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RESUMO

i}



Objetivo: Desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo de
levocetirizina em plasma humano. Além disso, a biodisponibilidade relativa de uma
formulacdo contendo 5 mg de dicloridrato de levocetirizina (formulagao teste e
formulacdo referéncia produzida por Farmalab Indastrias Quimicas e
Farmacéuticas Ltda.) foi avaliada em trinta e seis voluntarios sadios de ambos o0s

Sexos.

Método: O plano de estudo utilizado foi aberto, randomizado, cruzado com um
intervalo de washout de 7 dias. As amostras de plasma foram obtidas por um
periodo de 48 horas. As concentracbes plasmaticas de levocetirizina foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (HPLC-MS/MS), com modo de ionizagao electrospray positivo usando
um monitoramento de reacao simples (SRM). O método analitico foi validado
considerando os seguintes parametros: especificidade, linearidade, precisao,
exatiddo, recuperagédo e estabilidades de acordo com a RE n°899/03 (ANVISA).
Das curvas de concentracdao plasmatica versus o tempo para levocetirizina, os

seguintes parametros farmacocinéticos foram obtidos: ASCy.4gh, ASCo.inf € Cmax-

Resultados: A curva de calibragao foi linear de 0,5 a 500,0 ng/mL. O método
obteve uma corrida cromatografica de 2,0 minutos usando uma coluna POLARIS
C18 (8 um, 50 mm x 2,0 mm). A precisao inter-corrida dos controles de qualidade
foi 4,76% (CQB 1,5 ng/mL), 7,14% (CQM 200,0 ng/mL) e 3,78% (CQA 400,0
ng/mL). A exatidao inter-corrida dos controles de qualidade acima mencionados foi
de 98,00%, 99.63% e 97,84%, respectivamente. A razdo das medias geométricas
dos dois medicamentos (teste e referéncia) e o intervalo de confianga (IC) foram
respectivamente: 101,11% (90% IC= 97,42% - 104,93%) para ASCo.4gn, 101,17%
(90% IC= 97,49% - 104,99%) para ASCo.int, 99,43% (90% IC= 94,29% - 104,86%)

para Cmax-

Conclusdo: O método analitico mostrou-se preciso, exato e rapido para
quantificacdo de levocetirizina em plasma humano. Desde que os IC 90% para
ASCo.4sh, ASCo.int € Cmax apresentaram-se dentro do intervalo de 80-125%

proposto pela ANVISA, foi concluido que a formulagéo teste Levocetirizina 5 mg é

Resumo
XXXVii



bioequivalente a formulacdo Zyxem® fabricada pelo laboratério Farmalab
Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda.

Palavras-Chave: Levocetirizina, Biodisponibilidade Relativa, Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia e Espectrometria de Massas.

Resumo
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ABSTRACT
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Objective: To develop and validate an analytical method for levocetirizina
quantification in human plasma. Moreover, it was evaluated the relative
bioavailability of a levocetirizine dichloridrate 5 mg tablet formulation (test
formulation vs reference formulation from Farmalab Ltda.) in 36 healthy volunteers
of both sexes.

Methods: The study was conducted using an open, randomized, two-period
crossover design with 7 days washout period between doses. Plasma samples
were obtained over a 48 h period. Plasma levocetirizine concentrations were
analyzed by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) with positive ion electrospray ionization using single reaction
monitoring (SRM). The analytical method was validated considering specificity,
linearity, precision, accuracy, recovery and stabilities parameters according to RE
n°899/03 (ANVISA). From the levocetirizine plasma concentration vs time curves,
the following pharmacokinetic parameters were obtained: AUCy.48h, AUCq.inf € Cmax-

Results: The calibration curve was linear over de range from 0,5 to 500,0 ng/mL.
The method chromatographic run was 2,0 minutes using a POLARIS C18 column
(3 um, 50 mm x 2,0 mm). The between-run precision of quality controls was 4,76%
(CQB 1,5 ng/mL), 7,14% (CQM 200,0 ng/mL) e 3,78% (CQA 400,0 ng/mL). The
between-run accuracy for the above mentioned quality controls was 98,00%,
99.63% e 97,84% respectively.The limit of quantification was 0.5 ng/mL. The
geometric mean ratio of both formulations (test and reference) and respective 90%
confidence interval (Cl) were: 101,11% (90% Cl= 97,42% - 104,93%) for AUCy.4sh,
101,17% (90% Cl= 97,49% - 104,99%) for AUCq.int, 99,43% (90% Cl= 94,29% -
104,86%) for Cmax-

Conclusion: The analytical method has proven to be precise, accurate and fast to
levocetirizina quantification in human plasma. Since the 90% CI for AUCO0-48h,
AUCO-inf and Cmax ratios were within the 80-125% interval proposed by the
ANVISA, it was concluded that levocetirizine formulation elaborated by Eurofarma
Laboratérios Ltda. is bioquivalent to Zyxem® formulation.

Key Words: Levocetirizine, Relative Bioavailability, High Performance Liquid
Chromatography, Tandem Mass Spectrometry.
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Durante muito tempo a industria farmacéutica ndo percebeu a
importancia da disponibilidade biolégica das substancias a partir das formas
farmacéuticas. Os formuladores ficavam satisfeitos quando se cumpriam as
especificacoes pré-determinadas nos testes fisicos e quimicos tradicionais.
(Aiache et al, 1983)

Um farmaco administrado como comprimido ou outra forma
farmacéutica, deve ser liberado e atingir o sitio de acdo no seu estado ativo para
que possa exercer uma resposta farmacoldgica. As propriedades fisico-quimicas
da substancia ativa, a tecnologia de preparacdo, as caracteristicas da forma
farmacéutica na qual € administrada e os fatores fisiolégicos que controlam a
absorcao, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo dos farmacos devem ser
considerados, objetivando formular agentes terapéuticos efetivos e seguros.
(Aiache et al, 1983)

O conceito de disponibilidade da substancia ativa a partir de um
medicamento nasceu da observacdo da ndo equivaléncia terapéutica entre
especialidades farmacéuticas, até o momento considerados como substituiveis,
devido a presenca do mesmo farmaco, na mesma dose unitaria, na mesma forma
farmacéutica. A dificuldade, e as vezes, a impossibilidade de realizar comparagdes
rigorosas dos resultados terapéuticos dos medicamentos considerados
equivalentes conduziu a necessidade de determinar sua biodisponibilidade antes

de admitir que sao equivalentes e substituiveis entre si. (Aiache et al, 1983)

1.1- Bioequivaléncia

A bioequivaléncia ou biodisponibilidade relativa conquistou atencao
crescente nos ultimos 30 anos apds evidéncias de que produtos comerciais
contendo a mesma dosagem do farmaco ou parte ativa, podem exibir diferencas
pronunciadas na resposta terapéutica. (Horvitz, 1975; Smith, 1972)
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A introducdo de medicamentos genéricos foi um fator importante que
trouxe a tona preocupacgdes sobre a biodisponibilidade desses produtos, uma vez
que o seu desempenho in vivo era totalmente desconhecido. (Horvitz, 1975;
Smith, 1972)

Os ensaios de bioequivaléncia sdo obrigatérios para dois tipos de
situacoes: alteragcdo de uma formulacdo ja existente no mercado ou versdes
genéricas de um produto inovador. Desta forma, o Unico objetivo desse estudo é
obter evidéncia de que nao ha diferenca significativa entre a formulacao teste e a
formulacdo referéncia quanto aos parametros farmacocinéticos: Cmax € ASC.
(Arancibia, 1991; Jackson, 1994; Vernengo, 1993)

De acordo com a Resolugdo RDC n° 16 de 02 de Margco de 2007 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2007), dois medicamentos sao
ditos bioequivalentes quando s&o administrados na mesma dose molar, nas
mesmas condigdes experimentais e ndo apresentam diferencas estatisticamente

significativas em relacao a biodisponibilidade.

Além disso, um medicamento bioequivalente deve ser considerado
equivalente farmacéutico, ou seja, conter o mesmo farmaco, isto é, sal ou éster da
mesma molécula ativa, na mesma quantidade e forma farmacéutica, podendo ou
nao conter excipientes idénticos. (ANVISA, RDC n®16 - 2007).

Entretanto, assumia-se que equivalentes farmacéuticos eram
necessariamente equivalentes terapéuticos. Um produto farmacéutico é
terapeuticamente equivalente a outro se este contiver a mesma substancia ativa e
comprovar clinicamente que possui a mesma eficacia e seguranca estabelecidas

através de ensaios clinicos. (Metzler, 1974)

Assim, foi demonstrado que a hipétese de que equivalentes
farmacéuticos eram terapeuticamente semelhantes estava equivocada. Desde
entdo, tornou-se cada vez maior o interesse em estudos clinicos que garantissem

a eficacia e seguranga clinica dos medicamentos. Diante disso, o estudo de
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biodisponibilidade relativa foi instituido na pratica médica como uma forma de
assegurar a eficacia, seguranca e qualidade do medicamento genérico.
(Metzler, 1974)

No Brasil, os estudos de bioequivaléncia devem ser realizados para
aqueles medicamentos cujos testes “in vitro” comprovam a equivaléncia
farmacéutica entre as formulagdes, e deve-se utilizar os mesmos lotes testados na

equivaléncia farmacéutica. (Soares, 2002)

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), produtos
farmacéuticos sao considerados equivalentes terapéuticos somente se eles sao
equivalentes farmacéuticos e se deles pode-se esperar obter o mesmo efeito
clinico e perfil de seguranca quando administrado para pacientes sob condicbes
especificas (ANVISA, RDC n®16 - 2007).

Os estudos de bioequivaléncia podem ser estudos abertos e cruzados
ou em algumas situagdes especiais podem ser feitos em paralelo. Durante a
realizacdo do estudo, aos voluntarios sdao administrados a formulacao teste e a
formulagdo referéncia aleatoriamente em periodos distintos, e sdo realizados
geralmente em uma populacdo pequena de voluntarios adultos e sadios.
(Bennett, 1999)

A utilizacdo de voluntarios sadios é baseada no fato de que diversas
doengas podem alterar a biodisponibilidade dos farmacos. Para evitar essas
variaveis, os voluntarios sao submetidos a avaliagdes clinicas e laboratoriais para

que possam comprovar o seu estado de higidez. (Gibaldi, 1991)

Geralmente, doses Unicas dos medicamentos teste e referéncia sao
administrados em periodos diferentes, com o0 segundo produto somente
administrado depois de um intervalo adequado (washout) para garantir que nao
haja um efeito residual do primeiro farmaco administrado, o que aumentaria
artificialmente os resultados (Ansel et al, 2000). As amostras sanguineas sao
coletadas para a quantificacdo antes (t= 0 h) e apdés a administracdo (demais
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tempos de coletas) de cada formulagdo e em intervalos pré-estabelecidos para
obtencdo dos perfis farmacocinéticos, necessarios para se determinar a

bioequivaléncia.

1.1.1- Parametros para Avaliacao da Bioequivaléncia.

Para a avaliagdo da biodisponibilidade relativa de dois medicamentos
sao determinados os parametros farmacocinéticos que melhor se correlacionam
com os efeitos terapéuticos no organismo. (Storpirtis, 1994). Estes parametros
relacionam-se com a quantidade de farmaco absorvida e a velocidade do

processo de absorcao. (Storpirtis e Consiglieri, 1995)

Os parametros farmacocinéticos sao obtidos das curvas de
concentracdo sanguinea do farmaco versus tempo, e analisado estatisticamente

para determinacao da bioequivaléncia.
Os seguintes parametros farmacocinéticos devem ser determinados:

a) Area sob a Curva da Concentragdo Plasmatica versus Tempo (ASC):
relaciona-se com a quantidade ou a extensédo de absorcédo do farmaco. Pode ser
calculado pelo método trapezoidal e expresso em unidades de concentracao

vezes tempo.

al) Area sob a Curva da Concentragdo Plasmatica versus Tempo, de
zero ao tempo t (ASCy.): relaciona-se com a quantidade do farmaco absorvida do

tempo zero ao tempo t, onde t € a ultima coleta determinada experimentalmente.

a2) Area sob a Curva da Concentragdo Plasmatica versus Tempo, de
zero ao infinito (ASCo.inf): relaciona-se com a quantidade ou a extensdo de
absorcao do farmaco do tempo zero projetado até o infinito.

b) Concentracao Maxima Atingida no Plasma (Cnax): concentracao mais
elevada do farmaco atingida na circulagdo sanguinea apds sua administragcéo.
Relaciona-se com a intensidade da resposta farmacologia. O Cax ideal deve estar

dentro da janela terapéutica.
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c) Meia Vida de Eliminacdo do Farmaco (ti): representa o tempo em
que a concentracdo do farmaco no plasma € reduzido a metade. Calcula-se
através do logaritmo neperiano (In) de 2 (In2= 0,693) dividido pela constante de

eliminacao t.= In2/Ke*.

d) Tempo correspondente a Concentragcdo Maxima Atingida no Plasma
(Tmax): tempo correspondente para que o farmaco atinja a concentracdo maxima
(Cmax)-

* A constante de eliminacao (ke) foi calculada com o valor absoluto do coeficiente
angular da reta ajustada por minimos quadrados aos quatro (ou pelo menos trés)
ultimos valores quantificaveis log-transformados (logaritmo natural) das
concentracdes : ASCo.int = ASCo.1 + Cur/ke.

1.2- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE / HPLC)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo de
compostos. Ela esta fundamentada na migracao diferencial dos componentes de
uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagbes, entre duas fases

imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. (Lough e Wainer, 1995)

A grande variedade de combinagdes entre fases mdveis e estacionarias
a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo. (Lough e
Wainer, 1995)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) surgiu como a
aplicagdo de cromatografia liquida as teorias e instrumentagées desenvolvidas
originalmente para cromatografia gasosa. (Lough e Wainer, 1995)

Baseando-se na teoria da cromatografia gasosa, de que a eficiéncia de
uma separagao aumenta com a diminuicdo do tamanho da particula da fase
estacionaria, surgiu na década de 60, a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
(Lough e Wainer, 1995)
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1.2.1- Detectores para CLAE

A funcéao destes equipamentos é a deteccao dos compostos vindos do
eluente da coluna. Tipos de detectores:

e UV - Visivel;

e Fluorescéncia;

e indice de Refracao;

¢ Infra-vermelho;

e Eletroquimicos;

e Espectrometria de massas.

O espectrémetro de massas é um detector universal, que apresenta alta
sensibilidade, fornece a massa molecular dos solutos e permite a elucidagao
estrutural destes. (Lloyd, 1995)

Pode ser utilizado como um detector extremamente seletivo, fixando-se
um ion molecular. A utilizagdo de MS-MS permite a fragmentacdo dos ions ja
formados, fornecendo informagdes estruturais e aumentando a seletividade. E o

detector ideal para estudos de bioequivaléncia. (Lloyd, 1995)

Devido a incompatibilidade entre o fluxo liquido vindo da coluna e o alto
vacuo existente em tais equipamentos, € necessaria a utilizacdo de uma interface
(Lloyd, 1995). No presente estudo utilizou-se o electrospray (ESI) como interface e
método de ionizagao.

Na técnica de ionizacao por electrospray (ESI), o eluente proveniente
da coluna cromatogréafica é conduzido por um tubo capilar metdlico ao qual é
aplicado um alto potencial elétrico (positivo ou negativo), que leva a separacao de
cargas do solvente, podendo também haver dissociacdao ibnica do farmaco de
interesse, dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas. Ao deixar o capilar,
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o liquido é vaporizado, formando mindsculas goticulas carregadas eletricamente
que, por sua vez, sdo submetidas a um fluxo de nitrogénio, destinado a

evaporacgao do solvente. (Kauppila T, 2004a)

A literatura relata varias técnicas de quantificacdo de cetirizina
(mistura racémica) em plasma tais como, Eletroforese Capilar com um limite de
quantificacdo de 10 ng/mL e tempo de retencdo de 7,1 minutos
(Kowalski et al, 2007); Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a UV-Vis
com um limite de quantificacdo de 10 ng/mL e tempo de retencéao de 8
minutos (Macek et al, 1999) e limite de quantificacdo de 10 ng/mL e tempo de
retencdo de 1,69 minutos (Zaater et al, 1999); Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a espectrémetro de massas com limite de quantificacao de 1,0
ng/mL e tempo de retengdo de 7,7 minutos (Ming et al, 2006) e limite de
quantificacdo de 0,5 ng/mL e tempo de retencdo de 1,87 minutos
(Jager et al, 2002).

1.3- Levocetirizina

A levocetirizina, 2-[2-[4-[( R)-(4-clorofenil)-fenil-metil] piperazinil-1-il]etoxi]
acido acético, cuja formula molecular & Cz1H25CIN2O3, tem peso molecular de
388.89. (The Merck Index, 1996)
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Figura 1- Estrutura quimica da Levocetirizina.
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A Levocetirizina é um seletivo antihistaminico de segunda geracao,
sendo o R-enantibmero da cetirizina e sua dose wusual 5 mg/dia.
(Hair e Scott, 2006)

Os antihistaminicos de primeira geracdo (como Hidroxizina, Clemastina
e Cetotifeno) possuem como efeito colateral a sonoléncia. Ja os antihistaminicos
de segunda geracdo (Ebastina, Fexofenadina, Loratadina e Levocetirizina)
possuem esse efeito sedativo bem menos acentuado. (Hang et al, 2003.)

Nas figuras 2, 3 e 4 sdo apresentadas as estruturas quimicas de alguns
antihistaminicos de primeira geracao e nas figuras 5, 6 e 7 sdo apresentadas as
estruturas quimicas de alguns antihistaminicos de segunda geracao (The Merck
Index, 1996):

/
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Figura 2- Estrutura Quimica Figura 3- Estrutura Quimica Figura 4- Estrutura Quimica
da Hidroxizina da Clemastina do Cetotifeno
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Figura 5- Estrutura Quimica Figura 6- Estrutura Quimica Figura 7- Estrutura Quimica
da Ebastina da Fexofenadina da Loratadina

Pode-se notar através das estruturas quimicas que os antihistaminicos

de primeira e segunda geracdes sao quimicamente semelhantes.
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1.3.1- Indicagéo Terapéutica da Levocetirizina

A levocetirizina é indicada em casos alérgicos. Alergia € uma reacao de

hipersensibilidade a uma substancia exégena. (Hang et al, 2003.)

Ocorre hipersensibilidade (alergia) em individuo que apresenta resposta
mediada predominantemente por anticorpos. Nesses individuos, o material
antigénico, que nao é, em si nocivo (como poélen, poeira doméstica, certos
produtos alimentares e algumas substancias), desencadeia a producdo de
anticorpos do tipo IgE, que se fixam aos mastécitos e, no pulmao, aos eosindfilos.
(Hang et al, 2003.)

O contato subseqliente com o material provoca liberagcao de histamina,
PAF, eicosandides e citocinas dos mastocitos, causando dilatagdo dos vasos
sanguineos locais, atracdo de eosindéfilos e neutréfilos para o sitio reativo,
aumento da permeabilidade dos capilares com perda de liquido nos tecidos e
contracdo das células musculares lisas locais. Os efeitos podem ser localizados,
limitando-se ao nariz (febre do feno), a arvore brénquica (asma), a pele (urticaria)
ou ao trato gastrintestinal. Em alguns casos, a reacdo € mais generalizada e

provoca choque anafilatico. (Gilman et al, 2007; Hang et al, 2003)

1.3.2- Farmacocinética

A levocetirizina € um antihistaminico livre de efeitos colinérgicos e baixo

potencial sedativo. (Hair e Scott, 2006)

Através de estudos realizados com cetoconazol, eritromicina,
azitromicina, cimetidina e pseudoefedrina, demonstrou-se que estes farmacos nao

interagem com a levocetirizina e vice-versa. (Benedetti et al, 2001)

A disposicao da levocetirizina é similar quando administrada como o
enantiémero Gnico ou como o racemato. E fracamente metabolizada e ndo possui

nenhum efeito nas atividades do citocromo (CYP) do figado. Deste modo, nenhum
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estudo de interagcdo especifica droga-droga foi conduzido com a levocetirizina.
(Hair e Scott, 2006)

Cerca de 86% da dose administrada é excretada de forma inalterada
pelos rins. A levocetirizina é excretada tanto por filiragdo glomerular como por
secrecao tubular. (Hair e Scott, 2006)

A levocetirizina é rapidamente absorvida ap6s administracdo oral de
5 mg, o pico de concentracao plasmatica (aproximadamente 270,0 ng/mL) é
atingido em 0,75 horas (Tmax). Esse farmaco tem uma alta taxa de ligacao a
proteinas plasmaticas, cerca de 92.6% e sua meia vida de eliminacao (T) é de
7 horas. (Hair e Scott, 2006)

N&ao ocorre inversao quiral no organismo pois, apds uma dose oral de 5
mg de dicloridrato de levocetirizina, ndo foi detectado presenca de dextrocetirizina
no plasma ou urina dos voluntarios que receberam a levocetirizina.
(Tillement et al, 2003).
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Desenvolver e validar um método analitico sensivel, rapido e especifico

para quantificacéo de levocetirizina em plasma humano.
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3.1- Etapa Clinica
3.1.1- Plano do estudo

O estudo foi aberto, aleatorizado, cruzado, com 2 tratamentos,
2 sequéncias, 2 periodos, nos quais 0s voluntarios receberam, em cada periodo, a
formulacdo teste ou a formulagao referéncia. A sequiéncia de tratamento atribuida
a cada voluntario nos periodos de estudo foi determinada por uma tabela de
aleatorizacédo (Anexo 1) gerada automaticamente pelo sistema PROC PLAN 9.1.3.

Os voluntarios receberam em cada um dos periodos do estudo, 01
comprimido contendo 5 mg de dicloridrato de levocetirizina, por via oral € em dose
Unica, com um copo de agua mineral sem gas (200 mL). Logo apds, foram
realizadas as coletas das amostras de sangue em tempos pré-determinados,
onde, o ultimo tempo de coleta de amostra deveria ser de 3 a 5 meias vidas de
eliminagdo do farmaco e os periodos de tratamentos deveriam obedecer um

intervalo minimo de 7 meias vidas de eliminagao do farmaco.

3.1.2- Populacéao do estudo

Foram selecionados 36 voluntarios sadios, adultos, ambos os sexos,
com idade entre 18 a 50 anos, com indice de massa corporea maior que 19 e
menor que 28,5.

A tabela 1 apresenta os valores da média, desvio padrdo, minimo,
mediana e maximo para a altura, peso, indice de massa corpérea (IMC) e idade
dos 36 voluntarios que participaram deste estudo.
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Tabela 1- Dados da

populacéo do estudo:

N. de . Desvio ) . o
Variavel . Média B Minimo Mediana Maximo
voluntarios Padrédo
Altura (m) 36 1,7 0,1 1,5 1,7 1,8
Peso (Kg) 36 66,4 9,0 47,0 66,2 86,0
IMC 36 23,5 2,4 19,0 23,5 28,1
Idade (anos) 36 28,8 7,8 18,0 27,0 43,0

O voluntario 08 ndo compareceu na noite do confinamento do periodo

02 por simples abandono. A etapa clinica foi entdo finalizada com 35 voluntarios.

Foram realizados exames fisicos e laboratoriais para atestar que os

voluntarios estivessem em boas condi¢cdes de saude. Nao houve restricdo quanto

ao grupo étnico.

3.1.3- Exames Laboratoriais

Para fins de avaliacdo das condicdes de saude, os voluntarios

realizaram os testes apresentados na tabela 2:

Tabela 2- Exames laboratoriais realizados pelos voluntarios participantes do

estudo:

Categoria

Exames

ECG

Andlise hematoldgica

Analise bioguimica

Urina
Fezes

Sorologia

B-HCG*

ECG padrao com 12 derivacoes.

Hemoglobina, hematdécrito, contagem total e diferencial de leucdcitos,

contagem de glébulos vermelhos, contagem de plaquetas.

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

jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total, triglicérides, acido

arico, yGT.
Sumaério de urina (urina ).

Protoparasitolégico.

Andlise sorolégica para hepatite B, hepatite C e HIV (1+2).

Teste de gravidez.

* Somente para as mulheres.
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Os resultados dos exames laboratoriais foram considerados normais
quando dentro da faixa de normalidade declarada pelo laboratério.

Antes da admissdo no estudo, os voluntarios submeteram-se a um
exame clinico, que foi explicitamente documentado no Formulario de Relato de
Caso (CRFs), englobando a revisdo dos itens apresentados na tabela 3:

Tabela 3- Alterac6es consideradas na avaliagao clinica:

Categoria Exames

Alergias; olhos, nariz e garganta; sistemas respiratério,

cardiovascular, gastrointestinal, genito-urinario, nervoso central,
Histéria Médica hematopoiético-linfatico, enddcrino, dermatoldgico,

musculoesquelético, estabilidade emocional, histéria familiar,

cirurgica.

Olhos, orelhas, nariz, garganta, pescog¢o (incluindo tiretide),
Exame fisico coracdo, pulmodes, abdébmen (incluindo figado e bago), pele,

linfonodos, sistema nervoso, esqueleto e musculos.

Pressao arterial (medida 5 minutos apds descanso, na posicao
Dados antropométricos sentada); pulso; altura; peso — (roupas leves); indice de massa

corpérea; temperatura em °C.

A presséo arterial foi considerada como normal dentro dos seguintes
limites: 90-140 mm Hg para a sistélica e 60-90 mm Hg para a diastélica e o pulso
dentro de 50-90 b.p.m. foi considerado normal. Os resultados dos exames clinicos
estdo apresentados no Anexo 2.

Os exames clinicos (histérico médico, exame fisico, dados
antropométricos) foram realizados em um periodo ndo superior a 30 dias
anteriores a primeira administracdo da medicacao e exames laboratoriais em um
periodo ndo superior a 60 dias (com excecdo do B-HCG, para mulheres, que séao
30 dias). Os exames sorolégicos puderam ser realizados até 06 meses antes da
primeira administracdo da medicacao.
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3.1.4- Critérios de inclusdo do voluntario
¢ Mulheres nao gravidas e que nao estejam amamentando;
e |dade entre 18 a 50 anos;

¢ Voluntario com indice de massa corp6rea maior que 19 e menor que
28.5;

¢ Voluntario examinado e considerado com boas condi¢cées de saude
ou sem doencas significativas, a juizo de um profissional legalmente
habilitado, de acordo com as regras definidas no Protocolo e
avaliagbes a que foi submetido: historia clinica, medidas de pressao

e pulso, exame fisico, ECG e exames laboratoriais complementares;

e Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os
riscos e efeitos adversos, com a intencdo de cooperar com 0
pesquisador e agir de acordo com o0s requerimentos de todo o
ensaio, o que foi confirmado mediante a assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.1.5- Critérios de exclusao do voluntario
3.1.5.1- Problemas relacionados ao farmaco:

¢ Voluntario com hipersensibilidade ao farmaco em estudo (dicloridrato

de levocetirizina) ou a compostos quimicamente relacionados.

3.1.5.2- Doencas ou problemas de saude:

e Histéria ou presenca de doencas hepaticas ou gastrintestinais ou
outra condicdo que interfira com absorcao, distribuicdo, excrecao ou
metabolismo da droga;
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e Doenca hepatica, renal, pulmonar, gastrintestinal, epilética,

hematolégica ou psiquiatrica; hipo ou hipertensdo de qualquer
etiologia que necessite de tratamento farmacolédgico; tem histéria ou

teve infarto do miocéardio, angina e/ou insuficiéncia cardiaca;

Achados eletrocardiograficos nao recomendados a critério do

investigador para participacao no estudo;

Os resultados dos exames laboratoriais fora dos valores
considerados normais de acordo com as normas do Protocolo, a
menos que sejam considerados clinicamente irrelevantes pelo

investigador.

3.1.5.3- Habitos e dependéncias
e Voluntario é fumante;
¢ O voluntario ingere mais do que 05 xicaras de café ou cha por dia;

e Tem histdria de abuso de alcool ou drogas.

3.1.5.4- Condi¢des encontradas nos dias/meses que antecedem o

estudo:

e Fez uso de medicacdo regular dentro das 02 semanas que

antecedem o inicio do tratamento e a data de avaliacao; ou fez uso

de qualquer medicagéo dentro de uma semana por via oral;

Foi internado por qualquer motivo entre 08 semanas do inicio do
primeiro periodo de tratamento deste estudo e a data da avaliagéo;

Tratamento dentro dos 03 meses prévios ao estudo com qualquer
droga conhecida de ter um potencial toxico definido nos grandes

orgaos;
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O voluntéario participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu
qualquer droga experimental dentro dos 03 meses que antecederam

0 inicio deste estudo e a data da avaliacao;

¢ O voluntario doou ou perdeu 450 mL ou mais de sangue dentro dos
03 primeiros meses que antecederam ao estudo ou que doou ou
perdeu mais de 1500 mL dentro dos 12 meses entre o inicio do
tratamento e a data de avaliacao;

e Uso de alcool nas 48 horas antecedentes a admissao ao estudo e ao

longo do periodo de estudo;

Histéria de drogas de abuso.

3.1.5.5- Outras Condigcdes

e Historia de reacdes adversas sérias ou hipersensibilidade a qualquer

droga;
e Teste positivo de gravidez para as voluntarias mulheres;

¢ O voluntario tem qualquer condicdo que o impede de participar do
estudo pelo julgamento do investigador.

3.1.6- Dieta

Nao foi permitido, desde 48 antes até a Ultima coleta de sangue de

cada internacéao (periodo de tratamento), o consumo dos seguintes produtos:
e Cafeina;
e Bebidas que contenham xantina (cha, café, cola);

e Bebidas alcodlicas.
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Apoés a entrada no hospital, os voluntérios fizeram a ultima refeicdo do
dia, comegando o jejum as 21:00 horas da noite do confinamento até 04 horas
apds a ingestdo da medicacdo. Foi respeitado o jejum de 10 horas até a

administracdo da medicacéao.
Durante o estudo foram servidas as seguintes refei¢coes:
e Jantar na noite do confinamento;

e Entre 04 e 05 horas apds a administracdo da medicacao foi servido

um almocgo padronizado;

e Entre 07 e 08 horas apés a administracdo da medicacao foi servido

um lanche da tarde padronizado;

e Entre 10 e 12 horas apds administragdo da medicacao foi servido um

jantar padronizado;

e Entre 13 e 14 horas apds a administracdo da medicacao foi servida

uma ceia padronizada;

e 24 horas ap6s a administracdo da medicacdo foi servido um
desjejum padronizado.

3.1.6.1- Administracao de Liquidos

Os voluntarios ndo tomaram liquidos (agua) desde 06 horas antes da
administracdo da medicacédo até os hordrios de ingestdo de agua programados,

ver abaixo:
e 200 mL de agua mineral sem gas com a medicacgao,

e 200 mL de agua mineral sem gas 02:00 horas apds a administracao

da medicagao.

Apo6s 02 horas da administracdo da medicacdo a ingestao de agua foi
permitida ad libitum.
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3.1.7- Administracdo da medicacao

O periodo 01 foi iniciado no dia 14/11/2006 e o periodo 02 no dia

21/11/2006, com um intervalo de 07 dias entre os dois periodos.

3.1.8- Cronograma de Coleta de Amostras de Sangue

Foram coletadas amostras de sangue dos voluntarios nos seguintes
tempos: 00:00, 00:15, 00:30, 00:40, 00:50, 01:00, 01:10, 01:20, 01:30, 01:45,
02:00, 02:30, 03:00, 04:00, 06:00, 08:00, 10:00, 12:00, 16:00, 24:00, 36:00 e 48:00
horas.

As amostra de sangue (8 mL) foram coletadas em tubos de
polipropileno contendo o anticoagulante heparina sddica e centrifugadas a
3.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Imediatamente apds a centrifugagdo, um minino
de 2,5 mL de plasma, para cada amostra, foi transferido para o primeiro tubo
criogénico com rosca e o plasma restante para um segundo tubo criogénico com

rosca como uma amostra em duplicata.

Os tubos foram identificados com o numero e codigo de identificacao do
voluntario, periodo do estudo, data da administracdo da droga, tempo de coleta,
nome e 0 numero do estudo e armazenados a -70°C em freezer especifico para

amostras biolégicas.

3.1.9- Aspectos Eticos

O Protocolo Clinico e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Assertiva (Anexo 3). O
estudo foi conduzido de acordo com ICH GCP-Guideline (CPMP/ICH/135/95) e de
acordo com a Declaracdo de Helsinque (1964) e as revisdes de Toquio (1975),
Veneza (1983), Hong Kong (1989), Somerset Oeste (1996) e Edinburgh (2000),
assim como as regulamentagdes locais (Resolucdes 196/96 e 251/97 do CNS-MS,
bem como Resolu¢cao RDC 16/07 da ANVISA).
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3.1.9.1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Os voluntarios receberam uma explicacao da natureza e propdsito do
estudo pelo investigador. Foi de entendimento para o voluntario que o estudo foi
realizado somente para objetivos de pesquisa, sem fornecer algum beneficio
terapéutico para o voluntario. O voluntadrio também foi esclarecido da sua
liberdade de se retirar do estudo a qualquer hora sem se prejudicar. A cada
voluntario foi solicitado que ao concordar em participar do estudo, assinasse o
termo de consentimento para a participacao do estudo. (Anexo 4)

3.1.9.2- Confidencialidade

Os resultados dos testes laboratoriais e exames médicos foram
registrados na ficha clinica do voluntério. Todas as informagdes obtidas durante a
conducao do estudo com respeito ao estado de saude dos voluntarios ficaram
disponiveis para os médicos. Uma cdpia dos exames laboratoriais realizados pré e

pds-estudo clinico foi entregue ao voluntario.

3.2- Etapa Analitica

3.2.1- Materiais utilizados no Desenvolvimento e Validagdo do Método
Bioanalitico

Para o desenvolvimento e validagdo da metodologia bioanalitica foram
utilizados os seguintes aparelhos, padrées quimicos, reagentes e amostras
bioldgicas, descritos nas tabelas 4, 5, 6, 7 e 8.

O padrao de levocetirizina foi fornecido por Symed Labs Limited, lote
numero 0281105. O padrdao de fexofenadina foi fornecido por Ind. Swift
Laboratories Limited, lote numero FEX0503020. Metanol, acido formico e Cloreto

de Sodio foram fornecidos pela Sovereign Brasil. Acetonitrila e diclorometano
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foram fornecidos pela Merse — Produtos para Laboratério. A agua foi purificada
através do Milli-Q Plus (Millipore Industria e Comércio Ltda).

Tabela 4- Materiais e equipamentos utilizados na etapa analitica:

Descricéo Fabricante / Pais de Origem

Pipetas de volume variavel Gilson / Franca
Ponteiras de pipeta descartaveis amarelas e
) Axygen / USA
azuis (volume)
Mesa agitadora (Finemixer)

Fine PCR / Coréia
Misturador (vortex)

Phoenix / USA

Balanca Analitica Precisa CP 225 D Sartorius / Alemanha

Tabela 5- Componentes do HPLC-MS/MS

Descrigao Fabricante / Modelo

Micromass MS / Quattro Premier XE

Peack Scintific / NN30OLA

Espectrometro de Massas
Gerador de Nitrogénio

Bomba Analitica

Waters / Alliance HT 2795
Auto-Injetor

Waters / Alliance HT 2795

Programa Micromass / Mass Lynx 4.1

Tabela 6- Reagentes Quimicos

Descricao

Finalidade

Preparo da fase mével

Acetonitrila (grau HPLC)
Acido Férmico (p.a)
Metanol (grau HPLC)
Agua (purificada através de Milli-Q)

Preparo da fase mével
Preparo da solucdo padrao de Fexofenadina
Preparo da solugéo padréo de Levocetirizina

e Preparo da Fase Movel.
Diclorometano (p.a)

Solvente extrator
Cloreto de Sédio

Extragdo da amostra
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Tabela 7- Padroes

Descricao Finalidade
Levocetirizina Analito
Fexofenadina Padréo interno

Tabela 8- Amostras Bioldgicas

Condicoes

Plasma Humano Normal
Plasma Humano Lipémico

Plasma Humano Hemolisado

3.2.2- Preparo das Solugdes-Padrao

Todas as solugdes padrao preparadas foram transferidas para frascos
de plastico rotulados, com batoque e tampa de rosca e armazenadas na geladeira
a 4°C e substituidas de acordo com os prazos de validade pré-determinados.

3.2.2.1- Solugao Padrédo de Levocetirizina

Uma massa correspondente a 0,00601 g de Dicloridrato de
Levocetirizina (equivalente a 0,00500 g de Levocetirizina) foi cuidadosamente
pesada, colocada em um baldo volumétrico (50 mL) e preparada em agua (Milli-Q)
para a obtencdo de uma solugcao de concentracao 100,0 ug/mL.

3.2.2.2- Solucao de Padrao Interno de Fexofenadina

Uma massa correspondente a 0,00500 g de Fexofenadina foi
cuidadosamente pesada, colocada em um baldo volumétrico (50 mL) e preparada
em metanol para a obtencdo de uma solucdo de concentragdo 100,0 ug/mL. A
partir desta solucédo preparou-se uma solucao de Fexofenadina na concentracao

de 2,0 ug/mL em metanol.
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3.2.3- Fase Movel utilizada no Trabalho

Foram testadas fases mdéveis com diferentes solventes e gradientes de
concentracao. A fase mével que apresentou melhor sinal do farmaco foi
Acetonitrila / Agua Milli-Q / Acido Férmico 88% (80:20:0,1% v/v/v)

A solucédo utilizada como fase mével foi preparada de acordo com a

necessidade e substituida diariamente antes de uma nova corrida analitica.

3.2.3.1- Preparo da fase moével Acetonitrila / Agua Milli-Q / Acido
Formico 88% (80: 20: 0,1 % V/v/v)

Para o preparo de 1000 mL da fase moével adicionou-se em um frasco
de vidro, 800 mL de acetonitrila, 200 mL de agua (Milli-Q) e 1 mL de acido férmico
88%. Apbs homogeneizacao, filtrou-se a solucao.

3.2.4- Preparo da Solugéo de Lavagem da Agulha.

O solvente utilizado na lavagem da agulha foi a fase mével.

3.2.5- Preparo dos padrdes da Curva de Calibracao.

A curva de calibracdo inclui a analise de uma amostra branco (matriz
biolégica isenta de padrao do farmaco e do padrdo interno), uma amostra zero
(matriz biolégica com adicao de padrao interno) e de amostras contendo padrao
do farmaco e padrao interno contemplando a faixa prevista de concentracdes que
se pretende analisar. Os padrbes da curva de calibragdo foram preparados

adicionando-se o analito a ser analisado ao plasma humano.
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Preparou-se uma solugdo mée de levocetirizina 2 pg/mL em plasma
adicionando-se 0,2 mL da solugédo de Levocetirizina 100 pg/mL (em agua milli-Q)

em um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com plasma branco.

Os dados referentes ao preparo dos padrdées da curva de calibragao

estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9- Preparo da Curva de Calibragéo para a Levocetirizina:

Volume pipetado
mL/ Concentracao

Concentracao . Volume
. da Solucéao de Fator de
Nivel Amostra no plasma Final B
Levocetirizina Diluicao
(ng/mL) (mL)
preparada em
plasma (pg/mL)
B Branco 0 - - -
yA Zero 0 - - -
1 Levocetirizina 0,5 0,1 (0,05 pg/mL) 10 1:100
2 Levocetirizina 1,0 0,2 (0,05 pg/mL) 10 1:50
3 Levocetirizina 5,0 1,0 (0,05 png/mL) 10 1:10
4 Levocetirizina 10,0 0,05 (2,0 pg/mL) 10 1:200
5 Levocetirizina 50,0 0,25 (2,0 pug/mL) 10 1:40
6 Levocetirizina 100,0 0,5 (2,0 ug/mL) 10 1:20
7 Levocetirizina 500,0 2,5 (2,0 ng/mL) 10 1:4

Os padrdes da curva de calibracao foram fracionados em aliquotas de
200 plL, armazenados em tubos tipo eppendorff devidamente rotulados e

estocados a -70°C até a sua utilizagao.

3.2.6- Preparo das amostras dos controles de qualidade

Os controles de qualidade (CQ) definidos neste relatério tém 2 objetivos
distintos: Os definidos por LQ sao utilizados para determinar o Limite de
Quantificacdo (LQ) do método analitico. Para sua determinagdo foram feitas
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analises da matriz biolégica contendo concentragdes decrescentes do farmaco até
o menor nivel quantificavel com precisdo e exatidao aceitaveis. Os controles de
qualidade baixo (CQB), controles de qualidade médio (CQM) e os controles de
qualidade alto (CQA) foram utilizados para monitorar a precisao e exatidao do

método de quantificacdo durante os ensaios.

Todas as amostras dos controles de qualidade foram preparadas
adicionando-se o analito a ser analisado ao plasma humano. Os dados referentes
ao preparo das amostras dos controles de qualidade estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10- Preparo dos controles de qualidade para a Levocetirizina:

Volume pipetado (mL)/

Concentracao N . Volume
Concentracao da Solucao . Fator de
caQ Analito no plasma Final L
de Levocetirizina Diluicao
(ng/mL) (mL)
preparada em plasma
LQ Levocetirizina 0,5 0,1 (0,05 pg/mL) 10 1:100
CQB  Levocetirizina 1,5 0,3 (0,05 pg/mL) 10 1:33,3
CQM  Levocetirizina 200 1,0 (2,0 pg/mL) 10 1:10
CQA  Levocetirizina 400 2,0 (2,0 ng/mL) 10 1:5

LQ= Limite de Quantificacdo, CQB= Controle de Qualidade Baixo, CQM= Controle de Qualidade
Médio, CQA= Controle de Qualidade Alto.

As amostras dos controles de qualidade foram fracionadas em aliquotas
de 200 ulL, armazenadas em tubos tipo eppendorff devidamente rotuladas e

estocadas a — 70°C até a sua utilizacéo.

3.2.7- Preparo da Corrida Analitica

O procedimento de extracao das amostras descrito a seguir foi aplicado
nao apenas para as amostras dos voluntarios analisados, mas também para os

padrées das curvas de calibracdo e amostras de controle de qualidade. Para a
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extracdo do analito (Levocetirizina) e do padrdo interno (Fexofenadina) das
amostras biolégicas, os seguintes passos foram seguidos:

1) Em tubos eppendorff colocou-se 200 L de plasma humano, 25 uL
da solugédo do padréo interno (Fexofenadina 2,0 png/mL em metanol).

Agitou-se por 1 minuto em mesa agitadora (velocidade 9).

2) Adicionou-se 50 pL de solucao de NaCl saturada e 1000 uL de
diclorometano gelado. Agitou-se por 5 minutos em mesa agitadora

(velocidade 9).
3) Centrifugou-se as amostras a 13200 rpm, durante 5 minutos, a 4°C.

4) Transferiu-se 700 uL da fase organica para tubos eppendorff,
evaporou-se o solvente sob fluxo de ar comprimido, ressuspendeu-se
o residuo em 200 uL de acetonitrila e agitou-se por 5 minutos na

mesa agitadora (velocidade 9).

5) Transferiu-se as amostras para inserts de vidro descartaveis e, em

seguida, injetou-se aliquotas de 5 uL no sistema cromatografico.

3.2.8- Condi¢des cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna
analitica POLARIS C4g (3 m, 50 mm x 2,0 mm).

O Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia com deteccao por
Espectrometria de Massas sequencial (MS/MS) foi programado para operar com
fluxo de 0,2 mL/min, um volume de injecdo de 5 uL e o tempo total de corrida foi

ajustado para 2,0 min.

Sob essas condigdes, o tempo de retencao observado para o analito e
para o padrao interno foi de 0,91 min. e 0,86 min., respectivamente.
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3.2.9- Condi¢des de deteccao no espectrémetro de massas no modo MS/MS

Os parametros do equipamento utilizados foram: Fonte de ionizacao por
electrospray operando em modo positivo (ESl+) e MRM 388,78 > 200,93 e
502,33 > 466,62 para monitoramento da Levocetirizina e da Fexofenadina
respectivamente. A temperatura da fonte foi de 100° C e dessolvatacédo de 350° C.
O fluxo dos gases do cone e dessolvatacdo foram de 10 e 346 L/h,
respectivamente. Os valores de voltagem do capilar, cone e energia de colisdo
foram, respectivamente, 3,0 KV, 25,0 V e 12,0 eV para a Levocetirizina e 3,0 KV,
30,0 V e 20,0 eV para a Fexofenadina, tendo como pressado de Argbnio para a

dissociacdo 2,75 x 10 mbar.

3.2.10- Validacao do método de quantificacao

Os estudos foram conduzidos em concordancia com o protocolo do

estudo e o guia para validacao de métodos bioanaliticos da ANVISA (RE 899/03).

Os testes foram realizados para demonstrar que o método bioanalitico

proposto é adequado e confiavel.

A validacdo do método constituiu de um pré estudo que avaliou os
paramentros como  sensibilidade, especificidade/seletividade, linearidade,
exatidao, precisao e reprodutividade; definicdo dos parametros do estudo tais
como limite de quantificagdao, concentracao dos padrdes da curva e dos controles

de qualidade, determinacdo da estabilidade do analito.

3.2.10.1- Especificidade/Seletividade

A matriz biolégica para o preparo da curva de calibracdo e dos
controles de qualidade, assim como para as amostras branco e zero devem ser
avaliadas, utilizando os procedimentos de extracdo e as condi¢cdes
cromatograficas propostas, para descartar a presenca de contaminacao.
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Para confirmar a seletividade do método, foram analisadas amostras
“branco” de plasma humano obtidas de seis individuos nas condi¢cdes descritas na
Tabela 11.

Tabela 11- Amostras do fluido biol6gico (plasma)

Individuo Descricao Origem Lote
1 Plasma Humano Normal HUSF 25888/3
2 Plasma Humano Normal HUSF 51494/1
3 Plasma Humano Normal HUSF 155050/4
4 Plasma Humano Normal HUSF 26566/3
5 Plasma Humano Lipémico HUSF 51545/1
6 Plasma Humano Hemolisado HUSF 480160/3

HUSF= Hospital Universitario Sdo Francisco

Cada amostra branco foi testada (Figura 14 a 19), utilizando os
procedimentos de extracdo e as condi¢cdes cromatograficas propostas, para
avaliar interferéncia no tempo de retencdo do farmaco (0,91 min.) ou do padréao
(0,86 min.) interno e os resultados foram comparados com aqueles obtidos com
uma solucdo aquosa do analito a ser analisado em concentracdo proxima ao

Limite de Quantificacao.

3.2.10.2- Curva de calibracao

Para definir a relacao entre a resposta do instrumento e a concentracao
conhecida do analito, foi gerada uma curva de calibracdo com sete padrdes
contendo o farmaco e padrdo interno. As concentracbes dos padrbes foram
definidas em testes preliminares, incluindo a primeira quantificacdo de amostras,
levando-se em consideracdo a sensibilidade do método e a faixa prevista das

concentracdes das amostras a serem determinadas.
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3.2.10.3- Determinacao do limite de quantificacao

O limite de quantificacdo foi definido levando-se em consideracdo a
sensibilidade, seletividade, precisdo e exatiddo do método analitico. Para a
determinacdo do LQ, foram feitas analises da matriz biolégica contendo
concentragbes decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificavel com
precisdo e exatidao aceitaveis. Com isto, tentou-se assegurar que os menores
valores possiveis fossem analisados, por meio de repeticbes de analises, com
valores sucessivamente menores, quando os inicialmente escolhidos fossem
quantificados com precisdo e exatidao aceitaveis. Para avaliar a sensibilidade,
precisdo e exatiddo do método, amostras de controle de qualidade LQ também

foram incluidas no procedimento de validacao.
Os seguintes critérios foram seguidos para a definicdo do LQ:

a) A resposta de pico para o LQ deve ser, no minimo, 5 vezes maior
que qualquer interferéncia na amostra branco no tempo de retencao

do farmaco.

b) O pico de resposta do farmaco no LQ deve ser identificavel e
reprodutivel com precisdo de 20% e exatidao entre 80-120% em
relacdo a concentragdo nominal do padrao, através da analise de, no

minimo, cinco amostras de padroes.

3.2.10.4- Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os
resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na

amostra, dentro de um intervalo especificado. (Brasil, 2003)

A linearidade foi determinada para avaliar a performance do método. As
funcbes de calibragcdo foram calculadas através da razao entre as areas dos picos

da Levocetirizina e do padrao interno Fexofenadina.
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A linearidade da curva de calibracao foi avaliada dentro dos seguintes

critérios:

a) Desvio menor ou igual a 20% em relacao a concentracdo nominal

para o LQ, em pelo menos duas das triplicatas.

b) Desvio menor ou igual a 15% em relagdo a concentragdo nominal
para as outras concentracdes da curva de calibracdo, em pelo

menos duas das triplicatas.

c) No minimo 4 de 7 concentragdes da curva de calibracdo devem
cumprir com os critérios acima descritos, incluindo o LQ e a maior

concentragcao da curva de calibragéo.

d) O coeficiente de correlacdo sera aceito se for igual ou maior do que
0,98.

3.2.10.5- Precisao e exatidao

Para avaliar a precisdo e exatiddao do método, quatro concentracdes
distintas, na faixa esperada de concentragcdes foram analisadas, utilizando-se
determinacdes por concentracdo. A precisdo e exatiddo foram determinadas em
um mesmo lote (precisdo e exatidao intra-lote) e em lotes diferentes (precisao e

exatidao inter-lotes).

3.2.10.6- Determinagao das concentragdes dos controles de qualidade

As concentracbes das amostras controle de qualidade e os critérios
utilizados para a definicdo de tais concentracdes sao apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12- Definicao dos Controles de Qualidade (CQ)

Tipodo Identificacao Definicao de Faixa Valor Definido
ca do CQ (ng/mL)
CcQ-LQ LQ mesma concentragdo do LQ 0,5
CQ baixo CQB Menor ou igual 3 x LQ 1,5
. aproximadamente a média entre CQB e
CQ médio caMm 200,0
CQA
75-90% da maior concentragéo da curva
CQ Alto CQA 400,0

de calibragao
LQ= Limite de Quantificacdo, CQB= Controle de Qualidade Baixo, CQM= Controle de Qualidade
Médio, CQA= Controle de Qualidade Alto.

3.2.10.7- Validacéo intra-lote

A precisao e exatidao intra-lote foram determinadas utilizando-se um

lote contendo as seguintes amostras:

a) Uma curva de calibracdo contendo os padrdes definidos

anteriormente.
b) Cinco amostras de cada controle de qualidade definido acima.

Os seguintes critérios foram seguidos, para que a precisao e exatidao

intra-lote fosse considerada aprovada:

a) Precisédo: para os controles CQB, CQM e CQA o coeficiente de
variagdo (CV) nao deveria exceder 15% e para o LQ, admitiu-se

valores menores ou iguais a 20%.

b) Exatidao: o valor da exatidao para as amostras CQB, CQM e CQA
dentro do desvio de + 15% do valor nominal e para o LQ, admitiu-se

desvios menores ou iguais a 20%.
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3.2.10.8- Validagao inter-lotes

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisao e
exatidao inter-lotes aprovadas:

a) Precisdo: para os controles CQB, CQM e CQA o CV obtido nao
deveria exceder 15% e para o LQ, admitiu-se valores menores ou
iguais a 20%.

b) Exatidao: o valor da exatidao para as amostras CQB, CQM e CQA
dentro do desvio de + 15% do valor nominal e para o LQ, admitiu-se

desvios menores ou iguais a 20%.

3.2.10.9- Validagao da diluicao

O objetivo da validacao da diluicdo é garantir que as possiveis diluicoes
de pontos acima do limite superior da curva de calibracdo apresentem resultados
precisos e exatos. Para avaliacdo da exatiddo e precisdo os controles de
qualidade foram diluidos com plasma branco na proporgéo de 1:1.

3.2.10.10- Recuperacgao

O calculo da recuperacao do farmaco é feito comparando-se as areas
dos picos da Levocetirizina (controles baixo, médio e alto) das amostras extraidas
do plasma com as areas dos picos da Levocetirizina preparada em solucao.

O calculo da recuperacao do padrao interno € feito de maneira anéloga,
ou seja, comparando-se as areas do pico da Fexofenadina extraida do plasma
com as areas dos picos da Fexofenadina preparada em solugdo (amostra nao

extraida) na concentragéo de 2,0 pg/mL
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3.2.11- Testes de Estabilidade

As condicoes de realizacdo dos ensaios de estabilidade devem
reproduzir as reais condicdes de manuseio e analise das amostras. A estabilidade
do analito deve ser avaliada durante a coleta e manuseio da amostra, apds
armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duragédo (& temperatura
ambiente), apos ciclos de degelo e nas condicbes de andlise. Deve-se incluir
também avaliacdo da estabilidade do analito nas solu¢des-padrao, preparadas
com solvente apropriado em concentragdes conhecidas. (BRASIL, 2003a)

3.2.11.1- Estabilidade no tempo e condi¢cdes de analise

Para avaliar a estabilidade do farmaco no tempo e condicoes de
analise, as amostras processadas foram mantidas dentro do auto-injetor, a
temperatura ambiente de 22°C, e cada amostra de controle de qualidade foi

analisada em triplicata nos tempos 0, 2, 4, 8, 12 e 16 horas.

3.2.11.2- Estabilidade do farmaco em ciclos de congelamento e degelo

Para avaliar a estabilidade da Levocetirizina durante trés ciclos de
congelamento e degelo, foram analisadas cinco amostras de cada controle de
qualidade, nas seguintes condicdes; amostras CQB, CQM e CQA (degelo 1): as
amostras foram congeladas a - 70° C e mantidas nesta temperatura por 24 horas.
Apos este tempo, as amostras foram submetidas ao descongelamento natural, a
temperatura ambiente, extraidas e imediatamente analisadas. Depois de
completamente descongeladas, as amostras foram novamente congeladas
a -70°C, mantidas nesta temperatura de 12 a 24 horas e descongeladas
(degelo 2). O mesmo procedimento foi repetido mais uma vez, com o intuito de
completar o 3° ciclo de congelamento e descongelamento (degelo 3).

A estabilidade do analito foi comparada com a respectiva amostra
recém-preparada.
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3.2.11.3- Estabilidade das amostras de plasma néo processadas

Para o teste proposto, cinco aliquotas de cada amostra em trés
diferentes concentracoes foram mantidas antes do preparo a temperatura
ambiente por 6 horas, o qual excede o tempo em que as amostras poderiam ser
mantidas a temperatura ambiente depois de descongeladas até serem extraidas.

A estabilidade do analito foi comparada com a respectiva amostra
recém-preparada.

3.2.11.4- Estabilidade de solucdes padrao

Para avaliar a estabilidade da solugdo padrdo, foram realizadas
analises com solugdes padrao de Levocetirizina 1,0 ug/mL e de
Fexofenadina 1,0 pg/mL recém-preparadas, com solugcbes padrdo que foram
mantidas durante seis horas a temperatura ambiente e amostras dessas solu¢des
que foram armazenadas na geladeira durante 10 dias.

3.2.11.5- Estabilidade de longa duracéo

Para avaliar a estabilidade do farmaco, em plasma, em condi¢des de
longa durag&o, o tempo de armazenamento deve exceder o intervalo de tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra (14/11/06) e a analise da ultima
amostra dos voluntarios (11/01/07). Foram analisadas trés diferentes
concentragbes (CQB, CQM e CQA) em quintuplicata no tempo inicial de coleta
(08/11/06) e apo6s 68 dias (15/01/07), estocadas nas mesmas condi¢cdes que as
amostras de plasma dos voluntarios analisados (-70°C).

3.3- Analise Farmacocinética e Estatistica

A bioequivaléncia entre as duas formulac¢des foi avaliada pelo calculo
individual da razao teste/referéncia para a concentracdo maxima atingida (Cmax),

area sob a curva a partir da hora da administracdo do medicamento até a ultima
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amostra acima do limite de quantificacao (ASCy.;) € a area sob a curva extrapolada
ao infinito (ASCo.inf).

A concentracdo maxima atingida (Cmax) € 0 tempo empregado para

alcancar esta concentracao (Tmax) foram obtidos diretamente das curvas.

A ASCy. foi calculada pelo método dos trapézios. Para o calculo da
ASCo.ns utilizou-se a dltima concentracdo detectada acima do limite de
quantificacado (Cy;) € a constante de eliminacao (ke). A constante de eliminacao foi
calculada como o valor absoluto do coeficiente angular da reta ajustada por
minimos quadrados aos quatro (ou pelo menos trés) ultimos valores quantificaveis
log-transformados (logaritmo natural) das concentragdes: ASCo.int = ASCot +
Cuit/ Ke-

Os dados obtidos de Cmax, ASCo.t € ASCo.inf passaram pela analise de
variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de efeitos de sequéncia e/ou
periodo. O intervalo de confianga (IC90%) foi construido considerando as médias
geométricas dos parametros farmacocinéticos e sua variabilidade
(CV intra-individual). A decisao pela bioequivaléncia entre as formulacdes teste e
referéncia consideraram os valores dos intervalos de confianca (IC90%) dos
parametros farmacocinéticos dentro do intervalo de 0.8 a 1.25 definido pela
ANVISA (RE 898/03).

Os aplicativos utilizados foram Sistema SAS® versdao 9.1.3., SAS

Institute Inc. e Microsoft Excel.

3.4- Simulacao estatistica dos parametros farmacocinéticos

Realizou-se uma simulacado estatistica com 24 voluntarios escolhidos
aleatoriamente (do voluntario de n°01 ao voluntario de n°25, pois o voluntario 08
nao completou o estudo) e cronograma de coleta de amostras até 24 horas com o
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objetivo de verificar a possibilidade de realizagdo de estudos futuros com numero
de voluntarios menor e tempos de coletas somente até 24 horas.

Os programas utilizados nessa simulagdo foram: WinNonlin™, versao

5.2; EquivTest versao 2.0; Microsoft Excel, versdo 97; Microsoft Word verséo 97.
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4- RESULTADOS
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4.1- Desenvolvimento do Método Bioanalitico

Inicialmente, definiu-se o padrao interno a ser utilizado no método de
quantificacdo. O padrao interno € um farmaco utilizado para auxiliar na
quantificacdo do analito no plasma e monitorar o processo de extracdo. Ele
precisa ter caracteristicas quimicas semelhantes ao analito pois, precisa ser

retirados do plasma pelo mesmo processo de extragao.

O padrao interno escolhido para o método Bioanalitico de quantificagao

de Levocetirizina em plasma foi a Fexofenadina.

o
CH
= (\N/\VO\Am on,
© \) H COOH
|
QL L 7%
© @ OH
Figura 8- Estrutura Quimica da Figura 9- Estrutura Quimica da

Levocetirizina Fexofenadina

Realizou-se testes de extracdo liquido-liquido de diclorometano com
solugédo de Hidréxido de Sodio (NaOH) e diclorometano com solugdo de Cloreto

de Sdédio (NaCl) saturado e desproteinizagdo com Acetonitrila.

O processo de extracdo que apresentou melhor resultado foi

Diclorometano com adigao de solugéo Cloreto de Sédio (NaCl) saturado.

A coluna cromatografica definida foi a Polaris C18 3um (50,0 x 2,0 mm)
por apresentar um tempo de retencido baixo para as moléculas de interesse e, a
fase movel definida foi Acetonitrila / Agua Milli-Q / Acido Férmico 88% (80:20:0,1%

v/viv) por diminuir a relagao sinal/ruido.

As figuras abaixo mostram os espectros de MS e MS/MS da
Levocetirizina e da Fexofenadina que foram realizados para a definicdo do canal
de monitoramento de cada um dos farmacos. Para Levocetirizina SRM 389 > 201
e para Fexofenadina SRM 502 > 467.
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Levocetirizina fug/mL
Desenvolvimento_01_05 46 (0.852) Cm (44:62) Scan ES+
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Figura 10- Espectro MS da Levocetirizina (Massa Molecular: 389)
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Figura 11- Espectro MS/MS da Levocetirizina — (ESI+) SRM 389 > 201

Fexofenadina fug/mL
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Figura 12- Espectro MS da Fexofenadina ( Massa Molecular: 502)
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Figura 13- Espectro MS/MS da Fexofenadina — (ESI+) SRM 502 > 467

O tempo da corrida cromatografica foi ajustado para 2,0 minutos.
Ajustou-se experimentalmente as condi¢des no espectrometro de massas para
otimizacao do sinal da Levocetirizina e Fexofenadina. A temperatura da fonte foi
de 100° C e dessolvatagao de 350° C. O fluxo dos gases do cone e dessolvatagao
foram de 10 e 346 L/h, respectivamente. Os valores de voltagem do capilar, cone
e energia de colisdo foram, respectivamente, 3,00 KV, 25,0 V e 12,0 eV para a
Levocetirizina e 3,00 KV, 30,0 V e 20,0 eV para a Fexofenadina, tendo como

pressao de Argbnio para a dissociagao 2,75 x 10" mbar.

4.2- Validacao do Método Bionalitico
4.2.1- Especificidade/Seletividade

O método proposto mostrou-se especifico/seletivo para levocetirizina e
fexofenadina pois nos resultados obtidos ndo foram encontradas interferéncias
significativas(*) nos tempos de retencédo do farmaco (0,91 minutos) e do padrédo
interno (0,86 minutos) como demonstrado nos cromatogramas apresentados nas
Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19.
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(*) Os interferentes no tempo de retencdo do farmaco deveriam estar
abaixo de 20% da resposta do LQ (Figura 20) e no tempo de retengcédo do padrao

interno abaixo de 5%.
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Figura 14- A) Plasma branco normal, lote 25888/3, cromatograma referente ao analito.

B) Plasma branco normal lote 25888/3, cromatograma referente ao branco do padrao interno.
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Figura 15- A) Plasma branco normal, lote 51494/1, cromatograma referente ao branco do analito.

B) Plasma branco normal, lote 51494/1, cromatograma referente ao branco do padrao interno.
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Figura 16- A) Plasma branco normal, lote 155050/4, cromatograma referente ao branco do analito.

B) Plasma branco normal, lote 155050/4 cromatograma referente ao branco do padrao interno.
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Figura 17- A) Plasma branco normal, lote 26566/3, cromatograma referente ao branco do analito.

B) Plasma branco normal, lote 26566/3, cromatograma referente ao branco do padrao interno.
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Figura 18- A) Plasma branco hemolisado, lote 480160/3, cromatograma referente
ao branco do analito.
B) Plasma branco hemolisado, lote 480160/3. cromatograma referente ao branco

do padréo interno.
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Figura 19- A) Plasma branco lipémico, lote 51545/1, cromatograma referente ao branco do analito.

B) Plasma branco lipémico, lote 51545/1, cromatograma referente ao branco do padrao interno.

4.2.2- Determinagéao do Limite de Quantificagéo

O Limite de Quantificacdo (LQ) validado sob as condi¢gdes encontradas
no pré-estudo de validacao foi de 0,5 ng/mL. A preciséo foi < 20% e a exatidao

esteve entre 80-120%.
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Levocetirizina 0.5 ng/mL 07-Nov-2006
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Figura 20- Cromatograma da Levocetirizina na concentragéo do LQ (0,5 ng/mL).

4.2.3- Linearidade

O método apresentou-se linear na faixa de concentracdo de
0,5 a 500,0 ng/mL (conforme demonstrado na figura 21) e o coeficiente de

correlagao (r) de todas as curvas de calibragéo foi acima de 0,98.

Compound name: Levocetirizina

Correlation coefficient: r = 0.997226, r’2 = 0.994460

Calibration curve: 0.057822 * x+ 0.0142815

Response type: Internal Std (Ref2 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None

Response

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura 21- Linearidade da Levocetirizina.
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4.2 .4- Precisao e Exatidao

Para a obtencdo da precisdo e exatiddo, pelo menos quatro
concentragdes distintas (LQ e Controles de Qualidade) foram avaliadas usando

cinco amostras de cada concentracéao.

4.2.4 1- Precisao e Exatidao Intra-lote.

Os resultados estdo apresentados nas tabelas 13 e 14. A média final
apresentada na tabela foi fobtida pelo calculo das concentracées quantificadas de
cinco amostras individuais. Como podemos observar, a precisdo para as quatro
concentracdes variou de 3,02 a 17,43%, nao excedendo o limite de 15% para os
Controles de Qualidade e 20% para o LQ. A exatiddo esteve entre 88,00 e
104,00%.

Tabela 13- Analise Intra-Lote do Controle de Qualidade LQ:

Replicatas LQ (lote 1) LQ (lote 2) LQ (lote 3)
1 0,50 0,50 0,50
2 0,40 0,60 0,50
3 0,60 0,50 0,40
4 0,50 0,40 0,40
5 0,60 0,40 0,40
Média 0,52 0,48 0,44
DP 0,08 0,08 0,05
CV (%) 16,09 17,43 12,45
Exatidao(%) 104,00 96,00 88,00

Concentragcado nominal: LQ= 0,5 ng/mL, DP= Desvio Padrao e CV= coeficiente de variagdo
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Tabela 14- Analise Intra-Lote dos Controles de Qualidade CQB, CQM e CQA:

Replicatas CQB cam CQA
1 1,50 190,70 371,00
2 1,50 213,80 396,40
3 1,50 204,00 418,30
4 1,40 187,10 404,40
5 1,50 207,70 386,40
Média 1,48 200,66 395,30
DP 0,04 11,36 17,91
CV (%) 3,02 5,66 4,53
Exatidao(%) 98,67 100,33 98,83

Concentragdo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL, DP= Desvio

Padrao e CV= coeficiente de variagcao

4.2.4.2- Precisao e Exatidao Inter-lote

A analise dos resultados estdo apresentados na tabela 15 e 16. Como
podemos observar, a precisdo para as quatro concentracdes variou de 3,78
a 16,14%, nao excedendo o limite de 15% para os Controles de Qualidade e 20%
para o LQ. A exatidao esteve entre 96,00 e 99,63%.

Tabela 15- Analise Inter-Lotes do Controle de Qualidade LQ:

LQ (ng/mL)
Média 0,48
DP 0,08
CV (%) 16,14
Exatiddo (%) 96,00

Concentragao nominal: LQ= 0,5 ng/mL, DP= Desvio Padrao e CV= coeficiente de variagdo
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Tabela 16- Analise Inter-Lotes dos Controles de Qualidade CQB, CQM e CQA:

Réplicas CQB CQB CQB CQM CQM CQM CQA CQA CQA
(lote 1) (lote 2) (lote 3) (lote 1) (lote 2) (lote 3) (lote 1) (lote 2) (lote 3)
1 1,50 1,40 1,60 190,70 214,00 183,50 371,00 373,60 385,70
2 1,50 1,50 1,40 213,80 213,40 222,50 396,40 368,20 381,40
3 1,50 1,40 1,50 204,00 200,80 210,40 418,30 405,50 391,80
4 1,40 1,30 1,50 187,10 176,60 19550 404,40 402,90 381,80
5 1,50 1,50 1,50 207,70 182,00 187,00 386,40 408,10 394,60
Média 1,48 1,42 150 200,66 197,36 199,78 39530 391,66 387,06
DP 0,04 008 007 11,36 17,41 16,40 17,91 19,14 5,93
CV (%) 302 589 471 5,66 8,82 8,21 4,53 4,89 1,53
Exatidao(%) 9867 94,67 100,00 100,33 98,68 99,89 98,83 97,92 96,77

CQB cam CQA

Média 1,47 199,27 391,34

DP 0,07 14,23 14,78

CV (%) 4,93 7,14 3,78

Exatidao (%) 97,78 99,63 97,84

Concentragdo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL, DP= Desvio

Padrédo e CV= coeficiente de variagédo

4.2.5- Recuperacgao

Os resultados para o analito e para o padrdo interno mostraram uma

recuperacao consistente e reprodutivel nas trés diferentes concentracées como

indicado nas tabelas 17 e 18. Esses resultados estiveram de acordo com os

parametros de consisténcia e reprodutibilidade e foram considerados adequados

para o método.

Tabela 17- Analise da percentagem de recuperagao da Levocetirizina:

Area Solucao/Farmaco

Area Plasma/Farmaco

Reéplicas CcQaB cQam CQA CcQaB caMm CQA
1 5337,584 639939,438 1066692,625 2423,722 375754,969  713443,063
2 5044,099 623072,813 1033737,625 2990,203 297944,688  811589,563
3 4761,075 625555,375 1254741,750 2946,923 383648,781  760361,375
4 4695,223 597920,938 1264564,750 2701,901 395262,438  839695,125
5 4806,224 610302,375 1303702,125 3250,262 406938,938  815989,125
Média 4929 619358 1184688 2863 371910 788216
DP 264 15948 124661 313 42999 50830
CV (%) 5,35 2,57 10,52 10,94 11,56 6,45
Recuperacao (%) 82,97 85,78 95,04

DP= Desvio Padrdao e CV= coeficiente de variagao.
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Tabela 18- Analise da percentagem de recuperagdo do padrdo interno

(Fexofenadina):

Réplicas Area Solucao do Pi Area Plasma Pi
1 236260,625 178908,969
2 246342,719 165280,266
3 241121,469 142828,078
4 243403,672 189084,574
5 236841,516 195713,250
Média 240794 174363
DP 4297,66 21036,70
CV (%) 1,78 12,06
Recuperacao (%) 72,41

DP= Desvio Padrao e CV= coeficiente de variagao.

4.2.6- Testes de Estabilidade
4,2.6.1- Estabilidade no tempo e condi¢cdes de analise

A Tabela 19 apresenta as variagdes obtidas quando sdo comparados
os valores médios de CQB, CQM e CQA obtidos no tempo 0 h com os valores
meédios de CQB, CQM e CQA obtidos no tempo 16 h. Os resultados obtidos estédo
abaixo do desvio permitido de 15% para os trés controles analisados e, portanto,
pode-se concluir que as amostras permaneceram estaveis dentro do auto-injetor

durante o periodo de 16 horas.
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Tabela 19- Média e Desvios obtidos no estudo de estabilidade da Levocetirizina

(ng/mL) em plasma submetido a analise no auto-injetor:

t(oh) CaQB cam CQA t (16 h) CQaB cam CQA
Média 1,37 206,67 424,27 Média 1,30 212,77 420,50
DP 0,06 5,83 5,39 DP 0,00 2,95 11,27

CV (%) 4,38 2,82 1,27 CV (%) 0,00 1,39 2,68
CQaB cam CQA

Variacao entre o tempo de 0 a 16 h (%) -4,88 2,95 -0,89

Concentragdo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL, DP= Desvio

Padrao e CV= coeficiente de variagcao

4.2.6.2- Estabilidade do farmaco em ciclos de congelamento e degelo

Os resultados apresentados nas tabelas 20 e 21 indicam que a
levocetirizina € estavel por pelo menos trés ciclos de congelamento e degelo,

quando estocados a -70°C e descongelados a temperatura ambiente.

Tabela 20- Estudo de estabilidade da Levocetirizina em plasma submetido a trés

ciclos de congelamento e descongelamento:

Amostras recém-
preparadas

Replicas CQB CQM CQA Deg.1 Deg.2 Deg.3 Deg.1 Deg.2 Deg.3 Deg.l1 Deg.2 Deg.3

caB cam CQA

1,40 202,10 382,70 1,60 1,70 1,70 208,60 210,90 219,70 426,90 418,90 351,40
1,50 217,40 407,40 1,50 1,70 1,60 228,30 222,20 216,00 41550 407,60 441,50
1,40 210,30 41560 1,50 1,60 1,40 220,30 229,00 22500 416,50 423,00 453,20
1,50 200,90 426,30 1,30 1,70 1,60 219,50 212,30 223,50 419,40 438,40 436,20
1,50 211,80 431,30 1,30 1,30 1,60 214,10 213,30 226,10 439,30 453,00 430,90
Media 146 20850 412,66 1,44 160 158 218,16 217,54 222,06 423,52 428,18 422,64
bP 005 693 1915 013 017 011 737 7,79 416 989 17,73 40,67
CV(%) 342 332 464 903 1063 69 338 358 187 233 414 9,62

EX‘E‘;‘)’“ 97,33 104,25 103,17 96,00 106,67 105,33 109,08 108,77 111,03 105,88 107,05 105,66

a H W N =

Concentragdo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL, DP= Desvio

Padrédo e CV= coeficiente de variagéo
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Na Tabela 21 sao apresentadas as variagdes das médias dos controles
de qualidades (CQB, CQM e CQA) para o 3° degelo em relagédo as médias obtidas
para as amostras recém-preparadas. Pode-se observar que essas variagdes sio
< 15%.

Tabela 21- Variagdo (%) das médias dos controles de qualidade para o 3° degelo

em relagdo as médias das amostras recém-preparadas:

caB cam CQA
Deg.1 Deg.2 Deg.3 Deg.1 Deg.2 Deg.3 Deg.1 Deg.2 Deg.3
Variacao (%) -1,37 959 822 463 434 650 263 376 -1,37

Concentragédo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL

4.2.6.3- Estabilidade das amostras de plasma nao processadas

Pode-se observar pelos resultados apresentados nas tabelas 22 e 23,
que as variagdes em relacdo as concentracbes nominais encontram-se dentro da
faixa permitida, indicando que a levocetirizina quando processada até 6 horas

apos estar na temperatura ambiente, ndo apresenta degradagéao significante.

Tabela 22- Estabilidade das solugbes padrao para a Levocetirizina (ng/mL):

Amostras Recém preparadas Amostras analisadas apos

08/11/06 6 horas a temperatura ambiente

Réplicas CQaB cam CQA CQB cam CQA
1 1,40 202,10 382,70 1,50 211,80 380,10
2 1,50 217,40 407,40 1,40 212,20 410,80
3 1,40 210,30 415,60 1,40 216,50 430,70
4 1,50 200,90 426,30 1,50 223,40 407,90
5 1,50 211,80 431,30 1,50 202,40 403,10
Média 1,46 208,50 412,66 1,46 213,26 406,52
DP 0,05 6,93 19,15 0,05 7,66 18,13

CV (%) 3,42 3,32 4,64 3,42 3,59 4,46

Exatidao

%) 97,33 104,25 103,17 97,33 106,63 101,63

Concentragdo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL, DP= Desvio

Padrao e CV= coeficiente de variacao
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Na Tabela 23 sao apresentadas as variagbes das médias para os
controles de qualidade CQB, CQM e CQA das amostras n&o processadas 6 h a
temperatura ambiente em relagcdo as médias obtidas para as amostras

recém-preparadas.

Tabela 23- Variagédo (%) das médias dos controles de qualidade para as amostras
nao processadas 6 h a temperatura ambiente em relacido as médias
das amostras recém-preparadas:

amostras analisadas apds 6 h a temperatura ambiente
CQB cam CQA
Variacao (%) 0,00 2,28 -1,49

Concentragao nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL

4.2.6.4- Estabilidade de solug¢des padrao

Para avaliar a estabilidade das solugbes padrao foram comparadas as
areas dos picos da Levocetiriziha e da Fexofenadina das amostras
recém-preparadas com as areas dos picos da Levocetirizina e da Fexofenadina
das amostras mantidas a temperatura ambiente por 6 h e das amostras
refrigeradas durante 10 dias. As tabelas 24 e 25 mostram que nas condigdes

citadas acima, as solugdes-padrao nao apresentaram degradacao.

Tabela 24- Estabilidade das solugbes padrédo para a Levocetirizina (area) e

Fexofenadina (area):

Amostras analisadas 6 h
apos preparo a temperatura
ambiente

Amostras analisadas apos

Recem Preparada 10 dias sob refrigeracao

Réplicas Levocetirizina Fexofenadina Levocetirizina Fexofenadina Levocetirizina Fexofenadina

1

4734185,000

1134409,875

4532626,500

1204164,375

4743338,500

1163043,125

2 4975220,500 1143659,625 4418268,500 1213534,500 4730752,000  1157566,500
3 4816144,000 1134697,750 4461877,500 1184583,250 4653864,000  1186210,875
Media  4841849,833 1137589,083 4470924,167 1200760,708 4709318,167  1168940,167
DP 122556,601 5259,213 57713,254 14772,692 48435,302 15205,472
CV (%) 2,53 0,46 1,29 1,23 1,03 1,30

DP= Desvio Padrao e CV= coeficiente de variagao

Resultados

105



Tabela 25- Variagao (%) das médias dos controles de qualidade para as solugdes
padrao mantidas 6 h a temperatura ambiente e solu¢cdes padrao
depois de 10 dias sob refrigeragdo em relagdo as meédias das

solugcdes recém-preparadas:

Amostras analisadas 6 h Amostras apos 10 dias
Apos preparo sob refrigeracao
Levocetirizina Fexofenadina Levocetirizina Fexofenadina
Variacao -7,66 5,55 -2,74 2,76

4.2.6.5- Estabilidade de longa duragao

Os resultados obtidos no teste de longa duragdao indicam que a
levocetirizina em plasma humano podem ser armazenados em freezer a -70°C por
até 68 dias, com nenhuma degradacao significativa do analito como apresentado

nas tabelas 26 e 27.

Tabela 26- Estabilidade de longa duragao para Levocetirizina no fluido bioldgico:

Amostras Recém Preparadas Amostras de longa durag&o

08/11/06 15/01/07
Reéplicas CQB CQaMm CQA CQB CQMm CQA
1 1,40 202,10 382,70 1,40 190,10 403,80
2 1,50 217,40 407,40 1,50 188,10 384,20
3 1,40 210,30 415,60 1,60 203,00 405,00
4 1,50 200,90 426,30 1,60 200,50 385,80
5 1,50 211,80 431,30 1,60 201,00 373,10
Media 1,46 208,50 412,66 1,54 196,54 390,38
DP 0,05 6,93 19,15 0,09 6,89 13,71
CV (%) 3,42 3,32 4,64 5,84 3,51 3,51
Exatidao (%) 97,33 104,25 103,17 102,67 98,27 97,60

Concentragdo nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL, DP=Desvio

Padrédo e CV= coeficiente de variagédo
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Na Tabela 27 sado apresentadas as variagbes das médias para cada
controle de qualidade (CQB, CQM e CQA) das amostras de longa duragcdo em

relagdo as médias obtidas para as amostras recém-preparadas.

Tabela 27- Variagao das médias dos controles de qualidade para as amostras de
longa duragdo em relacdo as médias das amostras

recém-preparadas:

CQB Ccam CQA
Variacao (%) 5,48 -5,74 -5,40
Concentragado nominal: CQB= 1,5 ng/mL, CQM= 200,0 ng/mL e CQA= 400,0 ng/mL

4.3- Analise Farmacocinética e Estatistica

O gréfico 1 apresenta a curva média das concentragbes plasmaticas de
levocetirizina apds administracdo de cada uma das formulagdes (n= 35 voluntarios
e cronograma de coletas até 48 horas). Podemos observar na Tabela 28 que os
valores correspondentes de Cnax € Tmax foram equivalentes entre a formulacdes

estudadas.
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Grafico 1- Curva média de concentragdo plasmatica versus tempo das

formulagdes teste e referéncia administradas a 35 voluntarios.

A concentragcdo plasmatica individual do medicamento teste e

referéncia para cada voluntario se encontra no Anexo 5.
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Tabela 28- Parametros farmacocinéticos das duas formulagdes de levocetirizina

(n= 35 voluntarios e cronograma de coleta de amostras até 48 horas):

R Formulacao Referencia Formulacao Teste
Parametro
Media Desvio Media Desvio
ASC.;(ng.h/mL) 1,743,71 492,24 1,752,91 447,02
ASC.ins (ng.h/mL) 1,775,40 507,29 1,785,85 461,27
Chax (Ng/mL) 228,11 60,55 226,91 61,76
Tmax (h) 0,83 3,50 0,83 2,34
T2 (h) 8,07 5,86 8,99 4,67

ASCy.= area sob a curva desde o tempo 0 até o tempo t (tempo relativo a ultima concentragéo do
farmaco determinada experimentalmente — acima do limite de quantificagdo), calculada pelo
método dos trapézios.

ASC,.,= area sob a curva desde o tempo 0 projetada até o infinito.

Cmax= Concentragao maxima.

Tmax= tempo decorrido ate a ocorréncia da concentragao maxima.

T42= Tempo de meia-vida de eliminag&o.

A tabela 29 mostra os resultados das analises de bioequivaléncia dos
parametros farmacocinéticos para ASCoy., ASCo.int € Cmax (n= 35 voluntarios e

cronograma de coletas até 48 horas).

Tabela 29- Razdo entre as médias geométricas das formulagcbes teste e
referéncia, os respectivos intervalos de confianga e o coeficiente de

variagdo intra-individuo para os 35 voluntarios:

Parametro Razao T/R IC 90% cv
ASCo.4 101,11 97,42 —104,93 9,19
ASCo.in 101,17 97,49 — 104,99 9,17
Cmax 99,43 94,29 — 104,86 13,17

ASC,.+= area sob a curva desde o tempo 0 até o tempo t (tempo relativo a ultima concentragdo do
farmaco determinada experimentalmente — acima do limite de quantificagdo), calculada pelo
método dos trapézios.

ASC,.n= area sob a curva desde o tempo 0 projetada até o infinito.

Cmax= Concentracdo maxima.

IC 90%= Intervalo de Confianga de 90%.

CV= Coeficiente de Variagao intra-individual.
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A tabela 30 apresenta a comparacao entre os dados farmacocinéticos

obtidos pelo estudo e os dados publicados por Hair et al (2006).

Tabela 30- Comparacao de dados farmacocinéticos:

Parametro Dose (mg) C . (ng/mL) Trax (h) Ty (h) ASC (ng mLh)
Referéncia 5 228 0,83 8,07 1744
Teste 5 227 0,83 8,99 1753
Hair et al. (2006) 5 270 0,75 7,05 2310

Realizou-se uma simulagao estatistica com numero de voluntarios e
tempos de coleta reduzidos para observarmos a variagdo nos resultados dos
parametros farmacocinéticos. Os resultados obtidos nessa simulagcdo sao

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 31- Parametros farmacocinéticos das duas formulagdes de levocetirizina

(n= 24 voluntarios e cronograma de coletas até 24 horas):

R Formulacao Referéncia Formulacao Teste
Parametro
Media Desvio Media Desvio
ASCy.;(ng,h/mL) 1.570,29 412,14 1.568,14 394,01
ASCy.int (ng,h/mL) 1.759,41 490,53 1.766,08 503,64
Chax (ng/mL) 226,48 57,18 213,05 53,01
Tmax (h) 0,99 0,46 1,21 0,68
Tq2 (h) 7,20 2,05 7,13 2,88

ASC,.+= area sob a curva desde o tempo 0 até o tempo t (tempo relativo a ultima concentragdo do
farmaco determinada experimentalmente — acima do limite de quantificacdo), calculada pelo
método dos trapézios.

ASCy.i= area sob a curva desde o tempo 0 projetada até o infinito.

Cmax= Concentragdo maxima.

Tmax= tempo decorrido ate a ocorréncia da concentragao maxima.

T42= Tempo de meia-vida de eliminagéo.
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Tabela 32- Razdo entre as médias geométricas das formulagbes teste e
referéncia, os respectivos intervalos de confianca e o coeficiente de

variagao intra-individuo para os 24 voluntarios:

Parametro Razao T/R IC 90% cv
ASCo.4 100,23 95,53 -105,15 9,67
ASCo.in 100,62 95,04 — 106,53 11,50
Crax 94,51 89,82 — 99,46 10,27

ASC,.= area sob a curva desde o tempo 0 até o tempo t (tempo relativo a ultima concentragdo do
farmaco determinada experimentalmente — acima do limite de quantificagdo), calculada pelo
método dos trapézios.

ASC,.n= area sob a curva desde o tempo 0 projetada até o infinito.

Cmax= Concentracdo maxima.

IC 90%= Intervalo de Confianga de 90%.

CV= Coeficiente de Variagao intra-individual.

O grafico 2 (simulagdo estatistica) apresenta a curva média das
concentragdes plasmaticas de levocetirizina apds administragcdo de cada uma das
formulagdes (n= 24 voluntarios e cronograma de coletas até 24 horas). Podemos
observar que os valores correspondentes de Chax € Tmax foram equivalentes entre

as formulacdes estudadas.
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Grafico 2- Curva média de concentragdo plasmatica versus tempo das

formulacdes teste e referéncia administradas a 24 voluntarios.

A tabela 33 mostra a comparagao da analise farmacocinética com os
dados originais desse estudo (35 voluntarios e cronograma de coleta de amostras
até 48 horas) com a analise farmacocinética da simulagcado realizada com 24

voluntarios e cronograma de coleta de amostras até 24 horas.

Tabela 33- Comparacao dos dados das duas analises estatisticas:

35 voluntarios — até 48 horas 24 voluntarios — até 24 horas

Parametro Razao T/R IC 90% cv Razao T/R IC 90% cv
ASCy, 101,11 97,42 -104,93 9,19 100,23 95,53-105,15 9,67
ASC.int 101,17 97,49 -104,99 9,17 100,62 95,04 - 106,53 11,50
Cmax 99,43 94,29 -104,86 13,17 94,51 89,82 -9946 10,27

ASC,.+= area sob a curva desde o tempo 0 até o tempo t (tempo relativo a ultima concentragdo do
farmaco determinada experimentalmente — acima do limite de quantificacdo), calculada pelo
método dos trapézios.

ASCy.i= area sob a curva desde o tempo 0 projetada até o infinito.

Cmax= Concentracdo maxima.

IC 90%= Intervalo de Confianga de 90%.

CV= Coeficiente de Variagao intra-individual.
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Nas duas analises estatisticas a razdo da ASCq.t/ ASCy.ins foi de 0,99.

Os resultados obtidos na simulacdo estatistica dos dados
farmacocinéticos (24 voluntarios e cronograma de coleta de amostras até 24
horas) mostraram-se muito proximos dos resultados obtidos com os dados

originais.
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No desenvolvimento do método analitico, a Fexofenadina foi escolhida
como padrao interno da Levocetirizina por conter grupamentos quimicos
semelhantes (acido carboxilico, amina e anéis aromaticos) como mostrado na
Figura 9. A observacao dessas caracteristicas na escolha de um padrao interno é
fundamental para se obter bons resultados.

O processo de extragdo que apresentou melhor resultado foi
Diclorometano com adicdo de solugcdo de NaCl saturado pois, a adicao de sal
facilita a passagem das moléculas para o solvente organico e com isso temos uma

amostra com menos interferentes.

O objetivo de estudos de bioequivaléncia é o de verificar a existéncia ou
nao de diferencas entre formulacées farmacéuticas no que se refere aos
parametros relacionados a extensdo e velocidade de absorgéo do principio ativo a
partir de sua forma farmacéutica (Cnax € ASC), administrados, geralmente, por via

oral.

Assim, o protocolo clinico foi delineado com o intuito de minimizar a
influéncia de fatores que nao estédo relacionados a de este processo em particular,
considerando para isso a inclusdao de um numero adequado de voluntarios, a
coleta de amostras por um periodo de tempo superior a 3 vezes a meia-vida de
eliminacdo do farmaco, a coleta de pontos proximos a concentracdo maxima
plasmatica (Cmax) € 0 emprego de um meétodo analitico preciso e exato. Todas
essas consideragbes foram norteadas pelas resolugbes (RE) da ANVISA

referentes a bioequivaléncia de medicamentos.

Neste sentido, o plano experimental considerado para o presente
estudo foi o tipo aberto, randomizado, dose Unica, 2 tratamentos, cruzado, com
intervalo entre os periodos (washout) de, no minimo, sete meias vidas de
eliminacédo do farmaco e empregando 35 voluntarios sadios (ambos os sexos) em
condigbes de jejum.
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O delineamento cruzado € comumente utilizado uma vez que a
variabilidade inter-individual € removida da comparacdo entre as formulagcdes
utilizadas no estudo ja que a formulacao teste e referéncia sdo comparadas no
mesmo individuo, sendo esse seu proprio controle. Dessa forma, para a
comparacao dos dois produtos, foram empregados 2 periodos e 2 seqiéncias.

O intervalo estipulado entre as internacbes, denominado “washout”,
compreendeu um periodo de tempo que garantiu a completa eliminacdo do
farmaco do organismo ou, pelo menos a obtencdo de valores de concentracao
plasmaticas inferiores ao limite de quantificacdo estipulado para o método
cromatografico utilizado na etapa analitica de forma a evitar a presenca de efeitos
residuais, o que poderia ter um grande impacto na interferéncia estatistica de

bioequivaléncia entre as formulagdes.

Nesse estudo, o intervalo proposto entre os dois periodos foi de 7 dias
(168 horas), intervalo superior a 7 meias vidas de eliminacao do farmaco, ja que a
meia vida de eliminagao (t12) da levocetirizina é de 7 horas (Hair et al, 2006)).

O estudo foi conduzido em jejum, uma vez que a bula do medicamento
referéncia (Zyxem®) define que a administracdo pode ser realizada em tal
condicao, bem como de acordo com a Lista 1 — Forma de Administracdo —
ANVISA.

O estudo foi conduzido com 35 voluntarios, porém, observou-se que
seria possivel a realizagdo desse estudo com um nimero menor de voluntarios,
pois o coeficiente de variacdo intra-individual encontrado nos parametros
farmacocinéticos avaliados foi de, aproximadamente, 13% para Cmax. Assim, foi
realizada uma simulagdo estatistica com 24 voluntarios (Tabelas 31 e 32) e
observou-se que nao houve diferenca significativa nos resultados quando
comparados com os dados do desenho original do estudo. (Tabela 33)
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O cronograma de coleta de amostras foi definido baseado na meia vida
de eliminacédo e no tempo necessario para atingir a concentracdo maxima (tmax). A
meia vida de eliminagdo relatada nesse trabalho para a levocetirizina foi de

aproximadamente 8 horas e o tma foi de 0,83 horas (Morita et al, 2007).

O conhecimento prévio de dados farmacocinéticos, como Tmax € t1,2, S0
requisitos extremamente importantes para conducdo de estudos de
bioequivaléncia, uma vez que esses irdo definir o formato da curva de
concentracao plasmatica versus tempo e a determinacao precisa dos valores de
Cmax € ASCo.+. A RE n°1170, de 19 de Abril de 2006 recomenda que os tempos de
coleta sejam conduzidos durante trés a cinco meias vidas de eliminagao do
farmaco para compreender as etapas de absorcado e eliminacdo do farmaco do
organismo e desta forma permitir a adequada estimativa do Cnax € da constante

de eliminacéao, parametro esse fundamental para o calculo de ASCo.ins.

O cronograma de coletas utilizado nesse estudo foi até 48 horas,
porém, com a simulacao estatistica com cronograma de coleta de amostras até 24
horas observou-se que seria possivel a realizagdo do estudo com um menor

numero de coletas.

Com isso, a simulacao estatistica demonstrou que haveria reducao no
namero de individuos, o que seria um grande beneficio tanto no aspecto ético

quanto no econémico.

De acordo com os exames laboratoriais pré e pos estudo, os voluntarios
participantes deste estudo ndo apresentaram nenhuma alteracdo significativa em
seu hematocrito devido as coletas sanguineas.

Os dados farmacocinéticos resultantes do presente estudo corroboram

com os dados publicados por Hair et al. (Tabela 30)

O desenvolvimento e validagdo de uma metodologia bioanalitica para
quantificacdo de farmacos em matrizes bioldégicas é uma ferramenta de grande

importancia para o controle de qualidade dos medicamentos, E um fator
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determinante na geracao de dados reprodutiveis e confidveis apds execugado de

estudos farmacocinéticos.

Para o desenvolvimento do método analitico de quantificacao de
levocetirizina em plasma realizou-se uma pesquisa bibliografica dos métodos ja
existentes e estes foram apresentados na introducao.

O desenvolvimento da metodologia analitica apresentada nesse
trabalho iniciou-se com a escolha do padrao interno, que é um farmaco utilizado
para auxiliar na quantificagdo do analito e utilizado para monitoramento do
processo de extracdo da amostra. A fexofenadina foi o farmaco escolhido como
padrdo interno pois suas caracteristicas quimicas sdo semelhantes as da
levocetirizina (grupamentos quimicos em comum: amina, acido carboxilico e anéis

aromaticos).

A fase movel utilizada contém acetonitrila pois esta apresentou um
ruido menor nos canais utilizados para monitorar o farmaco e o padrdo interno
quando comparada ao metanol. Adicionou-se acido férmico na fase mdével para

auxiliar no processo de ionizagdo das moléculas.

A coluna cromatografica utilizada foi a Polaris C18 3um (50,0 x 2,0mm)
por apresentar uma boa separacdo dos compostos de interesse dos interferentes

da matriz.

O limite de quantificacao foi de 0,5 ng/mL, um limite de quantificacao
baixo, porém ja reportado por Jager et al (2002). Em contrapartida, o tempo de
retencdo da levocetirizina foi de 0,91 minutos e de seu padrdo interno
(fexofenadina) de 0,86 minutos, menor tempo de retengéo ja relatado na literatura
(Anexo 6). Esse fato é desejavel em bioequivaléncia uma vez que o numero de
amostras biolégicas geradas em cada estudo é grande, por isso, um método que
seja sensivel e rapido é de grande utilidade.
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Na maior parte dos artigos citados na introdugédo (Kowalski et al, 2007;
Ming et al, 2006; Jager et al, 2002) o processo de extracao utilizado na amostra foi
precipitacdo. A extracdo utilizada no presente trabalho foi do tipo liquido-liquido,
que mostrou-se mais adequada por diminuir consideravelmente as interferéncias
nos tempos de retencdo do analito e do padrédo interno além de ser um processo

de extragéo rapido.

O método analitico foi devidamente validado por meio da analise dos
parametros de seletividade/especificidade, sensibilidade, linearidade, precisao,
exatidao, recuperacao média e estudos de estabilidade, considerando para isso a
normativa RE n° 899/03 da ANVISA. O método mostrou-se preciso e exato, intra e
inter corridas analiticas, sendo a variacao inferior a 15 % para todos os valores
obtidos.

A faixa de linearidade validada (0,5 — 500,0 ng/mL) abrangeu todas as
concentracdes obtidas nas amostras do estudo e todos os coeficientes de
correlacdo linear (r) foram superiores a 0,98, atendendo a RE n°1170/03 da
ANVISA.

Os resultados de estabilidade obtidos (coeficiente de variagao inferiores
a 15 %) confirmaram a estabilidade do farmaco e do padrédo interno em todas as
condicoes experimentais do estudo e condi¢gdes de armazenagem empregados.

Deste modo, o método desenvolvido e validado foi empregado com
sucesso na determinagdo de levocetirizina em amostras bioldgicas apds a
administracdo do farmaco em dose Unica, ja que se apresentou preciso, exato e
sensivel, contemplado os requisitos da RE no 899/2003 da ANVISA.

Os dados de concentracdo versus tempo dos 35 voluntarios foram
empregados na analise estatistica, a qual foi conduzida de acordo com a RE no
898/03 da ANVISA. O IC90% dos parametros farmacocinéticos avaliados
(Cmax, ASCo., ASCo.inf) apresentaram-se dentro do intervalo de 0,80 a 1,25
proposto pela ANVISA.
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¢ O método analitico desenvolvido e validado para a quantificacdo de
levocetirizina em plasma mostrou-se seletivo, sensivel, rapido e

preciso.

e As duas formulacbes de levocetirizina 5 mg avaliadas
apresentaram-se bioequivalentes ja que, o IC 90% para as razdes de
Cmax, ASCot e ASCy.n¢ contemplaram o intervalo de 80-125%
proposto pela ANVISA.

¢ A simulacdo estatistica demonstrou que esse estudo poderia ter sido
conduzido com um numero menor de voluntarios e com um
cronograma de coleta de amostras menos extenso, evitando assim a
exposicdo desnecessaria de um grande numero de voluntarios a

medicacgao.
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Farmalab

ANEXO 1-Tabela de Aleatorizacao

ALEATORIZACAO DOS MEDICAMENTOS

Estudo de biodisponibilidade relativa de duas form. de dicloridrato de levocefirizina compr. revestido de 5 mg, em
voluntirios sadios de ambos os sexos, sendo a form. teste produzida pela Enrofarma e a form. referéncia (Zyxem®) pela

Semente SAS:

75875249

Sequéncia de Administracées:

Voluntario Fase 1 Fase 2

1 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
2 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

3 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
4 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
5 ZYXEME DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
6 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

7 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

8 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

g ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
10 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

11 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

12 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

13 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
14 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

15 ZYXEME DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
16 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

17 ZYXEM®E DICLOFIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
18 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME

19 ZYXEME DICLORIDEATO DE TEVOCETIRIZINA
20 ZYXEM®E DICLOFIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
21 ZYXEM®E DICLOFIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
2 ZYXEM®E DICLOFIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
23 ZYXEM®E DICLOFIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
24 DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEM®E
25 DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME
26 ZYXEM®E DICLOFIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
27 ZYXEM®E DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
28 DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEM®E
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Farmalab

ALEATORIZACAO DOS MEDICAMENTOS

Estudo de biodisponibilidade relativa de duas form. de dicloridrato de levocetirizina compr. revestido de 5 mg, em
voluntdrios sadios de ambos os sexos, sendo a form. reste produzida pela Eurofarma e a form. referéncia (Zvxem®) pela

Semente SAS: 75875249

Sequeéncia de Administracoes:

Voluntario Fase 1 Fase 2
20 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME
30 DICLOFRIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEM®E
31 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME
32 DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA ZYXEME
13 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
34 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
15 DICLOFIDRATO DE LEVOCETIRIZINA IYXEME
16 ZYXEM® DICLORIDEATO DE LEVOCETIRIZINA
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ANEXO 2- Exames Clinicos

ANEXO - Resumeo das Avalia¢ées Clinicas

Estudo : Dicloridrato de levocetirizina comprimido revestido de 5 mg

Protocolo: 132/06

Numero de Voluntarios do Estudo : 36

N = Sem Anormalidades

A = Com Anormalidades

Temperatura em escala Celsius

Voluntério Histdria Clinica Exame Clinico Presséo Frequéncia Cardiaca Temperatura

Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés

1 - WF260885M A N A N 119/60 108/71 60 66 36,2 36.2
2 RBO20186M A N N N 129/80 104/69 64 79 354 358
3 LS150177F A N A N 111/68 100/68 76 90 352 353
4 IC091179F A N A N 115/68 114/74 60 66 36,2 356
5 - MM240963M A N N N 126/69 105/62 89 75 36.4 35
6 WS200567M A N N N 112170 98/64 60 60 35,6 354
7 WVR220375F A N A N 1uTT 102/75 a8 85 36,3 359
8 SC151181F A N A N 12474 11272 72 70 36,2 36
9 ED160165F A N N N 13375 107/64 65 60 36,2 36,1
10 TO220479F A N N N 111/82 116/75 84 86 36,6 36.2
1" CS5030585M N N N N 12479 1772 56 68 35,6 365
12 SF220863F A N A N 1156/85 102/66 60 66 354 36.2
13 - AS160880M A N N N 12877 123/66 60 63 356 358
14 - RS260288M A N N N 13072 129/62 86 77 357 36.7
15 - C5260479M A N N N 130185 128/68 69 70 36 36,1
16 - ZP230D4&6F A N N N 130/85 113/69 S0 7 36,2 36
17 - NG160983F A N A N 116/65 115/76 69 75 36,2 36
18 - FC310777F A N A N 117188 135/82 73 62 359 36.2
19 - CS120974M A N N N 131/83 109/81 69 67 36,1 354
20 - ES281166F A N A N 124/84 115/81 67 80 36.4 36,5
21 - AA2208T4F A N A N 121/85 1179 82 78 36.8 36
22 - RS30078EM1 A N N N 13673 12274 a7 7 36,2 35,8
23 - MD280168F N N N N 124/89 119/83 78 81 359 35.1
24 - RT090784M1 A N N N 136/T9 114/75 76 79 36,1 363
25 - CS030180M A N N N 134172 127771 75 83 36,2 36.6
26 - GP180776F A N N N 1077 10573 63 68 361 35,8
27 - GS240488M A N N N 13472 117/68 83 68 36,2 353
28 - ACIT1274M A N A N 134171 137/81 69 60 351 35,8
29 - CM2205T1F A N A N 120/80 106/73 90 65 35,8 35
30 - LM180563F A N A N 120/62 112/61 90 71 364 366
31 - WL191085M A N N N 109/60 111/60 63 75 351 352
32 - ES020885M1 A N A N 138/63 127/85 62 73 354 355
33 - S5020878F A N A N 124/84 118/78 79 70 36,3 36,5
34 - DP120681F N N N N 11472 101/64 67 63 35,6 36.1
35 - SS171165M A N N N 119172 99/64 68 64 354 35,6
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ANEXO - Resumo das Avaliacées Clinicas =)

Estudo :

Protocolo :

132/06

Numero de Voluntarios do Estudo : 36

s o o i : % e
Dicloridrato de levocetirizina comprimido revestido de 5 mg h\

= NS

Clinical Research

N = Sem Anormalidades A = Com Anormalidades Temperatura em escala Celsius
Voluntario Historia Clinica | Exame Clinico Pressao | Frequéncia Cardiaca Temperatura
Pré | Pés | Pré Pés Pré | Pos | Pré | Pas | Pre Pés
36 - FRI150881M A | N | N N 12077 | 12172 | 79 | 64 | 36.2 357
Descrigao das Anormalidades da Historia Clinica Pré-Estudo
Sistema Descrigdo
vol. 1 HISTERIA CIRURGICA APENDICECTOMIA (1282)
Vol. 2 ALERGIA FOEIRA
Vol. 3 HISTERIA CIRURGICA RET. MIOMA UTERIND {2004)
Vol. 4 HISTORIA FAMILIAR HIPERTENSAC (PAl E MAE)
Vol. 4 HISTERIA CIRURGICA APENDICECTOMIA {1988}, HERNIORRAFIA INGUINAL (2005}
Vol. 5 ALERGIA FICADA DE INSETOS
Vol. 5 OLHOS - OUVIDOS - NARIZ - GARGANTA MIOPIA, ASTIGMATISMO
Vol. & HISTORIA CIRURGICA FIMCSE (1983), ADENGIDE (1958)
vol. & HISTORIA FAMILIAR CARDIOPATA (FAl FALECIDO)
vol. 7 HISTORIA FAMILIAR FAl {DIABETES, HIPERTE]
Vol T HISTORIA CIRURGICA CESAREA (1, 2
vol. 8 ALERGIA FICADA DE INSETO
Vol 3 HISTORIA FAMILIAR HIFERTENSAC (MAE)
Vol 3 HISTORIA CIRURGICA CESAREA (1229)
vol. 9 HISTORIA FAMILIAR MAE (HIPERTENSAQ), FALECIDA), PAI (HAS, FALECIDO)
Vol 9 HISTORIA CIRURGICA PERFURACAC TIMPANO D (1234)
Vol. 10 HISTCRIA CIRURGICA AMIGDALECTOMIA (1853 CURETAGEM (1628)
Vol. 12 CLHOS - OUVIDOS - NARIZ - GARGANTA MICRIA
Vol. 12 HISTCRIA CIRURGICA CESAREAS (3x,ULT. 1288); CURETAGEM (1286)
Vol. 13 HISTORIA FAMILIAR Al (INFARTO,FALECIDO)
vol. 14 HISTORIA CIRURGICA CIR. FRATURA BRACO DIR
Vol. 15 HISTORIA CIRURGICA FIMCSE (1988)
vol. 16 ALERGIA EOEIRA
Vol. 18 HISTERIA FAMILIAR FAI (HIPERTENSAD )
Vol. 17 HISTORIA FAMILIAR HIPERTENSAD (MAE)
Vol. 17 HISTORIA CIRURGICA OOFORECTOMIA A ESQ (2001)
Vol 18 HISTORIA FAMILIAR MAE (HIPERTENSAD)
Vol. 18 HISTORIA CIRURGICA MAMOPLASTIA REDUTORA (1908}, ADENCIDECTOMIA (1962); CESAREA (2X. ULT. 2001)
Vol. 19 HISTORIA CIRURGICA FOSTECTOMIA (1283), OMSRO ESQ. (1988)
Vol. 20 GENITOURINARIO G1P1AD (NL) DUM:20/092005 MAC: PILULA ENDOMETRIOSE (DESDE 1994)
Vol. 20 HISTORIA FAMILIAR NFARTO [MAE FALECIDA)
Vol. 20 HISTORIA CIRURGICA CIRURGIA FE DIR. (1202); LAPARCSCORIA (1934)
Vol. 21 HISTORIA FAMILIAR
Vol. 21 HISTORIA CIRURGICA
vol. 21 OUTROS NAD POSSUI OVARIOS (CONGENITO)
Vol. 22 ALERGIA FOEIRA
Vol. 22 HISTERIA FAMILIAR HIFERTENS!
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ANEXO - Resumo das Avalia¢ées Clinicas

Estudo : Dicloridrato de levocetirizina comprimido revestido de 5 mg
Scentry
Protocolo: 132/06 Numero de Voluntarios do Estudo : 36 S—
Clinical Research
Vol. 24 ALERGIA RINITE
Vol. 24 HISTORIA CIRURGICA AMIDALECTOMIA (INF.)
Vol 25 ALERGIA DETERGENTE
Vol. 25 HISTGRIA FAMILIAR HIPERTENSAO (PAI)
Vol. 25 HISTORIA CIRURGICA POSTECTOMIA (2002); AMIGDALECTOMIA (INF); RET. CISTO PAVILHAD AUDITIVO (1889)
Vol 26 OLHOS - OUVIDOS - NARIZ - GARGANTA REFERE MIOPIA
Vol. 27 ALERGIA POEIRA
Vol. 28 OLHOS - QUVIDCS - NARIZ - GARGANTA CERATCCONEA OLHOD
Vol. 28 HISTCRIA FAMILIAR MAE (HAS), PAI (HAS)
Vol. 28 HISTORIA CIRURGICA TRANSPLANTE CORNEA OLHO D (2004)
vol. 29 HISTORIA CIRURGICA CESAREA (1903)
Vol. 30 OLHOS - QUVIDCS - NARIZ - GARGANTA MICPIA
Vol. a0 HISTORIA CIRURGICA PERINEOPLASTIA (1062); CURETAGEM (1080); HISTERECTOMIA (1206); COL!
Vol M RESPIRATORIO BROMQUITE MA INFANCIA
Vol. 32 HISTERIA CIRURGICA TRAUMA MAO £ {2004}
Vol. 33 HISTORIA CIRURGICA, RET. NODULO ABDOMIMAL (1208); RET. CISTO SINOVIAL MAD E(2000) CESAREAS (1966; 2001)
Vol. as ALERGIA FRUTOS DO MAR
Vol. 35 OLHOS - OUVIDCS - NARIZ - GARGANTA MICPIA
Vol. 35 HISTGRIA CIRURGICA RINCPLASTIA (1280), PLASTICA EM CRELHAS (1080)
Vol. a6 HISTORIA CIRURGICA FIMOSE (1922)
Descrigdo das Anormalidades do Exame Clinico Pré-Estudo
Sistema Descrigdo
vol. 1 ABDOMEN CICATRIZ APENDICECTOMIA.
Vol. 3 ABDOMEN CICATRIZ CIRURGICA DEVIDO RETIRADA MIOMA.
Vol 4 ABDOMEN CICATRIZ APENDICECTOMIA E HERNIORRAFIA.
Vol. 7 ABDOMEN CICATRIZ CESAREA.
vol. 8 ASDOMEN
vol. 12 ABDOMEN
Vol 17 ABDOMEN CICATRIZ DE OOFORECTOMIA.
Vol. 18 ABDOMEN CICATRIZ CESAREA.
Vol. 20 EXTREMIDADES CICATRIZ CIRURGICA EM PE DIREITO.
Vol. 21 ABDOMEN CICATRIZ DE LAPAROTOMIA
Vol. 28 CLHOS CICATRIZ DE TRAUMA OLHO DIREITO.
Vol 29 ABDOMEN CICATRIZ SAREA.
Vol 30 ABDOMEN CICATRIZ HISTERECTOMIA.
Vol. 3z EXTREMIDADES CICATRIZ CIRURGICA EM PULSC ESQUERDO.
Vol. 33 ABDOMEN CICATRIZ CESAREA.
Vol k] EXTREMIDADES CICATRIZ CIRURGICA MAD ESQUERDA.
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ANEXO 3- Parecer do Comité de Etica

/N ASSERTIVA

PARECER PROJETO: N° 063/2006.

CEP. 12/09/06.
(GRUPO Iy

| - IDENTIFICAGAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIODISPONIBILIDADE RELATIVA DE DUAS FORMULACOES
DE DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA COMPRIMIDO REVESTIDO DE 5MG, EM
VOLUNTARIOS SADIOS, AMBOS OS SEXOS, SENDO A FORMULAGCAO TESTE
PRODUZIDA PELA EUROFARMA LABORATORIO LTDA E A FORMULAGCAO
REFERENCIA (ZYXEM) PELA FARMALAB INDUSTRIAS QUIMICAS E FARMACEUTICAS
LTDA.”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr. Eduardo Abib Junior.

INSTITUIGAO: Scentryphar — Pesquisa Clinica Ltda.

CAAE: 1593.0.000.263-06

digo: STPh 132/06

Il - OBJKTIVOS
Avaller a biodisponibilidade relativa da formulagao teste contendo dicloridrato de

oral, em jejum

Il - SUMARI

Rua Duque de Caxias 257 s1.21 Centro Campinas SP Fone: 19 3239-0649 Fax: 19 3235-3772
www escolassertiva.com.br - cep@escolassertiva.com.br
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ASSERTIVA

Depois de uma selegdo, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdao do
protocolo, os voluntarios receberio em cada um dos periodos de internagdo, um
comprimido contendo 5mg de Cloridrato de Levocetirizina, por via oral, em dose Unica, com
um copo de agua mineral (200mL). Seguida de coletas de sangue de pelo menos 3 a 5
meias vidas. Os periodos de tratamento devem obedecer um intervaio minimo de 7 meias-
vidas. Serdo coletadas 44 amostras de sangue. O volume de sangue por amostra sera de
8ml, sendo no total do estudo coletado 432ml de sangue por voluntario. Cada periodo de
internagdo sera de 36 horas.

IV - COMENTARIO DOS RELATORES

O protocolo foi apresentado de forma clara e completa, esclarecidas as
caracteristicas do medicamento a ser estudada, a metodologia do estudo, critérios
aplicados, bem como os devidos cuidados com os voluntarios. A relevincia do medicamento
em questdo é justificavel para a execugdo de um protocolo de bioequivaléncia. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se regular com a resolugdo 196/96.

V- PAREGER DO CEP

aprovado o Tgrmo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos no Prgtocolo, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contefido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
EP da Institicdo M. M. Assert Servicos Médicos Ltda. (Escola Assertiva).

Rua Duque de Caxias 257 sl.21 Centro Campinas SP Fone: 19 3239-0649 Fax: 19 3235-3772

www pernlassartiva rnm hr renfesenlassertiva com hr
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#AN ASSERTIVA

VI - INFORMAGOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNs 196/96 — Item IV. I. f) e deve receber uma cépia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem IV. 2 d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado
e descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP
que o aprovou (Res. CNS Item IIl. I. z), exceto quando perceber risco ou dano nao previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos
grupos de pesquisa (Item V.3).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagao ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CGEP

forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas

estabelecidosha Resolugao CNS-MS 186/96.

VIl - DATA DAJREUNIAO
Ad-Referendurh aprovado em 12 de Seterr;\b:q de 2006.
Thomaz Augusto Alves Rocha e Silva

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Escola Assertiva.

Rua Dugue de Caxias 257 sl.21 Centro Campinas SP Fone: 19 3239-0649 Fax: 19 3235-3772
www.escolassertiva.com.br cen@escolassertiva.com.br
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ANEXO 4- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Estudo de biodisponibilidade relativa de duas formulacdes de dicloridrato de
levocetirizina comprimido revestido de 5 mg, em voluntarios sadios, ambos os sexos,
sendo a formulacdo teste produzida pela Eurofarma Laboratérios Ltda e a
formulacao referéncia (Zyxem®) pela Farmalab Indudstrias Quimicas e Farmacéuticas
Ltda.”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

Este estudo tem por objetivo dosar no sangue a quantidade de dicloridrato de levocetirizina
(cetirizina), para comparar os dois medicamentos (teste e referéncia) e verificar se eles sdo
equivalentes.

Vocé receberd um comprimido revestido de cada uma das duas medicagdes, cada um em
um periodo de internacao diferente. A ordem que vocé tomara cada medicagdao obedecerd a
um sorteio.

Este medicamento € indicado no tratamento dos sintomas associados a enfermidades
alérgicas.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participagdo no estudo sera avaliada a sua condi¢do de saude. Uma enfermeira
fard seu historico clinico (se vocé teve ou tem alguma doenca e se vocé faz uso de algum
medicamento, etc), medira o seu pulso, sua temperatura, sua pressao arterial. Também sera
feito um exame do coragdo (eletrocardiograma). Um médico lhe fard um exame fisico.
Durante a visita serdo coletadas amostras de sangue, urina e fezes para exames
laboratoriais. Os exames laboratoriais incluem exame de sangue completo como
hemograma completo, bioquimica sangiiinea (glicose no sangue, proteinas totais, albumina,
bilirrubina total, fosfatase alcalina, transaminases oxalacética e pirtivica, gamaglutamil
transferase, creatinina, uréia, acido urico, colesterol e triglicerideos); exame sumario de
urina (Urina I). Exames para a hepatite B e C e para AIDS (HIV1 e HIV2), no sangue, e
exame de fezes (protoparasitoldgico), serdo feitos somente no pré-estudo. O teste de
gravidez (BHCGQG) sera feito no pré-estudo, podendo ser repetido na noite das internagdes.
Durante o estudo, vocé serd internado duas vezes, por aproximadamente 36 horas em cada
periodo de internacao, com intervalo minimo de 07 dias.
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Em cada periodo de internagao:
a) Voce devera permanecer em jejum por pelo menos 10 horas antes da medicagao;

b) Sera retirada uma amostra de sangue de 20 mL antes da administracdo da
medicagao;

¢) Serd administrado um comprimido de dicloridrato de levocetirizina (5 mg) com 200
mL de dgua sem gés;

d) Serdo coletadas 22 amostras de sangue de 8 mL cada, através de cateter (pequena
canula) introduzido em veia superficial do antebrago, em tempos pré-determinados
para o estudo, para posterior dosagem do medicamento;

e) Em intervalos regulares, sera verificada sua pressdo, pulso e temperatura,
Serdo também servidas refeicdes padronizadas e bebidas em horarios preestabelecidos,

Ap0s a coleta de 24:00 horas voce receberd alta do hospital, devendo retornar a Scentryphar
para as coletas de sangue correspondentes aos tempos de 36:00 e 48:00 horas apds a
administracao do medicamento.

Um total de 432 mL de sangue serdo colhidos durante todo o estudo. A duragao total de sua
participacdo na pesquisa estd estimada em até 30 dias, a contar da ultima coleta de amostra
do periodo 02.

RESPONSABILIDADES DO VOLUNTARIO

E condigdo indispensavel, para participagio no ensaio clinico, que vocé esteja em boas
condi¢cdes de saude e, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo
uso de quaisquer drogas ou medicagdes. Algumas regras deverdo ser seguidas para sua
participagdo no estudo: a) ndo pode ser dependente de drogas ou alcool e caso o
investigador tenha alguma suspeita, podera solicitar exame de urina para detec¢ao do uso
de drogas ou um teste para deteccdo de uso de alcool - bafometro; b) ndo pode ter doado
sangue ou plasma dentro dos trés meses que antecedem o estudo ou ter doado 1500 mL (um
litro e meio) no periodo de um ano antecedendo ao estudo; c) ndo pode tomar bebidas
contendo toranja (pomelo/grapefruit) cafeina e xantinas (café, cha, coca-cola, etc) nas 48
horas que antecedem as internagdes até a ultima coleta; d) atividade fisica excessiva devera
ser evitada.

E ainda de sua responsabilidade em relacio a sua participagdo no ensaio clinico: a)
comparecer as internagdes na data e horarios informados; b) contatar o investigador clinico
(Dr, Eduardo Abib Junior ou Dr, Moises L, Pirasol Vanuci) e/ou a coordenadora clinica
(enfermeira Silvana) em caso de eventos adversos, dividas ou necessidade e antes de tomar
qualquer decisdo por conta propria; c) retornar a Scentryphar nas datas e horarios
combinados; d) tomar toda a medicacdo prevista; e) ingerir toda a alimentacdo e liquidos
que tenham sido previstos; f) retornar & unidade na data e horario combinados para a
realiza¢ao da consulta e exames de alta, independentemente de haver sido interrompida sua
participacdo no estudo ou de sua desisténcia.
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Aos voluntarios do sexo feminino ¢ condi¢cdo indispensavel para participacdo no ensaio
clinico que ndo estejam gravidas, isso sera comprovado através de exame (BHCG - para
deteccdo de gravidez). Sua participagdo nao sera permitida caso vocé engravide apos a
realizacdo dos exames clinico-laboratoriais, se vocé estiver amamentando ou se estiver
pretendendo engravidar durante o prazo de duracdo do estudo. Caso, mesmo tendo
considerado estas precaucdes, vier a suspeitar que engravidou durante a participagdo no
estudo, devera comunicar imediatamente o fato a equipe e devera interromper sua
participagdo sem prejuizo dos seus direitos.

RESPONSABILIDADES DA SCENTRYPHAR

E DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR GARANTIR QUE OS
VOLUNTARIOS ENVOLVIDOS RECEBAM UM TRATAMENTO DEFINITIVO PARA
QUALQUER EVENTO ADVERSO, SE NECESSARIO, OS EVENTOS DEVERAO SER
SEGUIDOS CLINICAMENTE E POR ANALISES LABORATORIAIS (QUANDO
INDICADOS) ATE QUE OS PARAMETROS VOLTEM AO NORMAL. ESTAS
ATIVIDADES PODEM PERMANECER MESMO APOS O ESTUDO TER SIDO
FINALIZADO.

A EQUIPE DA UNIDADE CLINICA DEVERA MONITORAR A SEGURANCA DOS
VOLUNTARIOS DESDE A OCORRENCIA DE UM EVENTO ADVERSO ATE A
RECUPERACAO SATISFATORIA, EM CASOS DE EMERGENCIA. A UNIDADE
TEM LOCAL PROPRIO, EQUIPADO COM DESFIBRILADOR, MONITOR,
OXIMETRO, RESPIRADOR, MATERIAL PARA PEQUENA CIRURGIA E COM
MEDICACAO DE URGENCIA PARA QUALQUER EVENTUALIDADE, ALEM
DISSO, CONTA EM ANEXO COM UMA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA (UTI).

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A ADMINISTRACAO ORAL DE DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA PODE
CAUSAR REACOES ADVERSAS COMO SECURA DA BOCA, DOR DE CABECA,
FADIGA, SONOLENCIA, TONTURA, DISTURBIOS DIGESTIVOS E DOR
ABDOMINAL, EM CASOS RAROS, FORAM OBSERVADOS REACAO DE
HIPERSENSIBILIDADE.

ENTRETANTO O APARECIMENTO DE EFEITOS INDESEJAVEIS APOS
ADMINISTRACAO DE DOSE UNICA DE DICLORIDRATO DE LEVOCETIRIZINA
TEM MENOR PROBABILIDADE DE APARECER, ALEM DOS EFEITOS CITADOS,
A ADMINISTRACAO DE QUALQUER MEDICAMENTO PODE CAUSAR REACOES
IMPREVISIVEIS.

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

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

INTERCORRENCIAS (efeitos indesejaveis)

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participa¢do no estudo, vocé
recebera tratamento, sem qualquer custo. Nao havera, no entanto qualquer compensagao de
ordem financeira em fun¢do do ocorrido, a ndo ser que a condi¢do faca jus da indenizacao
prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo, ao assinar este termo,
vocé ndo estd renunciando a qualquer direito legal que vocé possui.

Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo, o voluntario estara
assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Jade Corretora de Seguros Ltda.
RESSARCIMENTO

De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 480,00), os voluntarios serdo
ressarcidos das despesas e do tempo despendido na realizagdo do estudo clinico apos a
consulta de alta. Caso desista, ou seja, dispensado antes do estudo ser finalizado, o
voluntario recebera proporcionalmente ao tempo despendido, no final do estudo. A
desisténcia ou dispensa antes do comparecimento para a primeira internagdo nao da direito
a ressarcimento.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participagdo ¢ voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a
participagdo neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisao ao pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem necessidade
de qualquer explicag@o e sem que isto venha interferir no seu atendimento médico.
Independente de seu desejo e consentimento, sua participacao no ensaio clinico podera ser
interrompida em fung¢do: a) da ocorréncia de eventos adversos; b) da ocorréncia de qualquer
doenca que, a critério médico, prejudique a continuagdo de sua participacdo no estudo; c)
do ndo cumprimento das normas estabelecidas; d) de qualquer outro motivo que, a critério
médico, seja do interesse de seu proprio bem estar ou dos demais participantes; €) da
suspensao do Estudo como um todo.

A Scentryphar o manterd informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma
informagdo adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo
e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relacao ao progresso da pesquisa, conforme
sua solicitagao.

A interrup¢do nao causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe
da Scentryphar.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO
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OS REGISTROS QUE POSSAM IDENTIFICAR SUA IDENTIDADE SERAO
MANTIDOS EM SIGILO, A SCENTRYPHAR NAO IDENTIFICARA O VOLUNTARIO
POR OCASIAO DA PUBLICACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica e Pesquisa
Clinica, ou autoridades dos oOrgdos governamentais envolvidos na fiscalizagdo e
acompanhamento do estudo terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados
clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensao em que for permitido pela
Lei e regulamentagdes aplicaveis, com o proposito de verificar os procedimentos e dados
do ensaio, no entanto, sem violar a condi¢cdo de que tais informagdes sao confidenciais. Ao
assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé esta também autorizando
tal acesso, mesmo se vocé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia, vocé deverad procurar a Scentryphar (Fone 3232-6335) e
pedir que fagam contato com os médicos responsdveis pelo ensaio clinico ou entdo entrar
em contato diretamente com os médicos nos telefones indicados no final deste Termo de
Consentimento.

Poderd contatar o Dr, Eduardo Abib Junior para receber informagdes adicionais
relacionadas a pesquisa ou aos seus direitos como voluntdrio, ou contatar a secretaria do
Comité de Etica da escola Assertiva fone 3239-0649 para apresentar recursos ou
reclamacoes em relacdo ao ensaio clinico.

Apds a reunido junto com a coordenadora do estudo, e apds ler este documento, vocé
obteve todas as informagdes e esclarecimentos necessarios para poder decidir
conscientemente sobre a participagdo no referido ensaio clinico.

Se vocé concorda com as condic¢oes do estudo, leia e assine o documento abaixo,

Eu, R anos, RG R
declaro que li cuidadosamente todo este documento, denominado Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, e que tive oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido e
também sobre o Estudo, Recebi explicagdes que responderam por completo minhas davidas
e reafirmo estar livre e espontaneamente decidindo participar do Estudo, sob
responsabilidade dos médicos / Pesquisadores Eduardo Abib Junior e Moisés L P Vanunci
e coordenagdo das enfermeiras Silvana Fidelis de Souza e Elaine Cristina Virgilio da
Scentryphar Pesquisa Clinica Ltda.

Ao assinar este Termo de Consentimento, eu também estou certificando que toda a
informacdo que eu prestei, incluindo minha histéria médica, ¢ verdadeira e correta até onde
¢ de meu conhecimento, ¢ declaro estar recebendo uma copia assinada deste documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento, estou autorizando o acesso as minhas
informacgdes de saide aos membros da equipe e aos monitores, auditores, membros do
Comité de Etica em Pesquisa ¢ membros de 6rgdos regulamentares envolvidos, nas
condicdes descritas acima.
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Ao assinar este Termo de Consentimento eu ndo renunciei a qualquer direito legal que eu
tenha ao participar deste Estudo.

X X

Nome do Voluntario Data Assinatura
Responsavel pela obtengdo do termo de Data Assinatura
consentimento

Testemunha Data Assinatura

(Necessario somente se o voluntario ndo souber ler)

CONTATOS:
Dr, Eduardo Abib Junior Dr, Moisés Luis Pirasol Vanuncci
(19) 3253 6164; (19) 9792 2913 (19) 3254-9229; (19) 9165 2367
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ANEXO 5- Tabela de Concentra¢des Plasmaticas Individual

Vol 1 2 3 4 5 6
Ty R T R T R T R T R T R T
00.00 0000 0000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
00.25 7200 0,000 80,500 5100 1,700 0,000 1200 4400 56100 0,700 8.800 3,000
00.50 141300  7.000 389,200 272,900 20,900 9.600 53,900 181,300 167,800 88,000 26.000 27.200
00.66 195,100 9,300 305,000 277,800 90,800 17.200 82,500 222,200 139,800 139,500 81,300 47,400
00.83 173.900 44.500 262,900 310400 95200 24.200 127.600 218,300 157.500 166,600 154.400 70,200
01.00 170,500 142,600 231,400 230,300 179,700 30,800 142,900 207.700 121,300 148,100 176.900 136,600
01.16 169.700 180,500 260,800 209,300 137,200 27.000 236,200 183,000 111,500 142,800 148,100 182,100
$1.33 172,100 176,900 203,200 231,500 124,000 29.100 253,700 183,000 117.100 120,400 202.200 126,600
01.50 135,800 158,800 181,200 205,500 167,800 24,900 202,400 164,300 109,400 126,400 132,100 172,800
01.75 170,700 157.500 169,500 244.600 149,000 40.400 178,500 151,700 110,600 108,500 142.400 156,000
02.00 153,100 188,000 180,700 210,500 128,700 89.300 168,300 142,900 100,100 114.000 156.800 156,800
02.50 150,900 168,100 176,900 211,300 136,100 133,100 154,600 145,900 86.600 104.500 137.500 149,400
03.00 152,600 156,000 149,300 202,800 112,400 114,600 143,800 131,200 90,400 96,900 132,000 126,400
04.00 141,900 143,900 156,800 165,000 93,900 103,200 129,500 116,100 126,500 109,600 115,500 102,700
06.00 115,500 102,200 133,700 140200 67,200 67.600 92400 93200 87.100 79,500 74.700 92.800
08.00 85.600 67.300 103,000 102.600 45700 49.000 75200 78900 81.600 66,000 69.800 62.500
10.60 57900 58,700 78.900 87.600 32,800 31200 56500 58200 43,600 41,100 56.800 53.300
12.00 57700 53200 64.000 69,800 22,700 24.800 44900 47200 53300 42,700 40,900 39300
16.00 34000 35400 42,700 42,000 13,300 14200 25700 29300 37,300 26,600 24,500 23.400
24.60 26000 20,100 26.000 28200 5500 6900 13900 17.100 21200 16,700 16,000 13.900
36.00 8300 9500 10500 9700 1,700 1600 4300 6200 6,700 8700 8000 6200
48.00 2700 2900 3900 4300 0,500 0800 1600 2300 3,500 3200 3.200 2.500

Vol 9 10 11 12

T R T R T R T R T R T

00.00 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

00.25 1.600 1.800 0,000 0000177400 7.100 86200 17.600 8900 1900

00.50 16500 118.600 0,600 55,000 221,300 205400 275,100 224,400 183,700 253.400

00.66 74,000 189.900 12,100 219,400 250,500 225300 265,700 234,300 325,700 382,000

00.83 122,900 172.600 64,600 242,500 206,000 217,400 236,000 253,400 339,300 352,400

01.00 190,400 171,100 172,300 243,300 191,300 198,100 218,600 236,100 322,300 331.200

01.16 150,300 163.200 244,300 234,900 190,400 181,500 200,900 241,100 299,900 300.600

01.33 177.200 147.100 205,800 201,500 162.400 197.500 175,900 235,200 324,200 294200

01.50 178,200 149,100 214,700 202,300 186,900 194,700 149,200 190,600 308,200 286.600

01.75 151,900 137,900 208,200 205,800 197,200 160,800 125,400 169,100 286,800 252,700

02.00 143,100 134.800 217,500 172,200 159.900 167.900 210,800 181,900 298,000 256.900

02.50 126,600 129.200 176,500 199,500 149,200 190,200 162,200 167,000 278,000 226400

03.00 120,200 124.500 158,600 148,700 169.000 175,000 145,100 165,200 259,300 247.100

04.00 108,900 99200 171,500 141,000 114,800 143,300 138,400 162,200 230,600 232,400

06.00 93000 136.600 101,900 91,200 98.700 104,400 107,300 110,900 178,500 158,500

08.00 61.700 76.900 82400 71200 77.700 68.000 75900 94900 161,100 126.100

10.00 53,000 75500 63.000 49400 52,500 41.000 58.800 69,100 114.200 113.100

12.00 36,000 48,900 48700 38,800 37.100 34.600 47.600 53,500 114.100 90.900

16.00 25800 24800 24200 23300 20400 18600 35800 44400 52,000 53.700

2400 8800 12,500 10,500 8700 10200 7.400 24,600 34,600 23200 21.800

36,00 3500 3,000 3300 3.100 2300 2200 10600 12.800 . 9.800

48.00 1300 1400 1200 0800 0900 4900 5800 4200 3.500
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Vol
T
00.00
00.25
00.50
00.66
00.83
01.00
01.16
01.33
01.50
01.75
02.00
02.50
03.00
04.00

08.00
10.00
12.00
16.00
24.00
36.00
48.00

Vol

T(h)
00.00
00.25
00.50
00.66
00.83
01.00
01.16
01.33
01.50
01.75
02.00
02.50
03.00
04.00
06.00
08.00
10.00
12.00
16.00
24.00
36.00
48.00

13

R
0.000
6.600

85.000
145.000
140.700
156.400
175.100
210,400
258,100
198.300
202300
176.000
169,600
143.700
118.900
121.600

79.400

61.600

43.000

19.100

13.700

4.200

T
0.000
0.000

10.900
72.700

14

R
0,000
1.400
49,900
154,100

166,400 201,000
214.900 210,000
231.700 232.600

198,800
210.200
184.700
177.700
166,100
164,100
155.700
143.400
106,700
§1.900
75.200
42.100
21.200
12,800
4.700

19

R
0.000
3.300

56.800
107.500
144300
148.800
173.600
150,800
147.600
177.400
163.300
133.600
161.400
154.600
119.600

70.700

59.600

56.800

29,600

22600

5.500
1.900

T
0.000
0.000
4.400

28.700
74.600
132.800
141.300
125,700
112,900
166.100
188.400
153,200
143,700
118.700
107.600
79.700
61.300
54.400
29.900
18.400
6.300
2,700

177400
188.700
167.000

T
0,000
0.000
2.100

12,500
49,300
70.000
105.700
117,300
163,500
192,800

189000 211.500

160200
173,600
167.100
147.900
109,700
91.100
68.000
48.600
30,700
10,300
3.400

175,100
175,600
162,500
150,100
134,500
93.200
73.800
46,500
28.900
8.700
4.100

20

R
0,000
57.700
160,700
187.800

T
0,000
0.000

48,100
171,500

190,800 210,700
166900 211.000
168400 210,900

170,300
127,400
148.100
139.900
130,900
124 800
123,400
85.900
48.600
43700
31.600
17.500
9.600
2,700
0.800

185,600
150,200
150,700
146,700
135,900
121,200
112,200
87.100
54,100
35,800
34.900
15.700
7,500
2,300
0,900

15

R
0,000
8.800

195,400
197,900
185,400
164.600
148,700
148,000
149,200
161.200
146,000
133,500
129,300
139,400
97.100
94,400
71,500
57.300
31.900
22,700
8,300
3.900

T
0,000
0.000

62.000
117.600
138,900
159,100
151,700
146,600
152,800
143.600
143.300
115,900
129,100
114.000

94.600

74.000

63,400

51.500

29.800

16.700

7.400
3.900

27

R
0,000
1.100
8,800
58,600
194,300
235,200
284,600
275,300
180,700
226,700
155,000
186,400
181,700
177,600
134,000
98,700
99,000
54,800
42,700
24,600
8,700
1.800

T
0.000
0.000
0.000
8.400

25,600
44.000
102,900
138,400
189,800
273.000
213,900
226,700
205,800
154,700
125,700
85,600
87.800
56.700
35.300
22,200
8.900
3.500

16

R
0.000
26.600
162,300
231.900
237.600
259.700
222,900
220,500
201.700
190.200
175.500
137.000
146.200
136.600
89.500
70.300
56,600
43.300
23.500
11.200
3.400
1.200

T
0.000
0.500

51.300

17

R

0,000

7.300
168.500

113,400 218,000

119300
149,300
147.600
149800
179.800
195.800
202.500
187.800
182,100
118.400
94.700
72.400
50,000
35.900
19.700
12.900
3.100
1.200

22

R
0.000
123.700
211,300
219.100
172,500
167.200
168.400
160,700
159900
138.500
129400
110.200
105.900
95.400
70.700
59.000
42.200
33.800
22.500
13.500
5.500
1.700

T
0.000
3.000

194.200
152,400
135.600
127.100
111.300
116.800
105.700
99.100
131.900
94.100
108.200
67.300
57.100
32.800
21.800
14,000
3.100
1.200

T
0,000
2,000

96.100
157.400
153,800
130.700
138.500
131.000
115300
107.500
121.600
133,800
114,900

91.500

77.500

50.000

40,000

28.500

19300

9.000
3,200
1.400

23

R
0,000
9.300

T
0,000
50.000

100,300 224,000 213,400
128,500 226,300 213,900

198.700
175.700
160,100
162.600
134.900
121.000
123.700
113.600
115.800
98.500
70.700
56.300
44.400
32.300
21.600
13.600
3.800
1.100

193,300
168.100
156.600
146.700
135.000
130.200
119.400
118,700

197.000
186.500
159.500
181.500
167,700
185.900
129.000
142,500

95,000 201,000

107.000
69.700
48.700
34,900
25.200
13.400

5,100
1.500

135.900
140.600
95.600
72,100
52,400
17.000
10,500
4,200
1.500

18

R
0,000
0.000
4.400
7.000

10,800
14.700
20.500
22,400
36.000
32,400
25,900
166,000
146,900
137,000
130,900
96.700
71,400
42,500
25.400
10.000
3.200
1.000

T
0.000
0.000

69.600
133,100
180,100
160,700
198.500
157.100
192200
172.200
162.600
137.400
211.100
138.300
109.700

62.300

51.300

61.500

26.400

13.000

2.700
1.000

24

R
0.000
1.600
95.800
142,000
124,800
124,600
141,300
135,100
110.400
127,000
111,600
115,200
117.700
105,300
86.800
67,200
54.100
41.600
27.400
18,900
10,500
3.200

T
0.000
1.700

147.200
175,700
154,000
145.900
163,600
136,400
114,800
105.400
106.700
102,300
127.800
122,800
98.700
§1.800
63.300
39.400
39.700
32,700
13.300
4.700
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Vol

T(h)
00.00
00.25
00.50
00.66
00.83
01.00
0116
01.33
01.50
0175
02.00
02.50
03.00
04.00
06.00
08.00
10.00
12.00
16.00
24.00
36.00
48.00

Vol

T(h)
00.00
00.25
00.50
00.66
00.83
01.00
0116
01.33
01.50
0175
02.00
02.50
03.00
04.00
06.00
08.00
10.00
12.00
16.00
24.00
36.00
48.00

2¥

R
0.000
3.300

28.300
114,300
164.700
158.200
175,800
144.400
132,200
122,200
136.100
101.200
107,500
100,300

80.200

62,900

47.800

37.500

29,200

15,300

6.200
2,700

31

R
0,000
1.300
53.900
128,300
139.800
138.100
136,300
137.500
130,300
122,700
152,500
174200
176,800
177,000
114,800
88.200
81.900
54.200
46,700
23.600
12.900
6.800

26
R T
0.000 0.000 0.000
1.000 13.600 54.300
133,800 181,300 221.100
183.100 242,600 262.900
152,900 187.200 221.200
136,800 205,600 200.900
127,900 192,700 137.700
136.100 146.800 180.300
123,100 132,600 170400
112,300 118,900 155.900
120,300 120.700 163.200
108.000 115,300 131.700
103.300 130,100 106.300
100,100 105,000 101.100
77.900 77700 73500
55,700 58,500 66,300
45.600 49,300 46.400
50.400 37,600 31.300
29.100 24,700 22900
17.500 11.300 9.300
5.600 2100 1,900
2,700 0,900 0,800

T

32

T
0,000
0,000

T
0.000
0.600

108.400
226.600

R
0,000
0,600

40.000

27

R
0,000
1.000
58.400
76,200
127.000
117,500
114,600
121,700
90,900
87,000
91,200
78.600
74,300
72,300
48,400
31,700
35,300
24,200
16,200
10,500
3.900
1,600

T
0.000
0.000
3.900

34.500
64.100
95,900
85,900
86.200
101,400
125,200
132,400
96.500
72,600
75,200
56.800
44.900
38.400
27.800
20,500
13.300
5.900
2,300

33
R
0,000
124,200

T
0,000
6.900

14.500 319,600 246.100
142,900 100300 262,000 367,600

239.600 234,800 227.700 226,000 349.600
228.600 318.800 298.400 210,600 263.800
218.100 319,400 354,700 218,600 239,200
179.400 323,900 319.900 217.000 227.600

200.600 286,700 281.200
175,300 283,700 268.100
141.600 242,900 220,800
163,700 221,700 211.000
156,500 210,800 186.000
161.100 205,200 204.000
164.300 146.800 148.200
§8.500 109,300 118.600
74.200 91,000 98.700
63.600 97.300 61.400
37100 53,400 41.000
28.000 34,500 22.800
10.600 12,400 10200

4400 5300 3,700

185,200 214.700
197,500 191,200
169,100 221,000
170,100 200,700
144,500 189.200
140,200 168.700
89,600 102.100
77,900 67.100
57,900 56.500
40,600 39.600
22,000 25900

9.500 13.100

3200 4.300

0500 0,700

28

R
0.000
120,500
256.800
220,300
204.500
143,400
124800
141.900
127.300
102.200
81.100
89.900
121.600
100,700
64.100
60,300
48.900
34.300
24,100
13.700
6.000
2.400

T
0.000
0.000

120,500
155.900
207.100
167.700
161.600
138.700
123.000
112,500
123.700
118.300
140,400
111.600
98.700
81.700
63.000
43.700
23.200
13.800
5.200
2.700

34

R
0.000
1.500

41.600
96,400
95.000
159.900
216,000
219.300
172800
168.300
162,700
200,700
161.000
145100
132.000
119.200
68.600
39,600
40,100
16.100
5.300
1.700

T
0.000
0.500

185.600
288.700
285.600
308.800
244,600
177.700
223.700
148.100
146,800
118,500
115.500
88.200
90,800
71.100
47.200
30.000
14.100
6.400
2,500

29

R
0.0000 0,000 0.000
16,700 0,700 82.900
148.200 121,000 335,500
153,800 155,700 321,000
180.100 154,200 298800
171.800 121,600 252 800
144,300 144,900 247900
159,100 210,600 239,800
149.700 184,000 175,700
145,600 187,400 236,000
158,400 226,300 175.600
128.300 161.100 172300
111.900 161,200 144400
102,800 132,000 141.300
87.300 89,200 103.200
62.900 69,200 71,800
49,400 44,700 62.300
35,100 40400 38,000
24200 23,300 17.400
9.400 10,000 8.700
3,600 2,100  1.400
1.600 0,900 0.600

T R

35
R
0.000
14,300 0,500
25300 25,700
28,600 175,300
32.200 283,800
37.300 245,100
35,000 245,300
34.700 216.300
35.000 202,600
49,600 186.500
70,100 186,800
121,900 140,100
119.700 140,300
183,700 161,100
133,900 97.200
88.600 78,300
75,6000 62,500
60.0000 52,900
40,500 30300
22,1000 17.500
9.400  8.400
4300 2,900

T
0,000

R
0.000
1.700
65,200
176,400
182,800
172,600
153200
125,000
127.000
110,500
119,400
105,000
99400
87.600
63,500
56.400
43,900
35.900
22,600
12.700
3.900
1.500

30

T

0.000
39.200
222,500
264.800
231.100
260.800
250,600
222.400
199,600
199,700
228.800
192.000
164,000
164.500
124,100
74.800
39.600
44.400
24.400
10,300
2.600
0.700

36

T
0.000
9.600

112,400
178.400
180.400
159.200
146,300
142.100
141.700
115,800
112,100
116,300
102,500
99.900
72.000
50,300
46.700
32.200
19.400
10,800
4.000
1.200
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Abstract

We describe a liquid chromatography—tandem mass spectrometric method (LC-MS/MS) for levocetirizine quantification (I) in human plasma.
Sample preparation was made using a fexofenadine (IT) addition as internal standard (IS), liquid-liquid extraction using cold dichloromethane, and
dissolving the final extract in acetenitrile. T and 11 (IS) were injected in a C18 column and the mobile phase composed of acetonitrile:water:formic
acid (80.00:1990:0.10, w/v/v) and monitored using positive electrospray source with tandem mass spectrometry analyses. The selected reaction
monitoring (SRM) was set using precursor ion and product ion combinations of m/z 389 = 201 for Tand m/z 502 =467 forI1. The limitof quantification
and the dynamic range achieved were 0.5 ngfmL and 0.5-500.0 ng/mL. Validation results on linearity. specificity. accuracy, precision and stability,
as well as its application to the analysis of plasma samples taken up to 48 h after oral administration of 5 mg of levocetirizine dichloridrate in

healthy volunteers demonstrate its applicability to bioavailability studies.

@ 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Mass spectrometry; Bioavailability; Levocetinzine

1. Introduction

Levocetirizine (CAS—130018-77-8) (I}, 2-[2-[4-[(R)-(4-
chlorophenyl)-phenyl-methyl] piperazinyl-1-yllethoxy] acetic
acid, the R-enantiomer of racemic cetirizine, is a selective,
potent, Hj-antihistamine compound indicated for the treatment
of allergic rhinitis and chronic idiopathic urticaria [1]. The rec-
ommended dosing of levocetirizine is 5 mg per day. It has arapid
onset, achleving maximum plasma concentration (fyay ) in 0.9h
[2]. with peak serum levels {Cypx ) of approximately 270 ng/mL
[1]. In the plasma, 91% of the drug is bound to proteins and its
volume of distribution (V) is small (0.4 L/kg). The drug under-
goes minimal metabolism, which increases the bioavailability

* Comesponding authorat: Cone Clinical Rescarch. 171, Doutor Tancredo de
Almeida Meves St., 12914160 Braganga Paulista, SF. Brazil.
E-mml address: mrmontal @yahoo.com.br (M.E. Monta).

1570-0232/% — see front matter € 2007 Elsevier B.V. All nghts reserved.
dod: 1 0. 1016 jchromb 200711025

and its half-life of elimination time is 8 h. Levocetirizine is gen-
erally well tolerated in adults, adolescents and children with
allergic conditions [2].

The use of LC coupled with electrospray tandem mass spec-
trometry has become the first choice in binavailability studies
owing to the fast, sensitive, and reliable results generated by
its use [3] The state-of-the-art instruments use the two power-
ful techniques to separate interference and MS/MS to analyze
with selectivity and sensitivity to give very reliable results of
concentrations in biological fluids.

Other techniques have been previously used to determine
cetirizine in human plasma. These methods include gas chro-
matography (GC) [4], high-performance liquid chromatography
(HPLC) with UV detection [5,6] and HPLC-MS/MS [7.8].
The HPLC-UV method has higher limit of quantification
(10.0ng/mL) than others. The LC-MS/MS method described
by Jager et al. has a low limit of quantification (0.5 ng/mL) but,
the retention time is 1.87 min. In the methods mentioned above,
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the extraction used to prepare the sample is protein precipitation,
which could lead to high level of interferences.

This article describes LC-MS/MS method with sensitivity as
good as the previous one (0.5 ng/mL), faster than articles previ-
ously reported (retention time: 0.91 min) that uses liquid-liquid
extraction for levocetirizine quantification in human plasma and
reports its application for bicavailability study.

2. Experimental
2.1. Materials and reagents

Levocetirizine (lot number 0281105) was obtained from
Symed Labs Limited (Sao Paulo, SP) and fexofenadine {lot num-
ber FEX0503020) was obtained from Ind. Swift Laboratories
Limited (Rio De Janeiro, RI). Acetonitrile, methanol {HFLC
grade) and NaCl were purchased from J.T. Baker (Deventer,
Netherlands). Dichloromethane and formic acid were purchased
from Merck { Darmstadt, Germany). Water was purified using
a Milli-Q) water purification system (Millipore, Bedford, MA,
USA}). All other chemicals were of analytical grade and used
without further purification.

2.2, Analyses conditions and instrumentation

Elution was performed using acetonitrile: water: formic acid
(80.00:19.90:0.10, v/viv) at the mobile phase, at a flow-rate
of 0.2mL/min, the injection volume was 5pl and total run
time was set for 2.0min. The samples were injected into
an Alliance HT 2795 (Waters, Milford, MA, USA) at room
temperature, and the stationary phase was a Polaris Cg (par-
ticle size, 3 pm: 50mm » 2.0 mm, i.d.) column (Varian, Palo
Alto, CA, USA). Mass spectrometric analysis was performed
using a Quattro Premier XE (Waters, Milford, MA, USA)
tandem mass spectrometry, equipped with an electrospray
(ESI) source. The temperatures of desolvation gas and source
block were 350°C and 100°C, respectively. The electrospray
source was operated in the positive lonization mode (ESI+)
at 3kV, and selected reaction monitoring mode (SRM), m/z
380>201 and m/z S02>467 were used for quantification of
levocetirizine and fexofenadine, respectively. Cone woltage, col-
lision energy and collision gas pressure (argon) were 250V,
120V, and 2.75 » 10~ mbar, respectively for levocetirizine,
and 30.0V, 200V, and 2.75 x 10~ mbar for fexofenadine.
respectively.

2.3, Standards and quality control samples preparation

A stock solution of levocetirizine (100 pgdmL) was prepared
in Milli-Q water. An aliquot of this solution was added to a blank
plasma obtaining a final concentration of 2 pg/ml. This solution
was used to spike blank plasma in order to obtain calibration
standards of 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0 and 500.0 ng/mL
and three levels of quality controls (QCs) fixed at 1.50, 200.00
and 400.00 ng/mL (low, medium and high). The spiked plasma
was stored at =70°C. Stock solutions of fexofenadine (internal
standard) were prepared by dissolving the drug in methanol to

a final concentration of 100 pg/mL. This solution was diluted
with methanol to get a final concentration of 2 pug/mlL.

2.4. Sample extraction

Twenty-five microliter of intemal standard solution (fexofe-
nadine, 2 pg/mL) was added to 200 pL plasma and mixed for
I min. Then, 50 pL of saturated NaCl and 1000 pL of cold
dichloromethane were added and the contents were mixed again
for 5 min. The tube was centrifuged at 16,100 > g, for 5min at
4°C and the lower organic phase (700 L) was transferred to
another tube and evaporated to dryness under an air stream at
room temperature. The residue was dissolved in 200 pL of ace-
tonitrile and mixed for 5 min. The sample was then transferred
to the glass autosampler vial and 5 pL was injected into the
chromatographic system.

2.5, Recovery

The efficacy of levocetirizine extraction from human plasma
was measured analyzing three levels of quality control sam-
ples (QCs). The drug recovery was determined by comparing
peak areas obtained from the spiked plasma samples (QCs) after
extraction and reconstitution to the standard solution at the same
concentration of the spiked plasma samples. The recovery of [S
was also evaluated using the same procedure. The recovery of
analyte and IS should be consistent, precise, reproducible and
higher than 50% according to our protocol of validation.

2.6. Limit of quantification

The limit of quantification (LOQ) was defined as the lowest
concentration of the analyte that could be determined with pre-
cision and accuracy under the stated experimental conditions.
Biological samples spiked with levocetirizine were injected in
decreasing concentrations until the lowest concentration quanti-
fied with precision and accuracy, expressed by relative standard
deviation (R.5.D.) lower than 20%. The experimental LOG
obtained was 0.5 ng/mL.

2.7. Analytical curves

The analytical curves were constructed using concentra-
tion values ranging from 0.5 to 500.0 ng/mL of levocetirizine
in human plasma. Linear analytical curves were obtained by
weighted linear regression (weighing factor: 1/x), the ratio of
levocetirizine peak area to fexofenadine peak area was plotted
versus the ratio of levocetirizine concentration to that of the
internal standard, in ng/fmL. The suitability of the calibration
model was confirmed by back-calculating the concentrations of
the calibration standards. For calibration curves, the cormrelation
coefficient (r) should be higher than 0.98,

2.8. Linearity, precision and accuracy

The linearity was evaluated by analyses of three calibration
curve batches. The acceptance criteria were that the coefficient
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of variation (CV) and accuracy must not exceed 20% for LOQ
and 15% for other standards.

Four different concentrations (0.50, 1.50, 200,00 and
400.00 ng/mL) of QC samples in five replicates were analyzed
in three different batches in order to determine intra- and inter-
batch precision and accuracy. The accuracy of the method was
shown as relative error (RE) and calculated based on the differ-
ence between the mean calculated and nominal concentrations;
whereas, precision was evalvated by calculating the within- and
between-run CV. The acceptance criteria for each quality con-
trol were that the CV accuracy must not exceed 15% and 20%
for the LOGQ.

2.9, Freezing and thawing stabilities

Freezing and thawing stabilities for levocetirizine in plasma
samples were evaluated after three cycles and the analytical
process with control concentrations in four plasma batches. Sam-
ples were frozen at —70°C in three cycles of 24, 36 and 48 h.
Autosampler stability was studied over a 16-h storage period
in the autosampler tray with quality control concentrations. The
acceptance criteria for each quality control were that the CV and
accuracy must not exceed 15%.

2,100 Bioequivalence study

Thirty-five adult volunteers, aged between 18 and 350
years with an index of corporal mass between 19 and
28.5kg/m”, were selected for the study after assessment of
their health status by clinical evaluation (physical examination,
electrocardiogram) and the following laboratory tests: albu-
min, alkaline phosphatase, AST (aspartate aminotransferase),
ALT (alanine aminotransferase), blood glucose, creatinine,
total bilirubin and total protein, triglyceride, total cholesterol,
hemoglobin, hematocrit, total and differential white blood
cells count, routine urinalysis and negative sorology for HIV,
HBV and HCV. All the subjects gave written informed con-
sent and the Assertiva Ethics Committee approved the clinical
protocol.

The study was a single-dose, two-way randomized crossover
design with 7 days washout period between doses.

During each period, the volunteers were hospitalized at 7:30
pam. and had a supper before 9:00 p.m., after an ovemnight fast
they received (at ~7:00 a.m.) a single-dose of levocetirizine
dichloridrate (5 mg of either formulation). Water (200 mL) was
given immediately after the drug administration and the volun-
teers then fasted for 4h, after which period a standard lunch
was served. After Th, they were served a snack. After 12 and
14 h were served meals. No other food was permitted during
the *in house” period and liquid consumption was allowed
ad libitum 2h after levocetirizine dichloridrate administration
(with the exception of xanthine-containing drinks. including
tea, coffee and cola). At 0, 1, 2.4, 6, 8 10, 12, 16, 24 and
36 h after the dose administration, systolic and diastolic arterial
pressure (measured non-invasively with a sphygmomanometer),
heart rate and temperature were recorded. The hospitalization
period was 36h. The volunteer came to the unit to supply

blood samples at 48.0 h post-dosing. The following formulations
were employed: levocetirizine dichloridrate (test formulation)
and Zyxem® (standard reference formulation from Farmalab
Ltda).

Blood samples (8 mL) from a suitable antecubital vein were
collected by indwelling catheter into heparin-containing tubes
at 0, 0.25, 0.5, 0.66, 0.83, 1.0, 1.16, 1.33, 1.5, 1.75, 2.0, 2.5,
3.0,4.0,6.0,8.0, 10,0, 12.0, 16.0, 24.0, 36.0 h and 48.0 h post-
dosing. The blood samples were centrifuged at ~2000 = g for
10min at 4 °C and the plasma was stored at —70 “C until assayed
for levocetirizine content.

2.11. Pharmacokinetics and statistical analysis

Pharmacokinetic parameters were calculated from plasma
levels applying a non-compartmental method using SAS 9.1.3
software (SAS Institute Inc.. Cary, NC, USA). Following Food
and Drug Administration (FILA.) guideline [9]. blood sam-
ples were taken from each subject (n = 35) considering a period
of 3-5 times the terminal elimination half-life (f12). Cuax
and Tpax values were determined directly from plasma lev-
ocetirizine concentration—time profiles. The area under the
concentration—time curve { AUCp_) was obtained by the trape-
zoidal method. The total area under the curve (AUCq ) was
calculated up to the last measured concentration and extrap-
olations were obtained using the last measured concentration
and the terminal elimination rate constant (K). The terminal
elimination rate constant, K, was estimated from the slope of
the terminal exponential phase of the plasma of levocetirizine
concentration—time curve (by means of the linear regression
method). The terminal elimination half-life, r,, was then cal-
culated as 0.693/K,. Results were reported as mean + standard
deviation through out the paper. Regarding AUCy_,, AUCy o
and Cpyay, bioequivalence was assessed by means of an anal-
ysis of variance (ANOVA) and calculating the standard 90%
confidence intervals (90% CIs) of the ratios test/reference (log-
arithmically transformed data). Bioequivalence was considered
when the ratio of averages of log-transformed data were within
BO-125% for AUCh, AUCh oo and Crax.

3. Results and discussion
3.1. Method development

Mass spectrometric detection coupled with liquid chromatog-
raphy has been known as the state-of-the-art technique to
perform bicanalytical analysis with maximum selectivity and
sensitivity. The MS tuning was carried out by direct infusion of
solutions of both levocetirizine and fexofenadine (IS) into the
ESI source of the mass spectrometer.

The critical parameters in the ESI-MS/MS equipment include
ionization in the solution (mobile phase), flow rate, needle
(ESI) voltage and polarity (charge separation), drying gases
{ion evaporation model and charged residue model) [10], and
ion transmission. In our case, the formation of protonated ionic
levocetirizine and fexofenadine (IS) molecules was observed
(Fig. 1).
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Levocstirizine

Fexofenadine

Fig. |. Chemical structures of levocetinzine and fexofenadine (15).
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Fig. 2. CAD mass specira of the levocetinzine protonated molecule,

A collisionally activated dissociation (CAD) product ion
spectrum for levocetirizine yielded high-abundance fragment
ions of mwz 201 (Fig. 2).

The proposed dissociation mechanism for the protonated
levocetinizine of m/Z 389, a protonated 2-piperazinyl-1-
yllethoxylacetic acid loss forming the product ion of mz 201
that is a tropilium ion stabilized by resonance.

A CAD product ion spectrum for internal standard fexofena-
dine yielded high-abundance fragment ions of m/z 484 and m/z
467 (Fig. 3).

The proposed dissociation mechanism for the protonated fex-
ofenadine of m/z 502, corresponds to two water losses in tandem
forming more stabilized ions (resonance stabilization).

After the SRM channels were tuned, the mobile-phase was
changed from an organic phase to a more aqueous phase with
acid dopant to obtain a fast and selective LC method. The
better signal was obtained using acetonitrile:water:formic acid

(80.00:19.90:0.10, vfv/v) that was tested using three triplicate
curves with five low quality controls, five medium quality con-
trols and five high quality controls.

3.2, Specificity

The analysis of levocetirizing and fexofenadine using a SEM
function was highly selective, with no interfering compounds
or significative ion suppression from endogenous substances
observed at the retention times for levocetirizine and fexofe-
nadine: as shown in Fig. 4a and b. The chromatographic run
was executed using a short (530 mm) Polaris column, which is
convenient for running a high throughput of samples. There was
no chromatographic separation, owing to the high degree of sim-
ilarity shared by the two structures, with the adjusted retention
time being as short as 1.4 min, in order to increase the analyt-
ical capability. Chromatograms obtained from plasma spiked

[u'"4
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Fig. 3. CAD mass spectra of the fexofenadine protonated molecule.
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Fig. 4. Representative SEM chromatograms of levocetirizine in human plasma: fa) levocetirizine and (b fexofenadine blank human plasma. (¢} levocetinzine and
{d) fexafenadine-spiked human plasma containing .50 ng/mL levocetirizine and internal standard, (e ) levocetirizine and (f) fexofenadine from a volunteer | hafter

administration of 3m of levocerinzine.

with levocetirizine (1.5 ng/mL ) and fexofenadine (2 pg/mlL) are
shown in Fig. 4¢ and d. Levocetirizine and fexofenadine from a
volunteer | h after administration of 5mg of levocetirizine are
shown in Fig. 4e and f.

The matrix effect was evalvated directly by extracting blank
plasma and then spiking with the analyte at the LOQ con-
centration. There was no difference observed between the

signal for the solution and the spiked extract at the LOQ
concentration.

3.3, Linearity, precision and accuracy

Calibration curves were plotted as the peak area ratio
(drug/5) versus drug concentration. The assay was linear in the
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Table |
Calibration curves from one batch of the validation section
Spiking plasma concentration {ng/mlL} Concentration measunzd {mean) ingfmL} RSDA (%) n=2 Relative crror®
0.50 0.50 1] 0
1.00 1.03 5.82 3.00
5.00 543 6.99 8.60
10.00 0.83 213 —1.70
5000 49.13 346 -1.74
100.00 643 L.10 —3.57
S00.00 48717 0.04 —2.56

Relative error of the mean is calculated as. Typical calibranion curve for levocetinzine: y=0.0613675x+ 0.012089] (comelation cocfficient, r=0.997608),

concentration in ngfml., & ratics of levocetirizine peak ama to that of 15,
* Standard deviation/mean concentration measured = 100,

b {{Mecan concentration measumd — spiked plasma concentration Vspiked plasma concentration) x 100,

concentration range of 0.5-500.0ng/mL. The R.5.D. were less
than 7%. The relative error (RE) of the mean of the measured
concentrations ranged from 8.60% to —3.57%. The determi-
nation coefficients l'RZJ were greater than 0.997 for all curves
(Table 1). Precision and accuracy for this method were con-
trolled by calculating the intra-batch and inter-batch variation
at three concentrations (1.50, 200.00 and 400.00 ng/mL) of QC
samples in five replicates. As shown in Table 2, the intra-batch
R.5.Dv.s and REs were less than 6%. These results indicate that
the method is reliable and reproducible within its analytical
range.

3.4, Freezing and thawing stabilities

The results of the freeze—thaw stability studies are shown
in Table 3. Quantification of the analyte in plasma subjected
to a number of freeze—thaw (—70°C to room temperature)
cycles showed that the analyte is stable after threz cycles.
No analyte degradation had taken place over a 16-h storage
period in the autosampler tray with the final concentrations
of levocetirizine ranging from 88.89% to 104.42% of the
theoretical values. In addition, the long-term stability of lev-
ocetirizine in QC samples after 68 days of storage at —70°C
was also evaluated. The concentrations ranged from 97.33%
to 104.25% of the theoretical values. Levocetirizine was
therefore stable in human plasma for at least 68 days at
—70°C.

Tahle 2

3.5. Recovery

There were tested a variety of extractions, ethyl acetate, hex-
ane, chloroform, otherwise the best recovery was achieved for
the liquid-liquid extraction with dichloromethane. The recovery
was calculated by comparing the peak area ratios of levoceti-
rizine in plasma samples with the peak area ratios of solvent
samples, was estimated at control levels of levocetirizine. The
recovery of levocetirizine, determined at three different concen-
trations (1.50, 200,00 and 400.00 ng/mL), were 82.97%, 85.78%
and 95.04%, respectively: the overall average recovery was
B7.93%.

The recovery of IS was also tested using the same methodol-
ogy the mean recovery of fexofenadine was 103.44%.

3.6. Application to biplogical samples

The proposed analytical method was applied to a bioequiva-
lence study of two levocetirizine formulations. This randomized
crossover study was conducted with 35 subjects after a sin-
gle oral dose (5 mg) of the drug. Typical plasma concentration
versus time profiles is shown in Fig. 4. Plasma concen-
trations of levocetirizine were in the standard curve range
and remained above the 0.5 ng/mL (quantification limit for
the entire sampling period). The observed maximum plasma
concentration ( Cpay ) was 228.11 £ 60.55 ng/mL for the refer-
ence and 226.91 £ 61.76 ng/mL for the test. Time to achieve

Precision and accuracy (analysis with spiking plasma samples at three different concentrations)

Spiking plasma Within-run

concentration (ngfmL)

Between-nmn

Concentration measured R.S.D (%) Relative error® Concentration measured RSD® (%) Relative
(mean £ 5.10) (ngfml) (=351 (53] imean £ 5.1.) ing'mL) n=15) emor® (%)
150 148 270 —1.33 147 476 —2.00
LR 200.66 5.66 0.33 199.27 7.14 —0.36
LT 39530 4.53 -7 29134 77 =216

* (Standard deviation'mean concentration measured) s 100,

b {{Mecan concentration measumd — spiked plasma concentration Vspiked plasmaconcentration) s 100,
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Fig 5. Plasma concentration—time curves of levocetirizine test and mference

g formulations administrated 1w 35 volunteers.

=
maximum plasma concentration (Tpa) was 0.83 £ 3.50h for
the reference and 0.83+2.34h for the test. The value of
area under the curve from time 0 to the last sampling time
(AUCq) was 174371 £ 492.24 ng h/mL for the reference and

o= E 1752.91 £ 447.02 ng h/mL for the test, and area under the curve

S : i from O to o0 (AUC o) was 177540 4 507.29 ng h/ml for the

aerm reference and 1785.85 £ 461.27 ng h/mL for the test.

i 'r:; Eﬁ The elimination half-life (fy2 ) was 8.07 £ 5.86 h for the ref-
erence and 8.99 & 4.67 h for the test. The pharmacokinetic data
obtained were similar to those reported by Passalacqua and
Canonica [2]. In addition, the mean ratio of AUC /AUC

P was higher than 80% in accordance with the Food and Drug

= Administration Bioequivalence Guideline [11].

The ratio of test/reference (T/R) and 90% percent confidence
intervals (90 Cls ) for overall analysis were comprised within the
previously stipulated range (80-125%).

LI The ratic T/R and 90 CIs (in parenthesis) was 99.43%

= % (94.29-104.86%) for Cpgy. 101.11% (97.42-104.93%) for

H j ;-H. AUCq; and 101.17% (97.49-104.99%) for AUCy .. There-

:_F . fore, the results demonstrated the bicequivalence of the two

a5 formulations of levocetirizine (Fig. 5).
4. Conclusion
YaZ §' In conclusion, the use of LC-MS/MS allows an accurate,
i P precise and reliable measurement of levocetirizine concentra-
z tions in human plasma for up to 48 h after a single oral dose of
g 5 mg to healthy volunteers. The described method has proven to
E be fast and robust, with each sample requiring less than 3 min

2 5 ] analysis time. The sensitivity of the assay is sufficient to follow

: j o E accurately the pharmacokinetics of this drug.

$28 | f
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