAO

A formulagcdo de capecitabina testada (comprimido de 150 mg, Eurofarma
Laboratérios S.A.) foi bioequivalente a formulagao referéncia, Xeloda® (comprimido de 150
mg, Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.) tanto para a taxa quanto para a extenséao e

velocidade da absorcéo.

A avaliacado da variabilidade intraindividual, através da comparacao dos paramétros
farmacocinéticos da capecitabina referéncia administrada por duas sequéncias nao

demonstrou nenhuma diferenca estatisticamente significativa.

O uso de capecitabina 150mg em dose Unica por participantes sadios, em 3 periodos
com wash out de 7 dias foi seguro e bem tolerado, sem nenhum evento adverso sério

relacionado ao medicamento.
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8 ANEXOS

Eventos adversos do estudo.

Participante

03

07

08

13

16

19

31

31

31

33

38

Periodo

29.05.15
Pré int P2

28.05.15
Pré int P2

28.05.15
Pré int P2

04.06.15
Pré int P3

26.05.15
Intervalo P1/P2

26.05.15
Intervalo P1/P2

17.06.15
Pos P1

20.06.15
Pré int P2

01.07.15
Po6s-estudo

03.06.15
Pés P1

09.06.15
Intervalo P2/P3

Evento

Resfriado, uso de Naldecon, 1
dose. Evento nao sério, leve, ndo
relacionado.
Cefaléia, uso de Dorflex, 1 dose.
Evento nao sério, leve, nao
relacionado.
Hipertrigliceridemia (259 mg/dL).
Evento nao sério, moderado, nao
relacionado.
Cefaléia, uso de Neosaldina, 1
dose. Evento nao sério, fraco, nao
relacionado.
Cefaléia, uso de Dipirona, 1 dose
500mg. Evento néo sério, leve,
nao relacionado.
Conjuntivite, uso de Diclofenaco
resinato 3 doses de 30 mg (8h/8h)
e trametamol cetorolaco tépica
8/8h por dois dias.
Evento n&o sério,leve, nao
relacionado.

Hipertrigliceridemia (362mg/dL).
Evento ndo sério, moderado, nao

relacionado.

Resfriado, uso de Cimegripe, 1
dose. Evento nao sério, leve, ndao
relacionado.

Hipertrigliceridemia (287 mg/dL).
Evento ndo sério, moderado, nao
relacionado.

Hipertrigliceridemia (295 mg/dL).
Evento ndo sério, moderado, nao
relacionado.

Resfriado, uso de resfenol, 1
comprimido. Evento ndo sério,
leve, nao relacionado.

Desfecho

29.05.15; total
recuperacao

28.05.15; total
recuperacao

02.06.15; total
recuperacao.

04.06.15; total
recuperacao.

26.05.15; total
recuperacao.

27.05.15; total
recuperacao.

24.06.14; total
recuperacao

20.06.15; total
recuperacao.

Resolucdo total em
30 dias.

10.06.15, total
recuperacao.

10.06.15, total
recuperacao.
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Participante

57

57

66

70

72

73

77

80

73

Periodo

16.06.15
Intervalo P1/P2

28.06.15
P3

15.06.15
Intervalo P1/P2

22.06.15
Intervalo P2/P3

28.06.15
P3

14.07.15
Pés-estudo

17.06.15
Intervalo P1/P2

20.06.15
Pré P2

14.06.15
P1

Evento

Hipertrigliceridemia (261 mg/dL).
Evento ndo sério, leve, nao
relacionado.

Cefaléia. Evento ndo sério, leve,
possivel relagao.
Tratamento: Paracetamol 750 mg
VO.

Dor muscular ap6s pratica de
atividade fisica, uso de
Nimesulida 100 mg. Evento nao
sério, leve, ndo relacionado a
terapia.

Cefaléia, uso de Nimesulida
100mg.
Evento ndo sério, leve, nao
relacionado.

Cefaléia. Evento ndo sério, leve,
possivel relagdo com terapia.
Tratamento: Paracetamol 750mg
VO.

Hipertrigliceridemia (301 mg/dL).
Evento ndo sério, moderado, nao
relacionado.

Hipertrigliceridemia (280 mg/dL).
Evento néo sério, leve, ndo
relacionado com a terapia.

Conjuntivite bilateral. Evento nao

sério, moderado, ndo relacionado.

Avaliacao oftalmologista, higiene
local com
soro fisiologico.

Lesao acidental cérnea de olho
esquerdo por perfurante (queda
de agulha).

N&o esperado, intenso, nenhuma
relagéo.
Procedimento Imediato: sedagéo,
procedimento
cirlrgico (sutura corneana).
Posteriormente: cirurgia de
catarata pés traumatica.

Desfecho

01.07.15, total
recuperacao

28.06.15; total
recuperacao

15.06.15 total
recuperacao.

22.06.15; total
recuperacao.

28.06.15, total
recuperacao.

Resolucgdo total em
30 dias.

01.07.15, total
recuperacao.

Excluido do estudo.

25.06.15 total
recuperacao

Excluido do estudo
08/10/2015 —Boa
evolucdo. Visao
100% olho
perfurado uso de
lente de contato
rigida.
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Apresentacao do Projeto:

Versao: Final-Data do Protocolo: 16/Jan/2015
Status Aprovada

Protocolo numero 016/14

A capecitabina, uma pro-droga do 5-fluorouracil (5-FU) que tem administracdo por via
oral. A capecitabina é um agente citotdxico que pertence ao grupo dos antimetabolitos.
A capecitabina é um “pré-farmaco” que é convertido em 5-fluorouracilo (5-FU) no
organismo. Esta conversao é superior nas células tumorais em relagdo a conversao
nos tecidos normais. O medicamento é tomado na forma de comprimidos, engquanto o
5-FU necessita, habitualmente, de ser injetado.

Indicacées:
Cancer de mama metastatico ou localmente avangado: Em combinagado com docetaxel
apos falha de regime que inclua antraciclina ou em monoterapia apés falha de taxane
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e de regime contendo antraciclina.

Cancer colorretal: Em monoterapia no tratamento adjuvante de pacientes com cancer
colorretal Dukes' C (estagio Ill), submetidos a ressec¢do completa do tumor primario
ou no tratamento de primeira linha de pacientes com carcinoma colorretal metastatico.

Estudo aberto, aleatorizado, cruzado, semi-replicado, com 2 administragdes,

3 periodos (3 sequéncias), nos quais os participantes recebem, em cada periodo
distinto, a formulacéo teste (1 ocasiao) ou a formulacao referéncia(em 2 ocasides),
apoés a ingestao de alimentagéo padronizada, havendo por conseguinte 3 bracos de
administragoes.

Produtos sob investigacéo, dose, e via de administracéo:

Teste: Capecitabina - comprimido - 150 mg; Eurofarma Laboratérios S.A.— administrado em dose Unica por
via oral

Referéncia do produto, dose, e via de administragao:

Referéncia: Xeloda [Capecitabina] - comprimido - 150 mg; Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.,
administrado em dose Unica por via oral

As formulagbes sdo administradas em dose Unica por via oral seguidas de
coletas de sangue de pelo menos 3 meias-vidas. Considerando-se também os
aspectos de seguranca, planeja-se um intervalo minimo de 7 dias entre as
internacgdes.

Os participantes serdo aleatoriamente designados a uma das seguintes
sequéncias de administragdes.

COMENTARIOS CEP:

Por se tratar de uma droga com acgao citotéxica, usada no tratamento de cancer, existem algumas
exigéncias que devem ser seguidas.

O uso de voluntarios sadios segue as recomendagdes da Nota Técnica 05/2012 da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

Segundo Nota: O estudo deve ser realizado:

Endereco: Av. Dr. Romeu Tortima, 739

Bairro: JARDIM SANTA GENEBRA Il (BARAO CEP: 13.084-791

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3517-6830 E-mail: cep_investiga@grupoinvestiga.com.br

Pégina 02 de 06



INVEST[GA INVESTIGA - INSTITUTOS DE Wm

_ INSTTRR0S GF PESQUISA PESQUISA

Continuagéo do Parecer: 969.185

-Populacéo do estudo:
Voluntéarios do sexo masculino
Voluntarios do sexo feminino com esterilizagao definitiva

-Dose oral 150mg

Um estudo piloto foi realizado com a medica¢do na mesma dose diaria, esta foi bem
tolerada pelos participantes, sem evidéncias de reagoes adversas.

Objetivo da Pesquisa:
-Este estudo tem por objetivo avaliar comparativamente a biodisponibilidade de 2 produtos (teste e
referéncia) a fim de determinar se sdo bioequivalentes.

A biodisponibilidade comparativa do principio ativo das formulagdes administradas por via oral apés
alimentacao serd avaliada com base em comparacdes estatisticas de parametros farmacocinéticos
relevantes para os farmacos, obtidas das amostras de sangue a serem coletadas. As concentragbes serdo
medidas através de método analitico apropriado e validado.

- Avaliacdo de seguranca e tolerabilidade

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Do projeto e TCLE:

RISCOS:

A administragao por boca de capecitabina de maneira continuada para tratamento do

cancer, com doses cerca de 150 vezes superior pode causar reagdes como: diarréia, nausea [vontade de
vomitar], vdmito, dor abdominal [dor na barriga] e estomatite [inflamagédo na boca]. Também pode nestes
pacientes ocorrer o0 que é denominado de “sindrome mao-pé”, caracterizada por dorméncia,
enfraquecimento, alteragdo na sensibilidade, inchago ou vermelhiddo, com ou sem dor, ou ainda
descamacao, aparecimento de vesiculas nas méaos e pés.

Também foram descritos sintomas como dor de cabega, tontura, alteragéo no paladar,

cansaco, febre. Nestas doses também ha informacgao de que a droga pode ser toxica

para o coracao, provocando dor, alteracées do ritmo e em alguns casos parade

cardiaca. Pode também haver ‘diminuicao de células do sangue como linfécitos e

plaquetas ou aumento dos niveis de trigliceridios e bilirrubina.
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A dose a ser empregada de 150 mg por periodo, nesse estudo, é cerca de 25 a 30 vezes menor que a dose
didria empregada em pacientes com cancer. A dose total do estudo (450 mg) é cerca de 150 vezes menor
que aquela prescrita para cada ciclo de tratamento. Acrescente-se o fato de que a capecitabina vem a ser
uma pro-droga cuja conversao para 5-fluoracil ocorre preferencialmente em células malignas, o que reduz
ainda mais o potencial de efeito toxico eventualmente existente quando da exposi¢do ao 5-fluoracil.

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

BENEFICIOS:

Em estudo piloto realizado com a medicagao na mesma dose diaria, esta foi bem
tolerada pelos participantes, sem evidéncias de rea¢oes adversas.

O participante realizara exames pré e pés estudo que Ihe dardo informagdes sobre seu
estado de salde atual. Espera-se que esse estudo contribuia para disponibilizar

uma nova opg¢ao de produto farmacéutico para a populagcdo em geral.

O uso de voluntarios sadios segue as recomendacdes da Nota Técnica 05/2012 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O protocolo de pesquisa foi bem elaborado com bibliografia pertinente. Com relacdo aos Aspectos Eticos, a
pesquisa segue as normas da Resolugcdo CNS n° 466/2012. A metodologia é adequada aos objetivos
apresentados.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Termos apresentados:

- Folha de Rosto preenchida e assinada;

- Declaragdes do Pesquisador e Patrocinador quanto ao cumprimento dos termos da Resolugdo CNS n°
466/2012;

-Descrigao Farmaco;

-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE-Protocolo Clinico no 016/14 - Versao Final de
16/Jan/2015), com linguagem acessivel a compreensdo dos participantes da pesquisa contendo as
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informacdes necessarias: justificativa, objetivos e procedimentos da pesquisa, desconfortos, riscos e
beneficios esperados, liberdade do participante em se recusar a participar ou retirar seu consentimento a
qualquer momento sem penalizagéo, garantia de sigilo, formas de ressarcimento e indenizagao.

- Apdlice de Seguro;

- Termo de Recrutamento (Anexo IV do Protocolo Clinico no 016/14 - Versao Final de 16/Jan/2015;
- Apdlice de Seguro;

- POP para coleta, armazenamento e descarte material biol6gico (PEC PRO 10v09);

-Orcamento e Cronograma detalhado.

Recomendacoes:

Em atendimento a Resolugdo CNS n° 466/2012, devera ser encaminhado ao CEP o relatério final da
pesquisa e a publicacdo de seus resultados, para acompanhamento, bem como comunicada qualquer
intercorréncia ou a sua interrupcao.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

A pesquisa apresenta metodologia adequada aos objetivos propostos, descreve os critérios de incluséo e
exclusao necessarios para o desenvolvimento da mesma, e apresenta todas as orientagdes para que o
participante da pesquisa possa colaborar com o bom andamento do estudo.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao
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Abstract. Capecitabine is a prodrug and
is selectively activated by tumor cells to its
cytotoxic moiety, S5-fluorouracil, by thymi-
dine phosphorylase, which is generally ex-
pressed at high levels in tumors. Clinical and
pharmacokinetic studies of capecitabine have
been performed in patients with cancer. This
study aims to evaluate the bioequivalence of
two capecitabine formulations (150-mg tab-
let) using healthy male subjects under non-
fasting conditions. The study was conducted
as an open, randomized, three-period, semi-
replicated design with three sequences (RRT,
RTR, TRR) with a 1-week washout interval.
The subjects were selected for the study after
having their health status previously assessed
by a clinical evaluation and laboratory tests
(biochemical and hematological parameters,
and urinalysis). A single capecitabine tablet
(150 mg) was given in each occasion. Plasma
capecitabine concentrations were analyzed
by liquid chromatography coupled with tan-
dem mass spectrometry (HPLC/MS/MS) with
positive ion electrospray ionization using
multiple reactions monitoring (MRM). The
geometric mean and 90% confidence inter-
vals (CI) of capecitabine/Xeloda® (T/R) per-
cent ratio were 104.34% (98.74 — 110.25%)
for AUC,,g, 103.06% (97.48 — 108.96%) for
AUC;,, and 104.07% (88.13 — 122.90%) for
Crax- Since the 90% CI for C,,y, AUC g, and
AUC;, ratios were all inside the 80 — 125%
interval proposed by the US Food and Drug
Administration Agency, it was concluded that
the capecitabine formulation elaborated by
Eurofarma Laboratérios Ltda. is bioequiva-
lent to Xeloda® formulation for both the rate
and the extent of absorption. The drug was
well tolerated by the subjects, indicating that
it is safe to perform capecitabine bioequiva-
lence studies in healthy male subjects.

Introduction

Capecitabine (N4-pentyloxycarbonyl-5’-
deoxy-5-fluorocytidine) is a prodrug that is
metabolized in the liver to 5’-deoxy-5-fluoro-
cytidine by carboxylesterase 1, later to 5-de-
oxy-5-fluorouridine by cytidine deaminase,
and then to 5-fluorouracil (5-FU) by thymi-
dine phosphorylase (TP) [1]. Higher levels of
TP are found in several tumors as compared
to normal healthy tissue [2]. Capecitabine is
employed as an adjuvant treatment for colon
cancer and for the treatment of metastatic
breast cancer, in particular in patients whose
pathology did not improve during treatment
with other therapeutic agents [2].

In adults, after two doses of 1,250 mg/m?
or 2,000 mg, capecitabine has a bioavailabil-
ity of ~100% witha C,,,, 0f2.68 —3.49 mg/L,
tmax Of 1.5 to 2 hours, AUC of 4.94 — 7 — 25
mgxh/L, T, of 0.48 — 0.89 hours, and ke
0.78 — 1.26 1/hour [1, 3, 6].

Bioequivalence studies for capecitabine
and other antineoplastic drugs have been per-
formed in patients with cancer [4, 5, 6, 7] as
well as in healthy patient [8, 9]. Some patients
had related fluoropyrimidines toxicity during
treatment, and it could be attributed to phar-
macogenetic factors, focused on a genetic de-
ficiency of dihydropyrimidine dehydrogenase
(DPD) [10].

The aim of this study was to assess the
bioequivalence in healthy subjects with a
single capecitabine 150-mg tablet formu-
lations in healthy male subjects. A pilot
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study performed in healthy subjects by our
research group indicated that capecitabine
presented high variability [11]. Thus, a semi-
replicated design with 3 sequences (RRT,
RTR, and TRR) was employed. Capecitabine
plasma levels were measured by high-per-
formance liquid chromatography coupled
to tandem mass spectrometry (HPLC/MS/
MS), as reported by us in our pilot study of
capecitabine [11].

Materials and methods

Demographic data

The healthy male subjects (n = 84) were
aged between 18 and 55 years and were
within 15% of ideal body weight. The ideal
body weight was > 18.5 and < 25 for body
mass index. It was based in Report of the
Dietary Guidelines Advisory Committee on
the Dietary Guidelines for Americans, 2000,
U.S. Department of Agriculture U.S. Depart-
ment of Health and Human Services. Demo-
graphic data were: age: 31.30 (mean) £ 10.56
(SD); 18 — 53 (range), height: 174 £ 0.06;
160 — 187 cm, body weight: 74.42 + 9.73;
55-99 kg.

Laboratory tests

The subjects did not present any sig-
nificant cardiac, hepatic, renal, pulmonary,
neurological, gastrointestinal, and hema-
tological discases, as assessed by clinical
examination, ECG, and no clinical altera-
tion in the following laboratory tests: blood
glucose, urea, creatinine, AST, ALT, alkaline
phosphatase, y glutamil transpeptidase (GT),
total bilirubin and fractions, uric acid, total
cholesterol, triglycerides, albumin and total
protein, hemoglobin, hematocrit, total and
differential white cell counts, urinalysis and
protoparasitologic test. All subjects were
negative for HIV, HBV (except for sero-
logical scar), and HCV. The laboratory tests
(blood and urine) were repeated 1 — 3 days
after each drug administration. The study
began with 84 healthy subjects, and 77 com-
pleted the clinical study.

Clinical protocol

The protocol was submitted and approved
by the Ethics Committee of the State Uni-
versity of Campinas (Protocol no. 969.185),
and all subjects signed a written informed
consent following evaluation by a doctor.
The subjects initially were selected in accor-
dance with the inclusion/exclusion criteria in
the ambulatory unity. The studies were con-
ducted in accordance with the provisions of
the Declaration of Helsinki (1964), Tokyo
(1975), Venice (1983), Hong Kong (1989),
Somerset West (1996), Edinburgh (2000),
Washington (2002), Tokio (2004), Seoul
(2008), and Fortaleza (2012) revisions [12].

After screening, the individuals who
qualified were confined for 3 periods of
~ 38 hours, respectively. Between each con-
finement was a 1-week pause. The study was
conducted in an open, randomized, three-
period crossover. During each period, the
subjects were hospitalized at 6:00 PM on
the day before drug administration and ate a
normal evening meal and night lunch at the
hospitalization site. After overnight 8 hours
fasting, a single 150-mg dose of the appro-
priate capecitabine tablet formulation along
with 200 mL of tap water was administered
at 7:00 AM, 30 minutes after consuming a
standard high-fat breakfast of 800 calories. A
lunch (1,152.8 calories) and an evening meal
(1,133.7 calories) were provided at 5 and
11 hours after dosing, respectively, for both
groups. No other food was permitted during
the “in-house” period. Liquid consumption
was permitted ad libitum after lunch, but
xanthine-containing drinks including tea,
coffee, or cola were not permitted. Total
calories of all meals together were 3,860 cal.

Blood samples (7 mL) from a suitable
antecubital vein were collected into heparin-
containing tubes before and 0.083, 0.17,
0.25,0.33,0.5,0.67,0.83, 1, 1.17, 1.33, 1.5,
1.67,1.83,2,2.5,3,3.5,4,5, 6, and 7 hours
postdose, after the administration of each
dose. The blood samples were centrifuged at
2,000 g for 10 minutes at 4 °C and the plas-
ma decanted and stored at —20 °C until being
assayed for capecitabine contents.
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Figure 1.

Full scan mass spectra of capecitabine in panel “A”, product ion spectra of capecitabine in

panel “B”, full scan mass spectra of d11-capecitabine in panel “C”, product ion spectra of d11-capecitabine

in panel “D”.

Formulations

The following formulations were em-
ployed: capecitabine test formulation
150 mg (formulation name: “capecitabine”;
lot number: 420/14; expiration date: Au-
gust 01/2017; Eurofarma Laboratérios Ltda,
Sdo Paulo, Brazil) and reference formula-
tion (Xeloda, F. Hoffmann-La Roche Ltd.,
Basel, Switzerland) 150 mg (lot number:
X3365B08, expiration date: 02/2016).

Calibration standards
and quality controls

Stock solutions of capecitabine (USP/
EUA, LOT GOJ205, validated 20/04/2016)
and the internal standard (IS) d-11
capecitabine were prepared in methanol/wa-
ter (80 : 20, v/v) at concentrations of 1 mg/
mL. Calibration curves of capecitabine were
prepared by spiking blank plasma at concen-
trations of 1.0, 2.0, 10.0, 50.0, 200.0, 500.0,
750.0, and 1,000.0 ng/mL, and each concen-

tration was analyzed in duplicate. The quality
control samples were prepared daily in blank
plasma at concentrations of 3.0, 150.0, 400.0,
and 800.0 ng/mL. For each validation, eight
for each quality control level were analyzed
(three validations were performed). The
spiked plasma samples (standards and qual-
ity controls) were extracted in each analytical
batch along with the unknown samples.

Drug analysis

Capecitabine and the IS were extracted
from plasma samples and quantified by
liquid chromatography tandem mass spec-
trometry (HPLC/MS/MS) with positive elec-
trospray ionization using multiple reaction
monitoring (MRM).

Briefly, 0.2 mL of each plasma sample
was introduced into a glass tube followed
by 0.05 mL of the IS solution (50 ng/mL).
The tubes were briefly vortex-mixed, and
the compounds of interest were extracted
with 1 mL of ether/dichloromethane (70/30;
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v/v). The mixture was vortex-mixed for ~ 30
seconds. The samples were then centrifuged
at 2,000 g for 3 minutes. The upper phase
(organic phase) was then transferred to an-
other clean test and evaporated under N, at
40 °C. The dry residues were reconstituted
with 0.2 mL of methanol/water (70/30; v/v)
+ 3 mM formic acid and vortex-mixed for
10 seconds. The solutions were then trans-
ferred to the auto-injector microvials.

The high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) was performed on Cig, 5 um
(50 x 4.6 mm i.d.; Phenomenex, Gemini
(Phenomenex, Torrance, CA, USA)) at a flow
rate of 1.2 mL/min at 40 °C. Pressure of the
system was ~ 105 bar. The mobile phase was
methanol/water (55/45; v/v) +3 mM formic
acid. The temperature of the auto sampler
was maintained at 6 + 2 °C, and the injection
volume was 0.04 mL.

Typical standard retention times were
1.90 = 0.29 minutes for capecitabine and
1.84 + 0.28 minutes for the IS, and the total
run-time was 2.75 minutes. The mass spec-
trometer (API 5000 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)) equipped with an
electrospray source using a crossflow coun-
ter electrode was run in positive mode (ES+)
with MRM. The mass spectrometer was set
as follows: 360.2 >244.2 and 37/1.1 >255.1,
for capecitabine and d11-capecitabine, as the
precursor ions m/z and the respective prod-
uct ions. Figure 1 shows a full scan mass
spectra of capecitabine in panel “A”, prod-
uct ion spectra of capecitabine in panel “B”,
full scan mass spectra of capecitabine d-11
in panel “C”, and product ion spectra of
capecitabine d-11 in panel “D”.

The source block temperature was set
at 600 °C and the turboionspray voltage to
4.5 kV. Nitrogen was used as collision gas.
For capecitabine and IS, the declustering
potential, collision energy, and collision exit
potential were 5 (V), 15 (eV), and 50 (V),
respectively. Data were acquired by Analyst
software (1.4.1, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Linearity

Linearity was determined to assess the
performance of the method. A linear least-
squares regression with a weighting index of
1/x% was performed on the peak area ratios

of capecitabine and the I.S. vs. capecitabine
concentrations of the eight plasma standards
in duplicate to generate the calibration curve
Weight regression was employed since it en-
hances the accuracy in the lower part of the
concentration curve.

Limit of detection
and quantification

The limit of detection (LOD) and the
lower limit of quantification (LLOQ) were
calculated as the concentrations with a sig-
nal-to-noise ratio of 3 and 10, respectively.
Each back-calculated concentration standard
should meet the following acceptable crite-
ria: no more than 20% deviation.

Precision and accuracy

Within- and between-run precision were
determined as the coefficient of variation,
(CV) (%) = 100 (SD/M) and the accuracy
(%) by 100 (M/T), where M is the mean, SD
is the standard deviation of M, and T is the
theoretical concentration.

Stability

To assess stability, quality control plasma
samples (3.0 and 800 ng/mL) were subjected
to short-term (15 hour) incubation at room
temperature; 4 freeze/thaw (20 °C) cycles;
119 hours in the autosampler (6 °C £ 2);
and a long-term incubation (800 days). Sub-
sequently, the capecitabine concentrations
were measured and compared with freshly-
prepared samples.

Pharmacokinetics and
statistical analysis

The study was conducted as an open
study, randomized, semi-replicate, with 3
administrations, 3 periods (3 sequences),
within-subject receiving, in each distinct pe-
riod, test formulation (1 occasion), or refer-
ence formulation (2 occasions). The subjects
were randomized to one of the sequences of
administration (RRT, RTR, TRR).
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Table 1. Adverse event during the study.

Subject | Adverse effect

3 Subject reported use of naldecon (400 mg paracetamol + 20 mg phenylephrine), 1 dose due to cold. Event classified by
the physician as unrelated to therapy.

7 Subject reported use of dorflex (300 mg dipyrone monohydrate dipyrone + 35 mg orphenadrine citrate + 50 mg
anhydrous caffeine), 1 dose due to headache. Event classified by the physician as unrelated to therapy.

8 Hypertriglyceridemia (259 mg/dL) date 05/28/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject
remained under observation and recovered fully. Duration of 5 days (184 triglycerides mg/dL) 06/02/2015.

13 Subject reported use of neosaldina (300 mg dipyrone + 30 mg isometheptene mucate + 30 mg caffeine), 1 dose.

Event classified by the physician as unrelated to therapy.

16 Subject reported use of dipyrone, 1 dose 500 mg. Event classified by the physician as unrelated to therapy.

19 Subject reported use of diclofenac resinate 30 mg (8 h/8 h) and 8 ketorolac topical trometamol/8 h due to conjunctivitis.
Event classified by the physician as unrelated to therapy.

31 Hypertriglyceridemia (362 mg/dL) date 06/17/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Conduct:
note and full recovery. (Triglycerides = 211 mg/dL — date 06/24/15).

31 Subject reported use of cimegripe (400 mg paracetamol + 4 mg chlorpheniramine maleate + 4 mg phenylephrine
hydrochloride), 1 dose. Event classified by the physician as unrelated to therapy.

31 Hypertriglyceridemia (287 mg / dL) date 07/01/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject in
dietary guidance. Repetition of examinations in 30 days.

33 Hypertriglyceridemia (295 mg / dL) date 06/03/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject
kept under observation and full recovery (triglycerides = 266 mg / dL) date 06/10/15.

38 Subject reported use of aspirin 100 mg because of headache. Event classified by the physician as unrelated to therapy.

38 Subject reported cold. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Self-medication with resfenol (400 mg
paracetamol + 4 mg chlorpheniramine maleate + 4 mg phenylephrine hydrochloride), 1 tablet, VO.

57 Subject reports using neosaldina (300 mg dipyrone + 30 mg isometheptene mucate + 30 mg caffeine) 1 tablet due to
headache. Event classified by the physician as unrelated to therapy.

57 Hypertriglyceridemia (261 mg/dL) date 06/16/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject was
kept under observation. Evolution: On 6/23/15 (range P2/P3) triglycerides = 266 mg/dL. Full recovery. Triglycerides of
78 mg/dL.

57 Headache. Event classified by the physician as possibly related to therapy. Treatment with paracetamol 750 mg VO.

66 Subject reported use of nimesulide 100 mg because muscle pain after physical activity. Event classified by the physician
as unrelated to therapy.

70 Subject reported use of nimesulide 100 mg due to headache. Event classified by the physician as unrelated to therapy.

72 Headache. Event classified by the physician as possibly related to therapy. Treatment with paracetamol 750 mg VO.

73 Penetrating injury to the left eye due to needle drop with syringe; event classified as other - accidental injury to left eye
cornea requiring immediate surgical procedure (suture). Not expected, intense, no relation to the therapy. Immediate
procedure sedation to perform surgery (corneal suturing).

73 Hypertriglyceridemia (301 mg/dL) date 07/14/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject was
kept under observation with dietary guidelines.

77 Hypertriglyceridemia (280 mg/dL) date 06/17/15. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject was
kept under observation. Evolution of 06/23/15 (P2/P3 interval) with a triglyceride = 273 mg/dL. Subject was kept under
observation and recovered fully. Triglycerides = 175 mg/dL date 07/01/15.

80 Bilateral conjunctivitis. Event classified by the physician as unrelated to therapy. Subject had passed by an ophthalmolo-
gist who indicated that only local hygiene with saline was necessary. Conduct: Maintained prior indication of local
hygiene with saline. Outcome in 06/25/15 with full recuperation. Subject was excluded from the study by decision of the
team due to positive response to the exclusion criteria.

Bioequivalence between the three formu-
lations was assessed by calculating individ-
ual test/reference ratios for the peak of con-
centration (C,,y), the area under the curve
(AUC) of the plasma concentration until the
last concentration observed (AUC,,), and
the area under the curve between the first
sample (predosage) and infinity (AUC_j,)-

An analysis of variance (ANOVA), with
fixed effects for sequence, period, and ad-
ministration and random effect for partici-
pant within the sequence, was conducted

using logarithmic transformation of AUC,.
The 90% CI for the geometric means ratio
of the AUC,, parameter was calculated. The
decision criterion was IC90% (80%; 125%).

The C,,,, was analyzed following the sta-
tistical method recommended by the WHO
[13]. For C,. the intrasubject standard
deviation was calculated for the reference
product (SWR), which was expressed by the
coefficient of variation (CVWR). If CVWR
was < 30% for C,,,,, then the 90% CI for the
ratio of the geometric means of the param-
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Table 2. Laboratory exams before and after administration of 150 mg capecitabine.

Pre-study Post-study

Parameter Unit Mean Min Max SD Mean Min Max SD
Hemoglobin 9% 15.16 12.80 17.60 0.99 14.20 4.83 17.50 1.79
Hematocrit % 45.41 39.70 51.30 2.87 42.90 15.00 52.10 5.36
Erythrocytes 106/mm? 5.20 4.40 6.35 0.39 5.99 3.89 48.50 6.51
M.C.V Micra3 87.62 68.80 99.80 5.15 87.82 68.50 97.30 5.27
M.C.H Pg 29.27 21.70 33.10 1.97 29.08 21.70 32.40 1.92
M.C.H.C % 33.40 31.50 34.90 0.70 33.11 30.70 34.40 0.61
R.D.W % 13.34 12.00 17.70 0.81 13.57 11.80 16.50 0.69
Platelets 103 226,107 | 130,000 | 352,000 46,926 | 242,663 | 140,000 | 393,000 50,771
Leukocytes 103/mm? 6,644 3,900 11,700 1,678 6,922 4,400 15,300 1,911
Rods % 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Segmented % 54.88 37.60 74.00 8.09 56.37 42.90 73.00 7.88
Eosinophils % 3.72 0.00 18.90 3.17 3.92 0.60 16.00 3.19
Basophils % 0.44 0.00 0.90 0.18 0.49 0.00 1.50 0.22
Lymphocytes % 32.62 19.40 50.90 7.45 31.00 17.00 45.20 6.71
Monocytes % 8.34 4.90 13.30 1.67 8.22 5.00 11.60 1.50
Glycemia mg/dL 74.92 46.00 105.00 10.74 78.04 61.00 119.00 9.83
Urea mg/dL 29.54 13.00 44.00 5.96 28.90 17.00 45.00 6.31
Creatinine mg/dL 0.93 0.60 1.30 0.14 0.93 0.60 1.30 0.13
Total proteins g/dL 7.25 5.40 8.40 0.51 6.96 5.80 8.30 0.46
Albumin g/dL 4.41 3.60 5.10 0.23 4.23 3.50 4.90 0.23
Total bilirubin mg/dL 0.77 0.35 1.83 0.33 0.68 0.28 2.08 0.31
Total cholesterol mg/dL 165.44 93.00 238.00 33.20 165.59 95.00 251.00 32.96
Triglycerides mg/dL 101.21 32.00 266.00 54.70 97.96 29.00 301.00 54.25
S.G.O.T. U/L 20.58 12.00 44.00 6.57 19.02 12.00 43.00 4.52
S.G.PT. U/L 21.54 7.00 73.00 12.25 20.08 6.00 79.00 11.48
Alkaline phosphatase U/L 60.74 16.00 124.00 18.24 61.39 19.00 109.00 17.17
y-GT U/L 29.70 9.00 104.00 19.58 28.08 10.00 108.00 17.70
Uric acid mg/dL 5.45 3.40 7.60 0.94 5.40 3.50 8.00 0.90
Density - 1,021.19 | 1,005.00 | 1,030.00 7.15 1,020.11 | 1004.00 | 1,030.00 6.88
pH - 5.87 5.00 8.00 0.54 5.84 5.00 7.50 0.53
Leukocytes /mL 6,474.64 | 2,000.00 | 11,700.00 | 1,879.67 | 6,189.02 | 1,000.00 | 15,300.00 | 2,443.28
Erythrocytes /mL 2,476.19 | 1,000.00 | 31,000.00 | 4,347.76 | 1,682.93 | 1,000.00 | 15,000.00 | 2,107.47

M.C.V = mean corpuscular volume; M.C.H = mean corpuscular hemoglobin; M.C.H.C = mean corpuscular hemoglobin concentration;
R.D.W. = red cell distribution width; S.G.O.T. = Serum glutamic oxaloacetic transaminase; S.G.P.T. = serum glutamic pyruvic trans-

aminase.

eter C,,, had the acceptance range of IC90%
(80%, 125%). If CVWR for C,,, is > 30%,
then the acceptance range was expanded
based on the following formula:

[L, Ul =exp [+ k X SWR],

Where L is the lower limit of the accep-
tance range, U is the upper limit of the ac-
ceptance range, k is the regulatory constant
= 0.760, and SWR is the intrasubject stan-
dard deviation of the log-transformed values
of the reference product C,., (compara-
tor). If CVWR > 50%, the maximum limit
of the permitted CI, i.e., 90% CI (69.84%,
143.19%), was to be adopted. In any case,
the geometric mean of the C,,,, ratio was to
be contained in the range (80.00 — 125.00%).

Results

77 subjects out of a total of 84 were in-
cluded in the statistical analyses due to with-
drawal/exclusion (subjects 2, 42, 50, 71, and
79 were excluded by withdrawal; subjects 73
and 80 were excluded by exclusion criteria).
There were 21 adverse effects in the study
(Table 1). One of them was considered seri-
ous (penetrating injury to the left eye due to
needle drop with syringe and obviously not
related to drug administration (accidental
injury left eye cornea requiring immediate
surgical procedure). The biochemical and
hematological parameters presented no clini-
cally-relevant alterations (Table 2).



Table 3. Accuracy and precision data for capecitabine from the prestudy validation in human plasma.
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The method was linear regression for
capecitabine concentrations from 1 to 1,000
ng/mL (calibration curve y= —9.62E-04 +
2.82E-02, 12 >0.9998). A linear regression
with a weighting index of 1/x was performed
on the peak area ratios of capecitabine and
the IS versus the capecitabine concentrations
of the eight human plasma standards (in du-
plicate) to generate a calibration curve. The
limit of quantification (LOQ), defined as the
lowest concentration at which both the preci-
sion and accuracy were < 20%, was 1.0 ng/
mL. The within- and between-run preci-
sion and accuracy for the LOQ and qual-
ity controls are summarized in Table 3. No
endogenous peak was observed in the mass
chromatogram of blank plasma (Figure 2)
The retention times for capecitabine and
the IS were 1.90 + 0.29 minutes and 1.84 +
0.28 minutes, respectively (Figure 2). The
stability tests indicated no significant degra-
dation under the described conditions.

The mean capecitabine plasma concen-
tration vs. time profiles after a single oral
dose of each 150-mg tablet formulation of
capecitabine in fasting are shown in Fig-
ure 3. Table 4 shows the mean pharmacoki-
netic parameters obtained from subjects after
the administration of 150-mg capecitabine
tablet. Table 5 shows geometric mean of the
individual C,,,, and AUC,, (test/reference
formulation), the respective 90% CI and the
statistical power.

Discussion

Capecitabine treatment of metastatic
cancer consists of a 14-consecutive-day ad-
ministration (2,500 mg/m? daily) followed
by 1 week of no drug (3-week cycles) [4,
5, 6]. The incidence of adverse reactions
observed in breast and colorectal cancer pa-
tients (the average therapy was 127 days)
was as follows: 1 — 10%: taste disturbance,
chest pain, alopecia, gastrointestinal hem-
orrhage, thrombocytopenia, cough, venous
thrombosis, dehydration, skin/nail discolor-
ation, insomnia, back pain, oral discomfort,
gastrointestinal motility disorder, dizziness,
arthralgia/myalgia, headache; 11 — 20%:
dyspnea, neuropathy/paresthesia, eye irrita-
tion, edema, constipation, neutropenia, py-
rexia; 21 — 30%: lymphopenia, stomatitis,
anorexia, dermatitis, vomiting; 31 — 40%:
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Figure 2. MRM chromatograms of blank normal human plasma: A: capecitabine and (B) d11-capecitabine;
MRM chromatograms of the LOQ: C: capecitabine and (D) d11-capecitabine.
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Figure 3. Capecitabine plasma mean concentra-
tions (SD) vs. time profile obtained after oral ad-
ministration of 150 mg of capecitabine formulation.

abdominal pain; 41 — 50%: fatigue/weak-
ness, hyperbilirubinemia, nausea; > 50%:
hand-foot syndrome, diarrhea, anemia [2, 3].

Some subjects in this study had some ad-
verse effects that could be checked on Table
1. Only subjects 57 and 72 gad headaches,
and this was classified by the physician as
not serious, weak, and possible relation to
therapy. Subject 80 was excluded from the
study after positive response to the exclusion
criteria. The adverse events demonstrated
the safety of capecitabine studies in healthy
subjects.
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Table 4. Mean pharmacokinetic parameters of the capecitabine formulations in subjects under fed con-

ditions.
Variable AUC AUC, AUC Crnax Tip Ke tax
(%) (ngxh/mL) (ngxh/mL) (ng/mL) (h) (1/h) (h)
Formulation Reference
Administration First administration
N 75 75 77 77 75 75 77
Mean 1.66 287.65 283.15 337.69 0.53 1.65 1.66
Geometric mean 0.55 276.22 270.54 250.49 0.45 1.54 1.32
SD 5.44 78.88 81.03 288.13 0.56 0.47 1.00
Min 0.13 92.57 80.66 37.99 0.25 0.16 0.25
Median 0.51 280.67 273.26 237.14 0.41 1.68 1.50
Max 36.02 453.82 452.47 1,479.79 4.39 2.79 4.00
CV 327.07 27.42 28.62 85.32 105.51 | 28.54 60.23
Formulation Reference
Administration Second administration
N 77 77 77 77 77 77 77
Mean 0.69 280.32 278.49 325.37 0.42 1.77 1.53
Geometric mean 0.53 271.56 269.68 264.41 0.40 1.71 1.30
SD 0.63 71.72 71.63 226.54 0.11 0.44 0.83
Min 0.15 129.97 129.29 70.72 0.25 0.88 0.25
Median 0.49 275.00 274.07 254.54 0.39 1.78 1.33
Max 3.57 505.01 502.56 941.00 0.78 2.80 3.50
CV 91.95 25.58 25.72 69.63 27.06 | 25.10 54.27
Formulation Test
N 75 75 77 77 75 75 77
Mean 0.65 288.68 288.83 327.29 0.41 1.78 1.68
Geometric mean 0.51 280.27 280.21 268.77 0.40 1.74 1.40
SD 0.54 70.71 71.56 231.70 0.10 0.38 0.93
Min 0.15 146.87 143.20 63.31 0.23 0.79 0.25
Median 0.49 272.44 275.54 258.25 0.40 1.73 1.50
Max 2.83 496.50 495.76 1,353.07 0.88 3.02 4.00
CV 83.21 24.50 24.78 70.79 24.37 | 21.41 55.32

Many different methods have been used
for capecitabine quantification in human
plasma samples by HPLC/MS/MS (LOQ
1 — 150 ng/mL, retention time 2.4 — 11.5 min-
utes, run time of 4.5 — 15 minutes, liquid-lig-
uid extraction) [14, 15, 16, 17, 18, 19]. Our
method has good sensitivity (LOQ of 1 ng/
mL), retention time of 1.90 minutes, run time
of 2.8 minutes, liquid-liquid extraction and
deuterated IS, permitting a high throughput.
As demonstrated in this study, the present
HPLC/MS/MS method is simple and selec-
tive for the determination of capecitabine in
human plasma.

The area extrapolated to infinity was
greater than 20% on three occasions out of
a total of 231 capecitabine administrations.
The lowest C,,,, concentration in the study
was 37.99 ng/mL, or 40 times the limit of
quantification (I ng/mL). No subject pre-
sented maximum concentration occurring at
the first collection time (0.08 hours). These

facts demonstrate that the analytical method
and clinical protocol were adequate for the
pharmacokinetic study of capecitabine.

The C,, (reference — first administra-
tion: 337.68 ng/mL; reference — second
administration: 325.36 ng/mL) in the final
study was 28.38% (mean) smaller than C,,,,
in the pilot study (reference 462.88 ng/mL;
Mendes et al. 2011 [11]) in the same dose
and fed condition. The C,,,, (test: 327.29 ng/
mL;) in final study was 53.57% smaller than
Cpax 10 the pilot study (test 704.89 ng/mL;
Mendes et al. 2011 [11]) in the same dose
and fed condition. The AUC,, (reference —
first administration: 283.15 ngxh/mL; refer-
ence — second administration: 278.49 ngxh/
mL) in the final study was 6.54% (mean)
smaller than AUC,,; in the pilot study (ref-
erence 300.49 ngxh/mL; Mendes et al. 2011
[11]) in the same dose and fed condition. The
AUC,, (test: 288.82 ngxh/mL;) in the final
study was 16.14% smaller than AUC,, in the
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ditions.
Parameter Ratio % Lower-limit % Upper limit %
Crax 104.0766 88.1322 122.9057
AUC o 104.3403 98.7468 110.2506
AUC, 103.0665 97.4852 108.9673
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pilot study (test 344.42 ngxh/mL; Mendes et
al. 2011 [11]) in the same dose and fed con-
dition. These facts can be explained by the
high intrasubject variability (C,, ~ 75% and
AUC ~ 20%) for capecitabine and by the dif-
ference in the number of subjects in the stud-
ies (pilot n = 8, final study n = 77).

Capecitabine is employed for the treat-
ment of metastatic cancer, therefore, the prog-
nosis of these patients is usually not good.
Whether it is ethical expose these critically-ill
patients to either ineffective or toxic doses of
the drug (due to unforeseen infra- or suprabio-
availability of the test formulation), to experi-
mental procedures such as internment, venous
puncture, and blood collection to evaluate
bioequivalence should be re-evaluated. Fur-
thermore, studies performed in patients are
with therapeutic doses, using several tablets
for each administration (generally a combi-
nation of both 150-mg and 500-mg tablets),
a procedure that limits the discrimination be-
tween dosage forms.

The usual therapeutic scheme employed
consists of 2 g twice daily, for 2 weeks, fol-
lowed by one-week interval. This scheme can
be performed for 6 months or longer, depend-
ing on the therapeutic response observed. The
dose administered to the healthy subjects was
a single administration of 1 tablet of 150 mg,
which represents less than 4% of the dose a
patient would receive in one day, or less than
0.3% of the dose received in a single cycle.

Conclusion

Since the 90% CI for C,,,, AUC,,q, and
AUC;, s ratios were all within the 80 — 125%
interval proposed by the US Food and Drug
Administration Agency, it was concluded
that capecitabine formulation (150-mg tab-
let) produced by Eurofarma Laboratorios
Ltda is bioequivalent to Xeloda® formulation
for both the rate and the extent of absorption.
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