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Resumo

Neste trabalho foram comparadas as biodisponibilidades de duas
formulagbes de comprimidos de pantoprazol: Pantozol 40 mg, (Laboratério
Byk Quimica; formulag8o de referéncia) versus Pantoprazo!, comprimidos 40
mg (Laboratério Merck; formulagéo teste), em vinte dois voluntarios sadios
de ambos 0s sexos.

O protocolo clinico constava de dois periodos randdémicos, com
intervalo de quatorze dias entre as doses, aprovado pelo comité de ética do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Este estudo foi conduzido de acordo com as clausulas das revisdes
da Declaragdo de Helsinki (1965), de Tokyo (1975) e de Veneza (1983).

Os voluntarios, apés triagem, foram hospitalizados as 23 horas do dia
anterior do estudo clinico sob jejum e, &s 7 horas do dia seguinte, iniciou-se
0 ensaio clinico. Receberam uma dnica dose de pantoprazol de cada
formulag@o e as amostras de sangue foram obtidas imediatamente antes e a
intervalos regulares, até 12 horas apds a administragéo da droga.

A Concentrag8o plasmatica de pantoprazol foi determinada por CLAE
detecgdo MS/MS. Os parametros farmacocinéticos obtidos de cada
formulagdo de pantoprazol foram: area sobre a curva da concentracao
plasmatica em fungéo do tempo de 0 até 12 h { ASC[0-12]), concentracac
maxima alcancada {Cméx) e o tempo em que a referente ocorre {tmax),
meia vida de eliminagdo (t1/2), constante de eliminacao terminal de primeira
crdem (ke) e a area sobre a curva extrapolada ao infinito (ASC[0-]). Todos
0S parametros farmacbcinéticos foram analisados por métodos estatisticos
parametricos e ndo—paramétricos. Assim, os resultados dos parametros
farmacinéticos obtidos & partir da média geométrica das razbes individuais

Pantoprazol®/ Pantozo!® foram 105.5% para ASC[0-12h], 102.5% para
ASC[0-], 99.8% para Cmax e 105.6% para Cmax/ASC[0-12h], e portanto
encentram-se totalmente incluidos dentro da faixa de bicequivaléncia de 80-

xvi



125%. As duas formulagbes de comprimidos de pantoprazol no
apresentaram diferencas estatisticamente significantes em
biodisponibilidade. De acordo com os resultados obtidos conforme os
requerimentos estipulados pela EU e a FDA (EUA), as duas formulagdes
foram consideradas bioequivaientes, com referéncia tanto a velocidade
quanto ao grau de absorgao.
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Introdugao geral

1. Valida¢ao de Métodos Bioanaliticos

Nas dltimas décadas, houve um aumento de métodos bioanaliticos
aplicados a cromatografia para a determinacéo qualitativa e quantitativa de
farmacos, produtos acabados, matérias primas e amostras biolégicas, em
todas as fases do desenvolvimento do farmaco, desde a pesquisa até a
realizacgo de estudos de bioequivaléncia.

Assim, devido a este aumento e a globalizagdo da economia, a
adogdo de um sistema de qualidade reconhecido e universalmente aceito, é
requisito fundamental. Portanto, o entendimento do que constitui uma
validagé&o de métodos cromatograficos, possibilita a garantia de um nivel
satisfatorio de qualidade na validagio metodoldgica (Massart ef al,, 1998:
Swariz e Krull, 1898).

A Bioanalise € uma das areas da ciéncia analitica que exige uma
validacdo metodolégica. Essa validagdo € realizada para garantir que a
mesma seja exata, especifica, reproduzivel e resistente dentro da variagéo
especifica na qual a substancia em exame sera analisada.

Conforme a definigdo presente na USP, a validacio do método deve
assegurar a credibilidade tais requisitos durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado como “0 processo que fornece uma evidéncia
documentada de que ¢ método realiza aguilo para o qual se destina” (
Swartz e Krull ,1998 e USP XXIli, 1985).

Portanto, laboratérios analiticos devem realizar a validacdo de
métodos para atender as exigéncias dos Orgdos Regulamentadores de
Salde, sendo que os dados obtidos devem fazer parte do processo de
registro dos Estudos de Biocequivaléncia, Biodisponibilidade e Estudos
Farmacocinéticos.
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Nos anos noventa, Conferéncias realizadas tanto nos EUA quanto na
Europa (Cartwright ef al., 1991; Shan ef al,, 1991 e Arnoux e Morrison, 1992)
abordaram os principais parédmetros analiticos (precisdc, bias, entre outros)
que constituem uma validac@o analitica e que necessitam ser documentados
para 0 emprego e aceitagdo de métodos bicananaliticos, aplicados a
Estudos de Bioequivaléncia e Farmacocinéticos, tanto em animais quanto
em humanos. Além disso, um dos objetivos destas Conferéncias foi o
estabelecimento de muitos destes parametros para que os mesmos possam
ser amplamente aceitos na Comunidade Cientifica.

Portanto, nestas conferéncias, ficaram estabelecidos os principais
procedimentos de validagdo de métodos bioanaliticos e varias
recomendagbes foram reunidas em relatérios finais, servindo como alvos de
debates.

Na verdade, desde os anos noventa, ndo havia nenhum regulamento
especifico, bem como resolugdes e compéndios que estabelegcam critérios e
procedimentos de analises de drogas e ou seus metabdlitos em fluidos
bioldgicos, no entanto, um ndmero bem restrito de recentes publicacbes em
revistas e jornais indexados abordou este assunto; em particular o trabalho
de Brooks e Wienfeld (Brooks & Wienfeld, 1985) que descreve um completo
procedimento de vaiidagdo analitica através de relatério final em estudo
bioanalitico (Jackson, J. A 1994; Shan et al, 1992; Karnes eof al., 1991;
Brooks and Wienfeld,1985). Deste modo, tais relatérios publicados em
conferéncias da comunidade cientifica, juntamente com a participacdo das
industrias farmacéuticas e érgéos oficiais de satdde como o Food and Drug
Administration {(FDA), American Association of Pharmaceutical Scientists,
Federation Interational Pharmaceutique, Health Protection Branch (Canada)
e Association of Official Analytical Chemists, entre outros, tiveram como
finalidade de estabelecer consenso na padronizagdo dos critérios presentes
em metodos bioanaliticos (Jackson, J. A 1994; Shan et al,, 1992).
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Ja no final dos anos 80, a importancia da validacdo de métodos
bioanaliticos e suas influéncias na avaliagio e interpretacdc dos resultados,
transformou-se em alvo de amplas discussdes presentes em diversos
trabalhos (Shan et al, 1992; Dadgar et al., 1995), e conseglientemente
através destas, ter melhor direcionamento dos principios utilizados em
bioanaiises, tendo com base, principalmente o relatorio da Conferéncia de
Washington, fornecendo adequadas diretrizes em relacdo aos pardmetros
exigidos na validagao analitica.

Antes que o método analitico seja empregado na rotina, primeiro
deve-se demonstrar que 0 mesmo cumpre os critérios de seguranca no seu
desempenho. Quando os valores destas exigéncias sdo encontrados e
registrados, pode-se dizer que o método em questio é validado (Hartmann
et al.,, 1994),

Uma das principais dificuldades na fase de desenvolvimento da
validagdo metodologica € decidir quais pardmetros analiticos (precis3o,
exatidao, etc.) serdo avaliados € os principais critérios de aceitabilidade que
devem ser empregados antes do inicic do processoc de validagdo.

Assim, uma vez que tais parametros sdo fixados, pode-se avaliar sua
inclus&o em limites de aceitabilidade (Hartmann et al., 1994). Para avaliar as
dificuldades; na conferéncia de Washington, foi proposto viabilizagdo de
guias para a resolugéo de dificuldades nos ensaios bioanaliticos (Shan et al,,
1992; Hartmann ef al., 1994). Além disso, outros objetivos presentes nesta
Conferéncia foram destacados: determinagdo de limites de aceitagdo e a
formulagdo de novas recomendagbes para o aperfeicoamento das
exigéncias, principalmente para a precisdo e exatid3o.

Para se obter conclusbes precisas em Estudos Biofarmacéuticos,
estas devem ser extraidas a partir de ensaios bioanaliticos, onde as
concentragOes da droga ou seus metabdlitos a ser investigados, devem ser
exalos, precisos e seletivos (Jackson, J.A 1994), portanto, a correta
avaliagdo dos Ensaios Biofarmacéuticos s6 pode ser alcangada se a
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exatidao dos dados analiticos forem obtidos (Pachla et al.,1986). Além disso,
essa exatiddo depende de critérios fundamentais empregados, ndc s6 em
relagdo a adequada interpretagio desses resultados, como também na
aplicacdo da confiabilidade e na totalidade do desempenho do método
bioanalitico. Assim, pode-se destacar como principais critérios: (1) Avaliacéo
da droga e eslabilidade do analito, (2) Seletividade/Especificidade, (3)
Linearidade e modelo de calibragdo, (4) Precisdo, {(5) Exatidéo, (6)
Sensibilidade, Limite de Quantificacdo e Detecgdo e (7) Recuperagdo
(Pachla et al, 1988; Buick ef al, 1990; MacDouglas & Crummett, 1880;
Taylor, 1983; Brooks e Weinfeld, 1985; Dadgar e Smith, 1986: Inman et al.,
1987 e Shan, 1987).

Para uma correta interpretagdo dos resultados, atualmente tém-se
propostc uma adequacgdo no planejamento e na realizagdo das fases clinica
e analitica compreendidas em Estudos Biofarmacéuticos. Protocolos clinicos
normalmente sZo desenvolvidos utilizando elevado nimero de dados de
informagBes pré-clinicas e clinicas, a fim de minimizar riscos gue o0s
pacientes poderdo sofrer. Da mesma maneira, métodos analiticos sdo
utilizados na quantificacdo de drogas e seus metabdlitos em matrizes
biologicas, os quais deverdo ser cuidadosamente desenvolvidos para
otimizar sua precisio e exatidéo.

Modermos métodos bioanaliticos sdo fundamentados em relagdo a
uma variedade de técnicas fisico-quimicas e biolégicas & saber: (1) Métodos
Quimicos, Cromatografia (CG, HPLC) e uma variedade de processos
utilizando métodos de espectrometria de massa (MS) tais como MS-MS e
combinagSes de técnicas tais como CG-MS,LC-MS; (2) Méfodos Biolégicos,
baseados em procedimentos de imunoensaios: em particular o
Radioimunoensaio (RIA), imunoensaio de miltiplas enzimas {EMIT) e ensaio
de imunoabsorgdo de enzimas ligadas (ELISA) e métodos microbiologicos;
que sao capazes de fornecer precisao e exatiddo em relacdo aos resultados
obtidos (Jackson, J.A 1994). Tais métodos analiticos devem ser
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cuidadosamente pré-validados na fase de desenvolvimento e também
validados durante o ensaio analitico, para garantir que os mesmos sejam
satisfatoriamente realizados e que a confiacdo das especificagbes pré-
determinadas seja encontrada; além disso, gerar confiabilidade nos
resultados obtidos (Buick et al., 1990; Jackson, J. A 1994; Shan et al., 1992).

Para tanto, os mesmos envolvem procedimentos de determinacéo e
quantificacgo de moléculas organicas com amplas propriedades fisico-
quimicas, onde cada composto deve ser avaliado de acordo com as suas
propriedades individuais e também levando em consideracdo a
complexidade analitica e as concentragdes almejadas (Jackson, J. A 1994).
A dimens@o de como o método é validado, depende da sua aplicagao,
numero de amostras a ser investigadas e como sera o seu desempenho em
relagdo aos dados obtidos (Pachia et al., 1986; Buick et al., 1990).

Diversos métodos analiticos podem ser necessarios durante o
desenvolvimento de farmacos. Cada método deve ser validado quando &
aplicado em diferentes estudos. Neste caso, quando possivel, o nimero de
métodos aplicados deve ser minimo para que as informacdes sejam
estatisticamente avaliadas, quando compiladas em relacéo as ja existentes
(Pachla et al., 1986). -

Parte das teécnicas analiticas podem exigir validagdo adicional como:
(1) investigacdo das caracteristicas do complexo antigeno-anticorpo, (2)
determinagdo do pico de pureza, (3) avaliagdo do efeito de matrizes ou
conformacé@o estrutural do composto. Normalmente, cada ensaic deve
possuir validagdo cruzada empregando técnicas com detectores de alta
especificidade, por exemplo, o espectrémetro de absorgiio de massa {Buick
et al,, 1990). |

Em uso, o método analitico validado, o seu desempenho deve ser
monitorado por padrfes de controle de qualidade, para garantir sua
aplicabilidade. No caso de um método analitico ser realizado em outro
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laboratério, o seu desempenho deve ser monitorado através de padrbes de
controle de qualidade enviados pelo laboratério de origem. )

Conforme ja mencionado, h& poucos trabalhos relacionados a
validaggo de metodologias bioanaliticas (Shan et al., 1992; Shan et al., 1987,
Gelpi, 1987; Aarons, 1987; Dadgar e Smith, 1986; Brooks e Weinfeld, 1985)
e também poucos guiés de validagdo bioanalitica para a submissdo destes
métodos bianaliticos em jomais e revistas indexadas, o que pode resultar em
maior variabilidade da qualidade de tais manuscritos. Além isso, ndo existe
um plano de padréo a ser seguido, o que faz com que o trabalho dependa
da conduta e da experiéncia do bioanalista .

Pode-se dizer ainda, que a importancia da validagdc em bioanalises,
constitui questdo de discussbes constantes no contexto de pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos na inddstria farmacéutica. Entretanto,
os critérios aqui citados sdo perfeitamente aplicados a todas técnicas
bionaliticas (Shan, 1987; Buick et al., 1990).

1.1- Selecdo e Desenvolvimento de Métodos Bicanaliticos

Técnicas anaiitibas aplicadas nos ensaios biofarmacéuticos sdo na
maioria das vezes diferentes em relagdo a outros métodos empregados na
quantificag@o de drogas, tanto na forma farmacéutica quanto a granel.

Portanto, ainda ndo existem compéndios, bem como métodos oficiais
para analises de drogas em fluidos bioldgicos. De fato, alguns métodos sdo
desenvolvidos e aplicados, seguindo exigéncias dos orgdos oficiais
regulamentadores, porém podem néo estar presentes na Literatura.

Pode-se considerar que a etapa critica no Estudo Biofarmacéutico € o
desenvolvimento e validagdo de ensaios bioanaliticos, que consistem de
experimentos realizados para encontrar condigbes necessarias para a
quantificagdo do analito em questdo. Isto requer conhecimentos das
propriedades fisico-quimicas da droga para que o processo de
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desenvolvimento seja'racionai e individualizado. Assim, todos os critérios
envolvidos no desenvolvimento analitico deverdo ser registrados em
relatorios de acompanhamento analitico (Snyder et al., 1988; Jackson, J.A
1994).

Metodologias publicadas podem ser utilizadas com modificagdes,
quando necessario. A Publicagdo de um método na literatura, ndo significa
que o mesmo pode ser considerado validado (Buick ef al., 1990; Carr e
Wahlich, 1990). Uma completa validacdo de um método bioanalitico deve
ser obtida através de pesquisa na literatura que tenha como finalidade
determinar a adequagdo metodolégica as necessidades do estudo em
questdo. Mesmo assim, esta devera ser conduzida de maneira similar em
relagdo a validagéo de métodos recentemente desenvolvidos. Por outro lado,
técnicas desenvolvidas recentemente podem ndo necessitar de validac¢do
cruzada ou correlagio com outros métodos ja publicados. A validagdo
cruzada somente é utilizada quando ha duvidas ou inconsisténcia nos
resultados obtidos, seja para o teste de especificidade ou para o
radioimunoensaio. Quando esta n3o for necessaria, outra técnica associada
ao meétodo analitico pode ser utilizada, como exemplo, o espectrémetro
absorg@o de massa o qual pode demonstrar alta especificidade para o
ensaio analitico (Midha ef a/., 1990).

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

E considerado como um dos mais genéricos métodos analiticos e
também o de primeira escolha nas andlises de drogas em matrizes
biolégicas para Ensaios Biofarmacéuticos (Adamovics et al., 1990; Snyder e
Kirkland ,1979). Simplés na sua concepg¢ao, mas possui tecnologia confiavel,
© que justifica o seu excelente desempenho.

Um liquido, caracterizado como sendo a fase mével do método &
bombeado por foda extensdo de uma coluna (composta por matrix
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estacionaria & base de carbono) e os diferentes componentes analiticos da
amostra s&o separados e quantificados em diferentes tempos de eluicio.

Na Cromatografia de fase reversa, o emprego de uma coluna
composta por um material menos polar que a fase mével é freglientemente
utilizada. Dessa forma o eluente é monitorado por detector apropriado, e a
altura/ area da resultante do pico analitico é quantificada eletronicamente.
Esta técnica é perfeitamente aplicada nas determinag¢des dos mais diversos
compostos por dois motivos: (1) existe uma gama de diferentes colunas que
apresentam diversas matrizes diferenciadas pelas propriedades de
polaridade, que incluem desde compostos com caracteristicas ibnicas até
compostos altamente apolares (C18, C8, etc);, 2) a fase mével pode ser
prontamente modificada de forma desejdvel e com concentragbes bem
definidas de compostos organicos, tais como acetonitrila, metanol e
tetrahidrofuran, que s@o os mais utilizados no preparo. Além disso,
eventualmente s&o adicionados sistemas de tamp6es para a manutengdo de
diferentes pHs .

O uso de diferentes técnicas de detecgdo tais como, absorcdo na luz
visivel (UV), fluorescéncia, eletroquimica e espectrometria de massa
contribuem de forma significativa tanto na especificidade quanto na
sensibilidade do método analitico. Contudo, outro beneficio que as diferentes
técnicas de detecgdo pode oferecer, é em relagio a capacidade de
quantificar baixas concentracdes.

Amostras biolbgicas contendo a droga em questdo, geraimente
necessitam de pré-tratamento antes de serem injetadas no sistema CLAE.

Métodos freqlientemente empregados no pré-tratamento sdo: (1)
precipitagdo de proteinas nas amostras biolégicas; (2) extragdo liquido-
liquido e (3) extragdo liquido-sdlido ou extragdo fase sélida. Entretanto, tais
técnicas podem ter um impacto significante na exatiddo, precisdo e
seletividade do ensaio analitico. Normalmente, o padrio intemo ¢ adicionado
nas amostras bioldgicas antes da extracdo com finalidade de compensar
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perdas de transferéncia de solvente e também nas mudancas abruptas de
volume durante processamento das amostras analiticas.

Os dados s#o obtidos através de calculos que sdo dados pela razao
da altura do pico do analifo de interesse em relacdo a altura do pico do seu
padrdo interno. As concentragbes das amostras s3o determinadas
comparando a razéo da altura do pico do analito em relagdo a curva de
calibracé@o, onde esta também é preparada simultaneamente com amostras
que serdo investigadas.

1.2- Protocolo do Ensaio Bioanalitico

Uma vez que o método bioanalitico foi desenvolvido e totalmente
validado, um manual de procedimentos operacionais padronizados (POPs)
para o mesmo deve ser documentado. Portanto, todas as analises do
metodo em questdo devem ser submetidas conforme procedimentos do
respectivo POP. Alteragbes podem afetar significativamente resultados finais
como por exemplo, a substituicdo por um outro tipo de coluna, uma mudancga
significativa no comprimento de onda durante as analises e ou mudanca no
procedimento de extrag&o, requer, no minimo, revalidacdo parcial do método
analitico. A dimensdo de revalidagdo do método depende de fatores que
podem influenciar nos resultados e, portanto, cabe ao bioanalista avaliar a
melhor conduta para a sua realizacio (Buick et al., 1990).

As amostras biol6gicas dos voluntarios a serem investigadas sdo
processadas e totalmente “randomizadas” e pode estar compreendidas em
uma unica lista ou em série de listas analiticas, conforme a necessidade do
fluxo de trabalho. Assim, desde que o objetivo do estudo seja comparar
concentragbes das amostras analiticas da droga teste em relacdio a droga
referéncia, € necessaric que a analise de amostra bioldgica de um
voluntario seja compreendida em uma Unica corrida analitica com a
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finalidade de minimizar efeitos da variabilidade do inter-ensaio (Dighe e
Adams, 1991).

Geralmente, amostras biolégicas sdo processadas individuaimente ou
em duplicata, sendo esta Ultima, a maneira mais correta durante a realizacdo
dos ensaios por cromatografia.

Os efeitos da variabilidade nos resultados dos Estudos
Biofarmacéuticos, tém sido discutidos (Gaffney, 1992). Portanto conclui-se
que os mesmos, devem trazer menor contribuigdo na variabilidade global,
principalmente em Ensaios de Bicequivaléncia, Farmacocinéticos e
Farmacologia Clinica.

Normalmente, uma lista analitica é constituida por lote de amostras
de padrbes de calibragdo, amostras analiticas a serem determinadas e
amostras de padrbes de controle de qualidade, onde estes devem estar
dispostos adequadamente em intervalos com o objetive de monitorar o
desempenho do ensaio. De cinco a oito pontos de calibrag8o, ndo incluindo
amostras zero, em duplicata tém sido recomendado (Shan et al., 1992;
Jackson, J.A 1994) para Estudos Biofarmacéuticos. Contudo, pode ser
necessario a adigdo de outros pontos de calibragdo quando a faixa de
concentragéo for ampla, ou quando a curva de calibracdo for caracterizada
como sendo ndo linear. Além disso, o intervalo de concentragbes deve ser
bem amplo e apresentar uma distribuicio homogénea para as diferentes
concentragBes nominais com intuito de caracterizar adequadamente curva
de calibragao.

Criterios de aceitabilidade de lista analitica tendo em base resuitados
obtidos a partir da curva de calibragiio e amostras dos diferentes controles
de qualidade, devem ser previamente estabelecidos. Sugere-se que quatro
dos seis pontos da curva de calibragfio estejam em torno de 20% em relacio
aos seus valores de concentragdo nominal e que dois pontos ndo
satisfatérios tenham concentra¢des diferentes de suas concentragdes reais
para que a lista seja considerada aceitavel (Buick et al., 1990). Entretanto,
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tém sido propostos outros critérios de aceitabilidade que empregam
diferentes tratamentos estatisticos para a precisdo e exatiddo como por
exemplo, realizagéo de one-way ANOVA (Karnes et al., 1991; Causey ef al,.
1990).

1.3- Parametros da Validagio Bioanalitica
e Especificidade/Seletividade

Os termos especificidade e seletividade sdo muitas vezes permuta-
veis guando empregados.

Uma importante questdo na validagdo analitica é a demonstracgdo da
especificidade de um método quando utilizado. Sendo assim, o mesmo &
dito especifico, quando produz uma Unica resposta analitica para um UGnico
analito. Em relaggo a seletividade, esta é definida como a habilidade de uma
técnica analitica em distinguir e quantificar, ou ndo, uma droga em relagdo a
outras respostas de diferentes componentes presentes nos fluidos biolégicos
(Dagdar et al., 1995; Dadgar e Burnett, 1995; Karnes et al,, 1991: Massart ef
al., 1998; Causon, 1997). Portanto, se a resposta do analito de investigagao
€ diferente de todas as outras respostas, pode-se dizer entio, que o método
¢ seletivo.

Assim, uma vez que as téchicas cromatograficas produzem respostas
que possam ser distinguidas das demais resultantes dos difere_ntes
interferentes presentes na matriz bioldgica; o termo seletivo pode ser
amplamente empregado como parimetro, na avaliagdo da validacéo dos
métodos bioanaliticos (Karnes ef al., 1991; Dadgar e Brunett, 1995).

Diversos interferentes podem surgir durante o desenvolvimento de um
método analitico, sendo de duas origens distintas: (1} enddgenos:
compreende um amplo nimero de compostos organicos de alto e baixo peso
molecular (hormédnios, lipideos, proteinas, etc.), metabélitos de farmacos,
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precursores, produtos de degradacdo do analito, co-administracdo de
farmacos e vitaminas; (2) exdgenos: impurezas presentes nos reagentes
empregados no processamento das amostras analiticas, componentes
utilizados na manufatura dos recipientes de acondicionamento e ou uma
incompleta lavagem dos mesmos (Buick et al., 1990; Dadgar et al., 1995;
Dadgar e Bumett, 1985).

Normaimente ¢ percentual zero de interferéncia em relagdo ao
composto de interesse é desejavel, mas nem sempre é alcangado na
pratica. Por esta razdo, o menor nivel de interferentes é aceitavel. Além
disso, e importante considerar que interferéncias sdo indesejadas quando
estas afetarem a exatiddo na determinacgdo das concentragbes préximo ao
Limite de Quantificagdo (LOQ) e com isso obter resultados imprecisos e
conseqlentemente gerar conclusbes errdneas no final do estudo. Portanto,
quando os critérios para a precisdo e exatiddo da concentracio do LOQ nao
forem encontrados, as opgbes ficam limitadas e o ajuste da concentracao do
LOQ deve ser considerado. Normalmente, este ajuste & realizado através do
aumento da concentragdo do LOQ para que ndc ocorram novas
interferéncias. Sendo assim, é importante também destacar que este
aumento da concentra¢do do LOQ podera influenciar positivamente na
sensibilidade a fim de se alcangar uma seletividade desejavel (Dadgar et al.,
1995; Dadgar e Bumeit, 1995).

Criterios de aceitabilidade para o teste de interferéncia sdo
amplamente empregados em andlises cromatograficas. Estudos sugerem
que qualquer interferente deverd possuir um pico ou uma é&rea
cromatografada menor que 20% em relagéo & concentragdo nominal do LOG
{Causey et al., 1990; Doig and Jones, 1990 e Dadgar ef al.,, 1995; Jackson,
JA 1994; Dadgar e Burnett, 1995; Causon, 1987).

Para a avaliago do teste de especificidade/seletividade, recomenda-
se a utilizagdo de no minimo seis fontes de amostras de matriz bioldgica
branco obtida sob controladas condices em relagdo ao tempo de coleta,
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ingestdo de alimentos e outros fatores intrinsecos presentes nos protocolos
dos Estudos Biofarmacéuticos. Contudo, ndo devera apresentar nenhuma
interferéncia significativa nos tempos de retengéo tanto do analito quanto do
seu padrao interno (Shan ef al,, 1992; Hooper et al., 1995; ISO/DIS 5725-1 -
5725-3, 1994). Além disso, amostras contendo o composto de investigagio
sdo convenientemente submetidas as condigbes de extrema temperatura,
pH e luz, antes de avaliar o caréter do potencial de degradagdo, onde
possiveis produtos de decomposicdo poderdo causar interferéncia nos
resultados finais (Pachla ef al, 1986; Jackson, J.A 1984). Também, cada
amostra bioldgica isenta de padrdes analiticos e empregada no teste de
interferéncia & processada utilizando apropriados procedimentos de
extrag&o, condigbes cromatograficas e de espectrometria.

Recentemente, o surgimenio de diversas técnicas analiticas
empregando alta tecnologia, possibilitou a obtencio de extrema
especificidade/seletividade. Dentre estas técnicas, sistemas LC-MS/MS e
CG-MS/MS, so capazes de nos fornecer resuitados precisos com absoluta
seletividade (Dadgar et al., 1995). Portanto, a dimensio da analise destes
critérios € considerada como fator determinante para o desenvolvimento da
metodologia analitica proposta, mas também é de relevancia a técnica
instrumental empregada (Massart ef al.,1998),

- Linearidade, “Range” e Selecéo do Modelo de Calibragéo

O termo linearidade geralmente & bem aceito em bioanalises, muito
embora 0 mesmo néo esteja completamente esclarecido. O relatério final da
international Conference of Harmonization — ICH (Guideline for Validation of
Analytical Procedure Methodology, 1996) determina que a linearidade de um
procedimento analitico & considereda como a habilidade de se obter
resultados diretamente proporcionais & concentragéo do analito na amostra
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(Comission of European Communities — Comittee for Proprietary Medicinal
Products 111/5626/94 final draft, 1994; Buick et al., 1990).

G estudo da linearidade de um método analitico, pode ser
interpretado  através da investigagdo da constante ou indice de
sistematizacdo de erros mensurados denominado de bias (exatiddo),
considerando-se a relagdo linear entre as concentragbes nominais e as
determinadas na amostra biolégica (Braggio et al, 1996). A linearidade
também pode ser considerada como o estudo da curva de calibragio ou
padronizagao (i.e. regressdio linear) conforme discutido no topico da
validagdo metodoidgica presente no relatério final do ICH de 1996
(Hartmann et al, 1998). Portanto, o procedimenio ou 0 mecanismo de
avaliagdo para a linearidade devera ser incluido no estudo do bias, e neste
caso se o referido indice for aceito, conseqiientemente linearidade também
serd. Sendo assim, conclui-se que desta forma fica mais facil utilizar 2
avaliacdo do limite da linearidade para a verificacdo e a aceitagdo de um
modelo de calibragdo empregado.

Tendo em vista estas consideragbes, a selegdo do modelo de
calibragdo € normalmente realizada durante a fase de desenvolvimento da
validagdo analitica. Também a escolha do modelo de calibragio é fator
crucial e determinante para a qualidade do bias e da precisdo, os quais
deverdo ser alcangados de forma satisfatéria pelo método analitico durante o
seu emprego (Burrows, 1993; Kames and March, 1991, Aarons, 1981 e Hili
et al., 1992).

Vale lembrar, que a extensdo do ensaio analitico é determinado pelo
intervalo de concentragﬁes, onde o analito pode ser mensurado com limites
de aceitabilidade para a precisdo e exatiddo. Portanto, todos os métodos
bioanaliticos devem possuir bom intervalo de concentracdo, que pode ndo
ser necessariamente linear (Buick ef al., 1990).

A linearidade da resposta do detector cromatografico deve ser
estabelecida. Isto & importante quando o ensaic metodoldgico & requerido
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para quantificar um analitc com elevada concentracdo em um amplo
intervalo de calibragdo. Deste modo, o aumento das . sucessivas
determinagbes nominais deve respeitar a magnitude da linearidade do
detector, ndo podendo exceder a ordem de grandeza durante a
guantificacdo das concentragdes do analitc (Buick et al, 1990). Sendo
assim, o aumento da variagdo juntamente com o aumento das
concentragdes nominais € a melhor forma de controle da linearidade
utilizando calculos através de regressfo linear (Johnson ef al, 1988). A
calibracdo dos resultados obtidos € necessariamenie sempre “plotada”
através de métodos estatisticos apropriados. Por exemplo, o caiculo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, se uma resposta
linear for alcancada (Milfer e Milier, 1988 e Causon,1997). De acordo com ¢
relatério final da Conferéncia de Washington (Shan et al., 1992), a resposta
do instrumento sera representada tanto por graficos quanto por fungdes
algoritmicas e deve apresentar a curva de calibragio obtida (experimental
a resultante do tratamento matematico), o coeficiente de correlacao linear e
o intercepto da reta.

Grande parte de graficos de modelos de calibragdo produzida em
analises cromatograficas é linear. Entretanto, curvas de calibragdo néo
lineares podem indicar uma variabilidade nos procedimentos de exiracéo,
pipetagem, problemas na fase estacionaria (coluna cromatografica) e ou na
resposta do detector. Contudo, as mesmas podem ser facilmente
linearizadas utilizando os valores da funcio logaritmica de x e ¥ (Metha,
1989).

A avaliagdo da curva de calibragdo, requer 0 empregoe de no minimo
quatrc niveis de concentracbes nominais. Porém, estudos (Massart ef al,,
1998) recomendam o uso de 5 a 8 determinagdes que correspondem ao
intervalo entre o valor superior e inferior da substancia em exame, que
atendam aos requisitos de precisfo, exatiddo e linearidade {Pennickx ef al.,
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1996; Shan ef al, 1992; Hill et al, 1992; Metha, 1989 e Hartmann et al.,
1908). )

Quatro fatores devem ser empregados no desenvolvimento da curva
de calibracdo:

« Precis8o e exatiddo menor ou igual a 15% nas determinacbes nominais
da curva de calibrag&o, exceto para as concentragdes do LOQ.

- Precisdo e exatiddo menor ou igual a 20% nas determina¢fes nominais
do LOQ.

- Pelo menos quatro das seis concentragdes nominais devem estar de
acordo com os critérios acima mencionados, incluindo os pontos do LOQ
e os pontos de calibragdo de menor concentrago.

- Valor de coeficiente de correlagao linear igual ou maior que 0.95.

Uma vez que o modelo de calibragdo é validado, o nimero e a distri-
buicdo dos pontos de calibragdo podem ser adaptados conforme a
necessidade de reduzir a carga de trabalho durante a rotina analitica, porém
os limites de exigéncias para a precisdo e a exatiddo serdo sempre mantidos
(Hartmann ef al.,1995; Hill ef al., 1992 e Hartmann ,C. 1994).

» Precisdo e Exatiddo (Bias)

Apbs a aprovagéo dos resultados do estudo da linearidade, pode-se
entdo realizar a avaliacdc da precis@o e da exatiddo (bias) da metodologia
empregada, sendo considerados os faiores mais importantes de
desempenho quando utilizados na decisdo de aceitagdo da técnica proposta.
Como conseqiiéncia deste fato, as agéncias regulatérias, aceitam estes dois
pardmetros como os principais determinantes no desenvolvimento e registro
de validagdo de métodos {Shan et al., 1992 e Hartmann et al., 1998).

Alem disso, a recuperacdo também & considerada como um fator
adicional que pode ser mensurado nos mesmos procedimentos empregados
para a precisdc e a exatiddo. Normalmente a recuperacdo & refletida na
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exatiddo de um método analitico. Portanto, durante uma completa validagao,
este parametro também € considerado importante e suficienie como um
indicativo para a avaliagdo do estudo do bias (Hartamnn et al, 1998).
Geralmente, o mais importante € alcancar a reprodutibilidade da
recuperacdo e que esia seja suficientemente alta, para satisfazer os limites
de aceitabilidade para a detecgio e quantificac8o das amostras de baixa
concentracao (Hooper ef al, 1995). Assim, estudos consideram um limite
minimo de recuperacao de 70% (Braggio et al., 1996).

A precisdo do método bioanalitico € considerada como uma medida
ou um indice de erros aleatérios ou “randomizados” (Causon, R. 1997).
Dessa forma, os erros “randomizados” normalmente sio expressos através
de um desvio padrdo (D.P) ou como um desvio padrdo relativo (D.P.R).
Portanto, o desvio padrdo real ou nominal da metodologia analitica é
definido com parametro populacional que pode ser unicamente determinado
através de um numero ilimitado de resultados experimentais. Dessa forma, o
mesmo pode ser estimado por um desvio padrido dos resultados de um
nimero (n} de valores experimentais em replicata(s). Por outro lado, o
desvic padrdo relativo é a razdo expressada em porcentagem dos resultados
de um cerfo nimero de valores experimentais dividido pela média
geométrica destes mesmos valores (Hartmann et a/l., 1984).

Porém, esta mesma precisdo também pode ser definida como o grau
de repetibilidade ou de concordancia enitre os resultados de analises
individuais, quando o procedimento analitico & aplicado em diversas vezes
em uma mesma amostra analitica, em idénticas condigbes experimentais
(Swartz e Krull 1998; Buick ef al., 1990; Causon, R. 1997; Brittain, 1998).
Além disso, € expressa como a porcentagem do coeficiente de variagédo
{C.V) ou o desvio padric relativo da média geométrica dos valores das
replicatas de cada determinagéo nominal, a saber:
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Precisdo =% CV = (dp/média) x 100

dp = vnxe2- (2c)2]: n (n-1)

Onde:

CV = coeficiente de variacdo

dp = desvio padrio

n = namero de dados

c= concentracdo calculada

De acordo com a ICH de 1996 e o relatério final da 1SO (International

Organization for Standardization, 1990/1991), a preciséo pode ser medida
em trés diferentes niveis (Swartz e Kull ,1998; Hartmann et al, 1994):
+ Repetibilidade (Preciséo intra-ensaio), a qual avalia a precisio da me-
todologia durante uma cormida analitica (Buick et al.,1990). Também é
definida como a habilidade de repeticies de uma metodologia empregada
nas mesmas condi¢des laboratoriais, por exemplo, da utifizacdo do mesmo
corpo de analistas, dos mesmos equipamentos e dos mesmos reagentes
analiticos em um curfo intervalo de tempo, considerando a realizacdo do
ensaio analitico em um Unico dia (Hartmann et al., 1994; Causon, R. 1997;
Shan et al., 1992 e ISO/Dis 5725-1 — 5725-3 final draft ,1990/1 991).

Neste caso, autores sugerem que esta precisdo intra-ensaio podera
ser determinada através de no minimo de 5 & 10 determinagdes em replicata
para cada nivel de concentragbes nominais pré-estabelecidas das amostras
de controle de qualidade. Assim, emprega-se trés niveis de concentracio.
baixo, que pode ser o LOQ; médio e alto, que estejam compreendidos no
intervalo de limite especificade do procedimento analitico (Metha, 1989:
Swartz e Krull 1998; Hartmann ef al,, 1998 e FDA — Guideline for Industry /
Bioanalytical Method Validation finai draft ,1998 e 2001 ).

- Reprodutibilidade (Precisdo inter-ensaio), que demonstra o grau de
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variabilidade da precisdo do método analitico em diferentes intervalos de
tempo da anadlise (Buick ef a/.,1990). Também é definida como a habilidade
de repetiches da mesma metodologia analitica aplicada sob diferentes
condicdes laboratoriais come, por exemplo, mudangas de analistas,
reagentes e equipamentos em subsequentes ocasides que podem
compreender varias semanas ou até meses (Shan et al, 1992; USPXXII,
1990; Brooks and Weinfeld, 1985; Hartmann et a/, 1994 e Buick et al., 1990).
Além disso, esta precis8o inter-ensaio € realizada de maneira similar a
precisdo intra-ensaio, porém é determinada através da andlises de no
minimo em 10 dias distintos (Metha, 1989), onde os resuitados obtidos séo
interpretados através de um coeficiente de variacdo para cada nivel de
concentracdo nominal pre- estabelecidas das amostras de controle de
qualidade, conforme ja descrito anteriormente. Portanto, a reprodutibilidade
€ importante e de grande interesse para o bioanalista, uma vez que a
mesma contribui para melhor avaliagdo da metodologia, incluindo através da
analise dos resultados obtidos com demais estudos realizados em outros
laboratérios (Causon, 1997 e Metha, 1989).
Precisao intermediéria, é definida pela 1ISSO de 1990/1991 (Hartmann et
al., 1994) como fator de diferentes condigbes de variagGes experimentais
(M-fator =1,2 e 3)
sendo:

M=1, somente um dos trés fatores {analista, equipamentos ou tempo)
é alterado ou quando ¢ equipamento analitico € recalibrade entre sucessivas
determinacgtes.

M=2, quando dois dos trés fatores sio alterados.

M=3, quando todos os trés fatores sdo alterados entre as sucessivas
determinagbes.

Dessa forma, na determinagdo da precisdo intermediaria, o pessoal
operacional devera empregar o projeto experimental de forma que os efeitos
das variaveis possam ser monitorados (Swartz e Krull, 1988).
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Para a validagéio de metodologias bioanaliticas aplicadas em Estudos
Biofarmacéuticos, estudos determinam que os valores de aceitabilidade para
a precis&o intra e inter-ensaio possuem um coeficiente de variagdo menor ou
igual a 15%, para todos os niveis de concentracéo das amostras de controle
de qualidade, exceto para o LOQ , onde este ndc deve ser superior a 20%
(FDA — Guideline for Industry / Bioanalytical Method Validation final draft
1998 e 2001; Shan ef al., 1992 e 2000 e Causon, R. 1997).

Organizacg6es Internacionais, como a ISO aborda em suas definicdes
tanto para precis@o como para a exatiddo, a ocorréncia de diferentes erros
experimentais tais como: os erros “randomizados” ou aleatérios {conforme
descrito anteriormente na definicdo da precis&o), e erros sistematicos.

A sistematizacdo de erros de um método analitico é a diferenca entre
o valor médio (obtido do resultado de um nlimero (n) de diferentes
experimentos) e o valor nominal aceito como referéncia. Portanto, a exatidao
¢ considerada como um conceito ou uma definigdo de uma constante ou um
indice de erros sistematicos denominada de bias (Hartmann et al., 1994).
Além disso, esta exatiddo também pode ser definida como o grau de
concordancia entre os valores individuais encontrados em relagdo aos
valores reais ou nominais (Causon, R. 1997; Swartz e Krull 1998: Buick ef
al., 1990; Brittain, 1998 e Mehta, 1989).

A melhor maneira de reportar a exatiddo de um ensaio analitico é
através da porcentagem do bias , calculado a saber:

% BIAS = [{Valores experimentais- Valores nominais) / Valores

nominais x 100

Contudo, esta exatiddo é normalmente determinada pelas analises
em replicata das amostras de controle de qualidade contendo concentractes
pré-estabelecidas. Dessa forma, empregam no minimo trés niveis de
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concentragdo nominal (baixo que pode ser o LOQ, médio e alto) que estejam
compreendidas dentro do intervalo de calibragdo especificado pela
metodologia analitica utilizada (Mehta, 1989; Swartz e Krull, 1998; FDA -~
Guideline for Industry / Bioanalytical Method Validation final draft, 1998 e
2001 e Shan et al., 1992 e 2000).

Para a documentacdo da exatiddo de um ensaio analitico, as
diretrizes presentes no capitulo da Metodologia Analitica do relatério final da
ICH, recomendam a coleta dos dados referentes a um minimo de nove
determinagbes sobre um minimo de trés concentragbes nominais de
amostras de controle de qualidade analisadas em triplicata. Porém, jevando
em consideragdo as diretrizes, autores e determinagdes presentes nos guias
de Validagdo de Metodologia Bioanalitica, estabelecem o emprego de no
minimo cinco replicatas para cada concentragdo nominal das amostras de
controle de qualidade, sendo a forma mais correta de se determinar uma
adequada exatiddo do ensaio analitico (Shan et al,,1992 e 2000;: FDA -
Guideline for Industry / Bioanalytical Method Validation final draft, 1998 e
2001; Causon, R 1997 e Jackson, A. J 1994).

Normaimente os ensaios para a exatiddo poderdo se realizados em
um tnico dia (exatidao intra-ensaio) e também em dias diferentes (exatidao
inter-ensaio), sendo esta Gltima a de maior interesse e representatividade
para se determinar a exatiddo do ensaio metodoldgico utilizado (Buick et af.,
1990 e Shan ef al,. 1992 e 2000).

Todos os resultados analiticos e outros dados que foram rejeitados
por razbes analiticas, por exemplo, um andlise cromatogréafica inconsistente
(pobre), serdo utilizados no caiculo da determinagéo tanto da exatidao intra —
ensaio quanto para a exatiddo inter-ensaio (Causon,1997). Autores sugerem
que os limites de aceitabilidade para exatiddo intra e inter-ensaio devem
possuir coeficiente de variagdo menor ou igual a 15% para todos os niveis
de concentracio nominal, exceto para o LOQ, onde este ndo deve exceder a
limite maior que 20% (USP XX, 1990; Brooks and Weinfeld, 1985; Causon,
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R. 1997; Shan et al, 1992 e 2000 2 FDA - Guideline for Industry /
Bioanalytical Method Validation final draft, 1998 e 2001).

- Sensibilidade, Limite de Deteccdo (LOD) e Limite de Quantificacdo
(LOQ)

Sensibilidade e Limite de Deteccdo (LOD) sdo dois pardmetros muito
empregados na identificacdo da habilidade de uma técnica analitica em
detectar e quantificar tragos de compostos, das mais variadades
propriedades quimicas, em concentragdes abaixo de 1mg/L em compiexos
quimicos ou biologicos (Mehta, A.C 1989 e Miller, J.N 1982). Portanto, os
mesmos fornecem importantes informag6es quando leva a uma tentativa de
comparar varias metodologias, equipamentos ou na deciso de qual método
pode ser aplicado para solucionar problemas mais especificos (Metha,
1989).

Ha um certo grau de confusdo na terminologia quanto ao emprego
das definicbes de sensibilidade e Limite de Deteccdo; as vezes um desses
dois termos pode ser erroneamente definido no lugar do outro.

A metodologia analitica é dito sensivel quando pequenas mudangas
nos padrées de calibrégéo podem gerar grandes variagbes na resposta do
instrumento analitico. Portanto, conclui-se que a sensibilidade do ensaio
analitico & definida pela inclinagdo (“slope”) da curva de calibragdo, onde
este nos fornece um grafico linear (IUPAC, 1976; Causon, 1997 e Mehta,
1989).

Por outro lado, o Limite de Detecgdo representa a mais baixa
concentragdo do composio de investigacdo que pode ser detectada em
relagdo a amostra biolégica branco com certo limite de confiabilidade
(Swartz e Krull, 1998; Metha, 1989; Mehta, A.C 1987: Mehta A.C 1989;
Brittain, 1998 e Buick ef a/.,1990).
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De acordo com a Intemational Union of Pure and Applied Chemistry -
IUPAC, o Limite de Detecgéo ¢é estabelecido através de andlises de solucbes
com concentragdes conhecidas e decrescentes do analito até que o nivel
detectavel seja 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base
cromatografica (IUPAC, 1978; Rutledge e Garrick, 1989 e Bressolle , Bres J.
e Moulin ,1990).

O Limite de Quantificagao (LQ) representa a mais baixa concentragao
de um composto de investigacido que pode ser mensurado de acordo com 0S
critérios de aceitabilidade para preciso e exatiddo através de um ensaio
analitico (Swartz e Krull, 1998; Causon, R. 1997 e Buick et al., 1890).

E muito importante destacar que tais limites para a precisdo e a
exatiddo do LOQ sejam obtidos empregando amostras de controle de
qualidade com concentragcbes pré-determinadas para o LOQ
independentemente dos pontos de calibragdo utilizados para a construcdo
do modelo de calibragdo, pois estes padrbes do LOQ utilizados na
construcdo da curva de calibragdo influenciam ¢ calculo da equacgdo de
regressac linear. Dessa maneira a precisdo e a exatiddac do LOQ poderido
ser definidas tanto para intra-ensaio como inter-ensaio (Dadgar ef al.,1985).

Também, para a avaliagio da concentragdc do LOQ, pode-se utilizar
a razdo 5:1 entre o sinal e o ruido da linha de base cromatografica no tempo
de retengdo do analito, ou seja, deverd obter uma tipica resposta do
instrumento que seja  cinco vezes maior que quaiquer interferéncia na
amostra branco no tempo de retencdo do composto de interesse.

Para a determinagao do LOQ, normaimente & utilizado uma série de
andlises de amostras analiticas em replicata considerando de 5 a 6
determinagbes para cada nivel de conceniragdo pré-estabelecida das
amostras de controie de qualidade do LOQ (Shan ef a/,1992 e 2000;
Jackson, A.J 1994 e Causon, R.1987).

Os critérios de aceitabilidade para a precisdo e a exatiddo do LOQ
recomendam que o coeficiente de variagéo ndo seja maior que 20% em
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relagdo a concentrag&o nominal (Shan ef al., 1992 e 2000: Jackson, A.J
1994 e Dadgar et al., 1995).

« Recuperagao

Os testes para a avaliagdo da recuperacdo sdo particularmente
aplicados em diferentes etapas do ensaio da metodologia analitica. Porém,
s@8o normalmente realizados durante a fase inicial do desenvolvimento
analitico para determinar uma melhora da eficiéncia dos procedimentos de
extracdo nas amostras bioldgicas. Além disso, podem ser considerados
como um indicativo da robustez do método analitico (Mehta, 1989 e Buick et
al., 1890). Contudo, tém por finalidade verificar possiveis perdas durante o
tratamento das amostras bioldgicas, como por exemplo, da utilizacdo de um
liquido extrator (Mehta, 1989).

Perdas de substancias analiticas podem ocorrer durante os
procedimentos de extragdo das amostras biolégicas através de uma
incompleta extrac8c (separacdio parcial ou uma emulsificacdo entre a fase
orgénica e a fase aquosa, contendo os componentes analiticos das
amostras analiticas), incompleta solubilizaggio do residuo seco final da
amostra analitica, adsorcdo inespecifica, ou uma sublimagac dos
componentes volateis. Portanto, o grau de variabilidade das perdas dos
componentes analiticos durante o tratamento das amostras analiticas pode
acarretar na diminuigéo significativa da precisdo do ensaio analitico. Assim,
conforme mencionado anteriormente, é importante ressaltar que a avaliacdo
quantitativa da recuperacio devera ser somente empregada durante a fase
de desenvolvimento da validagio bioanalitica {(Jackson, J.A 1994).

Por outro lado, a utilizagio de solventes extratores no tratamento das
amostras biolbgicas, como por exemplo, o acetato de etila, confere elevados
valores de recuperago devido ao seu alto poder de extragédo. Porém, pode
ocorrer simultaneamente a extracdo de muitos componentes organicos
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levando a uma interferéncia indesejada. Sendo assim, € preciso destacar a
importancia de uma correta escolha de um solvente extrator empregado no
ensaio analitico, com. finalidade de alcancar uma elevada eficiéncia nos
testes para a recuperacdo e minimizar a carga de interferentes. Além disso,
o fornecimento de adequados limites de deteccdo para a sensibilidade e
seletividade, somente serdo obtidos através de uma adequada precisdo e
exatiddo da metodologia analitica, onde a dimensao da avaliacdo da
recuperacdo devera ser considerada apenas como um fator indicativo no
desenvolvimento da validagdo dos procedimentos analiticos (Dadgar ef al,,
1995). |

A recuperagio pode ser definida como uma medida percentual da
eficiéncia dos procedimentos extrativos de um método analitico dentro de
um limite de variagdo de aceitabilidade (FDA — Guideline for Industry /
Bioanalytical Method Validation final draft,1998 e 2001).

Normalmente, os experimentos para a avaliagdo da recuperacdo sao
realizados através da contaminacdo de irés niveis (baixo, médio e alto) de
concentragdo nominal do composto analitico nas amostras biologicas
branco. Sugere-se no minimo o emprego de cinco replicatas para cada
concentracdo, onde estas deverfo estar compreendidas em intervalo de
calibragdo especificado pela metodologia analitica (Mehta, 1989; Causon, R.
1997 e FDA — Guideline for Industry / Bioanalytical Method Validation final
draft ,1998 e 2001).

Existem vérias formas utilizadas na determinagio da recuperacio do
ensaio analitico. A maneira mais usual para a quantificacéo da recuperacéo
& através da comparacgao da resposta da resultante do analito (pico ou area
cromatografada) das amostras analiticas em replicata, previamente tratadas
em relacdo as mesmas em idénticas concentragtes preparadas em fase
movel, correspondendo 100% da recuperacgdo {Jackson, J.A 1994; Taylor,
J.K 1987; Causon, R. 1997; Buick ef al, 1990; Mehta, 1988; Brooks and
Weinfeld, 1985 e Dadgar ef a/., 1995).
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Outra maneira utilizada na avaliagdo da recuperagdo é através da
comparagdo direta da resposta do componente analitico das amostras de
controle de qualidade, previamente tratadas em relagdo as amostras branco
contaminadas com o0 analito em idénticas concentracdes nominais. Dessa
forma, efeitos de matriz biolégica, por exemplo, o surgimento de picos
tardios, ndo devera interferir na interpretag@o dos resultados da recuperagéo
(Dadgar ef al., 1995).

Para uma validag&o formal do procedimento analitico, a recuperagéo
pode ser determinada através da comparagéo da inclinagdo (“slope”) de
duas curvas de calibragio, uma preparada em matriz biolégica e extraida, e
outra diluida em fase mével, com finalidade de avaliar a existéncia de
variabilidades em cada ponto de calibragdo (Buick ef al., 1990 e Jackson, J.A
1994).

Embora seja desejavel alcangar valores de recuperagédo proximos a
100%, e possivel maximizar a sensibilidade da metodologia analitica
utilizando limites de eficiéncia para a recuperacgéo de 50 & 90%, desde que
0s mesmos sejam satisfatoriamente reproduziveis (Mehta, 1989; Karnes ef
ai., 1991; Causon, R. 1997 e Jackson, J.A 1994). Dessa forma, autores
acreditam que baixos valores de recuperagdo em torno de 50% ndo
necessariamente irdo comprometer a integridade do método analitico.
Contudo, adequados limites de preciséo e exatiddo s6 serdo obtidos através
de valores moderados de recuperagio, os quais fomecerdio a validacéo
analitica excelente fimites de sensibilidade e seletividade (Causon, R. 1997).

Normaimente se faz necessario sacrificar intencionalmente altos
indices de recuperagdo em favor da obtengio de uma melhor sensibilidade,
e consequentemente alcancar adequados indices de seletividade, precisdo e
exatid@o nos procedimentos analiticos (Dadgar et af, 1995 e Causon, R.
1997).

Entretanto, limites para precis@o e exatido da metodologia analitica
devem ser determinados independentemente dos valores para a precisao,
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pois estes quando empregados, podem levar a um valor irreal da precisdo e
a exaliddo do método analitico, e conseqientemente gerar falsas
conclusdes (Dighe e Adams, 1991 ; Jackson, J.A 1994).

Ainda, indices satisfatérios de recuperagdo ou o conhecimento pleno
das ocomréncias que podem causar perdas analiticas, contribuirdo para
melhor robustez da metodologia empregada (Jackson, J.A 1994).

. Estabilidade

A estabilidade de drogas em fluidos bioldgicos esta relacionada as
condicdes de estocagem, propriedades quimicas das mesmas, matriz
biologica, e sistemas de armazenagem. A estabilidade de um analito em
uma especifica matriz bioidgica para um sistema de armazenamento é de
relevancia somente para a mesma matriz € para 0 mesmo sistema de
armazenamento, ndo podendo ser aplicado a outras matrizes e sistemas de
armazenamento.

Os procedimentos de estabilidade devem avaliar a estabilidade dos
analitos (drogas e ou metabdlitos) em fluidos biolégicos apds as condigbes
a longo prazo (estocagem em baixas temperaturas), nas condicbes a curto
prazo {condi¢cbes de bancada e temperatura ambiente), e diferentes ciclos
de congelamento/descongelamento e processos analiticos (condicdes de
injetor automatico). Os procedimentos de estabilidade tambem devem inciuir
avaliacbes da estabilidade do analito (droga e ou metabdiito) em solugdes de
estoque (Buick, 1985; Pachia, 1989).

Todos os procedimentos de estabilidade devem ser utilizados em
cada lote de amostras de calibragBo preparadas através de solugdes
estoque recém preparadas do analito (droga e ou metabdlito) em
apropriadas matrizes bioldgicas isenta de outros analitos e interferentes.

Para a avaliagdo, as solugbes estogue do analito {(droga e ou
metabdlitc) devem ser preparadas em solventes apropriados nas
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concentragbes definidas no método de preparc presente no manual de
procedimentos operacionais padronizados (POP).

7- Estabilidade de curto prazo

» Estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento
Deve-se testar a estabilidade do analito durante trés ciclos de conge-

lamento e descongelamento utilizando-se, no minimo, trés amostras das
concentragdes baixa e alta determinadas na validacdo do método analitico,
nas seguintes condigbes: as amostras devem ser congeladas a -20°C, ou
outra temperatura indicada para o armazenamento (por exempio, -70°C) e
mantidas por 24 horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as amostras
devem ser novamente congeladas a -20°C, por 12 a 24 horas, e assim,
sucessivamente, até completar os trés ciclos, quantificando-se o analito nas
amostras apos o terceiro ciclo. Se o analito for instavel a -20°C, a
estabilidade da amostra deve ser feita a -70°C, durante trés cicios de
congelamento e descongelamento (Shan, 1992; Buick et al.,1990).

e Estabilidade no tempo e condi¢des de analise

O analito deve permanecer estavel durante o tempo de anaiise. Para
a verificag@o dessa propriedade, emprega-se no minimo, trés amostras das
concentragdes baixa e alta determinadas na validac3o do método analitico.
Cada uma delas sera submetida ao descongelamenio natural, a temperatura
ambiente, e mantida nesta condigio pelo tempo méaximo esperado para a
duracao do ensaio (Buick ef a/.,1990).

A estabilidade do analito e seu padrio interno devem ser avaliados na
temperatura do injetor automatico, pelo periodo de tempo em que ficario no
injetor automético esperando ser injetadas (tempo de corrida x nimero de
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frascos no injetor automatico). E preparada uma solugdo de estoque do
padrdo intemo e do analito, em triplicata, em frés concentragdes diferentes e
deixadas na bandeja do injetor automatico pelo periodo indicado. Por fim,
sdo avaliados os dados destas solugdes com um conjunto de padrées
preparados imediatamente antes da quantificagdo (Timm ef al., 1985).

2- Estabilidade de longo prazo

O tempo de armazenagem para o estudo de estabilidade de longo
prazo deve exceder o intervalo de tempo compreendido enire a coleta da
primeira amostra e a analise da Uitima, de acordo com o cronograma
apresentado no protocolo de estudo de bioequivaléncia ou de
biodisponibilidade; a temperatura utilizada no ensaio deve reproduzir a
recomendada para o armazenamento das amostras, normalmente igual a -
20°C, mas temperaturas mais baixas como -70°C também sio
recomendadas para prevenir problemas de degradagdo em temperaturas
mais altas. Os resultados devem ser comparados com a meédia daqueles
verificados no primeiro dia do estudo. Para verificacdo dessa propriedade,
sdo aplicadas no minimo, trés amostras das concenitragbes baixa e alta
determinadas na validacdo do método analitico (Buick ef al., 1990).

3- Estabilidade das solugbes-padrio

A estabilidade das solugBes-padrac do farmaco e do seu padrio
interno no liquido biologico, a temperatura ambiente, deve ser avaliada a
partir de, no minimo, seis horas apés a sua preparacdo. Tais solucdes
devem ser refrigeradas ou congeladas por sete a quatorze dias, ou outro
periodo apropriado; os resultados desse teste devem ser comparados com
aqueles obtidos utilizando-se solugdes recentemente preparadas do analito
e padrao interno no liquido biolégico {Buick ef ai.,1990).
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Qualquer que seja o método estatistico utilizado para avaliar os
resultados dos estudos de estabilidade, este devera estar descrito
claramente nos manuais de padrio de procedimentos operacionais.

- Robustez

A robustez é um parametro que refere se a reprodutibilidade de uma
metodologia analitica sob diferentes condi¢des experimentais (Shan ef al.,
1992; Jackson, A.J 1994; Swartz e Krull, 1998).

Normalmente, a robustez pode ser avaliada experimentalmente
através de alteragéeé das condigbes experimentais do ensaio analitico
(Youden & Steiner, 1975 ; Swartz e Krull, 1998).

No caso de um método de validacdo sensivel, o objetivo principal &
determinar & priori, se diferentes condigbes analiticas irdo afetar
efetivamente a metodologia proposta. Dessa forma, o emprego de uma
validag@o cruzada torna-se necessaria, onde os novos pardmetros analiticos
s&o aplicados e os dados obtidos seréo avaliados para determinar se estas
novas condicbes poderdo causar alteracdes significativas no ensaio analitico
(Shan et al.,1992). Portanto, a validagéio cruzada envolvera a produgéo de
resultados obtidos sob novas condigdes e como conseqiiéncia a
comparacdo em relaggio aos resultados da validagdo original (Shan ef ai,,
1992; Anderson, R.L 1987).

E desejavel que um procedimento analitico seja capaz de resistir
frente as aiteragéeé das condigbes experimentais. Constatando a
suscetibifidade nos par8metros analiticos (precisao, exatidao, linearidade,
etc.), estes deverdo ser adequadamente controlados ou sera necessario &
inclusdo de novas precaugbes na metodologia (Shan ef al., 1992; Swartz e
Krull, 1998 e Jackson A.J 1994). Para minimizar os efeitos da variabilidade
no metode analitico, € necessario investigar e documentar influéncias
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durante o processo de validagdo analitica, as quais podemos citar (Dadgar
et al.,1995; Shan et al., 1992 ; Jackson, A.J 1994).

» Mudancas das condi¢cdes da temperatura ambiente

» Alteracbes do corpo de analistas

+ Mudan¢as de equipamentos

e Tempo de extragéo'

s Variagbes tipicas em cromatografia liquida como:

v" Influéncia da variagédo de pH da fase movel

v Influéncia da variagdo da composicdo da fase movel

v Diferentes colunas cromatograficas

v" Temperatura

v Velocidade de fluxo

Portanto, a avaliacé@o destas influéncias acima citadas, fornecera indi-
cativo da habilidade da metodologia de se manter estavel frente as
aiterac,:c")es das condices analiticas (Dadgar et al., 1995).

De acordo com a ICH, a robustez deve ser considerada na fase de
desenvolvimento e sera convenieniemente monitorada durante ¢© ensaio
analitico, observando possiveis mudancas na linearidade e nos resultados
das amostras de controle de qualidade {dackson, A.J 1994; Dadgar et al,,
1995; Swariz e Krull, 1998 e Shan et al,, 1892).

. Critérios de aceitacao da validagio metodologica

Para que um método analitico seja consideradc completamente
validado, os critérios a-seguir devem ser considerados.

1. Precisdo : O coeficiente de variagdo inter-ensaic para os poniocs de
calibracdo baixo, médio e alto devem estar abaixc de 15%, & 20% para
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amosiras de contrbie de quaiidade do LOQ, utilizando no minimo trés
lotes,

. Exatiddo : A média dos valores inter-ensaio devem estar abaixo de

15% do valor nominal das concentragSes de controle de qualidade baixa,
média e alta e ndo deve desviar mais que 20% do LOQ, utilizando no
minimo trés lotes.

Sensibilidade : O ponto de calibragdo de menor concentracdo € aceito
como LOQ do método analitico quando o coeficiente de variaggo inter-
ensaio das amostras de controle de qualidade do LOQ for menor ou igual
a 20%.

Especificidade : A resposta do pico de interferéncia no tempo de
retenc@o do analito (droga e ou metabolito) deve ser menor que 20% da
resposta do LOQ. Respostas de picos interferentes no tempo de
retencdo do analito e do padrdo inteno devem ser inferiores,
respectivamente, a 20% e 5% da resposta na concentracso utilizada.
Estabilidade : Dados de estabilidade em condigbes a longo e curto
prazo, congelamenfo e descongelamento, solugdo de estoque, e
“‘autosampler’ devem estar de acordo com os critérios especificos
presentes em manuais de procedimentcs operacional padronizados.
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Introducgéo

Ha 100 anos, tomamos conhecimento que a presenca de acido é
essencial para a formacdo das Ulceras duodenais e gastricas e para o
desenvolvimento da doenca do refluxo gastroesofagico. Foi apenas nos
ultimos 20 anos que a‘terapéutica medica foi capaz de controlar a secregéo
acida de forma suficientemente adequada para conseguir o controle dessas
trés doencas.

No inicio do século passado, o tratamento confidvel de doencas
acido-pépticas dependia principalmente da cirurgia. Os procedimentos
cirurgicos eram sempre indicados para reduzir a secrecé@o 4acida, seja
atraves da gastrectomia parcial ou total, ou por varios outros tipos de
vagotomia, reduzindo assim a estimulagdo da secrecdo acida pelo
estdbmago.

O extrato de beladona contendo atropina e hioscina, era a tnica
medicacdo que reduzia a taxa de secrecdo acida. Entretanto, os efeitos
colaterais tais como a turvagdo visual e boca seca limitavam intensamente
seu uso. Por outro lado, os antiacidos eram capazes de aliviar os sintomas
e, quando administrados em doses altas e freqlentes, eram eficazes nas
formas mais brandas da doenca écido-péptica.

Foi o histologista italiano Camilio Goigi quem deduziu gue a secrecaoc
acida pelo estdmago se originava a partir das células parietais, descoberta
feita no final do século 19, através das alteragbes morfolégicas gque
ocorreram com a estimuiagao da secregéo (Goigi,1893).

No primeiro quarto do século vinte, os trés estimulos mais importantes
para a secregdo acida foram reconhecidos como sendo a gastrina, a
acetilcolina e a histamina. Outros cingiienta anos se passaram até que se
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conseguiu uma definicdo mais exata sobre o modo em que atuavam, bem
como sua fungdo na estimulacdo da célula parietal. De fato, esta definicao
dependia largamente da sintese da primeira droga anti-secretora bem
tolerada, um antagonisia de receptores H,, a cimetidina (Biack ef al., 1972).

Contudo, ainda continuava a pesquisa de antagonistas eficazes da
gastrina, e, até agora, nenhum antagonista colinérgico que ndo apresente
efeitos colaterais foi descoberto. Na teoria e na prética, a inibicdc de apenas
um Gnico estimulante pode inibir apenas parcialmente a secre¢ao acida.

Nos anos 70, a descoberta da bomba acida do estdbmago, seu
mecanismo de agdo e de regulagdo (Sachs ef al, 1976; Ganser e Forte,
1973), prepararam ¢ cenario para o desenvolvimento de uma nova classe de
inibidores anti-secretérios, os derivados benzimidazélicos, cuja agdo se
concentrava especificamente na bomba acida (Fellenius et al., 1981).

A inibicdo da etapa terminal da secrecao acida deveria ser mais eficaz
e confidvel na resposta de reducgdo total da mesma. De fato, grande
quantidade de dados clinicos demonstrou que a classe dos derivados
benzimidazdlicos & a terapia médica mais eficaz disponivel aié agora para a
reducdo da acidez do estdmago.

A questdo sobre quanto da secre¢do acida precisa ser inibida para se
obter uma dtima cicatrizacdo e para ¢ alivio da dor nas trés doengas mais
importantes relacionadas & acidez, pode ser respondida por analise
retrospectiva de um gi'ande nimero de estudos clinicos com varias drogas
indicadas para a Ulcera duodenal e gastrica e o refluxo gastroesofagico (Bell
et al., 1992; Burget ef a/., 1990; Howden e Hunt, 1990).

Esta analise indica que, td0 logo um indice adequado de elevacio de
pH é atingido, elevagbes posteriores ndo aumentardo a taxa de cicatrizacéo
ja atingida. Para o fratamentc mais eficaz da tlcera duodenal, a acidez tem
de ser inibida em mais de 80%(pH>3) por 18 horas ac dia, enquanto que na
cicatrizaggo da doenga do refluxo (estagio i a IV) a acidez tem de estar
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inibida em pelo menos 99%(pH>4) por 18 horas ao dia. Notoriamente, para
atingir esta inibicdo com um tratamento de dose Unica, é preciso utilizar um
inibidor de longa duracéo.

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs), como o pantoprazol, sdo
hoje, reconhecidamente a terapia de eleicdo para todas as doencgas acido-
pépticas, pois proporcionam a necessaria reducédo acida de forma segura,
numa dose-dependente, sem o desenvolvimento de intolerdncias.

Portanto, os IBPs ndo sdo apenas mais efetivos, mas possuem uma
acao prolongada devido a sua ligagdo irreversivel com a bomba protdnica. A
duragdo da agio pefdura alem das 24 horas. Com o pantoprazol, por
exemplo, apds 25 horas a inibicdo de 52% da secrecdo &cida estimulada
pelo alimento ainda ocorre, perdurando até 48 horas. Re-sintese das
bombas e o completo retorno da secrecdo 4cida ddo-se apenas apé6s 96
horas de suspensdo da droga (Modlin e Sachs, 1998). Levando em
consideracdo o fato de que o pantoprazol é rapidamente eliminado da
circulag@o sanguinea, -efeitos anti-secretérios permanecem presentes apés
24 horas da administragdo (Simon et al,, 1990). Assim, o longo tempo de
acao € devido a ligagdo covalente entre a droga ativada e a bomba 4cida
presente na face luminal das células parietais (Steinijans ef al., 1996).

O pantoprazol, também conhecido como um derivado benzimidazélico
5-(difluorometoxi)-3-[[(3,4dimetoxi-2-piridiniljsulfini{]-1 H-benzimidazol, faz
parte da nova geragéo de componentes guimicos do grupo dos IBPs (Huber
et al., 1996; Kohl et ai.', 1892 ; Sturm ef al,, 1987). O mesmo atua como um
inibidor irreversivel e de longa duragic na secrecdo gastrica, sendo
indicados no tratamento da hiperacidez relacionada as doencas
gastroduodenais. Em comum com as outras drogas de sua classe, como por
exemplo, o omeprazol e lanzoprazol, podemos observar que em modelos
animais, o pantoprazol produz efeito dose-dependente na reducdo da
secre¢do acida através da inibicdo da bomba proténica (H*/ K*-ATPase) das
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células parietais gastricas (Fitton e Wiseman, 1996; Simon et al., 1990 e
Kromer et al., 1990). )

O mecanismo de acdo do pantoprazol se da peia sua ativagdo em
condicbes de pH de exirema acidez, onde o mesmo faciimente acumula-se
nas microvilosidades dos canaliculos secretores das celulas parietais
estimuladas (Shin, Besancon,Simon ef al., 1993). Assim, neste meio acido, o
pantoprazol & convertido rapidamente para forma ativa, a sulfonamida
ciclica, que se liga covalentemente aos grupos cisteinicos da bomba H*/ K*-
ATPase presente nas superficies caniculares das células parietais, formando
um composto dissulfeto. Deste modo, ocorre a inibicgo total da func&o da
bomba protdnica levando ao bloqueio da etapa final da producdo do acido
gastrico (Shin, Besancon, Simon ef al, 1993; Simon, Keeling, Laing ef al,,
1990; Sturm et al., 1987; Senn-Bilfinger ef al., 1987, Lindberger et al., 1986 e
Figala ef al., 19886).

Portanto, a ativagdo 4cida induzida é uma das caracteristicas
principais e mais comuns da classe dos derivados benzimidazdlicos, o qual
nos fornecera bases para investigacdo de sua agao seletiva sobre a bomba
gastrica (Beil, Staar e Sewing, 1992; Figala et al., 1986).

Embora estes compostos sejam rapidamente ativados sob condigGes
de extrema acidez (pH < 3,0), o pantoprazol sendo considerado uma base
fraca (pK, = 3,9), € quimicamente mais estavel em relagdc ao omeprazol ou

o lanzoprazol em condigbes de pouca acidez ou neutralidade; além dissc, o
mesmo € dificiimente ativado nestas condigdes, visto que, sua ativacao
somente ocorre em meio extremamente acido (Beil, Staar e Sewing, 1992 ;
Kohl, Sturm, Senn-Bilfinger ef al.,1992; Simon, Keeling, Laing ef al., 1880).
Tais caracteristicas v&o refletir no seu baixo poder de inibigdc da bomba
protdnica quando comparado com 0 omeprazol nas condigfes de pouca
acidez (Simon, Keeling, Laing et al., 1890).
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Com estas informagbes, pode-se concluir que o pantoprazol é
particularmente especifico para as células parietais do estdmago sendo,
portanto, mais seletivo que o omeprazol e o lanzoprazo! (Fitton e Wiseman,
1996; Huber ef al., 1996; Kromer ef al., 1990 ; Parsons, 1996).

Assim, comprova-se que sua alta organoespecificidade é uma
caracteristica vantajosa frente aos outros IBPs, pois o mesmo é incapaz de
bloguear outras ATPases do organismo fora da célula parietal gastrica,
contribuindo com menores riscos de efeitos adversos e maior seguranga
terapéutica em modelos humanos e animais (Shin ef al., 1994).

Também, a ativag&o 4cida induzida é facilitada “in vitro” pela agdo
bactericida do pantoprazol, sugerindo que este efeito seja similarmente
mediado atraves ligagbes covalentes, nos sitios das membranas de certas
espécies de bactérias. Dessa forma, a ativagdo da ATPase é um tipo de
agao normalmente associada em células eucariontes que tem sido bem
identificados nas membranas do Helicobacter pylori “in vitro” em condicbes
acidas (pH4,0), e portanto a mesma ¢é fortemente inibida pela agdo do
pantoprazol (Mauch ef al., 1993; Pedersen et al., 1987).

s Propriedades Farmacodinamicas e Terapéuticas

As propriedades farmacodindmicas e terapéuticas do pantoprazo! em
humanos tém sido investigadas através de séries de modelos experimentais
em animais e estudos clinicos (Huber et al,, 1996; Schepp et al, 1994;
Mohamed e Hunt, 1994; Classen e Della Fave, 1994; Judmaier et al., 1994:
Muller ef al., 1992; Simon et al., 1990 a, b, ¢; Kromer ef al., 1990). Também,
em diversas revisbes, os efeitos farmacodindmicos e terapéuticos do
pantoprazol foram avaliados em comparagdo com outros IBPs (Huber et
al.,1995; Kromer 1995).

56 Capitulo II - Estudo de Bioequivaiéncia de duas formulagdes de comprimidos de pantoprazol em
voluntdrios sadios de ambos os sexos



Conforme mencionado, a agdo farmacodindmica do pantoprazoi é
exclusivamente através do acumulo seletivo nas células parietais gastricas
final da secrecdo gastrica. Dessa forma, comprova-se consistentes
conclusdes com base nos resultados de modelos experimentais clinicos,
uma forte evidéncia quanto a eficiéncia no tratamento de llceras pépticas
através de administracéo tanto via oral quanto via endovenosa (Judmaier ef
al., 1994; Muller et al., 1992).

A eficacia de inibicdo acida em comparagdo com outro IBP,0
omeprazol, foi comprovada “in vivo” em nove modelos de ratos e cdes
(Kromer et al. 1980a). O pantoprazo! inibiu de forma dose-dependente a
secrecdo gastrica acida, independente do tipo de estimulo (pentagastrina,
betanecol, impromida, 2-dexoxy-D-glucose). Além disso, pode-se concluir
em relacdo a um estudo clinico envolvendo voluntarios sadios, que o
pantoprazol produziu esta mesma inibicdo da secrecdo gastrica e também
da pentagastrina estimulada pelo acido gastrico livre (Simon et al,, 1980 3, b,
c) apds a administragdo tanto via oral guanto endovenosa (Schulz,
Hartmann, Steinijans, Huber ef al., 1996).

Em estudos com ratos, o pantoprazol mostrou-se mais potente do que
0 omeprazol em valores de 1Dso (dose requerida para se obier a metade da
inibigdo maxima da secrecic de acido). De maneira geral, ambos os
compostos mostraram ser equipotentes. O desempenho similar comparavel
de ambas as drogas foi também confirmado “in vitro” pela avaliacgo da
inibicdo da producdc de acido em gidndulas findicas de coelhos (Simon ef
al., 1990 e 1991a).

O calculo dos valores anti-secretorios de iDso, na comelagio via oral e
endovenosa, mostrou um fator de 1.5, confirmando a alta biodisponibilidade,

onde itambém foram encontrados em estudos farmacocinéticos em
humanos.
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Em outra série de experimentos utilizando ratos, o efeito cicatrizador
de Ulcera do pantoprazol foi comparado ao de outras drogas antiulcerosas
(um inibidor de proton, um antimuscarinico seletivo M-1 e um antagonista de
receptores Hz). O pantoprazol promoveu cicatrizagdo dose dependente da
ulcera duodenal induzido com &cido acético (Giceras gastricas e
duodenais).O EDso mais baixo (dose necessaria para a obtengdo da metade
do efeito maximo) foi obtido para ¢ pantoprazol, indicando assim a mais alta
poténcia em comparag&o as outras drogas (Kromer et al., 1990b).

Até janeiro de 1994, o pantoprazol foi investigado em mais de 50
estudos de fase [ envolvendo mais de 660 voluntarios sadios e
aproximadamente 100 pacientes de subgrupos especiais (por exemplo,
idosos, pacientes com problemas renais e hepaticos) (Zeeh et al., 1993).

Véarios estudos usando técnicas de pH-metria de 24horas foram
realizados com o objetivo de investigar a inibigdo da secrecdo gastrica de
acido pelo pantoprazol sob condi¢des de normalidade.

Em todos os estudos, voluntarios sadios ou pacientes portadores de
ticeras duodenais receberam pantoprazol oral por cinco a sete dias, com o
objetivo de alcancar condi¢bes de equilibrio.

Num estudo de dose-resposta, a administragéo de 20, 40 e 80 mg de
pantoprazol mostrou um aumento de pH intragastrico dose-dependente. O
efeito de 40 mg foi significativamente superior quando comparado com ¢ de
20 mg. Os efeitos de 40 e 80 mg nao foram diferentes (Reill et al., 1993 a).

Estes resuliados s3o compativeis aos resuitados do estudo de
definicdo de dose realizado em pacientes com Ulceras duodenais, nos guais
40 mg foi também identificado como a dose 6tima (Shamburek ef al., 1993).

Para se determinar o tempo de dosagem étima, mediu-se o efeito de
40 mg de pantoprazol administrado pela manh3 ou & tarde. Uma inibicéo
acentuada de acidez gastrica foi encontrada apés ambos esquemas de
administragdo. Entretanto, o efeito foi mais pronunciade quando o
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pantoprazo! foi administrado pela manha (Missig e Witzel, 1993). Assim,
uma dose diaria peia manha é ¢ esquen;a indicado. )

C pantoprazol. aumentou intensamente ¢ pH intragastrico em
voluntarios sadios sem afetar o ritmo circadiano fisiolégico da secrecao
acida. O pantoprazol aumentou principalmente o pH durante o dia mais do
que durante a noite. Junto com as excelentes taxas de cicatrizacdo obtidas
pelc pantoprazol em estudos de ferapia clinica, este achado proporciona
evidéncia adicional que a supressdo acida durante 24 horas determina o
sucesso terapéutico, ac invés da inibigdo exclusiva acida noturna (Johnson
et al., 1989, Bianchi Porro et al., 1990 e Savarino et al., 1991).

Consistente com as conclusbes obtidas através dos estudos
farmacoldgicos em animais, a equipoténcia de 40 mg endovenoso € 40 mg
por via oral foi demonstrada em estudos no homem. Pantoprazol 40 mg
aumentou a mediana do pH intragastrico para 3,7 (endovenoso) e 3,6 (via
oral), respectivamente (Londong, 1994).

Em estudos subseqlientes, o pantoprazol foi comparado a ranitidina,
antagonista de receptor Hz, e com 0 omeprazol, com objetivo de definir sua
poténcia de inibigcdo da acidez em comparagao com estes representantes de
diferentes classes de drogas antiulcerosas {Beker ef al.,1995; Witzel ef al,,
1995; Schepp ef al,, 1994; Judmaier ef a/,, 1994; Mlller et al., 1992). O efeito
de 40 mg de pantoprazol administrados pela manh@ provou ser
significativamente mais forte do que 300 mg de ranitidina administrados
como recomendado, 2 hora de dormir (Hotz et al., 1995).

A mediana do pH durante as 24 horas aumentou de 1,6 (placebo)
para 4,2 com o pantoprazol, quando comparado com 2,7 com a ranitidina
(Reill of al., 1993b).

Em comparag&o com a dose recomendada de cmeprazol (20 mg), a
dose padrdc de 40 mg de pahtoprazai aumentou ¢ pH para nivel
significativamente mais elevado durante as 24 horas, levando a2 supresséo
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de 98% da acidez gastrica apds administragio repetida (Hartmann ef al.,
1983b). O omeprazol promoveu apenas 80% de inibigdo, 0 que esta dentro
da faixa admitida de 53 a 90% (Cederberg et al., 1993, Sharma ef al.,1984).

Também foram investigados, o inicio e a duragdo da secrecdo 4cida
depois da estimulagdo da pentagastrina, em voluntarios sadios.

Apos a primeira administracdo oral de 40mg de pantoprazol a inibigdo
da secrecdo &cida tinha ja atingido 51%. Apds tratamento de 7 dias, 85% da
tnibicdo foi conseguida. A secregdo gastrica foi suprimida em 66% mesmo
25 horas apés a dltima dose, indicando ampla eficacia até a proxima dose. A
secreca@o acida retornou aos niveis de pré-tratamento, sete dias apos a
suspensdo do tratamento (Simon et al., 1990b). O aumento observado na
inibicao da secrec@o 4cida gastrica, apds doses diarias repetidas se é ao
modo de acdo dos benzimidazolicos substituidos, no caso do pantoprazol, e
& similarmente documentada para outras substincias desta classe de
drogas concorrentes disponiveis para a terapia (Lind et al.,1983 e Miiller et
al., 1989).

A avaliag&o preliminar de estudo pH-métrico de 24 horas, incluindo 19
pacientes com Uicera duodenal, também revelou efeito pronunciado de 40mg
de pantoprazol sobre a secregdo acida nesses pacientes. Em média, o pH
aumentou para um nivel acima de 3 por mais de 19 horas e para o pH 4 por
mais de 18 horas. Isto indica que o pantoprazol preenche iotalmente as
recomendacbes de Burger ef al. 1990, para um grau adequado de supressio
4cida em pacientes com Glcera duodenal.

Em estudos clinicos, 40 mg de pantoprazol ao dia (Steinijans ef
al.,1996), resultou numa aita taxa de cicatrizagdo em Ulceras duodenais
agudas, 89% apos 2 semanas e 99% apds 4 semanas de tratamento, e
ainda rapida melhora da sintomatologia de dicera doudenal {(Mdiler ef
al.,1992). Com relagéio a ambas taxas de cicatrizagdo em dlceras duodenais
agudas e o alivio da dor abdominal, 40 mg de pantoprazol provou ser
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superior em relagdo a 500 mg de ranitidina (Cremer et al., 1995; Judmaier et
al.,1994; Schepp et al.,1994). )

Em terapia de cicatrizagdo de ulceras gastricas por 4 semanas, o
pantoprazol foi superior em reiacéo ac omeprazol com taxas de cicatrizagdo
de 88% e 77%, respectivamente {Schepp ef al.,1994; Witzel ef al., 1995).

Em estudo de controle da doenga de refluxo esofagico, as taxas de
cicatrizacao foi maior apds 4 a 8 semanas com a terapia de pantoprazol 40
mg uma vez ao dia, obtendo valores de 62 e 82%, respectivamente, em
relagdo a terapia com a ranitidina 150 mg duas vezes ao dia, que alcangou
valores de 57 e 67%, respectivamente (Koop ef al., 1995).

« Propriedades Farmacocinéticas

Tendo em vista due 0 pantoprazol & extensivamente absorvido apds a
administracéo oral (Fitton e Wiseman, 1996 e Huber, Kohi, Sachs, Senn-
Bilfinger ef al,1995), pode-se considerar uma equipoténcia tanto na
administragdo por via oral e endovenocsa € encontrada (Fuder ef al., 1997).
Dessa forma, a quantidade da droga que chega a célula parietal
independente de via de administragdo, ndo se altera durante a absorgio e
distribuigdo no organismo. Isso explica a sua excelente biodisponibiliade em
média de 80%, desde a primeira até a Ultima administragdo com
caracteristica linear (Peeters, QOosterhuis, Taminga ef al, 1995; Pue,
Larouche, Meinek, de Mey ef al, 1993; Fitton e Wiseman, 1996; Huber,
Hartmann, Bliesath ef a/.,1996 e Huber, Kohl, Sachs, Senn-Bilfinger ef ai.,
1995 ). '

Também, estudos sobre biodisponibilidade e de pH-metria
comprovaram esta equipoténecia do pantoprazol por via endovenosa em
relagdo ao por via oral. As duas formas, quando administradas na mesma
dose, tém o mesmo efeito sobre 0 pH do estdmago, tantc em intensidade
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quanto em qualidade sendo portanto equipotentes. Portanto, a passagem do
pantoprazol por via éndovenosa para via oral ndo implica em ajuste
posolégico. (Fuder et al.,1997; Hartman et al.,1998).

A farmacocinética do pantoprazol é considerada linear até a dose de
80 mg, isto significa que os niveis plasmaticos e a concentragdo maxima da
droga aumentam de maneira proporcional a dose administrada,
independente do esquema posolégico e da via de administracdo (Huber,
Kohl, Sachs et al.,1995; Simon, Miiller, Hartmann et al,, 1990: Reill, Erhardt
et al., 1994; Steinijans ef al.,1994 e Huber et al.1996).

Também, esta linearidade foi demonstrada em estudo com humanos
onde a administracio oral de 20 e 40 mg de pantoprazo! foi realizada
durante sete dias consecutivos. Os resultados obtidos comprovaram nio
existir diferengas significantes nos parametros farmacocinéticos em relacéo
ao esquema de administracdo (dose Gnica ou repetidas) e a quantidade
administrada, sugerindb também a néo evidéncia da ocorréncia de actimulos
da droga no organismo quanto a sua acdo anti-secretéria (Simon, Mller,
Hartmann et al,, 1990).

Em um outro estudo “randomizado”, uni-cego de 4 periodos
envolvendo 20 voluntarios sadios, também foi avaliada a linearidade entre as
doses de 10, 20, 40 ,80 mg de panitoprazol e.v. e seus pardmetros
farmacocinéticos ASCy . .y € Cmax através do método de regresséo intra-
individual, dentro da faixa terapéutica para doengas gastro-ducdenais. Os
resultados obtidos,confirmaram formalmente a equivaléncia entre as
dosagens de ajuste para ASC ap6s as doses de 20, 40, e 80 mg,
respectivamente. Outros parametros farmacocinéticos como t,;, ,Cl e Vd néo
sofreram alteracbes significativas nas diferentes doses (Bliesath, Huber,
Hartmann ef a/,,1996).

O pantoprazol é rapidamente absorvido apés administracdo oral de 40
mg em comprimidos revestidos, onde a concentragdo sérica maxima (Cmax)
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alcancada em media € de 2,1mg/L (2,0 — 3,1 mg/L) no tempo maximo (tmax)
em média de 2,7h (2,0 - 4,0 hs) e também apresentando uma ASC, _, de
aproximadamente 5mg x h/L (Pue, Larouche, Meinek et al., 1993; Fitton e
Wiseman, 1996; Huber, Hartmann, Bliesath ef al, 1996 e Simon, Muiler,
Marinis et al., 1990).

Quando © pantoprazol € administrado concomitantemente com a
injestdo de alimentos, nenhuma influéncia significante foi observada na sua
biodisponibilidade, bem como o aparecimento de possiveis efeitos de
retardamento do alimento na taxa de absorg8o, conferindo uma agéo anti-
secretéria prolongada e duradoura (Huber, Kohi et al, 1995; Fitton e
Wiseman, 1996).

O declinio das concentracdes séricas de pantoprazol é monofasico
apos administracaoc oral de 40 mg, apresentando uma meia vida de
eliminagdo (t12) em torno de 0,9 — 1,9 h (Steinijans ef al, 1996; Huber,
Hartmann, Bliesath ef al. 1996; Ehrlich ef al. 1996; Huber, Kohl, Sachs et
al.1995; Pue, Larouche, Meinek ef al. 1993 e Simon, Miiller, Marinis et af
1990;). Apesar de apresentar curta meia vida de eliminagdo, a inibigdo da
secregdo acida uma vez alcangada, € longa e duradoura, persistindo apds a
droga ter sido completamente eliminada da circulagdc sanguinea (Fition e
Wiseman, 1996).

Em virtude do seu alto grau de ligagdo as proteinas plasmaticas, em
torno de 98% (Huber, Kohl, Sachs ef a/,1895 e Ehrlich ef al,, 1996), o
pantoprazol possui, rélativamente, baixo volume de distribuicgo (Vd), cuja
média é de 0,16L/Kg em estudos “steady-state”, considerando como limite
de distribuicgo tissular; além disso, também apresenta baixo clearance no
valor de 0,1L/h/Kg (Ferron ef al., 1999; Steinijans ef al, 1996; Huber,
Hartmann, Bliesath ef al, 1996; Breuel, Hartmann e Bondy et a/., 1894 e
Benet e Zech, 1994).

Capituly Il - Estude de Bivequivaléncia de duas formulagdes de comprimides de pantoprazel em 63
voluntérios sadios de ambos os sexos



O pantoprazol € amplamente metabolizado no figado através da via
do sistema enzimético oxidativo, principalmente pela citocromo P450. Seu
principal metabdlito, o desmetil-pantoprazol, é formado através da reacao de
o-desmetilag&o na posigdo 4 do anel piridinico, seguido de conjugacgao com
o radical sulfato. Entretanto, ainda o mesmo possui atividade desconhecida
(Tucker, 1994; Erlich ef al.,1996; Huber ef al., 1995 e Steinijans et al., 1096).

A sua via de eliminagdo, é predominantemente renal, onde 80% da
dose oral e ou endovenosa € excretada na forma de metabélitos urinarios e
o restante pode ser encontrado nas fezes, originados primariamente pela
secregdo biliar (Huber et al, 1996a; Steinijans ef al, 1996 e Peeters,
Oosterhuis, Zech ef al., 1993).

Os parametros farmacocinéticos do pantoprazol ndo sio alterados
significativamente em pacientes portadores de insuficiéncia renal (Fitton e
Wiseman, 1996; Parsons, M.E 1996; Steinijans et al., 1996 e Lins, de Clercq,
Hartmann ef al., 1994). Além disso, procedimentos de hemodialises também
néo influem na farmacocinética da droga em pacientes com dist(bios renais
ou que apresentam o estagio de faléncia renal; sendo assim ndoc ha
necessidade de ajuste na dosagem (Fitton e Wiseman, 1996).

Em comum com os outros IBPs, o metabolismo do pantoprazol é
prejudicado em pacientes portadores de disfungdo ou cirrose hepatica,
resultando numa meia vida de eliminagéo mais prolongada, variando de 7 a
9 horas apds a administragdo de doses ((nica e consecutivas) por via oral
ou endovenosa (Fitton e Wiseman, 1996; Steinijans ef al,1996 e Brunner,
Hartmann et al.,1994). Entretanto, foi observadc aumento nos valores da
ASC e Cmax, porém de menor importancia, sendo desnecessério ajuste da
dosagem na terapia de pacientes com insuficiéncia e cirrose hepética (Fitton
e Wiseman 1996; Huber, Kohl, Sachs et af,1995 e Brunner, Hartmann et
al.,1994.).
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Em pacientes idosos, por apresentarem decréscimo do fluxo
sanguineo hepatico, possuem um metabolismo diminuido (Skauninc ef al.,
1978 e Wynne ef al,, 1990), contudo, a meia vida de eliminagéo (t,,) é

aproximadamente 1,25h, sendo dado farmacocinético sem importancia
(Huber ef al., 1996 a e Steinijans et al., 1996).

Em estudo envolvendo voluntarios jovens e idosos sadios, foram
avaliados os parémetfos farmacocinéticos apés dose Unica de 40 mg de
pantoprazo! por via oral e endovenosa (Breuel, Hartmann, Bondy et al.,
1994). Neste estudo foi observado que no grupo dos idosos ocorreu ieve
aumento na ASC e na Cmax em relac8o ao grupo dos jovens, porém, este
fato foi clinicamente irrelevante, sendo desnecessario ajuste na dose de
administrag&o (Huber, Hartmann et al., 1996).

. Interagbes Medicamentosas

A classe dos derivados benzimidazdlicos demonstra alto grau de
afinidade com as enzimas citocromos {CYP) presentes no figado, 0s quais
s&o inibidores potentes do metabolismo oxidativo de varias drogas (Dickins e
Bridges, 1982. Entretanto, através de investigagbes clinicas envolvendo
animais e também hu‘manos, 0 pantoprazol tém demonstrado uma menor
interacdo com o sistema enzimatico (CYP), em especial pela citocromo
P450, guandoc comparado com o omeprazol e o lanzoprazol (Simon,
Budigen, Fahr ef al., 1991; Hanauver ef al., 1991 e Kromer, Postius, Riedel
et al., 1990a).

Além disso, ao contrario dos outros derivados imidazdlicos como o
omeprazol € os antagonistas dos receptores Hz, em particular a cimetidina
{Anderson, T. 1991 ; Greene, W. 1984), o pantoprazol ndo tém demonstrado
interagdo consideravel com variedades de substratos do sistema enzimatico
hepatico, tais como citocromos CYP1A, 2C e a subfamilia da isoenzima 3A
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(Hartmann, Bliesath, Zech et al., 1995 ; Steinijans, Huber, Hartmann ef al.,
1994). i

Diversos estudos clinicos, apresentaram baixo potencial de
interferéncia nos parametros farmacodindmicos e farmacocinéticos na
terapéutica associada com pantorazol e drogas primariamente
metabolizadas pelas citocromos CYP2C19 (Diazepam), CYP2C9
{diclofenaco, fenprocumona, feniioina e warfarina), CYP3A4 (antipirina,
nifedipina, carbamazepina e cisaprida) e outras através das isoenzimas
citocrdmicas a saber: cafeina, meiropolol, teofilina e digoxina (Ferron et al,,
1999; Steinijans ef al,, 1994 e 1996; Duursema et al., 1995; Ehrlich et al,,
1995 e 1996; Gugler ef al., 1992; Gugler & Jansen, 1985 e 1987: Schulz ef
al., 1991; Bliesath ef al, 1994, 1995 e 1996; de Mey et al., 1994; Hartmann
et al, 1993, 1994 e 1995; Fitton & Wiseman 1996).

Levando em consideragdo o percentual de pacientes que fardo uso
dessas medicagBes, a curto e longo prazo, em algum momento da
terapéutica anti-secretéria e por outras doencas concomitantes, o uso do
pantoprazol possibilita uma terapéutica eficaz e sem riscos de interacdbes
medicamentosas, com maior seguranga e tolerabiliadade ao paciente.

Outro aspecto importante, é que o pantoprazol ndo aparenia
comprometer a eficacia contraceptiva da associagdo de horménios sintéticos
(Ethinylestradiol e levonorgestrel). Em co-administragdo de 40 mg de
pantoprazol uma vez ac dia, com baixa dose da combinacdo de hormbniocs
contraceptivos, ndo foi observado alteraces significantes nos niveis séricos
de progesterona e ou na indug&o da ovulagdo, no estudo clinico envolvendo
voluntarias saudaveis (Middle, Miiller, Schall ef a/,, 1995; Fitton & Wiseman,
10986).

Por outro lado, autores (Hartmann et al,, 1994 e 1995 de Mey eof al,
1994; Middle ef al,, 1995 e Schulz ef al.,1991) também consideram que 08
parametros farmacocinéticos do pantoprazol, em especial quanto a sua
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extensdo de absorgdo, ndo sdo afetados significativamente na co-
administracdo de drogas antiacidas, fenitoina, antipirina, digoxina e teofilina.

« Segurancga e Tolerabilidade

Inimeros estudos t&m confirmado o excelente perfil de seguranca e
tolerabilidade na terapia do pantoprazol. Estudos de farmacovigildncia ja
incluiram mais de 100.000 pacientes. MilhGes de pacientes vém recebendo
pantoprazol com tempo de tratamento por volta de cinco anos, sem relatos
de efeitos adversos superior a 5 anos do uso prolongado, como a acloridria
ou desenvolvimento de tumor enddcrino (carcindide) (Athmann et al., 1998;
Arnold, R. 1994 ; Solcia et al., 1997).

Os efeitos colaterais descritos com a administragdo de pantoprazol 40
mg sa0 de baixa incidéncia e, na maioria dos casos, de leve intensidade,
como diarréia, cefaléia, dor abdominal, nauseas e vOmitos (Fitton &
Wiseman, 1996). Entretanto a administragdo de pantoprazol 20 mg parece
ter um perfil de tolerabilidade ainda maior (Ramirez-Barba, Di Silvio et al.,
18098).
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Objetivos

Como principal objetivo, a realizagdo de um estudo para determinar e
avaliar a bioequivaléncia de duas formulagbes de pantoprazol (Pantozol,
comprimidos, 40mg do Laboratério Byk Quimica Farmacéutica como
formulagdo referéncia, versus Pantoprazol, comprimidos, 40mg do
Laboratorio Merck Farmacéutica, utilizado como formulagdo teste) baseada
na comparagao dos valores obtidos dos paradmetros farmacocinéticos de
cada formulacdo calculados a partir de medida das concentragbes
plasmaticas de pantoprazol.

Dessa forma, empregamos a Cromatografia Liquida de Ala Eficiéncia
(CLAE) de fase-reversa, com deteccdo por Espectrometria de Massa,
utilizando a carbamazepina como padréo interno, com propésito de:

1) Validar a metodologia analitica por LC-MS/MS na quantificagao
das concentragbes de pantoprazol em amostras de plasma
humano.

2} Obtencao dos principais parametros farmacocinéticos a partir da
curva de concentragéo plsamatica versus tempo.
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Materiais e Métodos

1. ETAPA CLIiNICA

1.1 Sele¢do Dos Voluntarios

Doze voluntarios adulios sadios do sexo mascuiino com idade de 18 a 40

anos (média = DP = 30 + 1 ano), peso corporal entre 49,7 a 96,6 Kg (média + DP

=70 £ 4 Kg) e dez voluntarias adultas sadias do sexo feminino com idade de 18

a 40 anos (média + DP = 30 + 1 ano) foram selecionados. A sele¢&o foi realizada

através de consuilta médica, incluindo anamnese e exame fisico, no ambuiatoério

de farmacologia clinica.

Na avaliacdo clinica os voluntarios masculinos e as voluntarias

femininas ndo apresentaram sinais ou sintomas evidentes de doenca

cardiaca, hepética, renal, pulmonar, neuroldgica, gastrointestinal,

hematoldgica, ou psiquiatrica. Foram considerados os seguintes critérios

de incluséo na avaliacao clinica inicial:

a)
b)
c)

d)

Sexo Masculino e Sexo Feminino

Idade compreendida enire 18 e 45 anos

Peso corporal entre 55 e 100 Kg ou dentro da faixa de 15% do pesc
ideal para a idade e altura

Auséncia de significante doenca cardiaca, hepatica, renal, pulmonar,
gastrointestinal, hematoldgica, neurcidgica, afastadas por uma historia
clinica, exame fisico, além de exames complementares de diagnéstico
rotineiros

Disponibilidade para complementar o estudo

Capacidade para compreender e assinar livremente ¢ ifermo de
consentimento
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Os seguintes critérios de exclusdo também foram considerados

durante a

avaliacdo clinica:

a)
b)
c)

d)

)

k)

Homens com idade < 18 anos e > 40 anos

Mulheres com idade < 18 anos e > 40 anos

Ingestéio de qualquer medicamento por pelo menos duas semanas
antes do inicio do estudo

Teste positivo para hepatite B, Hepatite C , HIV e gravidez
Incapacidade para compreender e para assinar o termo de
consentimento

Resultados dos exames complementares de diagnostico fora dos
limites normais, desde que, considerados com significado clinico
Participago em qualquer estudo experimental nos trés meses que
precedem o ensaio clinico

Historia de uso regular ou abusivo de drogas efou &lcool, ou ainda
ingestdo de alcool nas 48 horas que antecedem o estudo
Hospitalizag&@o por qualquer razdo nas 8 semanas anteriores 20 inicio
do estudo

Historia de doenga hepética, doenca renal, doencga hematopoética ou
episddios de epilepsia

Historia de doenga cardiaca ou sintomas de origem cardiaca
Hipotensdo ou hipertensdo arterial de qualquer etiologia, requerendo

tratamento farmacolégico

m) infarto do miocardio, angina do peifc e ou insuficiéncia cardiaca

n)
0)

congestiva

Prolapso de Valvula Mitral com evidéncia de refluxo para o atrio
Pressé@o arterial abaixo de 90/50 mmHg em posicdo supina e ou
frequéncia cardiaca menor que 50 bpm, durante exame clinico inicial
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p) Queda da pressdo arterial maior que 20 mmHg, em posicio
ortostatica, e aumento da frequéncia cardiaca maior que 20 bpm, apos
2 minutos em posicao ereta
q) Perda de mais que 450 mL de sangue nos trés meses anteriores ao
inicio do estudo
r) Histéria de hipersensibilidade a qualquer tipo de droga
s) Qualquer outra condigdo clinica, que a critério médico, impossibilite a
participacdo no estudo
Os voluntarios também apresentaram normalidade para os exames
laboratoriais que colaboraram para a confirmagdo do estado de higidez.
Na avaliagdo clinica inicial, exames hematologicos compreendendo
hemograma completo, contagem de plaquetas e velocidade de
hemossedimentac&o foram relizados, assim como sorologia para hepatite
B, hepatite C e anti-HIV. Exames hormonais no caso para multheres na
determinagdo de gravidez como PBHCG. Os exames bioguimicos
consistiram na detenninagéo dos niveis sanglineos de uréia, creatinina,
bilirubina total, proteinas totais, albumina, glicemia de jejum, fosfatase
alcalina, transaminase glutamico pirlivica (TGP), sédio, potassio, acido
Urico e gama glutamil transferase (Gama GT). Um exame suméario de
urina (Urina tipo 1) e exame parasitoldgico de fezes também foi realizado.
Todos os exames, com exce¢do do parasitoldgico de fezes, soroldgicos
para hepatites B, C e anti-HiV, foram efetuados antes e apds cada
internagdo para administragio do Pantoprazol.

Eletrocardiograma pelo sistema Holter, com registro por 24 horas
em duas derivacdes, realizado em gravador Cardiotechcorder ill — Um
Cardio Data Systems, New Jersey ~ USA, foi efetuado em todos os
voluntarios na avaliagdo clinica inicial, excluinde do estudo portadores de
provavel cardiopatia. A andlise foi realizada em equipamento
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computadorizado, utilizando software Holter Analysis — Dynamis V5.06 da
Daignostic Medical Instruments, Inc, Syracuse — USA.

Na avaliago clinica inicial, a press3o arterial diastolica e sistolica,
a freqliéncia de pulso e a freqliéncia respiratéria foram aferidas utilizando
tensibmetro anerdide, com o voluntdrio deitado em declbito dorsal,
sentado e 2 minutos ap6s 0 mesmo encontrar-se em ortostase.

1.2 Protocolo clinico

Ensaio clinico seguindo delineamento aleatério cruzado, aberto, de
dois periodos, com intervalo de 15 dias entre as doses, de Pantoprazol
administradas em voluntarios sadios de ambos os sexos para a obtencéo
dos paradmetros farmacocinéticos.

Os 12 voluntdrios masculinos e 10 voluntarias femininas
selecionados foram distribuidos em 2 grupos e nic mais do que uma
dose foi administrada a um mesmo voluntario. O grupo 1 foi composto por
12 individuos do sexo masculino: o grupo 2, por 10 individuo do sexo
feminino;e, conforme apresentado na tabela 01.
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Grupo Internagdo (1) internagdo (2) N° de voluntarios
1
i2
Dose 40mg 40mg
2
10
Dose 40mg 40mg

Tabela 01 - Distribuigao final dos grupos com base na diferenca de sexo com
a mesma dose de Pantoprazol nos periodos de internagdo: (1), (2) .
« Grupo 1, Voluntarios do sexo masculino.

¢ Grupo 2, Voluntarios do sexo feminino.

Os voluntarios e voluntarias foram hospitalizados(as) na véspera
do inicio do estudo,quando receberam assisténcia e cuidados médicos e
de enfermagem especializados.

Receberam dieta geral até as 23:00 horas, quando iniciaram jejum
visando o inicio do ensaio clinico previsto para as 07:00 h do dia seguinte.

Apos 8 horas de jejum, foi realizado uma administragéo de uma
gnica por via oral de um comprimido de 40mg de Pantoprazol. A
administra¢do da droga em estudo seguiu rigorosamente o protocolo de
administracao da dose. Os voluntédrios e voluntarias receberam dieta geral
apds a administracdo de Pantoprazol, sendo que foi descartado bebidas
contendo xantinas tais como chas ,café e coca-cola).

Alta hospitalar foi concedida apés 24 horas da admnistracdc do
Pantoprazol e preenchimento do formulario de “Alta Médica”, quando o
nimero de pontos airibuidos foi maior ou igual a 7. Quando esta
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pontuacdo n&o era alcangada o voluntdric deveria permanecer
hospitalizado e novamente o critério de alta seria avaliado com base na
pontuacdo.

1.3 Protocolo de administracio

Cada voluntério recebeu uma Unica dose com intervalo de pelo
menos uma semana compreendido entre as doses. A tabela 02 apresenta
os dois periodos de administragdo para o pantoprazol, seguindo um
delineamento aleat6rio cruzado, com intervalo de quinze dias entre as
doses de Pantoprazol-teste (Pantoprazol®) e Pantoprazol-referéncia

(Pantozol®) administrada aos 22 voluntarios selecionados.
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Grupo Voluntario internagao 1 internagéo 2
1 ) o1 Pantozol Pantoprazol
1 02 Pantozol Péntoprazoi
1 03 Pantoprazol Pantozol
1 04 Pantozol Pantoprazoi
1 05 Pantoprazol Pantozol
1 06 Pantozol Pantoprazol
1 07 Pantozol Pantoprazoi
1 08 Pantoprazol Pantozol
1 09 Pantozol Pantoprazol
1 10 Pantoprazol Pantozol
1 H Pantoprazol Pantozol
1 12 Pantoprazol Pantozol
2 13 Pantozol Pantoprazol
2 14 Pantoprazol Pantozol
2 15 Pantozol Pantoprazol
2 16 - -

2 17 - -

2 18 Pantoprazol Pantozoi
2 19 Pantoprazol Pantozol
2 20 Pantozol Pantoprazol
2 21 Pantoprazol Pantozol
2 22 Pantozol Pantoprazol
2 23 Pantoprazoi Pantozol
2 24 Pantozol Pantoprazoi

Tabeia 02 — Tabela de randomizagéo.

= Pantoprazol®-Merck S.A : pantoprazol-teste.

e Pantozol®-ByK Quim Férmacéutica : pantoprazol-referéncia.
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1.4 Forma Farmacéutica e Apresentacdo

Os comprimidos de 40mg de pantoprazol foram obtidos do
laboratorio Merck Pharmaceuticals Inc., Sao Paulo, Brasil (formulagéo-
teste, Pantoprazol® - 40 mg , lote: 99G08) e do laboratério Byk Quimica
Farmacéutica Inc., S&o Paulo, Brasil (formulagao-referéncia, Pantozol® -
40 mg, lote: 199212).

1.5 Coleta de amostras

As amostras de sangue foram coletadas através de escalpe em
veia superficial do antebraco do voluntario, imediatamente antes do inicio
da administragdo de pantoprazol e nos seguintes intervalos: 0.25, 0.5,
0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 12 horas. Em cada
tempo pré-determinado de coleta, 10 mL de sangue foram retirados com
seringa, através do escalpe, e colocado em um tubo limpo heparinizado.
As amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 4000 rpm
{Centrifuga FANEM Excelsa Baby Il — Sdo Paulo, Brasil). O plasma foi
separado em tubos de plastico com tampa rosqueavel e anel de vedagdo
identificados e armazenados em freezer a - 20° C, para posterior analise.

2. METODOLOGIA ANALITICA
2.1 Principios Do Método

As concentracBes plasmaticas de Pantoprazol foram determinadas
por metodologia analitica empregando cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) de fase-reversa, acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS/MS). O composto Pantoprazol e seu padriio intermo
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carbamazepina foram extraidos do plasma humano por uma extracio em
fase liquida-liquida, empregando dietileter:diclorometano (70:30v/v) como
solvente extrator.

2.1.1 Andlises das Concentragoes Plasmaticas

As amostras de um unico voluntario foram analisadas no mesmo
dia, evitando assim varia¢bes interensaio. A concentracdo plasmatica de
pantoprazol foi medida por cromatografia liquida de alta eficiéncia(CLAE)
de fase reversa, e os picos foram monitorados através de detector de
espectrometria de massa (MS/MS).

2.2 Materiais e Reagentes

O metodo empregado utilizou de materias e reagentes que foram
devidamente documentados para a realizagdo do procedimento
operacional padrio.

+ Materiais

Pipetas ajustaveis (100, 200, 1000 e 5000 pL), Gilson DistrimanTM;
France.

Pipetador ajustavel de repeticdo, Gilson DistrimanTM :France.

Agitador automatico de tubos, modelo AP56, Phoenix Equipamentos
Cientificos Sao Paulo; Brazil.

Coluna analitica C8, Genesis C8 4um (150 x 4.6mm id.), Jones
Chromatography (part n.15960E); England.

Guarda coluna C8, Genesis C8 4um (10 x 4mm id.), Jones
Chromatography (part n. FH1860-2); Engiand.
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Ponteiras de plastico descartaveis de 5-200 pl, part n.94300120 and 200-
1000 i, part n. 94300220, Unilab, Sac Paulo: Brasil.

Tubos de ensaio 120 x 11mm, Unilab, Sac Paulo: Brasil.

Eppendorf, Unilab, Sao Paulo; Brasil.

Vials para Injetor automético (1.1 CTVG) e tampas para vials Chromacaol;
USA. ‘

pH-metro Quims, modelo Q400P, part n. 610874; Singapore.

Centrifuga refrigerada Beckman, modelo GPS, part n. 349702; USA.
Sistema de HPLC, Hewlett-Packard 1100, cromatografo liquido:

Modelo part n. Componentes
G1316A _ US72102831 Componentes da coluna
G1320A DF73300308 Injetor automatico

G1330A DE73300312 Termostato do  Injetor
automatico

G1322A JP73007583 Degaseificador

G1312A US72102050 Sistema binario de bombas
Espectrometro de massa, Micromass Quattro i, com “electrospray

source” empregando um “crossflow counter electrode”, part. n. 6418E.

Sistema de aquisicdo de dados: Computador Digital Celebris GL 6200,
Software MassLynx (versdo 2.3) para Windows NT (verséo 4.0).

o Reagentes

Acetonitrila - Para analise - HPLC , Mallinckrodt (part n. UN1648)
Eter-dietil, Nuclear (part n. 1583)
Diclorometano, Mallinckrodt (part n. 7528)
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Acido Triﬂuoroaéético,Sigma

Agua Deionizada (Sistema Milli-Q ou Elga UHQ)

Bolsas de plasma humano para o preparo das curvas de calibragéo e das
concentragbes utilizadas como controle de qualidade, adquiridos do
Hospital Universitario da USP.

* Padrobes

Padrbes de Pantoprazol foram formecidos por Merck
Pharmaceuticals Inc., Sdo Paulo, Brasil.

* Preparo de solugdes padrdes

Todas as solugBes padrbes preparadas foram acondicionadas a +
4°C em tubos de vidro revestidos com silicone e devidamente
identificados com a concentragdo final da solugdo padrdo obtida, bem
como a sua data de preparo.

Pantoprazol —~ Solugdo Padréo

Solugdo padréo estoque de Pantoprazol foi preparada dissolvendo
10 mg da droga em 10 mbL em metanolidgua (50:50), obtendo uma
concentracdo final de 1,0 mg/ mL.

Solugdes padrdes de Pantoprazol foram preparadas a partir da
diluicdo da solugio estoque de Pantoprazol (1,0 mg/mL) em metanol:agua

{50:50) obtendo concentragbes finais de Pantoprazol, conforme mostrado
na tabela 03.

Capitulo II - Estudo de Bioequivaléncia de duas formulagbes de comprimidos de pantoprazol em 79
voluntarios sadios de ambos o5 sexos



80

Concentragdo da Preparo (Volume e Concentragio da | Fator de
Solugiio padrio solugéo padrao utilizado) diluigdo
A 10 pgiml 100 ul of 1mg/mi to 10mi 100

Tabela 03 So!ugées padrdes Pantoprazol.

Observacoes

Hi.

Nos experimentos de validacéo a solugdio A foi preparada no dia do
uso, mas prévia experiéncia tem sugerido que esta solugdo pode ser
armazenada durante 2 meses a 4°C, n3o ocorrendo degradacgéo da
droga. Assim, durante os experimentos de validagdo foi observado
gue nao hbuve degradagdo significativa sob estas condicdes
empregadas. Todas as solugdes foram preparadas em metanol:agua
(50:50).

As solugbes padrdes de Pantoprazol foram preparadas em vials de

vidro revestidos com silicone em metanol:agua {50:50)

Todas as solugbes foram mantidas a 4°C, até o momento da utilizagdo
quando entic foram deixadas a femperatura ambiente (~22°C) para
descongelar e entrar em equilibrio, antes de serem utilizadas.

Carbamazepina — Solu¢do Padrdo

A solugdo padrio estoque de Carbamazepina foi preparada

dissolvendo 10 mg da droga em 10 mL de metanol:agua (50:50), obtendo

uma concentracdo final de 1,0 mg/ mL.
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A solugdo padrdo de Cabamezepina foi preparada a partir da

diluicdo da solugo estoque de Carbamazepina (1,0 mg/ mL) em

metanol:agua (50:50) obtendc concentragbes finais de carbamazepina,

conforme mostrado na tabela 04.

Concentragéo da Preparo (Volume e Concentragio da | Fator de
Solugédo padrao solugao padrio utifizado) diluigdo
A 100 ug/ml 1000 ul of Tmg/mi to 1Oml 10
B 1pg/ml 100 pL of Ato 10m! 100

Tabeia 04 - SolugGes padrées de Carbamazepina.

Obs:

i. Nos experimentos de validacdo esta solug&o foi preparada no dia do

uso, mas previa experiéncia tem sugerido que estas solugdes podem

ser amazenadas durante 2 meses a 4°C, n#o ocorrendo degradacéo

da droga. Assim, durante os experimentos de validagado foi observado

que nac houve degradagdo significativa sob estas condicdes

empregadas. Todas as solugbes foram preparadas em metanol:agua

(50:50).

ii. As solucbes padrbes de Ca_bamazepina foram preparadas em tubos

de vidro revestidos com silicone em metanol:dgua (50:50)
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Todas as solugbes foram mantidas a 4°C, até o momento da
utilizagéo, quando entdo foram deixadas & temperatura ambiente
(~22°C) para descongelar e entrar em equilibrio, antes de serem
utilizadas.

= Preparo de outras solugdes

Todas as solugBes preparadas foram acondicionadas em frascos
de vidro devidamente etiquetados com identicagdo descritiva e data para
cada respectiva solugdo. As solugdes foram acondicionadas a +4°C,
sendo substituidas apds dois meses de preparo.

Solvente extrator Dietileter —Diclorometano (70:30)

70 mL de dietileter foi transferido para uma proveta volumétrica
graduada de 100 mL, em seguida o volume final da proveta foi
completado com diclorometano, obtendo um solvente extrator com 70%
de dietileter e 30% de diclorometano.

Fase movel (80% de acetonitila, TFA 0.1%, 20% agua )

Uma solugdo de 80% de acetonitrila foi preparada adicionando
1000 pl. de acido trifluoracético(TFA) a um proveta volumétrica (1000 mL)
contendo 200 mL de agua Milli-Q, em seguida o volume foi completado
para 800 mL cofn acetonirila. A fase mével foi cuidadosamente misturada,
sendo desgaseificada por ultra-som e filtrada a vacuo em membrana de
nailon com 0,45 um de porosidade ndo sendo necessario o ajuste de pH
da mesma.
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2.3 Preparo da curva de calibracio e amostras de controle de
qualidade

A curva de calibragio assim como as concentragbes de controle de
qualidade tem como fung¢do de prever a variagdo dos valores analiticos.
Portanto, estas concentragbes estdo relacionadas com a dose
padronizada na qual este méfodo foi desenvolvido. A utilizacdo com
outras doses padronizadas pode ocorrer uma correcdo destas
concentracbes se a variagdo prevista dos valores analiticos ndo for a
mesma.

A curva de calibracdo e as concentragtes de controle de qualidade

sdo preparados em matrix bioldgica assim como as amostras que serdo
analisadas.

« Preparo da curva de calibracao

As curvas de calibragdo foram contruidas a partir da contaminacio
de plasma humano controle com solugbes padrbes contendo Pantoprazol.
Cada curva de calibragdo foi composta de duas amostra branco (matriz
biolégica isenta do padrido do farmaco e do padréo interno), duas amostra
zero (matriz bioldgica mais o padrdo interno) e de sete pontos em
duplicata contendo concentragcBes conhecidas de Pantorazol e padrio
interno. O preparo de cada ponto da curva de calibracdo e suas
respectivas concentraches obtidas sdo apresentados na tabela 05.

Quando a curva de calibrag3o é preparada & partir de solugbes
padrbes de estoque, as correspondentes solugbes de frabalho séo
utilizadas. Quando a mesma é preparada com base em diluigdo dos
pontos da curva previamente preparados somente o fator de diluicédo é
utilizado.
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As curvas de calibracdo e brancos foram preparados para cada dia
da realizacdo do ensaio.

Volume e Concentragéio | Volume de | Volume | Fator de
STD | Concentragsio de solugio padrio ou; plasma | total de diluicao
no plasma curva de padronizagdo | adicionado | plasma
previamente preparada
para diluigio
7 1000 ng/mL | 2.0 mL de A (10.0 ug/mL) 18 mL 20 mL 10
6 500 ng/mL 1.0 mLde A{10.0 pg/mL)| 19mL 20 mL 20
5 200 ng/mL 4.0 mi de 7(1000.0 16 mL 20 mL 5
ng/mk)
4 100 ng/mL | 4.0 mL de 7(500.0 ng/mL)| 16 mL 20 mi 5
3 70 ng/mL 2.8 mL de 6(500.0 ng/mL)| 17.2mL 20mL | 7.143
2 50 ng/mi. 5.0 mL de 5(200.0ng/mL)| 15mL 20 mL 4
1 35 ng/mi. 7.0 mL de 4(100.0ng/mi) 13 mL 20 ml. 2.857
Z Branco e Pi - _ _ _
B Branco - _ _ _

Tabela 05 - Curva de calibragiio: Volume das solugbes padrdes de Pantoprazol
utilizados para obtengéio da curva de calibracgdo.

» Preparo das amostras de controle da qualidade (CQ)

As amostras de controle de qualidade foram definidas de acordo
com o manual de padronizagdo de procedimentos para a metodologia
empregada tendo duas distintas propostas:
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» As amostras de concentragdes que foram identificadas com o
prefixo “L” foram designadas para se determinar o limite de
quantificagio (LOQ) para cada ensaio.

e As outras concentragdes foram identificadas por nimeros sio
utilizadas para monitorar a precisdo e a exatiddo do método
analitico de quantificagdo empregado durante ¢ ensaio.

As amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas a
partir da contaminagdo de plasma humano controle com concentragGes
conhecidas de Pantoprazol; trés amostras de controle de qualidade em
diferentes concentragdes foram obtidas:

QCA - 120,0 ng/mL
QCB - 800,0 ng/mL
QCC - 600,0 ng/mL

Os controles de qualidade foram preparadoes em quantidade
suficiente para a monitorizacdo continua da precisdo e exatiddo do
método analitico, conforme demonstrado na tabela 06. Apés o preparo os
controles foram aiiquotados em tubos eppendorf e estocados a - 20°C até
posterior analise.

Durante a realizagdo do estudo cada uma das trés concentragses,
estocadas em tubo eppendorf, foi descongelada e analisada em duplicata
conjuntamenie com as demais amostras a intervalos adequados e
dependendo do nimero total de amostras.
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QC|Concentragio do QC; Volume and Concentragiic  |Volume de! Volume
(ng/mi) Da solugdo padriio plasma | total de
L1 35 .0 ng/mt 10.0 mL de QCL3 (70.0 ng/mL} 10 mi 20 mL
L2 50.0 ng/mL 1.25 mL de QCB (800.0 ng/mL) | 18.75mL | 20 mL
L3 70.0 ng/mL 1.75 mi. de QCB (800.0 ng/mL) | 1825 mL 20 mL
A 120.0 ng/mL 3.0 ml. de QCB (800.0 ng/mL)} 17 mi 20mL
800.0 ng/mL. 1.6 mL de A (10pg/ml) 18.4 mbL 20 mL
c 600.0 ng/mL 1.2 mL de A (10pg/mi) 18.8 mL 20 mL

Tabela 06 - Preparo dos controles de qualidade.

2.4 Validagao do Método Analitico

A validacgo do estudo foi realizada para monitorar a precisdo e

exatiddo do método em um Gnico dia de analise (Intra-ensaio) e em
diferentes dias de analise (interensaio).
A preciséo e exatiddo do Intra-ensaio, realizado no mesmo dia, foram
determinadas através da analise de cada uma das trés diferentes
concentragbes dos controles de qualidade (QCA, QCB e QCC), em 9
diferentes lotes. A precisdo e exatiddo do interensaio, realizado em dias
sucessivos, foram determinadas através da andlise de seis amostras de
controle de qualidade (Duas QCA, duas QCB e duas QCC) juntamente
com as demais amostras em estudo, a intervalos de dez em dez amostras
e dependendo do ndmero total de amostras.

Cada lote da validagdo analitica deve conter os itens & seguir que
dever estar dispostos deste forma:
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Uma curva de calibragéo, construida com uma amostra branco (matriz
biolégica isenta do padrdo do farmaco e do padrdo interno), uma
amostra zero (matriz biologica mais o padréo intermno) e os sete pontos
da curva em duplicata definidos de acordo com ¢ sub-item “Preparo
da curva de calibragao” anteriormente descrito.

As amostras de concentragbes de limite de quantificacdo QL1, QL2,
QL3 em duplicata.

Amostra analitica a ser quantificada em duplicata.

As amostra de controle de qualidade QCA, QCB, QCC dispostas entre
si com dez amostra de cada concentracdo assim determinada.

Qualquer variacdo na lista deve ser adequadamente relatada.

2.5Extracdo de Amostras

I

iii.

0,5 ml. de amostras de plasma dos voluntarios (em paralelo com os
pontos da curva de calibracdo, os controles de qualidade e os limite
de quantificagéo) foram adicionados em tubos de ensaio.

0,05 mL de uma solugdo contendo padrdo interno (1,0 ug/mlL) foi
adicionado em cada tubo empregando pipeta automética Gilson, os
tubos foram brevemente agitados no agitador automatico e em
seguida deixado em repouso a temperatura ambiente por & minutos.

4 mlL de dietileter-diclocrometano (70:30) foi adicionado utilizando

Pipetador ajustavel de repetigdo Gilson DistrimanTM, em seguida as
amostras foram agitadas por 30 segundos no agitador automatico. -
Apés centrifugagdo a fase organica foi cuidadosamente removida
através de pipetas de Pasteur e transferida para tubos de ensaio
revestidos com silicone.
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v. Em seguida os tubos de ensaio revestidos com silicone contendo a
fase orgénica foram colocados no banho-mariza a 37°C sob fluxo
constante de nitrogénio.

vi. Apés a evaporacdo da fase orgdnica as amostras foram
resuspendidas com 200ul. de fase moével e agitadas brevemente no
agitador automatico. _

vii. Posteriormente as amostras foram transferidas para os Vials do
Injetor automatico empregando pipetas de pasteur revestidas com
silicone.

vii. Tampas para vials Chromacol foram utilizadas e as amostras
acondicionadas no injetor automatico para posterior analise.

2.6 Condicoes Cromatograficas

Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de
fase-reversa - Hewlett-Packard 1100 USA equipado com uma coluna
analitica (Genesis C8 4pm (150 x 4.6mm id.) e um guarda-coluna
(Genesis C8 4um - 10 x 4mm i.d.) adquiridos de Jones Chromatography,
Inglaterrra foram utilizados. A coluna foi operada a uma temperatura de

40°C & uma coluna de transferéncia foi utilizada para desviar 0 excesso
de eluente em apropriado tempo. A fase mdvel (Acetonitrila 80%,
contendo 0.1% de TFA) foi bombeada através da coluna em um fluxo
constante de 1.0 ml/min. Uma fenda de aproximadamente 1:10 foi
selecionada, assim somente aproximadamente 100 pi/min do eluente
proveniente da coluna enfrou no espectrometro de massa. A temperatura

do injetor automatico foi mantida a 10°C e aliquotas de 40 ul foram
injetadas automaticamente no cromatografo liquido..
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O total tempo de corrida para cada amosira do ensaio foi de 4
minutos.

Tipicos padrbes de tempo de retengio sdo apresentados conforme
a tabela 07 a seguir.

Padrio Tempo de Retencéo
{min}
Pantoprazol (MRM de 366.1>91.50) 1.86
Carbamazepina (MRM de 236.89>194.09) 2.2

Tabela 07-Tipicos tempos de retengéo.

A quantificac8o das amostras dos voluntarios foi obtida por plotar
as razbes da altura do pico de pantoprazol/cabamazepina com aqueias
amostras de plasma branco contaminado com quantidades conhecidas
de pantoprazol {35, 50, 70, 100, 200, 500, 1000ng/mi) e 1000ng/mi de
carbamazepina.

2.7 Condicdes do Espectirometro de Massa

O Espectrometro de massa empregado utilizou um “Quattro 1l triple
stage quadrupole mass spectrometer” equipado com um “atmospheric
pressure ionization (API) electrospray”, operando no modo iGnico positive
(MS+) e usando um “crossflow counter elecirode”. O espectrometro de
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massa foi calibrado com uma solugdo de iodeto de sodiofiodeto de césio
selecionando um intervalo de m/z de 20 a 1000, de acordo com as
especificagbes do instrumento. A optmizagdo das condigbes
espectrométricas de massa para os compostos estudados (Regulagem e
dissocia¢do induzindo energia de colisdo) foi realizada através de uma
bomba de infusé@o conectada diretamente na sonda do spray de elétrons
(electrospray probe).

O espectrometro de massa foi selecionado no modo operante
reacao multipla de monitorizagéo (multiple reaction monitoring (MRM)), e

os seguintes ions foram selecionados descritos conforme a tabela 08 a

seguir.
Padrio Channel Daugnter Dwell (s) | Coil. Energy | Cone (V)
Mass (eV)
Pantoprazol 366.1 91.50 0.2 35 50
Carhamazepina 236.8 194.2 g.2 15 25

Tabela 08 - lons Monitorados.

Foi realizado teste de infusdo das solugdes padrdes de pantoprazol
e carbamazepina, preparadas conforme especificado na tabela 09, com
finalidade de assegurar a integridade do desempenho cromatografico e
espectrométrico de massa antes de iniciar o ensaio analitico.
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Solugoes padroes

Analito Concentragdo {ng/mL)
Pantoprazol 120.0
Carbamazepina 1.0

Tabela 09 - Solugbes padrdes.

2.8Calculo das Concentragoes

Os dados foram processados e elaborados utilizando um
computador GL 6200 PC com o software MassLynx (Versdo 2.3). A
equacdo das curvas de calibracdo foram determinadas por regressao
linear empregando MassLynx. As curvas de calibragdo foram construidas
a partir dos dados obtidos entre as diferentes concentragdes das solugbes
padrdes versus a razdo (R) entre as areas dos picos correspondentes a
droga e ao padrao interno. As concenifragbes de pantoprazol “amostras
desconhecidas” foram calculadas peio emprego da equacgéo (y = ax + b),
onde x € a concentragdo da droga no plasma (ng/ml), y é a razéo (R)
entre a drea do picc da droga e a drea do pico do padrdo intemo, a e a
inclinacio da reta & b € o valor do intercepto.

2.9 Estabilidade

Tesies realizados indicaram que amosiras de pantoprazol em
processo mantiveram sua estabilidade em temperatura de autosampler
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até 48hs,que & maior que o antecipado tempo de corrida para tamanho de
lote utilizados em estudos.

Testes realizados indicaram que todas as solugbes de estoque de
pantoprazol podem ser estocadas até 4°C por dois dias sem ocorrer
degradacéo.
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Resultados

As duas formulagbes de pantoprazol foram bem foleradas na dose
administrada para os voluntarios durante a realizagfo do estudo. N&o houve
qualquer relato de efeitos adversos e os pardmetros bioquimicos nao
sofreram alteracbes, permanecendo dentro dos valores de referéncia.

A figura 1 apresenta tipicos cromatogramas de monitoramento de reagao
de massas (Mass reaction monitoring — MRM}, demonstrando uma amostra
de plasma normal, lipémico e hemolisado obtidos de seis voluntarios durante
a realizagdo do teste de especificidade. Nenhum pico interferente foi
observado no cromatograma de massas durante o tempo de retencdo do
pantoprazol e seu padrdo interno (carbamazepina), para as amostras de
plasma normal, lipdmico e hemolisado, respectivamente conforme observado
nas figuras 1a, 1b e 1c.

Tipicos cromatogra.mas de monitoramento de reagdo de massas {Mass
reaction monitoring — MRM) foram obtidos para o limite de quantificacdo (35
ng/mL) para pantoprazol @ seu padrdo intemo, conforme apresentados nas
figuras 2a e 2b, respectivamente. O tempo de reten¢Bo para o pantoprazol &
carbamazepina foi 1,86 e 2,20 minutos, conforme apresentado nas figuras fig 2a
e 2b, respectivamente.

A fig 3 e 4 apresentam tipicos cromatogramas de monitoramento de reacao
de massas (Mass reaction monitoring — MRM) referentes ao Cmax de um
voluntario para as formulacbes teste e referéncia, respectivamente, apés a
administracdo de uma Unica dose de 40 mg de pantoprazol. A concentragéo
maxima de pantoprazol para a formulag&o teste foi de 145 ng/ml (fig 3a) e para
a formulagao referéncia foi 99 ng/mL (fig 4a).
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O espectrometro de massa programado no modo de busca positivo
apresentou 0s seguintes ions moleculares protonados [M+H]" m/z 366,1 e 236,9
respectivamente, para pantoprazol e carbamazepina, via primeiro quadrupolo
(Q1) com energia de colisdo induzindo fragmentacio em Q2 e monitorando os
seguintes produtos idnicos em Q3: m/z 366.1 e 237.2 respectivamente. Estes
produtos iGnicos foram selecionados para monitorizagio da fragmentagso e
medida quantitativa (Fig 5 e Fig 6).

Uma tipica curva de calibracdo obtida a partir da contaminagdo de
plasma humano com concentracbes de 35 a 1000 ng/mL para pantoprazol e
uma concentragéo fixa de 50 ng/ mL para carbamazepina é apresentada na
Fig 6 .

O limite de quantificagdo (LQ), aqui definido como a menor
concentragdo da curva padrdo (35ng/mL) apresentou um coeficiente de
variagdo de 11.20% e uma exatiddo de -6.24% foi obtido a partir da
realizag&o do interensaio para as curvas de calibragdo (Tabela 10).

A preciséo e exatiddo obtidas durante o interensaio para as curvas de
calibrag8o s&o apresentadas na tabela 10. A precisdc do interensaio foi de
6.41 a 21.54%, e a exatiddo estimada entre —6.24 a 5.22% sobre os
diferentes pontos da curva de calibrago.

Os controles de qualidade (CQ) foram analisados juntamente com as
demais amostras de concentragio ndo conhecida a um intervalo de dez em
dez amostras. A tabela 11 apresenta os principais valores. A preciso do
intra — ensaio foi < 10.18% para o QCA, < 18.99% para o0 QCB < 18.22% para
o QCC. A precis&o do-interensaio foi < 14.99, 14.83, e 14.69% para o0 QCA,
QCB, QCC respectivamente. A exatiddo do interensaio foi + 2.37, -5.47, e —
5.96% respectivamente para o0 QCA, QCB e QCC.
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As curvas das médias das concentragbes plasmaticas de pantoprazol
em fungdo do tempo obtidas apds a administragdo oral de cada formulagdc
de pantoprazol 40 mg s8o apreseniadas na figura 07.

A tabela 12 mostra os valores das médias geométricas e os intervalos
de confianca de 90% para ASC [0-12], ASC[0<c], Ke, T1/2, Cmax, assim como
os valores das medianas de Tmax para cada formulagéo.

A tabela 13 mostra a analise estatistica das razbes individuais
teste/referéncia da ASC[0-12], ASC[0-«], Cmax, Cmax/ASC, Ke, T1/2 , bem como
a inclusdo dos intervalos de confianca de 90% (IC 90%) para as medias
geométricas dentro da faixa de bioequivaléncia de 80 — 125%. As diferengas
individuais de Tmax entre as formulagbes de pantoprazol foram
estatisticamente diferentes de zero, como mostrado pelo fato de que o IC
90% para diferencas individuais teste - referéncia n&o inclui o valor zero .

As curvas individuais de concentragbes plasmaticas de pantoprazol
em fungdo do tempo foram obtidas para cada uma das formulagbes. A
concentragdo maxima atingida (Cmax) e o tempo gasto para atingir a
concentragdo plasmatica maxima (Tmax) foram obtidos a partir de cada
curva. A érea sob a curva da concentracdo de pantoprazol versus tempo de 0
— 12h (ASCo-12h), foi calculada pelo método trapezoidal.

A extrapolagdo das ASCo-12h ao infinito ASC(0-) foi realizado pela
adigdo do valor C12/Ke as ASCo0-12h calculadas (onde C12 = concentragéo
plasmatica 12 horas ap0s a dose, calculada a partir da equaco de regressdo
linear obtida para estimar as Ke).

A constante de eliminagdc terminal de primeira ordem (Ke) foi
determinada a partir de equagéo de regressdo linear entre o logaritmo da
concentragdo e o tempo. A meia vida (T1/2) foi calculada empregando a
equacao T1/2 = (In2/Ke) (Kinetics-Pharmkit Program-Version 2.0).
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A bioequivaléncia entre as formuiagbes foi avaliada através do calculo
das razbes individuais teste/referéncia para ASC[0-12], ASC[0<], Cmax, € as
diferencas individuais teste — referéncia para Tmax, junto com as médias e os
intervalos de confianga (IC) de 90%. A inclusdc dos IC 90% para as razées
percetuais dentro do intervalo 88 — 125%, e a inclusdo do valor “zero” dentro
do IC 90% para as diferencas foram analisadas empregando testes
paramétrico (ANOVA para dados ndo transformados e transformados por
logaritmo) e ndo paramétrico (teste de Wilcoxon de soma dos escores, de
acordo com Hauchke et. al., (1990). Utilizou-se o programa de computador
“Bioequivalence Program for Two-Period Crossover Studies”, versio 3.4.
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Figurai — Cromatogramas de ions (MRM): (A) Plasma humano branco (MRM:
366,10>81,50). (B) Plasma humano lipémico (MRM: 366,10>91,50). (C) Plasma
humano hemolisado (MRM: 366,10>91,50).
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Figura 2 - Cromatogramas de ions (MRM): (A} Limite de quantificagdo (35ng/mL ),
(MRM: 366,10>91,50). (B) Padrdo interno carbamazepina (50 ng/mL), (MRM:
236,89>194,09).
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Figura 3 - Cromatogramas de ions (MRM): (A) Amostra de plasma de um voluntario
coletada 5 horas apds administragdo da formulagéio teste (40 mg de pantoprazol)
(MRM: MRM: 366,10>91,50). (B) Plasma humano contaminado com o padréo
internc  carbamazepina (50 ng/ml) (MRM: 236,89>194,08). (C) Conceniragdo
plasmatica maxima (99 ng/mL), pantoprazol (MRM: 366,10>91,50) e seu padrdo
interno, carbamazepina (50 ng/mL) (MRM: 236,89>194,09).
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Figura 4 - Cromatogramas de jons (MRM): (A) Amostra de plasma de um voluntario
coletada 3 horas apds administragdo da formulagéo teste (40 mg de pantoprazoi)
(MRM: 366,10>91,50). (B) Plasma humano contaminado com o padré&o interno
carbamazepina (50 ng/mL) (MRM: 236,89>194,09). (C) Concentragédo plasmatica
maxima (145 ng/mlL), pantoprazol (MRM: 366,10>91,50) e seu padréo interno,
carbamazepina (50 ng/mL) (MRM: 236,89>194,09).
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Figura 5 - Espectro de massa: (A) Espectro do Pantoprazol adquirido em Q1,
energia do cone = 50v. (B) Espectro dos produtos de fons do pantoprazol adquirido
em Q2 apds colis@o induzindo dissociagdo, energia do cone = 50v e energia de
colisdo= 35 eV.
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Figura 6 - Espectro de massa: (A) Espectro da carbamazepina adquirido em Q1,
energia do cone = 30v. (B) Espectro dos produtos de ions da carbamazepina
adquiridc em Q2 apbs colisdo induzindo dissociagdo, energia do cone = 25v e
energia de colisdo= 15 eV.
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Cornpound 1 name: pantoprazol

Coefficient of Determination: 0.991042

Calibration curve: 0.00395873 * x + 0.0187051

Response type: Internat Std { Ref 2 }, Area *{ 18 Conc. / 1S Area }
Curve type: Linear, Origin; Exclude, Weighting: 1/x. Axis trans: None

4.134 _ X
X
Response-
0 I e o awmar ™ peyerr rrrmy poor 7 ng/mi
0.0 200.0 400.0 600.0 800.0 1000.0

Figura 7 - Curva de calibragdo obtida ap6s a contaminacéo de plasma humano com
Pantoprazol (35.0 — 1000 ng/ mL) e Carbamazepina (50.0 ng/ mL).

Curvas 35.0 50.0 70.0 100.0 2000 §00.0 1000.0 2

Lote 01 32.34 50.04 70.83 9246 140.85 50515 102208  0.9900
tote02 3325 43.78 75.39 10531 21343 49784 94625  0.9940
Lotle03  34.23 50.74 68.38 12089 22078 52872 97293  0.9962

lote04 2079 41.51 66.33 11172 227.00 52644 93424 0.9920

Média 32.81 49.86 7000 10522 20051 51581 975984  0.9930

De 367 10.74 6.26 1483 37.44 33.22 €2.58 0.0028
RDP (%W} 11.20 21 54 895 14.10 18.67 5.44 €41
RE (%} 624 0.26 0.00 522 0.26 3.16 -2.40

Tabela 10 — Diferentes curvas obtidas apés a contaminagdo de plasma humano com

pantoprazol (35.0 ~ 1000 ng/mL) e carbamazepina (50.0 ng/mL.) durante a realizagéo do
interensaio.
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QCA n Média Dp DPR (%) ER (%)
Lote 01 2 129.11 0.99 0.76 7.59
Lote 02 4 111.15 10.34 9.30 -7.36
Lote 03 4 117.48 9.67 8.23 -2.09
Lote 04 4 126.91 11.02 8.68 5.76
Lote 05 7 117.63 10.10 8.59 -1.96
Lote 06 7 11244 8.31 7.39 -6.29
Lote 07 3 124.93 5.00 400 4.11
Lote 08 3 170.39 17.35 10.18 41.99
inter - Ensaic 34 122.85 18.41 14.89 2.37
QCB n Média DP DPR (%) ER (%)
Lote 01 2 923.44 70.31 7.61 15.43
Lote 02 6 855.92 44.18 516 6.99
Lote 03 5 71967 43.56 6.05 -10.04
Lote 04 5 75777 88.56 11,68 -5.27
Lote 05 8 765.78 73.48 959 427
Lote 06 5 581.37 34.91 6.00 27.32
Lote 07 4 727.61 97.92 1345 -9.04
Lote 08 4 794.73 150.93 18.99 065
Inter - Ensaio 39 756.20 112.21 14.83 -5.47
QcC n Média DP DPR (%) ER (%)
Lote 01 2 638.31 71.84 1.25 6.38
Lote 02 3 580.80 105.84 18.22 -3.19
Lote 03 3 . 54502 24.05 4.41 -8.16
Lote 04 7 500.86 105.57 17.59 -0.02
Lote 05 7 595.11 8525 10.96 0.81
Lote 06 5 436.30 31.15 7.14 2728
Lote 07 3 572.59 102.04 17.82 -4.56
Lote 08 4 536.26 65.00 12,12 -10.62
inter - Ensaio 34 564.23 82.90 14.69 596

DP., Desvio Padrio; DRR., Desvio Padrio Relativo: ER, Erro Relativo.

Tabela 11 - Intra — ensaio e interensaio.
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Concentracdo Média
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_ -+ Pantoprazol
] ~o- Pantozol
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Figura 8 - ConcentracBes plasmaticas (médias aritméticas + EP) de pantoprazol
em fungdo do tempo para as duas formulagbes de pantoprazol (40mg)
administradas em 22 voluntarios sadios de ambos os sexos.

Pantoprazol: quadrados cheios; Pantozol: quadrados vazios.
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Parametros Pantoprazol Pantozo!
ASC hmi-t

*Co-12)(ng-n.mL™0) 949.9 908.7
Média Geométrica 726.2 — 1242.6 683.5 — 1208.1
90% 1

-

ASCig-ce)(ng-.mL™) 971.2 1071.1
Media Geometrica 755.6 — 1247.3 831.0 - 1380.0
90% IC
Cmax (ng.h.mL=")

. i 524.2 525.2

4
e Seometrica 416.8 - 659.1 400.1- 689.5
-1
osfovi v el
507 6-07

o0 C 05-0 0.6
2 (M)
Média Geométrica 0.949 0.882
90% IC 0.797 — 1130.0 0.725 - 1073.0
Ken™) 0.729 0.775
Sia Seometrica 0.614 — 0.867 0.642 - 0.936
tmax (h)
Mediana . 2.3 25
Faixa 1.0~-50 1.0-50

Tabela 12 — Pardmetros farmacocinéticos de pantoprazol obtidos apds a administragéo

de cada uma das formulagbes de pantoprazol (40mg) nos 22 voluntarios.
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Parimetros

% das razbes Panioprazol/Pantozol

Paramétrico Nao Paramétrico ®
ASCig_1g)(ng.h.mL~T)

] " 1055 104.3
Media Geométrica 952 -116.8 93.9-117.7
90% IC
ASClgo)ing-n.mL~1)

o - 1026 102.0
Media Geométrica 915~ 115.1 89.1-114.8
90% IC
Cmax (ng.h.mL"“1 )

Média Goomati 99.8 98.9
e Geométrica 8821128 88311422
Cmax / ASCyg.12 (ng-h.mL~"1)

Média Geométrica 9071119 979 1124
90% IC ' ' ‘ ’
ty2 (h)

Media Geométrica 108.5 106.1
an%, IC 8891308 966 118.3
Ke (™) 107.0 1055
Média Geométri : -
S Seometrica §9.4-128.0 93.4-118.0
ima (0) 0.542° 5.00
Média Geométrica . -5,

90% IC -1.057-0.027° -1.25-0.00

*De acordo com Hauschke et al, resultados ndo paramétricos s30 expressos como ponto
estimado e 90% do IC das razbes individuais, exceto para o tmax (expresso como ponto estimado
e 90% do IC das diferengas individuais) (1990);

*Média Aritmética das diferencas individuais

90% das diferencas individuais

Tabela 13 — Andlise estatistica das razbes individuais teste/referéncia da ASC 0-12h,
ASCO-o, Cmax, e das diferencas teste — referéncia de Tmax entre ambas as

formulagdes de pantoprazol.
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Discusséo

O monitoramento da fase clinica de farmacos em estudos de
bioequivaléncia requer métodos analiticos altamente sensiveis e seletivos
para determinacdo com precisdo das conceniracdes plasmaticas. A
associagdo entre HPLC e MS tem se apresentado como uma eficacia
técnicas para a obtencdo de informacdes de carater estrutural de diversos
compostos de natureza orgénica, bem como uma melhor sensibilidade para a
quantificacdo de niveis plasmaticos minimos (Covey et al,1986; Mick,
1998). Uma grande variedade de técnicas de ionozagdo possibilitou uma
maior interface entre estas duas metodologias, ¢ o emprego de Tandem
mass spectrometry (MS/MS) (sucessdo de espectros de massa) uma maior
especificidade analitica (Sakairi e Kambara, 1988a; Bruins, 1991a; Bruins,
1994a). |

A metodologia descrita no presente estudo para a determinacgido dos
niveis plasmaticos do pantoprazol confirmou que o sistema LC-MS/MS
apresentou excelente sensibilidade, especificidade, preciso e rapidez. O
tempo de reten¢do alcangado pelo pantoprazol, seu padriao interno e © nao
aparecimento de picos tardios permitiram que todas as amostras de um Unico
voluntario fossem analisadas num mesmo dia de trabalho a fim de evitar
variacGes do inter-ensaio.

As equacbes das curvas de calibragdo calcuiadas por regressao linear
apresentam boa linearidade na faixa de concentragdo utilizada (35,0 a
1000,0 ng/mL de panioprazoi), sendo que a média dos coeficientes de
regresséo linear (r) maior que 0.993.
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O limite de quantificagéo, estabelecido através da analise de solugbes
contendo concentragBes decrescentes até o menor nivel determinado foi de
35 ng/mL, apresentando precisdo e exatiddo aceitaveis. Assim o método
permitiu que fossem detectadas e quantificadas concentragbes plasmaticas
de pantoprazol ao longo de 12 horas ap6s a administracio em dose Unica de
40 mg em comprimido do farmaco.

Os valores dos coeficientes de variagiio (cv%) para a precisdo e
exatiddo do interensaio da linearidade estdo de acordo com os limites de
aceitabilidade, exceto para as concentragdes nominais de 50 e 200 ng/mL.
Entretanto, as recomendagbes dos Orgdos Regulamentadores de Satde
consideram que 4 das 6 concentragbes nominais incluindo o LOQ e o ponto
de calibragdo de maior concentragdo devem cumprir com os critérios de
aceitabilidade para a validagdo de métodos analiticos (Shan et al, 1992;
FDA — Guideline for Industry / Bioanalytiical Method Vaiidation final draft,
1998 e 2001). Todos os valores dos coeficientes de variacdo (cv%) para a
precis@o e exatidao do interensaio das concentragbes nominais dos controles
de qualidade sdc menores que 15%, considerando aceitaveis para a
validaggo de métodos analiticos (Braggio et al., 1996; Kames et al,, 1991;
Shan et al, 1992; FDA - Guideline for Industry / Bioanalytiical Method
Validation final draft, 1998 e 2001).

Baseados nestas consideragbes, e de acordo com os resultados
obtidos, podemos concluir que a metodologia empregada apresentou uma
validagdo metodologica aceitdvel com valores satisfatérios dentro das
exigéncias presentes nos guias dos Orgdos Oficiais de Satde (FDA -
Guideline for Industry / Bioanalytical Method Validation final draft, 1998 e
2001; ANVISA - RDC n° 39 de 1999 e RDC n° 10 de 2001).

Conforme demonstrado na tabela 12, ndo foi observado nenhuma
diferenga significativa na média dos valores de AUC[0-12}, AUC [0~0], Cmax e
tmax obtidas para cada formulagio, onde os mesmos foram avaliados
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através da sobreposi¢do entre seus intervalos de confianga de 90% para as
meédias geométricas.

Os valores observados de t1/2 e tmax estdo de acordo com aqgueles
relatados por outros autores para este tipo de formulacdo (Simon et al., 1990;
Pue ef al., 1993; Steinijans ot al., 1996; Huber et al., 1995 e 1996; Ehrlich et
al., 1996 e Fitton e Wiseman, 1996), porém os resultados obtidos de AUC [o-
12], AUC [0<] e Cmax ndo estdo em concordéancia em relagdo os valores
presentes na literatura.

A tabela 13 mostra que os intervalos de confianga de 90% das médias
das razbes individuais de AUC {0-12], AUC [0-x] e Cmax (epds a
transformacé@o pelo logaritmico), estdo incluidos totalmente dentro da faixa
de bioequivaléncia de 80 — 125% quando analisados sejam por métodos
paramétricos e ndo paramétricos.

Estes resultados mostram que ambas formulagbes s&o claramente
bioequivalentes para extens@o de absor¢cdo como requerido pela U.S FDA
(1985, 1993)

Contudo, as diferencas individuais de tmax sZo estafisticamente
diferentes de zero, assim demonstrado pelos intervalos de confianca de 90%
obtidos por iestes paramétricos e nao paraméiricos. Portanto, estes
resultados fazem com que as conclusbes sejam refor¢cadas da ndo
bicequivaléncia em relac8o & velocidade de absorgdo e portanto, devam
ainda ser discutidas. Apesar de Cmax e imax serem considerados como
indicadores da velocidade de absorcdo, muitos autores tém questionado a
utilidade e as limitacbes desses parametros para decidir sobre o problema da
bioequivaléncia, dados os efeitos que o esquema de amostragem tem sobre
eles. Neste sentido, Endrenyi et al. 1891, t8m demonstrado que Cméx nio
apenas reflete a velocidade de absorgdc, mas também a extens@o como
evidenciado pela alta correlagdo observada entre este parametro e AUC,
assim propds a razdo Cmax/AUC como meihor indicador da velocidade de
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absorgdo. Neste estudo, a média geométrica e o intervalo de confianga de
890% para as razbes individuais teste/referéncia para Cmax/AUC e Cmax
estiveram tfotalmente incluidos dentro da faixa de bicequivaléncia de 80-
125%. Com base nos resultados, as conrcluses sobre a presenca de
bicequivaléncia para a velocidade de absorgdo seriam opostas aos
resultados observados com referéncia as diferencgas significantes dos tmax
entre ambas formulagdes. De acordo com os requerimentos da Furopean
Community, a importancia de tmax como um indice de velocidade de
absor¢do “‘somente faz sentido de houver necessidade clinicamente
relevante para a liberagdo rapida ou agdo ou sinais de relagdo entre
concentragéo e efeitos adversos (Salmonson 1996)".

Conforme apresentado na tabela 12, as medianas de tmax para as
duas formulagbes de comprimidos de pantoprazol de 40mg s3o de 2.3 e 2.5
h, com largos intervalos de valores de 1.0 — 5.0 h para ambas formulagbes.
Assim, concluimos que as diferengas de tméx entre ambas formulagbes sio
de minima relevancia clinica.

A Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América (US
FDA, 1985), estabelece que a biodisponibilidade in vivo de uma dada
formulacio farmacéutica pode ser determinada pela medida dos niveis
plasmaticos da molécula da droga, ingrediente ativo ou metabdlitos ativos em
fung@o do tempo, ou através da quantificagdo de algum efeito farmacoi6gico
agudo,

Neste trabalho, avaliamos a bioequivaléncia de duas formulagbes de
comprimidos de pantoprazol através da medida das concentracbes
plasmaticas da droga em fungéo do tempo, de acordo com as normas do
FDA.

Concluir sobre a bioequivaléncia das duas ou mais formulagdes que
contém a mesma droga € a mesma dosagem administrada pela mesma via
consiste em comparar as biodisponibilidades relativas. Entdo, a existéncia de
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biodisponibilidade implica que nao deve haver diferencas estatisticas entre
as formulagbes. Por isso, sfo0 usados varios testes estatisticos para
comparar tais biodisponibiliades. Os testes estatisticos paramétricos
geralmente assumem que os dados tém uma distribuico nommal. A
transformacdo dos dados de AUC, Cmax, Ke e t1/2 pela aplicaggo do
logaritmico sdo realizados, desse modo os dados transformados distribuem-
se normalmente. |

A andlise de variancia (ANOVA) testa as fontes de variabilidade assim
como se existem diferengas entre e dentro dos tratamentos, os periodos de
estudo e os grupos.

O “Two One-sided Tests” (paramétrico: Schuirmann (1997), ndo —
paramétrico: Hauschke et al., 1990), € o método empregado para determinar
grandes diferengas (por exemplo maior gue 20%) entre as meédias dos
parédmetros. Os intervalos de confianca s3o estimados para as médias das
amostras, baseado na distribuicdo de Student dos dados. Neste teste
requerido pelo FDA, o intervalo de confianca de 80% da razdo das médias
das duas formulagbes deve estar dentro de + 20% (Steinijans ef al., 1988)
para medida da velocidade de absorcdo da droga. O limite inferior do
intervalo de confianga de 90% para a razdo das médias n&o pode ser menor
que 0.80, enquanto que o superior ndo pode ser maior que 1.25. Entdo o
intervalo de confianga de 90% & uma fungdo do tamanho da amostra e
variabilidade do estudo, incluido a variabilidade inter e intra-individuo.

Baseados nestas consideracbes, e de acordo com os resuliados
obtidos, podemos concluir que a formulagdo teste Pantoprazol é
bicequivalente a formulagdo de referéncia Pantozol tanto quanto para a
velocidade quanto para a extens@o de absorgao.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate, on human volunteers, the
performance of one Pantoprazol tablet formulation (Pantoprazol®, tablets,
40mg, by Merck, Brazil) against one standard Pantoprazo! tablet formulation
(Pantozol®, tablets, 40mg, by Byk Quimnica, Brazi).

Twenty four healthy male and female volunteers, as assessed by
clinical and laboratory test evaluations, were enrolled in the study. The study
was a single dose, two way randomized crossover design comparing one
Pantoprazol tablet formulation, (Pantoprazol®, tablets, 40mg, from Merck) to
another Pantoprazol tablet formulation (Pantozol®, tablets, 40mg, from Byk
Quirnica). Two volunteers (Vols. 16 and 17) dropped out during the study due
to personal reasons.

Plasma samples for determination of Pantoprazol were obtained pre-
dose and at frequent intervals for up fo 12 hours post-dose. Pantoprazol
plasma concentrations were quantified by a validated method employing high-
pressure liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS-MS).

The subjects were monitored throughout the study.

Systolic and diastolic blood pressure and pulse rate measurement
were {aken pre-dose and at intervals up fo 12h.

Tolerance of both products was good. One volunteer (Vol. 15) during
the first confinement had severe urticaria during the first confinement and
facial eritema during the first and second confinemet, whose symptom
relation to the formulation is unknown. He has been treated with
betamethasone during the first confinement.
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The maximum concentration reached (Cnax) and the Areas Under the

Curve (AUCq.12n) were compared.

Pantoprazol® 40mg tablets formulation Crax geometric mean ratio was

99.8% (90% Cl= 88.2 — 112.8) of Pantozol®. Pantoprazol® 40mg

1. tablets formulation AUCc.12n) geometric mean ratio was 105.5% (90% Ci=
95.2 - 116.8) of Pantozol®.

2. Since the 90% Ci for both Cmax and AUC ratio where inside the 80-125%
interval proposed by the Food and Drug Administration, it is concluded
that Pantoprazol® 40mg tablets is bioequivalent to Pantozol® 40mg tablets
for both the rate and the exient of absorption.
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Anexos

Anexos |

Curvas individuais de concentragao plasmatica de pantoprazol em

funcao do tempo e pardmetros farmacocinéticos derivados.

Vol. | - MDY

—s— Pantoprazol
- 4— Pantozol

Concentration
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Pantoprazol

Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) ([ng * 224 146
hY/ml)
AUC Inf (Ing* 538 0
h}Ymb)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 41.7 -
Cmax (ng/ml) 145 99
Tmax (h) 3.0 5.0
Ty (h) 3.4 0.0
Ke (1/h) 0.21 0.00
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750

Concentration

Vol. Il - MG

—u=— Pantoprazol
- A= Pantozol

0 1 6 8 10 12
Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC ali (0-12h) (Ing * 1215 1290
h}/mi) '
AUC Inf (Ing* 1277 1380
h}/mi)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 95.2 82.8
Cmax (ng/mi) 358 410
Tmax (h) 2.5 5.0
Tz h) 2.1 2.0
Ke (1/h) 0.33 0.35
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Vol. lll - CRF

—a— Pantoprazol

5 - 4A— Pantozol
<

=

@

O

c

<]

O

A
0 1 4 5 68 10 12
Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol

AUC all (0-12h) (Ing * 445 271
h)/mi)
AUC Inf (Ing * 463 383
h)/ml) '
AUCall (0-12h) / Inf (%) 96.1 70.6
Cmax (ng/mi) 260 138
Tmax (h) 2.0 4.0
Tie (h} 0.6 1.9
Ke {1/h) 1.09 0.37
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Vol. IV - ESBA
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R R |
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Time (h)
Pantoprazol
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AUC all (0-12h) ([ng * 261 182
hy/ml)
AUC Inf (Ing * 293 0
hi/mi)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 89.1 -
Cmax (ng/mi) ‘ 207 125
Tmax (h) 1.0 4.0
Tir (h) 0.6 0.0
Ke (1/h) 1.07 0.00
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Vol. V - MVS
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"ﬁ = 800
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S £

S  400-
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0- X
0 1 2 3 4 5 68 10 12
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Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol

AUC all (0-12h) (Ing * 1585 1279
hYmi)
AUC Inf (Ing * 1616 1292
hl/mi)
AUCall (0-12h)/ Inf (%) 98.1 99.0
Cmax (ng/mi) 958 849
Tmax (h) : 2.5 3.0
Tz {nh 0.8 0.8
Ke {(1/h) 0.73 0.84
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Vol. VI - RGS
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AUC all (0-12h) (Ing * 1187 1326
h}/mi)
AUC Inf (Ing * 1218 1346
h}/mi)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 97.4 98.5
Cmax (ng/mi) 723 830
Tmax (h) 1.5 ' 2.0
Tir (h) 0.9 0.7
Ke {1/h) . 0.78 0.99
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AUC all (0-12h) (Ing * 1798 1976
h}/mi)
AUC Inf (Ing* 1871 2003
h/mi)
AUCall (0-12n) / Inf (%) 96.1 98.6
Cmax (ng/mi) 1036 1192
Tmax (h) 1.5 2.0
T (h) 1.0 1.0
Ke {(1/h) 0.72 0.71
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AUC all (0-12h) ([ng * 1404 1183
h}/mi)
AUC Inf (Ing* 1462 1222
h/ml) |
AUCall (0-12n) / Inf (%) 96.0 96.8
Cmax (ng/mi) 931 832
Tmax (h) 1.5 2.0
Tir (h) 0.9 0.8
Ke {1/h) 0.73 0.83
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Vol. IX - GDR
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozoi
AUC all (6-12h) (Ing * 3555 2815
h)/ml)
AUC Inf (Ing * 3557 2791
hl/ml)
AUCall (0-12n) / Inf (%) | 100.0 100.9
Cmax (ng/ml) 1397 979
Tmax (h) ' 25 4.0
Tie {h) 1.4 1.3
Ke {(1/h) 0.50 0.55
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Vol. X - JJJ

1200+
—e— Pantoprazo!
5 - 4— Pantozol
® = 800-
= E
: o
8 £
&  400-
Q
0- m—-—____.
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) (Ing * 1600 1448
h)/mi)
AUC Inf {Ing * 1551 1501
h)/mi}
AUCali (0-12n) / Inf (%) 103.2 96.5
Cmax (ng/mi) 740 803
Tmax {(h) 5.0 4.0
Tip (M ' 0.9 0.9
Ke {1/h) 0.82 0.77
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Vol. Xl - JSA
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC ali (0-12h) (Ing * 779 981
h}/ml) '
AUC Inf (ing * 842 990
h])/mi)
AUCall (0-12n) / Inf (%) 92.4 99.0
Cmax (ng/mi) 879 983
Tmax (h) 1.3 2.5
Tip (h) 0.8 0.5
Ke (1/h) 0.88 1.34
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Vol. Xil - JPO
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| Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) (Ing * 1141 1325
h}/mi)
AUC inf (Ing * 1153 1338
h}/mi) -
AUCall (0-12h)/ Inf (%) 99.0 99.0
Cmax (ng/ml) 549 956
Tmax (h) 3.0 2.5
T (h) 0.8 0.9
Ke (1/h) 0.87 0.80
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Vol. Xili - GW
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- Pantoprazol
S - A— Pantozol
"é = 800+
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0 1 2 3 4 5 68 10 12
Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) (Ing * 1761 1856
h}/mi)
AUC Inf (Ing* 1778 1893
h)/ml)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 99.1 98.0
Cmax (ng/mi) : 811 1064
Tmax (h) 1.0 | 3.0
Tir (h) 1.0 0.9
Ke {1/h) 0.69 0.76
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Vol. XIV - DAGY
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazo! Pantozol
AUC all (0-12h) ([ng * 2721 2881
h}/mi)
AUC Inf (Ing * 2905 3034
hl/mi)
AUCali (0-12h) 7 Inf (%) 93.7 94.9
Cmax (ng/mi) 1006 943
Tmax (h) _ 1.5 3.0
Tin (h) 1.5 2.2
Ke (1/h) 0.46 0.31
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Vol. XV -CT
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Pantoprazol Pantozol

AUC all (0-12h) (ing * 671 599
h)/mi)
AUC inf (Ing * 685 0
h}/mi)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 97.9 -
Cmax (ng/mi) 496 443
Tmax (h) 1.5 4.0
Tip () 0.5 0.0
Ke (1/h) 1.37 0.00
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Vol. XVI - NRS

DROP OUT
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) ([ng *
h/mi)
AUC Inf (Ing *
h}/mt)

AUCall (0-12n) / Inf (%)
Cmax (ng/ml)

Tmax  (h)
Tip (h)
Ke (1/h)

Capitulo Il - Estudo de Bioeguivaléncia de duas formulagBes de comprimidos de pantoprazel em 157
voluntarios sadios de ambos os sexps




Vol. XVIi - SMF

DROP OUT
Panioprazol

Pantoprazol Pantozol

AUC all (0-12h) ([ng *

h}/ml)

AUC Inf (Ing*

hj/mi) '

AUCall (0-12h) / Inf (%)

Cmax (ng/mi)

Tmax (h)

Tir ()

Ke (1/h)
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Vol. XVIil - FN
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AUC all (0-12h) ([ng * 422 684
hl/ml)
AUC Inf (Ing * 465 706
h}/mil)
AUCali (0-12h) / Inf (%) 90.7 96.8
Cmax (ng/ml) 288 557
Tmax (h) 3.0 1.5
T {h) 0.2 0.7
Ke (1/h) 0.80 0.99
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Vol. XIX - MV
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) (Ing * 429 528
h}/mi) _
AUC Inf ([ng * 440 560
h}/ml)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 97.4 94.3
Cmax (ng/mi) 246 370
Tmax (h) , 2.0 2.5
T () 0.6 0.6
Ke {(1/h) 1.21 1.07
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Vol. XX - CLML
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Pantoprazol
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AUC all (0-12h) ([ng * 517 316
hl/mi)
AUC Inf (Ing* 702 325
hl/mi)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 73.7 g97.3
Cmax (ng/ml) 462 292
Tmax (h) 3.0 2.0
T (h) 1.6 0.4
Ke {(1/h) 0.42 1.56
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Vol. XXI - MAGSF
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) (ng * 362 553
h}/ml)
AUC Inf (ing* 381 576
h}/mi)
AUCall (0-12h) / inf (%) 95.0 96.1
Cmax (ng/mi) 311 495
Tmax (h) 1.5 1.0
T—i/g (h) 0.6 0.6
Ke (1/h) 1.25 1.09
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Vol. XXIl - ZLS
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AUC all (0-12h) ([ng * 1139 923
h)/mil)
AUC Inf (Ing * 1141 g75
hl/ml)
AUCall (0-12h) / Inf (%) 99.8 94.7
Cmax (ng/m}) ' 644 676
Tmax (h) 3.0 1.5
Tie {(h) 0.7 0.8
Ke (1/h) 0.95 0.86
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Vol. XXIil - MCB
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Time (h)
Pantoprazol
Pantoprazol Pantozol
AUC all (0-12h) (Ing * 851 591
h}/mi}
AUC Inf (Ing * 893 600
h}/ml}
AUCall (0-12h) / Inf (%) 95.3 98.5
Cmax (ng/mi) 500 429
Tmax (h) ' 2.5 2.0
T (h) 0.7 0.5
Ke (1/n} 0.93 1.43
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Vol. XXIV - ACQOP
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AUC all (0-12h) (Ing * 982 1136
hl/ml)
AUC inf (Ing * 1020 1179

h}/ml)
AUCall (0-12n) / Inf (%) 96.2 96.4
Cmax (ng/mi) 545 507
Tmax (h) 2.5 1.3

Tie (h) 1.1 1.3

Ke {1/h) 0.65 0.53
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Anexos i

PROTOCOLO CLINICO

Objetivo: :
Avaliar, em voluntérios humanos sadios, de ambos os sexos a
bioequivaléncia de duas formulagbes contendo 40 mg de pantoprazol.

Métodos:

Desenho do Estudo

O desenho consistira de um estudo aberto, com replicagdo, de 24 voluntarios
sadios, aduitos de ambos os sexos. Depois da selecdo e observado um
periodo de pelo menos 4 semanas sem fazer uso de qualquer medicagéo, 0s
voluntarios que forem considerados qualificados para participar do estudo,
serdo internados por dois periodos de aproximadamente 36 horas, com 1
semana de intervalo entre os internamentos.

Selegdo do Voluntario

Critérios de Incluséo

Os seguintes critérios devem ser satisfeitos para que o voluntario possa
participar do estudo:

1. Sexo masculino e entre 18 a 45 anos de idade

2. O voluntéario tem seu peso entre 55 e 95 Kg e esta dentro de uma variagdo
de 10%, de acordo com sua aitura e estrutura ;

3. Foi submetidc a uma hisiéria clinica e exame fisico e considerado
saudavel '

4. Concordou fivremente e assinou o termo de consentimento, apos todos os
elementos essenciais do protocolo terem sido esclarecidos, antes de
qualquer procedimento.
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Critérios de Exclusao

Qualquer um dos seguintes critérios excluira o voluntario do estudo:

1. Os resultados dos exames complementares estdo fora dos valores
considerados normais (x 10%), a menos que sejam considerados
clinicamente irrelevantes;

2. O voluntario participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu
qualquer droga experimental dentre dos trés meses do inicio deste estudo;

3. Fez uso de medicagdo regular dentro das 4 semanas que antecederam o
inicio deste estudo, ou fez uso de qualquer medicagdo uma semana antes do
inicio deste estudo;

4. Foi internado por qualquer motivo até 8 semanas antes do inicio deste
estudo;

5. Tem histéria de abuso de alcool ou drogas, ou ingeriu bebidas alcodlicas
nas 48 horas que antecedem o periodo de internagdo para iniciar o estudo;

6. Tem histéria de doenga hepatica, renal, pulmonar, gastro-intestinal,
epiléptica, hematolégica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertenséo de qualguer
etiologia que necessite de tratamento farmacologico; tem histéria ou teve
infarto do miocario, angina efou insuficiéncia cardiaca

7. O voluntario doou ou perdeu 450 mi ou mais de sangue dentre dos trés
meses que antecederam aoc sstudo

8. O voluntario tem qualquer condigdo aue o impede de participar do estudo
pelo julgamento do investigador

Entrada do Voluntario no Estudo

Os voluntérios serdo aceitos no estudo somente se eles forem considerados
saudaveis como determinado pela histéria médica, exame fisico e os exames
laboratoriais que antecedem ¢ inicio do estudo.

Apés avaliagdo do estado de higidez, os voluntarios serfio submetidos a uma
entrevista livie para andlise da salGde mental, bem como condigbes
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emocionais para participar da investigag&o. Ap6s isso, os voluntarios terdo
quaisquer duvidas esclarecidas, e caso concordem, assinardo o termo de
consentimento (modelc em anexo) para participacio no estudo.

Exames Laboratoriais

Andalise hematoldgica: hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial
de leucdcitos, contagem de plaquetas, VHS, ureia, creatininea, bilirrubina
total, proteina total, albumina, glicose em jejum, fosfatase alcalina, SGOT,
SGTP, colesterol total, triglicérides, acido drico, yGT, sédio e potassio.
Andlise Urindria: gravidade especifica, pH, albumina, glicose, cetonas,
analise microscopica (para deteccdo de: WBC, RBC, cilindros, céls. epiteliais,
cristal, bacteria). Anélise de Fezes: parasitologico; Anélise Soroldgica para:
hepatite B, hepatite C e HIV .

Nos voluntarios do sexo feminino sera realizado exame para detecgdo de
gravidez (Beta HCG)

internamento

Os voluntarios serdo intemados na véspera do inicio do estudo e terdo,
desde entdo, assisténcia e cuidados meédicos e de enfermagem
especializados. Receberdo dieta geral at¢é as 23:00 horas, quando
comegarao jejum visando o inicio do ensaio clinico previsto para 7 horas do
dia seguinte.

Os voluntarios permanecerdc em jejum para sélidos até 4 horas apés a
ingestéo de pantoprazol; a partir de entfio, receberdo dieta geral. Em cada
fase, os voluntarios receberdo, por via oral 40 mg de uma das seguintes
preparagbes farmacéuticas de pantoprazol:

» Pantoprazol comprimidos de 40 mg - formulag&o de referéncia: Byk

» Pantoprazol, comprimidos de 40 mg - formulagao teste: Merck S.A.
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Sera solicitado ao voluntario que apresente-se, para internamento, na Casa
de Salde Santa Rita, aproximadamente as 21:00 horas na noite anterior de
cada periodo e que permaneca na Unidade até 12 horas apds a
administragdo da medicacio.

Trés dias apés o final do estudo, os voluntarios serdo reavaliados
clinicamente e pelos mesmos exames subsidiarios realizados na fase pré-
estudo. Em caso de aparecimento de algum efeiio colateral, os voluntarios
serao avaliados e medicados por um dos responsaveis pelo ensaio clinico.
Os voluntarios ser&o ressarcidos no vaior de R$ 300.00 (trezentos reais) e
durante um periodo de 6 meses, a partir da data de inicio do estudo clinico,
os voluntarios estardo sob cobertura de um Seguro de Vida em Grupo da
Companhia Vera Cruz, para casos de morte, invalidez permanente e
acidentes.

Coleta de Sangue

Sera feita coleta de sangue (8 mi) através de "butterfly" heparinizado
introduzido em veia superficial do antebrago do voluntario, imediatamente
antes da da administragio de 40 mg de uma das preparagdes de
pantoprazol, e outras, aos seguintes intervalos a partir da administragdo orat:
15, 30, 45, 60, 90min, 2h, 2.5, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 24 horas. No total serdo
coletadas 30 amostras de sangue (15 em cada etapa) para dosagem sérica
de pantoprazol.

O tempo atual de coleta de sangue sera registarda usando um reldgio de 24
horas. O sangue sera cenirifugado, o plasma retirado e armazenado a - 20 °
C até a determinacdo sérica da droga. Concomitantemente as coletas de
sangue, seréo feitas as verificagbes da presséo arterial e do pulso, sendo a
temperatura medida no primeiro horério de coleta.
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Analise das Amostras

A concentrag8o sérica de pantoprazol sera determinada por Cromatografia
liquida de alta resolugédo acoplada a espectrometria de massa.

Restricbes

Todos os voluntarios devem chegar a Casa de Saude Santa Rita tendo feito
uma refeicdo normal noturna (jantar). Deverdo permanecer em jejum a partir
das 23:00 horas da noite do internamento até 4 horas apés a ingestdo da
medicacao na manha seguinte, quando uma refeicio sera servida. Liquidos
serdo permitidos ad libitum apés as refeicdes, mas bebidas contendo
xantinas (incluindo ¢ha, café e cola) deverdo ser evitadas.

Nao sera permitido fumar durante o periodo de internamento. Medicactes
concomitantes dever@o ser evitadas, quando possivel. Qualquer medicacéo,
devera ser registrada. Consumo de alcool devera ser limitado durante o
periodo de estudo e evitado completamente durante as 48 horas que
antecedem cada dose.

Critérios para retirada do estudo

As seguintes condicbes devem ser considerados como critérios de retirada
do estudo:

1. O voluntario ndo deseja continuar no estudo por razdes outras que a
ocorréncia de eventos adversos da droga de estudo; por ex
indisponibilidade, intolerancia acs procedimentos do estudo.

2. Efeitos Adversos da droga do estudo.

3. Testes laboratoriais anormais julgados de relevancia clinica.

4. Doenga intecorrente requerendo medicacao.
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Efeitos Adversos

Sera solicitado aos voluntarios que relate qualquer evento adverso e quando
isto ocorreu. Sera também solicitado que noftifique ao investigador se foi
necessario usar medicagdo adicional. Qualquer evento adverso ocorrendo
durante o periodo de estudo sera registrado em folha propria em detalhes na
pagina apropriada. As perguntas realizadas para saber se o voluntario teve
algum evento adverso deverdo ser limitadas a perguntas gerais, tais como:
Como vai voc&? Qualquer voluntario com evento adverso sera seguido
clinicamente por estudos laboratoriais até que os parametros voltem ao
normal.

Parametros Farmacocinéticos

Os seguintes pardmetros serdo determinados:

AUC0-24n) Area sob a curva de coiicentragdo da droga versus tempo do tempo 0
(zero) ao tempo 24h, caiculada pelo método trapezoidal;

Cmax Pico de concentragdo maxima da droga, obtida diretamente dos dados:

Tmax Tempo para atingir o Cmax.

Analise Estatistica

Sera realizada com a ajuda dos seguintes softwares: WinNonLin Professional
Network Edition, Version 1.5m adguiride da Scientific Consulting, Inc.,
registrado na Unidade Analitica Cartesius ICB-USP (nimero de série
disponivel, se solicitade); Bioequivalence Program for Two-Period Crossover
Studies - Version 3.4”, por Jerman P Wijnand; Microsoft Excel Version 7.0 ¢
Graph Pad Prism Version 2.01.

De acordo com as Agéncias Reguladoras os pardmetros AUC, Cmax,
deverdoc ser analizados como as razfes dos logaritimos individuais
transformados das drogas teste/referencia. Tmax serd analizado como
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diferenga individual: teste-referencia. Ambos testes paramétricos e nao
parameétricos serdo aplicados para analise das variaveis. _

Serdo aceitos como bioequivalentes para ambas a taxa e a extensdo da
absorgéo, quando o intervaio de confianca de 90% da média geométrica de
AUC e Cmax estiverem dentro do intervalo de 80-125% da média geométrica
da formulag&o referéncia (regras do FDA para estudos de bioequivaléncia).

Aspectos Eticos

Comité de Etica

O protocolo sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidde de Sdo Paulo para aprovacéo. Qualquer
mudanca no protocold, sera necessario a aprovacio do Comité. O Estudo
sera conduzido de acordo com a Declaragio de Helsinki (1965) e as revisdes
de Tokyo (1975), Venice (1983) e Africa do Sul (1986), e a Resolucdo 196/96
e 251/97 da SVS-MS.

Termo de Consentimento

Os voluntarios receberdo uma explanacdo da natureza e dos objetivos do
estudo. Sera enfatizado que o estudo tem a finalidade de pesquisa, e que o
voluntario ndo podera esperar que haja qualquer efeito terapéutico. Também
entendera que ele é livre para se retirar a qualquer momento do estudo sem
que isto va causar qualquer prejuizo ro seu atendimento junto a Unidade
Analitica Cartesius. Sera solicitado a cada voluntario que, caso concorde,
assine o termo de consentimento livre e esclarecido para participar no
estudo. |
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Confidencialidade

Os resultados do exame médico e testes laboratoriais serdo registrados na
folha individual do voluntario. Toda a informacdo obtida durante o estudo
referente ao estado de satde do voluntario estara disponivel aos médicos na
Unidade Analitica Cartesivis. Uma copia dos exames laboratoriais realizados
no pré e pds estudos podera sera fornecida aos voluntarios.
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Esquema do Estudo

Periodo pré-estudo:

"Historia Médica

Eletrocardiograma

Exame Fisico Geral

Exames Laboratoriais

FCePA
Periodos: Tempo Atividades Outras atividades
(1, 2)) (h)
0:00 | Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
0:25 | Coleta de sangue PA, pulso
0:50 | Coleta de sangue PA, pulso
0:75 | Coleta de sangue PA, pulso
1:00 | Coleta de sangue PA, puiso
1:25 | Coleta de sangue PA, pulso
1:50 | Coleta de sangue PA, pulso
2:00 | Coleta de sangue PA, pulso
2:50 | Coleta de sangue PA, pulso
3:00 | Coleta de sangue PA, puiso
4:.00 | Coleta de sangue PA, puiso
5:00 | Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
6:00 | Coleta de sangue PA, pulso
8:00 | Coleta de sangue PA, pulso
12:00 | Coleta de sangue PA, pulso
Periodo Pés-Estudo: | Exame Fisico Geral Eletrocardiograma

FCePA

Exames Laboratoriais
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de bioequivaléncia de duas formulacdes { comprimidos) de
pantoprazol em voluntarios sadios.

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua
participagdo € importante, porém, vocé nioc deve participar contra a sua
vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer pergunta
que desejar, para que toda os procedimentos desta pesquisa sejam
esclarecidas.

Responsaveis: Dr Gilberto de Nucci e Dr Marcelo Carvalho

O abaixo-assinado, Nome, idade, declara que é de livre e espontanea
vontade que estd participando como voluntario do projeto de pesquisa
supracitado, de responsabilidade dos médicos Gilberto de Nucci e Marcelo
Carvalho, da Unidade Analitica Cartesius do Instituto de Ciéncias
Biomedicas da Universidade de S3o Paulo. O abaixo-assinado esta ciente
que:

i - O objetivo da pesquisa € verificar se 40 mg de pantoprazo! Merck S.A.
atinge niveis plasmaticos equivalentes a 40 mg de pantoprazol Byk.

ii - Durante o estudo, sera internado por dois periodos de 36 horas, com
intervalo de 07 dias entre eles. Em cada periodo recebera 40 mg de uma
das duas formulacbes de pantoprazol na forma de comprimidos e coletadas
15 amostras de sangue de 8 ml cada através de butterfly heparinizado.

i - A participacdo neste estudo ndo tem objetivo de se submeter a um
tratamento terapéutico.

iv - A administrac&o oral de pantoprazol de maneira continuada pode causar
efeitos colaterais como nauseas, diarréia, dor abdominal flatuléncia,lestes
de pele, prurido,dor de cabegatonturas, Entretanto o aparecimento de
efeitos indesejaveis apés administracdo de dose Gnica de pantoprazol tem
menor probabilidade de aparecer. Além dos efeitos citados, a administragéo
de qualquer medicamento pode causar reagbes imprevisiveis.

v - Sera submetido antes da primeira ¢ apés a segunda internagdo aos
seguintes exames laboratoriais: de sangue (hemograma, transaminases,
fosfatase alcalina, bilirrubina total, proteinas, colesterol, triglicérides, uréia,
creatinina e acido Grico, sddio e potassic), de urina (sumério de urina), e do
coragéo (eletrocardiograma). Sorologias para HIV, hepatitess B e C e
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parasitologico de fezes e teste de gravidez serfo realizados apenas antes
da primeira internacio.

vi - Obteve tfodas as informagBes necessarias para poder decidir
conscientemente sobre a participacdo no referido ensaio clinico.

vii - Tem a liberdade de desistir ou interromper a participagdo neste estudo
no momento que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem
que isto venha interferir no seu atendimento médico desta Instituicéo.

vii - A interrupgcdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e
tratamento peia equipe da Unidade Analitica Cartesius.

ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, e a
Unidade Analitica Cartesius ndo identificara o voluntario por ocasido da
exposicéo efou publicagdo dos mesmos.

x - Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura do mesmo, o
voluntario estara assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Vera
Cruz Seguradora.

xi - Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar a Unidade Analitica
Cartesius e solicitar gue o mesmo contacte os médicos responséaveis pailo
ensaio clinico, nos telefones abaixo.

xii - A Unidade Analitica Cartesius o mantera informado e prestara qualquer
tipo de esclarecimento em relagdo ao progresso da pesquisa, conforme
solicitagdo do voluntario.

xiii - Podera contactar a Secretaria do Comité de Etrica em Pesquisa com
Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o
Paulo nos telefones 818-7438 ou 818-7392 para apresentar recursos ou
reclamacSes em relagdo ao ensaio clinico.

xiv - De acordo com valores previamente estabelecidos, os voluntarios seréo
ressarcidos das despesas e tempo dispendidos no valor de R$ 300,00
(trezentos reais) na realizacdo do supracitado estudo clinico

xv - E condicdo indispensavel, para participacdo no ensaio clinico, que
esteja em boa saude e, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento
medico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou medicacbes.
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Sao Paulo,

Assinatura do voluntario

Dr Gilberto de Nucci- fone 019 2516929 0199924032 8187493
Dr Marcelo Carvatho fone 011 8187493
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Anexos Il

Pantoprazole Bioequivalence Study: Determination in human plasma by HPLC
accoupled to Tandem Mass Spectrometry

Petrellis, M.C and De Nucci, G 1.
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Sammary: To develop a new method for quantifying pantoprazole in human
plasma and to compare the bioavailability of two pantoprazole tablet formulations, an
open, randomized, two-period crossover study with a one — week washout interval
was conducted in 22 healthy volunteers. Plasma samples were obtained up to 12
hours after drug administration and the serum pantoprazole concentrations were
analysed using electrospray tandem mass spectrometry coupled to liquid
chromatography using mﬁltiple reaction monitoring mode.

The pharmacokinetic parameters obtained for pantoprazole after the
administration of each formulation included the Area under the curve (AUC)(g_m),
AUC (00 Cmax, Cmax/AUC(omm), tmax, elimination rate constant (Ke), and half ~
time (;,). Within ~ and between runs imprecision was less than 10.9% and 15.0%,
respectively. Inaccuracy within and between runs was -4.2% and -5.9%, respectively.
The pharmacokinetic parameters for bioequivalence showed a normal distribution,
and the variance of AUC, ., AUC ., and Cmax were homoscedastic. The 90%
confidence interval of parametric analysis of individual mean for the
Pantoprazol/Pantozol (Pantoprazol; Merck Pharmaceuticals Inc., Sdo Paulo, Brazil;

Pantozol; Byk Chemical & Pharmaceuticals Inc., S30 Paulo, Brazil) individual

percent ratio was 105.5% for AUC,, ., 102.6% for AUC ), 99.8% for Cmax,
107.0% for Ke, 108.5% for t, ,, and —0.542 for tmax (arithmetic mean of individual
differences). For non-parametric analysis these intervals were 104.3% for AUC

{0-12hy

102.0% for AUC - 98.9% for Cmax, 105.5% for Ke, 106.1% for t > and —5.0 for
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tmax (point estimate mean of individual differences). We have developed a method
in which liquid chromatography is coupled with electrospray tandem mass
spectrometry to improve the pharmacokinetic analysis of pantoprazole. Because the
90% C1 for both Cmax and AUC ratio where inside the 30-125% interval proposed
by the Food and Drug Administration, we concluded that Pantoprazol® 40mg tablets
is bioequivalent to Pantozol® 40mg tablets in terms of both the rate and the extent of
absorption. Key Words: Pharmacokinetics — Bioavailability — High-pressure liquid

chromatography — Volunteer.

Introduction

Pantoprazole (sodium 5 — difluoromethoxy ~ 2 — [(3,4 — dimethoxy — 2 —
pyridylmethyl) sulphinyl} — 1H - benzimidazolide) is a potent inhibitor of the gastric
parietal cell H/ K*- AT i’ase, under development for the treatment of disease states
associated with excessive gastric acid secretion. The compound produces dose —
dependent and long — lasting inhibition (= 24 hours) of pentagastrin — stimulated
gastric acid output in healthy volunteers after oral (20 to 40 mg once daily) or
intravenous (< 80 mg single dose; 15 to 30 mg once daily) administration [1 - 4].

Pantoprazole is rapidly absorbed after oral administration, with peak plasma
concentrations of 1.1 to 3.1 mg/L occuring 2 to 4 hours after ingestion of a enteric-
coated 40 mg tablet. The drug is subject to low first — pass hepatic extraction,

dispiaying and estimated absoluted oral bioavailability of 77% [1,2,5]. Concomitant
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food intake does not affect bioavailability of pantoprazole, and any possible retardant
effect of food on the rate of drug absorption is unlikely to be of clinical relevance,
given the prolonged antisecretory action of pantoprazole [5]. Plasma pantoprazole
concentrations decline monophasically after oral administration, with a mean plasma

terminal elimination half — life (t,,B) of 0.9 to 1.9 hours [2,6]. Despite the short half
- life (t,,8) of pantoprazole, inhibition of acid secretion, once accomplished, is long

— lasting, persisting long after the drug has been cleared from circulation. Thus, the
plasma kinetics of pantoprazole have little bearing on its antisecretory action. On
repeated (7 days) oral adininistration, the pharmacokinetics of pantoprazole (20 and
40 mg/day) do not differ appreciably from those on single dose administration,
suggesting that drug accumulation does not occur [6].

In keeping with its high degree of plasma protein binding (208%) [5],
pantoprazole has a relatively low apparent volume of distribution (mean 0.16L/kg at
steady — state), suggesting limited tissue distribution [7].

In humans, pantoprazole is subject to extensive hepatic metabolism via
cytochrome P450 (CYP) — mediated oxidation followed by sulphate conjugation [8).
Elimination is predominantly renal, with ~ 80% of oral dose being excreted as
urinary metabolites; the remainder is excreted in faeces and originates primarily from
biliary secretion [9].

The pharmacokinetics of pantoprazole do not appear to be modified to any

clinically relevant extent by renal impairment or haemodialysis [10]. Although
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metabolism and elimination of pantoprazole are impaired in patients with hepatic
dysfunction, as reflected in a median t,,8 of 7 to 9 hours after repeated oral
administration in cirrhotic patients [11]. However, C,,, was only marginally
elevated (50%), indicating that pantoprazole may be administered to patients with
hepatic impairment without dosage adjustment. In the elderly, the pharmacikinetics
of oral and intravenous pantoprazole are comparable to those in their younger
counterparts {11,12].

Pantoprazole has lower affinity than omeprazole or lansoprazole for hepatic
cytochrome P450 (CYP) enzyme system and does not appear to induce CYP activity.
In Healthy human volunteers, pantoprazole shows no clinically relevant interaction at
therapeutic doses with antipyrine, diazepam, digoxin, theophylline, carbamazepine,
diclofenac, phenprocoumon, phenytoin, warfarin, nifedipine,caffeine, metoprolol or
cthanol. In addition, it does not appear to compromise oral contraceptive was shown.
Conversely, the pharmacokinetics of pantoprazole are not modified to any clinically
relevant extent by coaMstered antacids, antipyrine, phenytoin, digoxin or
theophylline [1].

This study was designed to develop and accurate and sensitive liquid
chromatography - tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) method for
quantification of pantoprazole in human plasma and assess the bioequivalence of two

commercial 40 mg tablet formulation of the drug (Pantoprazol from Merck
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Pharmaceuticals Inc., Brazil and Pantozol from Byk Chemical and Pharmaceuticals

Inc., Brazil), in healthy volunteers.

Methods
Clinical protocol

Twenty -two healthy male and female volunteers between 18 years and 45
years old (24+3,339 years old) with a height between 161cm and 188 cm 174+ 6.7
cm),weighing between 56 kg and 91.5kg(74.7+9.3kg), and within 15% of their ideal
body weight, as assessed by clinical and laboratory tests evaluations, were enrolled in
a study. All subjects gave their written informed consent prior to participating in the
study, and clinical protocol was approved by Faculty of Medical Sciences Ethics
Committee of University of S0 Paulo, and was conducted in accordance with the
provisions of the Declaration of Helsinki (1965) and the Tokyo (1975) and Venice
{1983) revisions.

The volunteers were free from significant cardiac, hepatic, renal, pulmonary,
neurological, gastrointestinal, and hematological disease, as assessed by physical and
psychiactric examination, ECG, and following laboratory tests: blood glucose, urea,
creatinine, AST, ALT, alkaline phosphatase, y-GT, total bilirubin, albumin, total
protein, triglycerides, total cholesterol, hemoglobin, hematocrit, total and differential
while cells counts, erythocyte sedimention rate and routine urinalysis. All subjects

were negative for HIV, HBV, and HCV.

Capitulo II - Estudo de Bivequivaléncia de duas formulagdes de comprimidos de pantoprazol em 183
voluntdrios sadios de ambos 0s sexos



The study was a conducted in a open, a single dose, two way randomized
crossover design with seven days of washout interval between doses. During each
period, the volunteers were hospitalized at 10:00 p.m having already had a regular
evening meal. All volunteers were required to remain fasten until three hours after
dose administration in the following morning at 7:00 a.m a single 40 mg dose of
either pantoprazol formulation: Pantoprazol® (Batch No. 99G068, expiration date:
07/2002) as the test formulation (Merck Pharmaceuticals Inc., Brazil) and Pantozol®
(Batch No. 199212, expiration date: 01/2002) as a reference formulation (by Byk
Chemical and Pharmaceuticals Inc., Brazil) along with 200 ml of a tap water. After
three hours following drug administration a standard breakfast was available, a
standard lunch and evening meal were provided ay five and twelve hours after
dosing, respectively. No other food was permitted during "in-house" period. Liquid
refreshement was penni&ed ad libitum after lunch, but xantine-containing drinks
including tea, coffee, cola were avoided. In addition, smoking weas not allowed
during the "in-house"period. Concominant medication was to be avoided where
possible during the study. Any medication, including over the counter medication,
was to be recorded.

Alcohol consumption was thronghout the study period and avoided
completely during 48 hours prior to each dose. At each blood sampling time, systolic
and diastolic arterial pressure (measured non-invasively with a sphygmomanometer)

and heart rate were recorded.
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The Tolerance of both products was good. One volunteer during the first test
confinement had severe urticaria during the first confinement and facial eritema
during the first test and second confinement, whose symtom relation to the
formulation is unknown; He has been trated with betamentasone during the first

confinement.

Drug analysis

Blood sampling for plasma drug were taken from a suitable foream vein pre-
dose and 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 2,25, 3, 4, 5, 6, 8, and 12 h post-dosing. One
each occasion, one 10 ml sample was taken either via "butterfly" or syringe into
clean tube containing anti coagulant. The actual times of sampling were recorded
using 24 hours clock notation. The blood samples were spun at 4,000 rpm for tem
minutes and the plasma removed and stored at -20°C until used for drug assay. All
samples from a single volunteer were analyzed in a duplicate and pantoprazole
plasma concentrations were determined by a validated method using a combined
reverse phase LC-MS/MS with positive ion electrospray ionization using multiple

reaction monitoring,

Preparation of Standard Solutions and Reagents

A standard of pantoprazole was prepared by appropriate dilution from a stock

solution of 1 mg/ml in methanol water (50/50 by volume) to provide 10 ug mL*.

Internal standard (carbamazepine, ug mL!) solutions were prepared by appropriate
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dilution from a stock solution of 1 mg mL"! in methanol water (50/50 by volume) to
provide 100 pg mL! and 1 pg mL-.
All  working solutions were stored at 4°C until  used.

Diethylether/dichloromethane (70/30 by volume) was prepared on the day of use.

Preparation of calibration and Quality Control Samples

Calibration standards were prepared by spiking control human plasma with
standards solutions of pantoprazole to give calibration standards of 0.03, 0.05, 0.07,
0., 0.2, 0.5, 1 pg mL"\. Fixed concentration of carbamazepine (1 pg mL!) was
added to all tubes as an internal standard. Calibration standards and blanks were
prepared freshly in duplicate for each assay and extracted along with plasma and
quality controls. Quality control samples were prepared by spiking control human
plasma with 0.12, 0.8 and 3 pg of pantoprazole mL-l. A single quality control

samples for each of the three concentrations was thawed for every assay and

extracted with the plasma samples.

Pretreatment of Plasma Samples

Five hundred microliters of plasma was dispensed into appropriate tubes
contaning internal standard (carbamazepine, 1 pg/mL). The tubes were vortex-mixed
and allowed to stand at room temperature for 10 seconds. Diethyl

ether/Dichloromethane (70:30; 4 mL) was then added and the samples were vortex-
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mixed for 30 seconds. The upper organic layer was carefully removed and
transferred using pasteur pippettes to test tubes. The solvent was removed by gentle
stream of nitrogen in a dry bath at 37°C. Two hundred microliters of mobile phase
(80% CH3CN, 20% H20 0.1% TFA - see Chromatographic Conditions) was added
to the tubes, which were then vortex-mixed for 15 seconds to reconstitute the
residues. The solutions were transferred to microvials, capped, and placed in an HP
1100 autosampler rack. Forty microliters aliquots were injected automatically into

the liquid chromatography system.

Liquid Chromatograpy/Mass Spectrometry Analysis

Chromatography and Mass Spectrometry Conditions

An HPLC model 1100 system from Hewlett — Packard, consisting of a binary
pump, degasser, autosanipler, thermostat column component, variable — wavelength
UV detector, analytical reversed — phase C8 column (genesis 4um C8; 150x4.6 mm
internal diameter) and guard column (genesis 4um C8; 10 x 4mm internal diameter),
from Jones Chromatography, Tames Valley, UK), was used. Mobile phases where
prepared with 0.1% Triﬁ:i.loroacetic acid in a solution of water (20%) and acetonitrile
(80%), the pH of solution was not adjusted. An isocratic gradient was used to elute
the analyte and internal standard at flow rate of ImL/min (total run time was 4.0
min). The eluant from HPLC column approximately 100uL/min was split and

monitored by mass spectrometry
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The reversed-phase C8 column was used and operated at a temperature of
40°C and a column switch was used to divert the column eluant to waste at
appropriate times. The temperature of the autosampler was maintained at 10°C and
the injection volume was 40ul. The autosampler needle was washed with freshly
prepared 50% acetonitrile in water to prevent sample carryover.

Mass spectrometry was performed with a Quattro II triple stage quadrupole
mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) equipped with an API electrospray
source (Micromass) operating in the positive — ion mode using a cross — flow as the
counter electrode (Micromass). The mass spectrometer was calibrated with a sodium
iodine/cesium iodine solution in the range from m/z 20 to 1000 according to the
instrument specifications. Optimization of the mass spectrometric conditions for all
compounds studied (tuning — and collision — induce dissociation) was done with
standard solutions in the mobile phase (each at 5 ug mL"! and a flow rate of 10 ug
mL?) using an infusion pump connected directly to the electrospray probe.

The retention times for pantoprazole and carbamazepine from the mass
spectrometer were 1.86 minutes and 2.20 minutes respectively. The mass
spectrometer equipped with electrospray source was run in the positive mode (ES+)
and set for multiple reacﬁon monitoring (MRM): 366.1 > 91,50 for pantoprazole and
236,89>194,09 for carbamazepine. For both pantoprazole and carbamazepine the
dwell time was optimized at 0.2 s and the collisions energies were 35 and 15 ev,

respectively. The collision gas (Argon) pressure was 2.30 107 bar and the cone
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voltage were S0V and 25V, respectively, for pantoprazole and carbamazepine. Data
acquisition and analysis were performed using the software MassLynx (9v. 3.2)

running under Windows NT (v. 4.0) on a Pentium PC.

Recovery

Preliminary experiments evaluated the recovery of the extraction method for
pantoprazole. The recovery (%) was expressed as a ratio of the peak area of extracted
blank plasma spiked with each standard relative to the peak area of an equivalent

unextracted standard solution.

Precision and Accuracy

Between — run accuracy and precision were calculated for calibration and
quality control samples, also. Within — run was calculated for the quality control
samples. Calibration curve experiments were performed in duplicate. Each quality

control samples was analyzed three or four times in every assay.

Pharmacokinetics and Statistical Analysis

The first — order terminal elimination constant was estimated by linear
regression from the points deseribing the elimination phase on a log — linear plot.

Half — life was derived from rate constant (t,,, = In (2)/Ke). The maximum observed

plasma concentration (Cmax) and the time taken to achieve this concentration (tmax)

were obtained directly from the curves.
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The areas under the pantoprazole plasma concentration ~ versus — time curves
from 0 - 12 hours (AUC 1y, were calculated by applying the linear trapezoid rule.
Extrapolation of these areas to infinity (AUC, ) was done by adding the value
C12/Ke to the calculated (AUC(M%)) (where C12 = plasma concentration calculated
from the log — linear regression equation obtained for the estimation of Ke 12 hours
after dosing).

The population distribution was analyzed using histgrams, normal transform
value plot (NTV), probit plot and Kolmogorov — Smimov’s test. A normal
distribution was accepted when no breaking point was observed in a probit or in a
NTV plot, and Kolmogorov — Smirnov’s test was consistent with a Gaussian
distribution if p > 0.05 (10). Analysis of variance (ANOVA) between populations
was obtained with the F- test.

Bioequivalence between both formulations was assessed by calculation

individual AUC(G_I%), AUC(M), Cmax, Cmax /AUC(O_m), t,, and Ke rations (test /

reference) and tmax differences (test — reference) together with their mean and 90%
CI after log — transformation data. The inclusion of the 90% IC for the ratio in the 80
— 125% bioequivalence interval and that of the zero value in the 90% CI for the
differences were analyzed using a parametric test (analysis of variance — ANOVA)
for all pharmacokinetics parameters except for tmax, which a non — parametric test

(Wilcoxon test) was used.
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Software used in these analysed include WinNonlin Professional Network
Edition, version 1.5m (Pharsight, Mountain View, CA, USA), Bioequivalence
Program for Two — Period Crossover Studies, version 3.4 (herman P. Wijnand, Oss,
The Netherlands), Micosoft Excel version 7 (Micosoft, Redmond, WA, USA),
GraphPad Prism version 2.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and

WinSTAT version 3.1 (Kalmia Co., Inc., Karlsruhe, Germany).

Results

Linearity, precision and accuracy were determined to assess the performance
of method. A linear least-squares regression with a weighting index of 1/x was
performed on the peak area ratios of pantoprazole and carbamazepine (IS) vs.
pantoprazole concentrations of the seven human plasma standards (in duplicate) to

generate a calibration curve,

A Quality control sample (120, 800 and 3000 ng/mL-1) was analyzed after a
sequence of ten unknown samples.

The calibration curve was linear over the range 35 to 1000 ng/mL-1 with a
mean correlation coefficient of 0.99305. For calibration curve between-run precision
was estimated from 6.4 to 21.5%, over the calibration range, and accuracy estimated
from —6.2 to 5.2% over the calibration range.

No peak was observed in the mass chromatogram of human blank plésma

under the LC MS/MS conditions described above.
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Typical ion chromatograms (MRM) plots of a human plasma sample dose
colleted 3 hours after oral administration 40 mg of pantoprazole tablet are shown in
Figures 1a and 1b, in which the retention time were 1.87 and 2.2 min for
pantoprazole and carbamazepine, respectively.

The precision and accuracy together determine the error of an analytical
measurement and are the primary criteria used to evalute an analytical method. Assay
precision was calculated by using formula RSD (%) = 100(SD/M) where M is the
Mean of the experimentally determined concentrations and SD is the standard
deviation of M. Accuracy is defined as the percent relative error (%RE) and was
calculated using the following formula RE(%) = 100(E-T)*(100/T) where E is the
experimentally determined concentration and T is the theoretical concentration [4]
[24].

The lowest limit of quantification (LOQ) was 35 ng/mL-!, defined as the
lowest concentration at with both precision and accuracy were < 20%.

The Tablel. summarizes the between-run and within-run precision and
accuracy resuits calculate for quality controls.

The between-run and within-run precision for quality controls (120, 800 or

3000 ng/mL"l) was 14.9, 14.8, 14.6% and 8.6, 9.6, 10.9%, respectively. In the same

way, the between-run and within-run accuracy for quality controls (120, 800 or 3000

ng/mL-1) was 2.3, -5.4, -5.9% and ~1.9, -4.2, -0.2%, respectively.
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Both pantoprazole formulations were well tolerated at the administered dose.
The subject’s biochemical parameters were unchanged and within the reference
range at the end of the study. One volunteer during the first test confinement had
severe urticaria during the first confinement and facial eritema during the first test
and second confinement, whose symtom relation to the formulation is unknown. He
has been trated with betamentasone during the first confinement.

The pantoprazole plasma concentrations (mean % SD) — versus — time curves
obtained after the single oral administration of each pantoprazole tablets formulations
are show in Figure 6.

The table 2. summarizes the geometric mean and 90% CI values for AUC,,
1y AUCq .y Ke, t,, Cmax, and Cmax/AUC, . Tmax is expressed as the
median and range. Table 3 shéws the statistical analysis of bioequivalence for
individual AUC ) 1oy AUC(M}, Ke, t,,, Cmax, and Cmax/AUC, ,,,, ratio and
individual tmax differences (arithmetic mean and 90% CI), for both pantoprazole

formulations. No periodo effect was observed for any of the above pharmacokinetic

parameters (data not shown).

Piscussion

The analytical method described here for the determination of pantoprazole
confirms that LC MS/MS improve the sensitivity and specificity of the results and

sample throughput. In addition, the analytical validation results are in accordance
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with acceptance criteria for Bioanalytical Method Validation presents in several
Guidances of Regulatory Authorities [17][18] [24][33][34].

Based on these considerations and obtained results, we conclude that the
method is precise, accurate and is suitable for routine analysis of the pantoprazole in
buman plasma.

As shown in table 2., mean AUC(O_I%), AUC(M)), Ke, t,,, Cmax, and
Cmax/AUC,, ,,y, and tmax values obtained for each formulation as assesseaby the

overlapping observed in the 90% confidence interval (CT) of the geometric means.

Table 3. shows that 90% CI of mean AUC({)-Izh)’ AUC(D_QO), Cmax, and
Cmax/AUC, oy, (after the log-transformation of individual ratios) were included
into the range of bioequivalence, i.e 80-125% when analyzed by either parametric
and non-parametric statistics. These results mean that both formulations are clearly
bioequivalent for the extent of absorption, as stated by the U.S Food and Drug
Administration Authorities [1985,1993].

In the same way, individual tmax differences were statistically different from
zero as shown by the 90% CI it’s obtained by parametric and non-parametric
statistics. However, these results obtained on individual tmax differences make that
conclusions on bioequivalence for the rate of absorption should be more thoroughly
discussed.

Despite Cmax and tmax being considered as indexes of absorption rate, many

authors have questioned the usefulness and the limitations of these parameters to
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decide on a bioequivalence problem, given the effects that the sampling schedule has
on them. In this way, Endrenyi et. al. (1991) have demonstrated that Cmax not only
reflects that rate, but also the extent of absorption, as evidence by the high correlation
observed with the parameter AUC, and proposed that the ratio Cmax/AUC should be
better reflect the absorption rate.

In this study, geometric means and 90% CI for test/reference ratios for either
Cmax/AUC or Cmax alone were entirely included into the 80-125% range. Based on
these results, the conclusions on the presence of bioequivalence for the rate of
absorption are in opposition with the finding of significant differences observed in
tmax between the formulations.

The EU guidelines state that assessment of tmax, as an index of rate of
absorption, “only makes sense if there is a clinical relevant claim for rapid release or
action or signs for a relation to adverse effects” [32].

As shown in table 3., the mean tmax values for two 40 mg pantoprazole tablet
formulations are 2.3 and 2.5h with wide intervals 1-5h for both formulations.

In conclusion, the application of either parametric or non-parametric statistics
reveals the presence of bioequivalence between both pantoprazole formulations for
the rate and extent of absorption as required by the U.S Food and Drug

Administration Regulatories [1985,1993].
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Fig.1 Selected ion chromatograms (MRM) showing peak retention times. (a)

Pantoprazole (MRM of two channels; ES+ 366.10 > 91.50). (b) Carbamazepine

(MRM of two channels; ES+ 236.89 > 194.09). (c) TIC = Pantoprazole (MRM:

366.10 > 91.50) and Carbamazepine (MRM: 236.89 > 194.09).
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Fig.2 Pantoprazole concentration-versus-time curve. The data are the mean + SD of

22 volunteers.
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Between-run plasma quality

Within-run plasma guality

control report control report
* %
Level (ngijwl) 120 800 3000 120 800 3606
n 34 39 34 7 8 7

Mean

SD
3 RSD (%)

b RE (%)

1228 - 7562 564.2
18.4 112.2 82.9
14.9 14.8 14.6

23 -5.4 -3.9

117.6 765.7 595.1

10.1 73.5 65.2
8.6 9.6 10.9
-19 4.2 -0.8

@ Precision was determined as-the relative standard deviation, RSD(%) = 100(SD/M).

b

Accuracy was determined as the percent relative error. RE(%) = 100(E-T)*(100/T).

* Quality control sample concentration was diluted to 1:5 for quantification.

Table 1. Analytical quality controls report of pantoprazole.

206 Copitule II - Estudo de Bioequivaléncia de duas formulagdes de comprimidos de pentoprazol em
voluntdrios sadios de ambos os sexos



Parameter Pantoprazol = Pantozol &
homL ]
A5C10-12)(0g ) 949.9 908.7
Geom. Mean 726212426 683.5 - 1208.1
90% IC
homL!
ASC[0-co](mgh.mL™) 971.2 1071.1
Geom. Mean 755.6 - 1247.3 831.0 ~ 1380.0
90% IC
hmL!
cmax (g bl 5242 525.2
90% IC 416.8-659.1 400.1 - 689.5
Cmax/ ASC{0~I2] (pg.h.mL_i) 0.6 0.6
Geom. Mean 05-0.7 0.6-0.7
90% 1C
typ ()
Geom. Mean 0.949 0.882
00% IC 0.797 ~ 1130.0 0.725 - 1073.0
Ke (™) 0.729 0.775
. M - -
S(;ff;c e 0.614 - 0.867 0.642 — 0.936
Trax @
Median 2.3 2.5
R_a_nge I .0 - 5-0 1‘0 - 5.0

* Merck Pharmaceuticals Inc., Brazil
& Byk Chemical and Pharmaceuticals Inc., Brazil
AUC, area under the curve; Ke, elimination rate constant; ty s, half-life

Tabie 2. Mean pharmacokinetic parameters obtained from 22 volunteers after

administration of each pantoprazole tablet formulation (40mg).
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Parameter

Pantoprazel/Pantozol % ratios

Parametric Non-Parametric *
—1
A5Cro.12)(rg hmL™) 105.5 104.3
Geom. Mean 952-116.8 93.9-117.7
90% IC
-1
ASC[0-coj(ng hmL™) 102.6 102.0
Geom. Mean 91.5-115.1 89.1—114.8
90% IC
oL
g?oarfl(nMgeanmL ) 99.8 98.9
00% 1C 8821128 883 ~114.2
-1
Cmax / ASClg. 12} (ng.h.mL™") 105.6 105.4
Geom. Mean 99.7-111.9 9791124
90% IC
tyn (h)
Geom_ Mean 108.5 106.1
90% IC 89.9-130.8 96.6~ 118.3
Ke (!
o l&m 107.0 1055
90% IC 89.4-128.0 93.4~118.0
tmax ()
Median Range -0.542° -5.00
00% 1C -1.057-0.027 ¢ -1.25 - 0.00

? According to Hauschke et. al. [19] and the FDA [15,16], non-parametric results are expressed as point estimate

and 90% CI of individual ratios, except for tmax (expressed as point estimate and 90% CI of individual
differences)

® Arithmetic mean of individual differences
€80% CI of individual differences

Table 3. Statistical analysis of individual AUC(O_I 2h)» AUC(O_OO), Cmax,

Cmax/AUCn_ , Ke, t ratios and individual differences, for the two
(0-12h) 12 tmax

pantoprazole formulations.
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Legends
Figures

Fig.1. Selected ion chromatograms (MRM) showing peak retention times. (a)

Pantoprazole (MRM of two channels; ES+ 366.10 > 91.50). (b) Carbamazepine
(MRM of two channels; ES+ 236.89 > 194.09). (c) TIC = Pantoprazole (MRM :

366.10 > 91.50) and Carbamazepine (MRM: 236.89 > 194.09).

Fig.2. Pantoprazole concentration-versus-time curve. The data are the mean + SD of

22 volunteers.

Tables
Table 1. Analytical quality controls report of pantoprazole.

Table 2. Mean pharmacokinetic parameters obtained from 22 volunteers after

administration of each pantoprazole tablet formulation (40mg).

Table 3. Statistical analysis of individual AUC(g.2p)y AUC(g.) Crmax,

Cmax/AUC(Q,uh), Ke, ty/p ratios and t,,.. individual differences, for the two

pantoprazole formulations,
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