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RESUMO

A hepatite C € uma doenca causada pelo virus da hepatite C (HCV) e acomete
pessoas em todo o mundo. O Relatério Global sobre as Hepatites (2017) publicado
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima que, em 2015, havia 71 milhdes
portadores de hepatite C crénica. No Brasil, a estimativa € que 1,4 a 1,7 milhdes de
pessoas sao afetadas pelo virus HCV. A hepatite C e outras hepatites virais
constituem um grande problema global de salde publica e precisam ser erradicadas.
Atualmente, ndo existe vacina para a hepatite C. Logo, a prevencao e o tratamento
sdo importantes ferramentas no combate a doenca. Segundo a OMS, apenas 5,5
milhdes de pessoas receberam tratamento para a hepatite C e o nUmero de pessoas
gue receberam tratamento com antivirais de acdo direta é ainda menor: apenas meio
milh&o de pessoas. Estes farmacos de acao direta incluem o sofosbuvir, o ledipasvir,
o daclatasvir e outros compostos os quais sdo melhor tolerados e mais efetivos. Este
trabalho objetivou desenvolver e validar uma metodologia bioanalitica para quantificar
o sofosbuvir em plasma humano segundo as diretrizes da Resolu¢do RDC n° 27 de
17/maio/2012, o guia de validacdo de métodos bioanaliticos editado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e aplicar o método a um estudo de
farmacocinética na populacdo brasileira. Uma metodologia utilizando a extracéo
liquido-liquido com éter metil terc-butilico/acetato de etila (70:30) v/v foi desenvolvida
e empregada para extrair o sofosbuvir e o padrdo interno cimetidina da matriz
biolégica. A analise foi executada utilizando uma coluna Gemini® NX C18 4,6 mm x
50,0 mm, 5um de tamanho de particula (Phenomenex®, Torrence, USA). A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma fase mdével composta por
(solvente A) 0,1 % acido formico em agua e (solvente B) metanol/acetonitrila (80:20)
v/v, solvente A/solvente B (30:70) v/v. O tempo de corrida foi de 2,5 min. A detecgéo
ocorreu por espectrometria de massas utilizando a técnica de varredura denominada
monitoramento de rea¢des mutliplas (MRM). As transi¢cdes selecionadas para anélise
foram m/z 529,9>242,8 para o sofosbuvir e m/z 253,0>116,9 para a cimetidina. A faixa
linear de trabalho utilizada neste trabalho foi de 0,50-1000,00 ng/mL de sofosbuvir em
plasma. As curvas de calibracdo foram construidas aplicando-se a regresséo linear
utilizando o método dos minimos quadrados com a ponderacgéo de 1/x2. Uma vez que
o método foi desenvolvido e validado, ele pode ser aplicado no estudo de

farmacocinética apos a administracéo oral de 400 mg de sofosbuvir em 69 voluntérios.



O sangue foi coletado em 22 tempos de coleta pré-determinados: 0h:00 min, Oh:05
min, Oh:10 min, Oh:15 min, 0h:20 min, Oh:30 min, Oh:40 min, Oh:50 min, 01h:00 min,
01h:15 min, 01h:30 min, 01h:45 min, 02h:00 min, 02h:30 min, 03h:00 min, 03h:30 min,
04h:00 min, 04h:30 min, 05h:00 min, 06h:00 min, 08h:00 min and 10h:00 min. Entéo,
foram obtidos os parametros farmacocinéticos do sofosbuvir na populagdo brasileira
0S quais, para a surpresa dos autores, mostraram grandes diferencas quando

comparados a outras populacgdes.

Palavras-chave: Sofosbuvir. LC-MS/MS. Plasma. Farmacocinética. Extracdo liquido-
liquido. Hepatite C. Populacao brasileira.



ABSTRACT

Hepatitis C is a disease caused by the hepatitis C virus (HCV) and affects people all
over the world. The World Health Organization (WHO) Global Hepatitis Report (2017)
estimates that, in 2015, 71 million people were living with chronic HCV infection. In
Brazil, it is estimated that 1.4 to 1.7 million people are affected by the HCV. Therefore,
hepatitis C and other viral hepatitis are an important public health problem and it must
be eradicated. Nowadays, there is no vaccine for Hepatitis C. Then, the prevention and
treatment of this disease has a great importance. According to WHO, only 5.5 million
people had received treatment for HCV and the number of persons who had been
treated with the new direct-acting antivirals is much smaller: only half a million. These
drugs, includes sofosbuvir, ledipasvir, daclatasvir and others and they are better
tolerated and more effective drugs. The aim of this work was to develop and validate
a method for sofosbuvir quantification in human plasma by LC-MS/MS technique in
accordance with Resolution RDC n © 27 of 17/may/2012, a guideline for bioanalytical
methods validation defined by the Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA) and
apply the method to a pharmacokinetic study in the Brazilian population. A method
using liquid-liquid extraction with methyl tert-butyl ether/ethyl acetate (70:30) (v/v) was
developed and employed to extract sofosbuvir and the internal standard cimetidine
from the biological matrix. The analysis was accomplished using a Gemini® NX C18
4.6 mm x 50.0 mm, 5um particle size column (Phenomenex®, Torrence, USA).
Chromatographic separation was achieved using a mobile phase composed by
(solvent A) 0.1 % formic acid in water and (solvent B) methanol/acetonitrile (80:20)
(v/v), solvent A/solvent B (30:70) (v/v). The runtime was 2.5 min. The detection was
done by mass spectrometry using multiple reaction monitoring (MRM). The transitions
selected were m/z 529.9>242.8 for sofosbuvir and m/z 253.0>116.9 for cimetidine. The
linear range of 0.50-1000.00 ng/mL was used in the present work. Calibration curves
were constructed by applying least-squares linear regression method with a weighting
factor (1/x?). Since the method was developed and validated, it could be applied in the
pharmacokinetic study after oral administration of sofosbuvir 400 mg in 69 human
volunteers. Blood was collected at 22 specific times: 0h:00 min, Oh:05 min, Oh:10 min,
Oh:15 min, Oh:20 min, Oh:30 min, Oh:40 min, Oh:50 min, 01h:00 min, 01h:15 min,
01h:30 min, 01h:45 min, 02h:00 min, 02h:30 min, 03h:00 min, 03n:30 min, 04h:00 min,
04h:30 min, 05h:00 min, 06h:00 min, 08h:00 min and 10h:00 min. Then, it was



obtained pharmacokinetic parameters for the drug in the Brazilian population. To the
authors’ surprise the pharmacokinetic parameters obtained for the population in the

study showed great differences when compared with other populations.

Keywords: Sofosbuvir. LC-MS/MS. Plasma. Pharmacokinetics. Liquid-liquid
extraction. Hepatitis C. Brazilian population.
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1 INTRODUCAO

A hepatite C € um problema de saude de grande relevancia nacional e
internacional, atingindo 71 milhdes de pessoas ao redor do mundo e 1,4 milhdes de
pessoas no Brasil (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017; BRASIL, 2017a).
Trata-se de uma doenca causada por um microorganismo elucidado em 1989 o qual
foi denominado de virus da hepatite C (HCV). Sua acado vem ocasionando, devido as
complicacBes como cirrose e carcinoma hepatico, um significativo aumento no nimero
de Obitos desde o ano 2000, conforme relatorio da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Segundo estimativas da OMS (2017), o nUmero de mortes anual por hepatites
virais é de 1,34 milhdes de pessoas, sendo 30 % desse montante correspondentes
aos Obitos por HCV, o que o que corresponde a 400 mil pessoas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Dessa maneira, € forcoso o desenvolvimento de
recursos terapéuticos como vacinas e de medicamentos que sejam eficazes na
erradicacao do virus, resultando na cura do paciente.

Embora as vacinas ainda ndo estejam disponiveis, novos tratamentos foram,
h& pouco tempo, incluidos na prética clinica gracas aos resultados de pesquisas, que
gue conduziram ao desenvolvimento dos mais modernos antivirais de acdo direta
como o sofosbuvir, ledipasvir e o daclatasvir. Esse farmacos foram responsaveis pela
reducdo no tempo de tratamento, pela maior facilidade posologica, pela menor
incidéncias de efeitos adversos e pelo expressivo aumento na taxa de cura quando
comparados aos esquemas de tratamentos convencionais (WEBSTER,;
KLENERMAN; DUSHEIKO, 2016; ECHEVERRIA et al., 2015).

Segundo Ramamoorthy e colaboradores (2015), aproximadamente 20 % dos
novos farmacos aprovados nos ultimos seis anos revelaram diferencas na exposicao
Ou resposta entre as ragas/etnias, 0 que gerou, em alguns casos, uma prescricao
diferenciada para determinado grupo. Para o tratamento da hepatite C, por exemplo,
os pesquisadores verificaram que os individuos de origem africana apresentam menor
taxa de cura quando comparados ao europeu e/ou asiatico, mesmo utilzando as
terapias mais novas como o sofosbuvir.

Além da atividade contra o virus da hepatite C, pesquisas recentes mostraram
a efetividade do sofosbuvir no combate a agentes envolvidos em doengas como as

causadas pelo Virus da Zika (ZIKV), virus da Dengue (DENV), o virus da Chikungunya
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(CHIKV) e o virus da Febre amarela (YFV). Essas enfermidades, cujos tratamentos
nao estao disponiveis até 0 momento, vém ganhando grande destaque em funcéo do
aumento do namero de casos no pais. Vale ressaltar que a Febre amarela apresenta
uma alta taxa de mortalidade e que a Zika estéa relacionada a Sindrome de Guillain—
Barré (SGB) e a microcefalia. Assim, é indispensavel o rpido desenvolvimento de
recursos terapéuticos no combate a essas relevantes moléstias (SOUZA et al., 2017a;
SOUZA et al., 2017b; XU et al., 2017; SOUZA et al., 2019a; SOUZA et al., 2019b).

Diante do exposto, a presente pesquisa teve como objetivo desenvolver e
validar uma metodologia bioanalitica para determinar os niveis de sofosbuvir em
plasma humano a partir da administracéo oral, em jejum, de um comprimido de 400
mg da formulac&o de referéncia contendo o farmaco. Foram analisadas amostras de
plasma dos participantes de um ensaio clinico, possibilitando determinar os
parametros farmacocinéticos do sofosbuvir na populagédo brasileira. Os resultados
obtidos foram contrapostos aos dados da literatura, pontuando-se as diferencas entre
as populacdes/etnias.

Outro ponto que merece destague € gque 0s resultados da presenta pesquisa
levaram ao questionamento quanto a certificacdo de Centros de Bioequivaléncia
internacionais, como na Europa, Estados Unidos, América Latina e india. Tendo em
vista as referidas certificacfes, € permitida a realizacdo de Estudos de Bioequivaléncia
com a participacdo de voluntarios de outras etnias. Ocorre que essas populacdes
normalmente apresentam diferentes habitos alimentares, bem como, composicdo
genética diversa da populacao brasileira. Dessa maneira, verifica-se que a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) podera eventualmente autorizar o uso de
determinado medicamento no Brasil, genérico ou similar, fundamentada em
parametros farmacocinéticos de outras etnias. Nesse sentido, uma vez que a agéncia
nado dispbe de dados reais, ou seja, dados da farmacocinética do medicamento em
brasileiros, poderao surgir casos inesperados de toxicidade ou perda de eficacia.

Portanto, a realizacdo de um ensaio avaliando a farmacocinética do sofosbuvir
em voluntéarios brasileiros — um medicamento de grande importancia para o Sistema
Unico de Saude - contribuiu para a elucidagéo de importantes parametros do farmaco

no Brasil, que até aqui encontravam-se desconhecidos.
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1.1 O virus da hepatite C - virologia

O HCV € um virus, membro da familia Flaviviridae e do género Hepacivirus,
cujo material genético € formado por &cido ribonucleico (RNA). Seu genoma apresenta
9600 nucleotideos! em fita simples e de polaridade positiva?2. Possui
aproximadamente 50 nm de diametro e é composto por trés elementos: o envelope,
que é formado por uma bicamada lipidica na qual estdo ancoradas as proteinas E1 e
E2; o nucleocapsideo, que é formado por multiplas unidades de proteinas core (C)
situadas abaixo do envelope e pelo material genético de RNA que é envolvido pelo
nucleocapsideo, conforme Figura 1 (JIMENEZ-PEREZ et al., 2016).

Figura 1 - Representacdo do HCV

A Envelope

RNA

Nucleocapsideo

Fonte: (HEPCENTRO, 2019).

O material genético do HCV é responsavel por codificar uma Unica poliproteina
de 3011 aminoé&cidos a qual é clivada por proteases, formando proteinas estruturais
e nao estruturais (NS), sendo um total de 10 proteinas. Cada uma dessas moléculas
possui diferentes fungdes no processo replicativo ou de montagem da particula viral.
Trés sdo proteinas estruturais, originadas pela clivagem causada por proteases do

hospedeiro: proteinas do Core (C), envelope 1 (E1) e envelope 2 (E2) e sete proteinas

I Nucleotideos sao as unidades basicas formadoras do DNA ou do RNA. Cada nucleotideo é formado
por: um carboidrato (pentose: ribose ou desoxirribose), um grupo fosfato e uma base nitrogenada
(purinas: Adenina, Guanina; Pirimidinas: Citosina, Timina e Uracila). No DNA, existem nucleotideos de
Adenina, Guanina, Citosina e Timina. No RNA, existem nucleotideos de Adenina, Guanina, Citosina e
Uracila (PIERCE, 2016).

20 HCV, por ser um virus de RNA de polaridade positiva, apresenta o material genético infectante
capaz de atuar como RNA mensageiro para a sintese de proteinas (TAN, 2006).
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nao estruturais, originadas pela clivagem causada por proteases virais: p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, envolvidas na replicagdo viral (WEBSTER;
KLENERMAN; DUSHEIKO, 2016)

As proteinas C formam o nucleocapsideo e séo responsaveis por encapsular o
genoma viral. As proteinas E1 e E2 sdo glicoproteinas do envelope que se ligam a
receptores da célula hospedeira. A proteina p7 forma um canal ibnico denominado
viroporina que, por permitir o fluxo de protons, tem a funcéo de proteger a particula
viral de acidificacdo durante o processo de maturacdo. As proteinas NS2, NS3 e NS4A
sdo proteases virais enquanto a NS4B, juntamente com uma regido da NS3,
apresentam a fungdo de helicase®. A proteina NS5A é essencial no processo
replicativo do virus por estar envolvida na regulacédo da replicacdo do genoma viral.
Ja a NS5B é a RNA polimerase viral (KHACHCATOORIAN; FRENCH, 2016).

O virus da hepatite C é hepatotrdpico e infecta as células do figado ligando-se,
inicialmente, a receptores nas superficies dessas células. Essa interacdo € mediada
pela ligacdo entre as glicoproteinas E1 e E2 a receptores da superficie do hepatdcito.
A célula hepatica apresenta 0s seguintes receptores que interagem com o HCV:
receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDLR), glicosaminoglicanas, a
molécula cluster de diferenciacdo 81 (CD81), o receptor scavenger B1, a claudina 1,
a ocludina e o receptor Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1). Apos a ligacédo a célula
hospedeira, o virus é internalizado e seu material genético é liberado no citoplasma
do hepatécito. Ocorrera a traducdo* deste material gerando uma poliproteina cuja
clivagem por proteases virais e proteases do hospedeiro, ira formar as proteinas virais
mencionadas anteriormente: as proteinas estruturais e ndo estruturais do HCV. A
proteina NS5B formada, uma RNA polimerase, é responsavel pela replicacdo do
genoma viral. Uma vez ocorrida a traducao e a replicacdo do genoma viral, formam-
se novos virions que poderdo atingir o meio extracelular e assim alcangar corrente
sanguinea (KHACHATOORIAN; FRENCH, 2016).

8 As helicase do HCV é uma enzima que atua promovendo o desenrolamento do material genético, que
€ uma etapa imprescindivel para a ocorréncia da replicacéo viral (TAN, 2006).

40O processo por meio do qual ocorre a leitura do material genético contido no RNA mensageiro é
denominado de traducéo cujo resultado € a sintese de proteina (PIERCE, 2016).
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1.2 Ovirus da hepatite C - epidemiologia

A hepatite viral C constitui um importante problema de satde em todo o mundo,
sendo estimado que 1 % da populacdo mundial esteja infectada pelo virus HCV, ou
seja, 71 milhdes de pessoas afetadas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).
No Brasil, a estimativa € que exista de 1,4 a 1,7 milhdes de infectados pelo HCV
(BRASIL, 2017a).

O HCV evoluiu a sete linhagens genéticas (gendtipos 1 a 7), as quais se
diferenciam em subtipos como 1a, 1b e 3a, contemplando mais de sessenta e sete
subtipos. Essa alta variabilidade é responsavel por diferentes formas de evolucédo e
agressividade da doenca e também por diferentes respostas aos tratamentos
(ECHEVERRIA et al., 2015).

A principal forma de transmissao € através de contato direto ou indireto com
sangue contaminado, por meio de transfusdes, compartilhamento de seringas no uso
de drogas intravenosas, uso de material cirirgico mal esterilizado, transplante de
orgaos, transmissao vertical da mae para o filho, entre outros (ECHEVERRIA et al.,
2015).

No Brasil, por meio de um estudo de soroprevaléncia, a ocorréncia da hepatite
C foi estimada em 1,38 %, o que significa a ocorréncia de 1380 infectados a cada
100000 habitantes (CHERCHIGLIA et al., 2016). A maioria das pessoas acometidas
desconhece o diagnoéstico, pois a doenca apresenta sintomas muito brandos ou
mesmo nem os apresenta (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA,
SOCIEDADE BRASILEIRA DE INFECTOLOGIA, 2016). Esse fato é agravado pela
existéncia de pessoas que sdo portadoras do virus HCV e do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) simultaneamente, o que ndo € raro, pois
compartilham as mesmas formas de transmissdo. No Brasil, a estimativa é que 18,9
% dos soropositivos também estejam infectados com o virus HCV (TENGAN et al.,
2016).

A infeccao pelo virus HCV evolui de forma muito variavel, podendo ocasionar
desde minimas alteragBes histologicas até fibrose avancada e cirrose, na presenca
ou ndo de carcinoma hepatocelular (ASSOCIACAO EUROPEIA PARA O ESTUDO
DO FIGADO, 2015). No caso dos pacientes portadores do virus do HIV, a infec¢do

concomitante pelo HCV apresenta destaque entre as causas de doenca hepatica.
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Nesses individuos, a imunossupressdo acelera a progressdo da hepatite C,
promovendo a ocorréncia de cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular. Além disso,
eles sdo menos responsivos aos tratamentos, dificultando a erradicacdo do HCV
(WEBSTER; KLENERMAN; DUSHEIKO, 2016).

Estima-se que as hepatites virais sejam responsaveis por 1,34 milhdes de
Obitos ao ano, comparando-se ao numero de mortes por tuberculose e superando as
mortes por HIV (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). A Figura 2 ilustra o
namero de Obitos atribuido a cada hepatite viral, sendo as hepatites B e C,
responsaveis por 66 % e 30 % (aproximadamente 400 mil Obitos) dos obitos,
respectivamente, totalizando 96% dos Obitos causados pelas hepatites virais.
Diferentemente das mortes por HIV, tuberculose e maléria, os 6bitos por hepatites
virais estdo em ascensdo como pode ser visto na Figura 3. Tal fato gera um alerta e
a necessidade de disponibilizacao de tratamentos eficazes e seguros, minimizando os
agravos a saude e reduzindo a frequéncias de novas infeccbes e com isso
contribuindo para a erradicacdo das hepatites B e C até 2030, uma meta da OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Figura 2 - Obitos por hepatites virais, por virus e por tipo de complicacéo
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Fonte: (Adaptado de ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).
Legenda: HAV — virus da hepatite A; HBV — virus da hepatite B; HCV — virus da hepatite C;
HEV — virus da hepatite E.
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Figura 3 - Numero de Obitos por hepatites, tuberculose, HIV e malaria ao redor do
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Fonte: (Adaptado de ORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).
1.3 Ovirus da hepatite C - diagnostico laboratorial

Na maioria dos casos a hepatite viral C aguda apresenta-se silenciosa, ou seja,
nao ha manifestacdo de sintomas, dificultando a realizacdo do diagnostico. Uma
pequena quantidade de individuos apresenta ictericia enquanto outros apresentam
sintomas inespecificos como anorexia e mal-estar, 0 que torna necessario a
realizacdo de testes sorolédgicos especificos para se chegar a uma concluséo correta
do diagndstico. O fluxograma geral para o diagnostico da hepatite C é mostrado na
Figura 4. Existem outros fluxogramas, definidos no Manual Técnico para o Diagnéstico
das Hepatites Virais, 0os quais se encaixam nas condicbes de heterogeneidade
regional observada no pais, permitindo o diagnéstico conforme os diferentes perfis de

pacientes que os profissionais podem encontrar (BRASIL, 2017a).
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Figura 4 - Fluxograma de diagnostico laboratorial da infec¢ao pelo Virus da Hepatite C
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Fonte: (BRASIL, 2017a).

Os testes diagnosticos para o HCV baseiam-se na deteccdo sorologica de
anticorpos especificos contra o virus ou por meio de técnicas moleculares, que se
baseiam na deteccdo do RNA viral. As técnicas baseadas na dosagem de anticorpos
foram inicialmente aprovadas nos Estados Unidos em 1990 e evoluiram
consideravelmente desde entdo. S&o0 ensaios imunoenziméticos e ensaios de
guimioluminescéncia, os quais fazem uma triagem inicial. A simples presenca de
anticorpos anti-HCV nao é significado de infeccao atual pelo virus, mas contato prévio
com o0 mesmo, ou até uma reacao de falso positivo. Por outro lado, quando ocorre a
deteccdo do RNA viral, conclui-se que ha uma infeccao atual pelo HCV. Nos casos de
infeccdo recente, jA é possivel detectar material genético do virus (duas semanas
apos a infeccdo aproximadamente), e apenas apOs seis semanas ocorre a
soroconversao, isto €, a producéo de anticorpos anti-HCV, permitindo o diagnostico
atraves de testes sorologicos. Nos casos especificos em que ha coinfeccdo com HIV,
a soroconversao pode ser tardia ou até mesmo ndo ocorrer, sendo assim, a deteccéo
do RNA a forma de diagnéstico mais adequada (WEBSTER; KLENERMAN;
DUSHEIKO, 2016).
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1.4  Ovirus da hepatite C - tratamento

O principal objetivo do tratamento € a erradicacao do virus, o que corresponde
a alcancar um estado definido como Resposta Virologica Sustentada (RVS). Tal
resposta € um parametro de cura e consiste na indetectabilidade do RNA do HCV
(viremia indetectavel) 12 ou 24 semanas apoés o fim do tratamento, conforme regime
terapéutico (BRASIL, 2017a).

A evolucédo dos farmacos utilizados no tratamento é apresentada nos itens
14.1,142,143el1l.4.4.

1.4.1 Monoterapia com Interferon (INF)

O interferon é uma potente citocina® que apresenta atividades antivirais,
imunomoduladoras e antiproliferativas. Trata-se de um composto enddgeno,
produzido em resposta a infeccéo pelo HCV, o qual promove alteracdes bioquimicas,
levando as células a produzir proteinas que contribuem para o combate ao virus — o
estabelecimento de um estado antiviral. Uma vez alcancado esse estado, sao inibidos
mecanismos virais de transcri¢do, traducao, processamento pés-traducao, maturacao
e brotamento (liberacdo de particulas virais da célula hospedeira). Sdo conhecidas
trés classes de interferon humano com significativa atividade antiviral: a, B e y (
BRUNTON; KNOLLMANN; CHABNER, 2012).

O tratamento com interferon se baseia na administragao, por via intramuscular
ou subcutanea, de inje¢cdes contendo o farmaco posto que ele ndo € absorvido
oralmente. A fim de promover melhor resposta e melhorar a adeséo ao tratamento,
as proteinas de interferon foram conjugadas a grandes moléculas inertes como o
polietilenoglicol (PEG), formando o interferon peguilado (INF-PEG). Essa conjugacao
foi capaz de diminuir a velocidade de absor¢éo e de eliminacdo do farmaco além de
promover concentragfes plasméaticas mais elevadas, viabilizando a administracao
semanal do medicamento ( BRUNTON; KNOLLMANN; CHABNER, 2012).

O interferon alfa (INF-a) foi a primeira terapia empregada no tratamento da

hepatite C até meados da década de 1990. Consistia em monoterapia que

5 Citocinas sao glicoproteinas produzidas predominantemente pelos leucécitos que regulam a resposta
imune, inflamag&o e hematopoiese (KHAN, 2008).
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apresentava baixa resposta viroldgica sustentada (RVS), na faixa de 5 a 20% dos
pacientes tratados (ALVES et al., 2003).

Além da baixa taxa de cura e elevado indice de recidiva, o uso de interferon é
frequentemente acompanhado de reacfes adversas como inflamacéo no local da
injecdo e sindrome aguda semelhante a influenza. Tal sindrome apresenta sintomas
como febre, calafrios, cefaleia, mialgia, artralgia, nauseas, vomitos, diarreia e fadiga.
Esses sintomas, apesar de dificultar a adeséo ao tratamento, podem desaparecer ao
longo do mesmo ( BRUNTON; KNOLLMANN; CHABNER, 2012).

Pode ainda ocasionar hepatotoxicidade o que € evidenciado por elevacfes das
enzimas hepaticas e dos triglicerideos, sendo necessério o acompanhamento da
funcao hepatica através de exames clinicos e laboratoriais. Ademais, sdo observadas
reacoes adversas como nefrite intersticial e proteinuria, o que exige maior cuidado no
uso em pacientes com a funcéo renal comprometida ( BRUNTON; KNOLLMANN;
CHABNER, 2012).

Ha& ainda sinais de toxicidade que podem limitar a dose administrada:
mielossupressdo (queda nos niveis plaquetarios e leucocitarios); neurotoxicidade
(sonoléncia, confusdo mental, distlrbios do comportamento e depressédo); disturbio
autoimunes (tireoidite), sendo necesséria a verificacdo de impacto na funcédo
tireoideana e efeitos cardiovasculares como hipotenséo e taquicardia ( BRUNTON;
KNOLLMANN; CHABNER, 2012).

1.4.2 Terapia dupla - Interferon associado a ribavirina (INF-Ribavirina)

Em 1998, a ribavirina foi adicionada ao tratamento com interferon para
promover um aumento na taxa de cura, que atingiu a marca de 50 % dos pacientes
tratados. Portanto, foi recomendada pelas diretrizes de tratamento da época até o
surgimento de novos farmacos (WEBSTER; KLENERMAN; DUSHEIKO, 2016).

Ela € um analogo do nucleosideo® de purina, mais precisamente ao
nucleosideo de guanina, contendo um agucar D-ribose ligado a uma base nitrogenada
modificada. Atua como inibidor da replicacao viral de diversos virus, sejam de DNA ou
de RNA. Seu mecanismo de acdo, embora ndo esteja totalmente elucidado, é

relacionado a uma alteracdo dos reservatorios dos nucleotideos e uma inibicdo da

6 Nucleosideos sao formados por um carboidrato (pentose) e uma base nitrogenada. Ndo possuem o
grupo fosfato (PIERCE, 2016).
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sintese de RNA mensageiro viral’ e acidos nucleicos em geral. As formas ativas da
molécula, representada por seus derivados mono, di e trifosfato, se formam no interior
da célula em reacdes mediadas por enzimas do hospedeiro ( BRUNTON;
KNOLLMANN; CHABNER, 2012).

O uso da ribavirina pela via sistémica — por via oral no caso da hepatite C -
pode ocasionar uma anemia (anemia hemolitica) reversivel dose dependente e
supressdo da medula 6ssea, sendo necessario a realizacdo de hemograma para
acompanhamento. A combinacdo INF-ribavirina, devido as reacdes adversas
relacionadas, apresenta um indice de 20 % de abandono ao tratamento. Além da
toxicidade do INF, a ribavirina por via oral eleva o risco de aparecimento fadiga, tosse,
exantema, prurido, nausea, insbnia, dispneia, depresséo e, principalmente, anemia.
Além disso, ensaios nao clinicos demonstraram que a ribavirina é teratogénica,
embriotéxica e oncogénica ( BRUNTON; KNOLLMANN; CHABNER, 2012).

1.4.3 Terapia tripla— Associacdo de Interferon, ribavirina e os antivirais de acdo direta

(DAA) de primeira geracdo Boceprevir ou Telaprevir

A terapia dupla foi o padréo utilizado até surgimento dos primeiros antivirais de
acao direta (DAA) telaprevir e boceprevir, que foram aprovados para uso pelo Food
and Drug Administration (FDA) em 2011. Eles sdo farmacos que inibem a proteina
nao estrutural do HCV denominada NS3, uma importante macromolécula com funcao
de protease viral. Esses farmacos foram agregados ao tratamento com interferon e a
ribavirina, formando a terapia tripla a qual ampliou a taxa de cura para 70 - 80 % dos
pacientes tratados (COPPOLA et al., 2014). Porém, sao farmacos direcionados para
o combate as infec¢cdes causadas apenas pelo genétipo 1 do HCV. Além disso,
apresentam uma série de preocupantes reacfes adversas (SALAM; AKIMITSU,
2013).

A ocorréncia de anemia € a principal reacdo adversa observada nos
tratamentos envolvendo boceprevir ou telaprevir. Tais farmacos ainda apresentam um
forte efeito inibitério sobre as enzimas do Enzimas do Citocromo P4503A4 (CYP3A4),

ampliando a probabilidade ocorréncia de interagbes medicamentosas. Quanto a

70O RNA mensageiro € a molécula que orienta a traducdo do material genético, resultando na sintese
de proteinas (PIERCE, 2016)-.
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posologia, séo relacionados a necessidade de administracao frequente, pois possuem
um reduzido tempo de meia vida (SALAM & AKIMITSU, 2013).

Esses farmacos ainda apresentam uma baixa barreira genética a resisténcia
guando comparados aos regimes atuais — mencionados no item 1.4.4 - o que significa
dizer que possuem maior chance de falha terapéutica devido a ocorréncia de
resisténcia viral (JIMENEZ-PEREZ et al., 2016).

1.4.4 Novos protocolos de tratamento - regimes isentos/livres de interferon: novos
DAA

Em 2014, houve um avanc¢o no tratamento devido ao surgimento de regimes
terapéuticos isentos de interferon. Eles foram iniciados com o sofosbuvir e
posteriormente acrescidos de outras opgbes como simeprevir, daclatasvir,
sofosbuvir/ledipasvir e uma combinacao de farmacos ombitasvir/paritaprevir/ritonavir
e dasabuvir (STAHMEYER et al., 2017).

O sofosbuvir, por exemplo, teve seu registro concedido pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 2013 e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) em 2015. Ele é capaz de promover um aumento na RVS, na faixa de 90 %
dos pacientes tratados. Além disso, os recentes DAA também foram responsaveis por
regimes terapéuticos de menor incidéncia de efeitos adversos, menor necessidade de
tempo de tratamento e maior facilidade de administracéo - por via oral - diferentemente
do interferon, que € administrado pela via intramuscular ou subcutanea. Ademais,
esses farmacos viabilizaram o tratamento de individuos intolerantes ao interferon,
individuos com cirrose avancada e apresentando outras comorbidades (STAHMEYER
et al., 2017).

Segundo estimativas da OMS, conforme relatério publicado em 2017, apenas
5,5 milhdes de individuos ja foram tratados contra a hepatite C até o presente
momento, sendo que a maioria desses tratamentos foram realizados conforme
recomendacgdes dos regimes antigos, que sdo menos efetivos. Desse total, apenas
meio milhdo de pessoas receberam os mais novos antivirais de acado direta, que
revelaram maior efetividade (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Dessa forma, € de extrema importancia a mobilizacdo das autoridades de
saude para a ampliacdo dos tratamentos contra as hepatites com o objetivo de

erradica-las até 2030, que € uma das metas da Organizacdo Mundial da Saude
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(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Nesse sentido, o Ministério da Satde
elaborou o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para Hepatite C e
Coinfeccbes (2017). O objetivo deste protocolo é prover, no ambito do Sistema Unico
de Saude (SUS), as recomendacdes terapéuticas nacionais e orientar os profissionais
de saude no diagndstico e manejo da hepatite C e coinfeccdes.

O PCDT opta por descontinuar os antivirais de agéo direta de primeira geracao
(boceprevir e telaprevir) e insere ao arsenal terapéutico do SUS os mais recentes
antivirais como o sofosbuvir, que agem interrompendo a replicacdo do HCV e
constituem avancos recentes no tratamento da Hepatite C. Espera-se que o
tratamento seja capaz de promover a erradica¢ao do virus, aumentando a expectativa
e qualidade de vida, diminuindo a incidéncia de complica¢cdes como cirrose, carcinoma
hepatocelular, e assim, reduzindo a transmissdo do HCV, o niamero de o6bitos e

contribuindo para a erradicacao do virus (BRASIL, 2017a).

1.4.4.1 Sofosbuvir — Caracteristicas gerais

O sofosbuvir (C22H20FN309P), Figura 5, € o B-d-2"-deoxy-2"-a-fluoro-2"--C-
metiluridina, € um analogo de nucleotideo que age inibindo a replicacdo do RNA viral,
por inibir a proteina NS5B do HCV, uma RNA polimerase (KIRBY et al., 2015). Ele é
classificado no grupo Il do sistema de classificacdo farmacéutica (SCB), que inclui os
farmacos que apresentam alta solubilidade aquosa e baixa permeabilidade (GERMAN
et al., 2016).

Figura 5 - Estrutura quimica do Sofosbuvir
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1.4.4.2 Sofosbuvir - Farmacocinética

A molécula de sofosbuvir € um pré-farmaco que, apds absorcao intestinal, é
direcionado ao figado. Seus parametros farmacocinéticos bem como os parametros
de seu principal metabdlito circulante, segundo dados da literatura, encontram-se

apresentadas na Tabela 1 a seguir.
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Tabela 1 - Parametros farmacocinéticos do sofosbuvir e do metabdlito GS-331007 apds a administracdo oral, em jejum, de 400 mg
de sofosbuvir (medicamento de referéncia)

Rezk, Basalious Karim Bahrami et al Miraghaei et al .
Parametros (2015) (2016) (2017) NI ?]t_a5'9(2015) Liet rf‘_'l(ims)
n=24 n=24 n=24 = =
a . GS- . GS- . GS- . GS- . GS-
Substancia Sofosbuvir 331007 Sofosbuvir 331007 Sofosbuvir 331007 Sofosbuvir 331007 Sofosbuvir 331007
Crmax 1860,1 1455,5 1283,0 Nao 1359,0 Nao 622,0 1110,0 1001,7 1096,9
(ng/mL) avaliado avaliado
ASCo. 2078,8 21194,3 1481,0 Néo 1434,5 Néo 629,0 11100,0 861,0 10191,1
hr* (ng/mL) avaliado avaliado
Tmax 0,75 4.0 1,28 Nao 1,24 Nao 05-20 | 2,0-40 0,50 25
(h) avaliado avaliado
Tlep 0,54 24,68 0,93 Nao 1,02 Nao 0.4 27.0 0,38 24,96
(h) avaliado avaliado

Fonte: (Do autor, 2018).
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O pro-farmaco sofosbuvir é ativado intracelularmente pela acao sequencial de
enzimas resultando na formagdo da molécula ativa trifosforilada (SUMMERS;
BEAVERS; KLIBANOV, 2014). Primeiramente, as enzimas humanas catepsina A
(CatA) e Carboxilesterase 1 (CES1) conduzem a formac&o do composto GS-566500.
Este, por sua vez, pela acdo da proteina ligante de nucleotideo triade de histidina 1
(HINT1) € convertido em GS-606965. Nesse composto, atuam enzimas que irdo
promover sua fosforilagdo: uridina monofosfato/citidina monofosfato quinase (UMP-
CMPK) e nucleosideo difosfato quinase (NDPK), formando o composto ativo
trifosforilado GS-461203, conforme Figura 6. A defosforilacdo de GS-606965 resulta
na formacgdo do composto inativo GS-331007, que é o principal metabdlito circulante.
Esse metabdlito ndo é eficientemente fosforilado, sendo eliminado pela via renal. Ja
a molécula trifosforilada (GS-461203), liga-se de forma seletiva ao RNA viral em
replicacdo, competindo com os nucleotideos de uracila pela incorporagdo ao RNA do
HCV. Assim, essa molécula bloqueia a ligacdo de outros nucleotideos, atuando como
um terminador de cadeia (KIRBY et al., 2015).

Figura 6 - Via de biotransformacé&o do sofosbuvir
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Vale ressaltar que, durante o processo de biotransformacao do sofosbuvir, ndo
hé& participagcéo de enzimas do citocromo P-450 (CYP). Além disso, o farmaco e seus
produtos de biotransformacao ndo séo indutores da CYP, evidenciando que o0 mesmo
apresenta uma baixa capacidade para se envolver em interacfes farmacoldgicas.
Entretanto, j& sdo conhecidas interagBes via transportadores de efluxo intestinais
glicoproteina P (P-gp) e proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP) (KIRBY
et al., 2015).

O sofosbuvir, mas ndo o metabodlito GS-331007, por ser substrato dos
transportadores P-gp e BCRP, presentes nas células intestinais, pode apresentar
alteracbes em sua farmacocinética, seja por maior ou menor absorcdo, na presencga
de inibidores ou indutores de tais transportadores (KIRBY et al., 2015).

A ciclosporina, um farmaco utilizado para prevenir a rejeicdo pos transplante
hepético, € um potente inibidor da P-gp e da BCRP intestinais, e com isso produz um
aumento significativo na exposi¢céo ao sofosbuvir, evidenciado pelo aumento de 353
% da area sob a curva do tempo zero ao infinito (ASCo-~). Além disso, esse
imunossupressor causa um aumento de 154 % da concentracdo plasmatica maxima
(Cmax) Porém, essa interacdo ndo é considerada clinicamente significativa, sendo
desnecessario o0 ajuste de dose em caso de uso concomitante de ambos os farmacos
(KIRBY et al., 2015).

Diferentemente dos compostos inibidores da P-gp e BCRP intestinais, 0s
indutores como a rifampicina, a carbamazepina, a oxcarbazepina, a fenitoina e até
mesmo fitoterapicos a base de Hypericum perforatum (Erva de Sdo Joao), ndo devem
ser utilizados concomitantemente ao sofosbuvir, pois podem estar relacionados a uma
menor exposicdo ao antiviral, evidenciada pela reducdo de 72 % da ASCo--. Além
disso, esses indutores promovem uma reducao de 77 % do Cmax, resultando na perda
do efeito terapéutico (KIRBY et al., 2015).

O metabalito ativo trifosforilado GS-461203 é indetectavel no plasma, mas
dados obtidos de estudos envolvendo animais indicam que ele possui meia vida de
18 horas no hepatdcito e com isso, a posologia recomendada para o sofosbuvir
consiste em apenas um comprimido, uma vez ao dia (KIRBY et al., 2015). Em um
outro trabalho de 2014 é descrito que a meia vida do GS-461203 no hepatdcito
humano é de aproximadamente 38 horas (SUMMERS; BEAVERS; KLIBANOV,
2014).
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O sofosbuvir € excretado primariamente na urina, na forma de seu metabdlito
inativo, o composto GS-331007 (Figura 7) que representa o principal metabdlito
circulante, podendo ser detectado no plasma. A formacao desse composto também
pode acontecer de forma pré-sistémica, nas células do epitélio intestinal. Por esse
motivo, acredita-se que ele seja oralmente biodisponivel assim como o pro-farmaco
sofosbuvir (KIRBY et al., 2015).

Figura 7 - Estrutura quimica do metabdlito GS-331007
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Fonte: (KIRBY et al., 2015)

Um ensaio farmacocinético realizado na China cujos resultados estdo na
Tabela 1 - conduzido pelos pesquisadores Li et al. (2018) - objetivou avaliar a
farmacocinética do sofosbuvir na populacédo do pais. Os autores concluiram que o
perfil farmacocinético dos voluntarios chineses foi semelhante ao perfil de nao
chineses, os quais foram denominados homens brancos. Considerando que ainda ndo
foi realizado nenhum estudo nesse sentido envolvendo o farmaco em questdo no
Brasil, € de extrema importancia que o sofosbuvir seja avaliado em nossa populacéao,
embora Kirby e colaboradores (2015) tenham concluido, através de modelos
farmacocinéticos, que alteracdes na farmacocinética ndo estdo ligadas as diferencas

como raca, sexo e idade.

1.4.5 Variabilidade na resposta ao tratamento para hepatite C

O virus da hepatite C possui grande variabilidade, apresentando sete genétipos
distintos, representados pelos numeros de 1 a 7. Cada gendtipo, por sua vez,
subdivide-se em subtipos, que sédo representados por letras minusculas, como por
exemplo o subtipo la. Além disso, ao longo do curso de uma infeccdo, pode ocorrer

a formacao de diferentes cepas de HCV por pressao do hospedeiro e/ou por falhas na
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replicagéo viral, produzindo diferentes graus de agressividade e influenciando na
resposta aos tratamentos (JIMENEZ-PEREZ et al., 2016).

Além dos fatores relacionados ao virus, a influéncia racial/étnica também deve
ser considerada. Segundo Ramamoorthy e colaboradores (2015), aproximadamente
20 % dos novos farmacos aprovados para uso nos ultimos 6 anos, demonstraram
diferencas na exposicdo e/ou resposta ao fa&rmaco entre os diferentes grupos
raciais/étnicos. Os fatores relacionados as diferencas observadas entre as
racas/etnias encontram-se demonstrados na Figura 8.

Para a hepatite C, € conhecida a diferenca entre africanos e europeus na
resposta ao tratamento. Nos Estados Unidos, por exemplo, os individuos com
ancestralidade africana apresentam uma menor responsividade aos tratamentos
guando comparados aos europeus ou asiaticos, mesmo quando sdo empregados 0s
mais novos antivirais de acéo direta (RAMAMOORTHY et al., 2015). Assim, nessas
pessoas observa-se uma menor resposta virologica sustentada (RVS) e maior
incidéncia de recidiva, o que gera uma maior prevaléncia e mortalidade por HCV. As
causas de tais diferencas ndo sdo completamente conhecidas, no entanto, sabe-se
que sdo multifatoriais. Entre elas, encontra-se o fator genético, representado pelo
polimorfismo no gene (rs12979860), que se localiza proximo ao gene da interleucina
28B (1L28B?). A frequéncia do alelo C, o qual é relacionado a uma melhor RVS, é mais
baixa nos individuos de origem africana. (RAMAMOORTHY et al., 2015).

8 A interleucina 28 é uma citocina pertencente a familia do interferon y. Ela esta envolvida na
regulacéo da resposta imune contra infec¢des virais (DELVAUX et al., 2015).
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Figura 8 — Fatores envolvidos nas diferencas entre ragas/etnias na exposi¢cao e/ou
resposta aos farmacos

Diferengas
fisiologicas

Fatores Diferengas na
ambientais fisiopatologia

Diferengas
entre
ragas/etnias
Reagoes na exposigao
idiossincraticas e/ou resposta

Desconhecida Multifatorial

Fonte: (Adaptado de RAMAMOORTHY et al., 2015).

Apesar de ndo existir nenhum regulamento que exija a verificacdo da
contribuicdo racial/étnica na resposta e/ou exposicdo a um medicamento, €
fundamental que se verifigue tal influéncia a fim de antecipar e prever o

comportamento do farmaco nos diferentes grupos em que for administrado.

1.5 Metodologia bioanalitica para andlise de sofosbuvir

Em uma busca na literatura cientifica, observa-se que os trabalhos
relacionados a analise de sofosbuvir em matrizes biolégicas, utilizaram, na maioria
das vezes, a matriz biolégica plasma ou soro e a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) em modo positivo. Quanto ao
preparo de amostras observa-se que a tendéncia é a utilizacdo da extracao liquido-
liguido, embora também sejam utilizadas técnicas como a precipitacdo de proteinas.
Na Tabela 2, encontra-se um resumo dos parametros adotados em trabalhos recentes
envolvendo a quantificacdo de sofosbuvir em matriz bioldgica humana.

Vale ressaltar que o sofosbuvir esta presente na lista de produtos estratégicos
para o SUS, publicada na portaria do Ministério da Salde n°® 704, de 8 de marco de
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2017 e faz parte de um projeto da Fiocruz que ira viabilizar a producdo nacional desse
medicamento, permitindo sua distribuicdo no Sistema Unico de Salude (SUS),

ampliando o acesso ao novo tratamento para a hepatite C (BRASIL, 2017b).



Tabela 2 - Andlise de sofosbuvir segundo diferentes autores
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A Rezk, Basalious . Rezk, Abdallah, Ab,del- . .
Parzwéel'grsc;s e Karim Bah(rzat)nlue))et & Basalious, Amin Reéléleé)al, Megied, Gouda M'ra?;éie?')et 4
(2015) (2016) (2017)
Metodologia LC-MS/MS LC-MS LC-MS/MS LC-MS/MS LC-MS/MS LC-DAD LC-MS
Matriz Plasma Soro Plasma Plasma Plasma Soro Soro
(0,5mL) (1,0 mL) (0,5mL) (0,5 mL) (0,5 mL) (1,0 mL) (1,0 mL)
Modo EIetrqspray Eletrospray EIetro_s_pray EIetro_s_pray EIetrqs_pray Ultravioleta Eletrospray
positivo negativo positivo positivo positivo negativo
Técnica de MRM SIM MRM MRM MRM Ultravioleta SIM
Varredura
Sofosbuvir 530,21>243,03 529 e 287 530,21>243,21 530,21>243,03 530,4>243,2 Ultravioleta 529
Padr3o interno 338,20>188,76 235 415,13>163,19 415,13>163,19 739,8 >582,3 Ultravioleta 235
(famotidina) (hexobarbital) (eplerenona) (eplerenona) (daclatasvir) (hexobarbital)
L'?ﬁg}gﬁ‘)"e 10 - 2500 2 - 2560 0,25 - 3500 0,25 - 3500 0,3 - 3000 25 - 3200 10 -3200
Preparo de
amostra ELL (3 mL) ELL (5 mL) ELL (3,5 mL) ELL (3,5 mL) ELL (3 mL) ELL (5 mL) ELL (5 mL)
Solvente: de Acetato de etila Dietil-éter eter mg'ql terc- eter m(?t.'l terc- Acetato de etila Dietil-éter Dietil-éter
extracdo butilico butilico
Ci18 C18 Cc18 Cc18 Cc8 Cc18 Ci18
Coluna 50 x2,1mm 250 x4,0 mm 50 x 2,1mm 50 x 2,1mm 50mmx4,6mm 250 x 4,0 mm 250 x 4,0 mm
1,8 pm 5,0 um 1,7 um 1,7 um 5,0 ym 5,0 ym 5,0 ym
Padronizacéo Padronizacéo Padronizacéo Padronizacéo Padronizacéo Padronizacéo Padronizacdo
Quantificacdo interna interna interna interna interna interna interna
(famotidina) (hexobarbital) (eplerenona) (eplerenona) (daclatasvir) (hexobarbital) (hexobarbital)
Ponderacéo N&o N&o N&o N&o 1/x? N&o N&o
Corrida 1,2 min 7,5 min 1,0 min 2,0 min 4,0 min 8,0 min 8,0 min
Fluxo (mL/min) 0,30 0,80 0,35 0,40 0,70 0,80 0,80
Eluicéo Isocratico Isocratico Isocrético Isocrético Isocrético Isocrético Isocrético

Legenda: LC-MS/MS — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; LC-MS - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas; MRM — Monitoramento de Reac¢des Mdltiplas; SIM — Monitoramento seletivo de ions; ELL — Extracao liquido-liquido; DAD — Arranjo de fotodiodos
Fonte: (Do autor, 2017).
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1.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida € a técnica mais amplamente utilizada para anélise de
diversas preparacdes e vem contribuindo fortemente na ciéncia, especialmente em
bioanalises, e assim promovendo a evolucdo da pratica laboratorial. O
desenvolvimento e as inovagdes da técnica nos ultimos 50 anos vém ocorrendo nas
indUstrias de pesquisa e desenvolvimento devido ao trabalho de equipes de
pesquisadores que trabalharam até o desenvolvimento do que € disponivel
atualmente: a cromatografia liquida moderna (FANALI et al., 2013).

A cromatografia liquida consiste na separacdo, de componentes de uma
mistura por um método fisico-quimico, que envolve a interacéo diferencial (particéo)
desses componentes em uma fase estacionaria liquida (ndo miscivel com a fase
movel), e uma fase movel liquida. Na cromatografia em fase reversa, que é o modo
mais utilizado devido a grande variedade de aplicac6es envolvendo moléculas de
diferentes tamanhos e hidrofobicidades, a fase estacionaria € composta por
organossilanos polimerizados com grupos alifaticos como C8 e C18 (CASS;
CASSIANO, 2015).

O sistema cromatografico é composto pelos seguintes componentes:
reservatério para fase movel, bomba, injetor, coluna, detector e sistema de
processamento de dados. Segue ilustracdo de um esquema basico de um sistema de
cromatografia liquida, Figura 9 (LANCAS, 2009).

Figura 9 - Esquema bésico de um sistema de cromatografia liquida
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Fonte: (LANCAS, 2009).
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O funcionamento do sistema se baseia no bombeamento da fase moével que é
aspirada por bombas e a direcionam em direcdo a coluna. Simultaneamente, o injetor
introduz a amostra no sistema que se mistura a fase movel e, assim, a amostra
também é carreada e sera direcionada até a coluna onde ocorrera a separacao dos
componentes da amostra introduzida. Uma vez separados, 0S componentes seguem
carreados pela fase mével em direcao ao detector, que é responsavel acusar o sinal
gerado pelos componentes da amostra e entéo este sinal sera tratado no sistema de
processamento de dados, resultando no cromatograma (LANCAS, 2009).

Diversos tipos de detectores podem ser acoplados ao sistema de cromatografia
liquida. Os primeiros detectores disponiveis comercialmente foram os detectores de
UV-VIS e os de indice de refracao por volta do inicio de 1970 cuja deteccédo é baseada
na absorcdo de determinado comprimento de onda e no indice de refracdo da
substancia, respectivamente. Através de uma simples modificacdo nos detectores de
UV, surgiram os detectores de fluorescéncia, que sao bastante empregados
atualmente e cuja deteccao é baseada na emissdo de um determinado comprimento
de onda pela substancia de interesse. Outro tipo de detector também utilizado é o
detector eletroguimico. Ele foi lancado em 1974 e baseia-se na reacao de oxi-reducao
de compostos. Por fim, surgiram os detectores baseados na espectrometria de
massas 0s quais detectam ions originados a partir de compostos. Tais ions sao
analisados segundo sua relagdo massa carga (m/z) (FANALI et al., 2013).

1.5.2 Espectrometria de massas

Apesar da espectrometria de massas possuir os mais dispendiosos detectores
aplicados ao sistema de cromatografia liquida, diversas caracteristicas promoveram a
técnica a uma posicdo de destague dentre as existentes: alta sensibilidade,
seletividade, rapidez e ampla possibilidade de aplicacdes. Atualmente, a popularidade
da espectrometria de massas perde apenas para o0s detectores de ultra violeta/visivel
(UV-VIS) e vem crescendo a medida que séo lancados sistemas mais simplificados
com precos mais competitivos, isto €, sistemas mais acessiveis ao usuario (FANALI
et al., 2013; HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Basicamente, os espectrémetros de
massas sdo compostos por um sistema de entrada de amostras, uma fonte de

ionizacdo, um analisador de massas, cujo funcionamento depende de alto vacuo, e o
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detector. S&o exemplos de analisadores os quadrupolos, os ion trap e os de tempo de
vbo (TOFMS) (CASS; CASSIANO, 2015).

As primeiras observacdes de acoplamento entre a cromatografia liquida e a
espectrometria de massas sédo do ano de 1970 com os primeiros 20 anos dedicados
a pesquisa e a busca de solucdes para permitir uma interface entre as técnicas.
Levando em consideracdo a incompatibilidade entre a fase movel liquida e o alto
vacuo do espectrometro de massas, foram necessarios o desenvolvimento de
técnicas para permitir tal acoplamento (CASS; CASSIANO, 2015). As primeiras
abordagens para fazer essa juncéo foram baseadas no desenvolvimento de formas
capazes de lidar com o problema do alto fluxo de solvente liquido proveniente da fase
movel. Tais interfaces eram formadas por fontes de ions, operando em condic¢des de
médio a alto vacuo, tendo como fator limitante a quantidade de solvente. A medida
que as pesquisas foram avancando, foi possivel reduzir o fluxo de solvente
direcionado ao detector de massas, tornando viavel o desenvolvimento de sistemas
operando sob pressado atmosférica (API) (FANALI et al., 2013).

As fontes de acoplamento entre a espectrometria de massas e a cromatografia
liguida que mostraram melhor desempenho foram aquelas que operam a atmosférica
(API) ao invés de vacuo. Operando sob pressdo atmosférica, estao disponiveis trés
interfaces: a ionizacdo por Electrospray (ESI), a lonizacdo Quimica a Pressao
Atmosférica (APCI) e a ionizacdo por Fotons a Pressdo Atmosférica (APPI) (LANCAS,
2009).

Atualmente, a ESI é a forma de ionizacdo mais utilizada em espectrometria de
massas gracgas a sua enorme aplicabilidade e aos 6timos resultados obtidos na area
biomédica, sendo possivel promover a ionizacdo de moléculas de baixo peso
molecular como metabdlitos de farmacos e moléculas maiores como proteinas,
peptideos e oligonucleotideos. Detalhadamente, a ionizacdo por Electrospray inicia-
se com a introducao da fase mével no interior de um tubo capilar onde sofre a acéo
de voltagens, usualmente de 2 a 4 kV, levando a formag&o de um cone logo apos a
saida do capilar, denominado Cone de Taylor. Em caso de analises em modo positivo,
o capilar € submetido a uma voltagem positiva e em caso de analises em modo
negativo o capilar € submetido a uma voltagem negativa. Em ambos os casos, ocorre
a formacdo de goticulas carregadas eletricamente as quais véo se libertando do
solvente e assim reduzindo seu diametro. Além da voltagem aplicada no capilar,

fendmenos fisicos como o0 aguecimento e a entrada controlada de moléculas de gases
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inertes, como o nitrogénio, intensificam a formacao das goticulas. Dessa forma, como
as goticulas carregadas vao ficando cada vez menores, as densidades de carga vao
aumentando até que, num determinado tamanho, ocorre uma energia eletrostatica de
repulsdo entre as goticulas e elas se desfazem, processo denominado “fissao
couldmbica”. Neste momento, os compostos de analise estao ionizados e livres do
solvente e, portanto, aptos a serem introduzidos no alto vacuo do espectrometro de
massas (FANALI et al., 2013). A Figura 10 ilustra a formacao do Cone de Taylor e a
formacéo de goticulas do solvente com tamanhos cada vez menor até a entrada do

composto ionizado em fase gasosa no analisador de massas.

Figura 10 - Formacéo do Cone de Taylor na ionizacao por Electrospray
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Fonte: (FANALI et al., 2013)

Uma vez formados ions em fase gasosa, 0s mesmos irdo entrar no analisador
de massas cuja acdo ird promover a separacdo e migracdo dos mesmos segundo
suas massas carga (m/z) através da acdo de campos elétricos e magnéticos.
Atualmente, estdo disponiveis no mercado sete tipos diferentes de analisadores de
massas: analisador de setor elétrico, analisador de setor magnético, quadrupolo, ion
trap, tempo de voo (TOF), Ressonancia Ciclotrénica com Transformada de Fourier e
Orbitrap com transformada de Fourier e cada um apresenta suas vantagens e
limitagdes (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

O analisador de massas do tipo quadrupolo, Figura 11, € um dispositivo que

promove a separacdo dos ions através de sua estabilidade quando submetidos a
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campos elétricos. Sao formados por quatro bastdes metélicos alinhados
paralelamente submetidos a corrente elétrica e radiofrequéncia e somente os ions
com determinada massa carga (m/z), selecionada no instrumento, atravessardo o
qguadrupolo (ions ressonantes), e assim serdo detectados. Os demais irdo colidir (n&o

ressonantes) com os quadrupolos e néo serao detectados (LANCAS, 2009).

Figura 11 - Analisador do tipo quadrupolo mostrando a trajetoria dos ions
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Fonte: (LANCAS, 2009).

Ha equipamentos disponiveis que possuem 3 quadrupolos em sequéncia,
Figura 12, constituindo a espectrometria de massas em tandem ou em modo
sequencial, mais conhecida como MS/MS. Nesse sistema de triplo quadrupolo, o
primeiro e o terceiro quadrupolos funcionam como separadores ou filtros de massas
engquanto o segundo funciona como camara de colisdo, onde o ion proveniente do
primeiro quadrupolo sofrerd uma fragmentacdo/dissociacdo controlada e induzida
pela colisdo de um gas inerte (CID) ou (CAD), gerando um fragmento que sera
analisado no terceiro quadrupolo. A técnica de varredura de ions denominada
monitoramento de reacBes multiplas (MRM) se baseia na leitura do ion precursor no
primeiro quadrupolo (Q1) e do ion produto no terceiro quadrupolo (Q3), sendo que a
fragmentacao controlada da molécula ocorre na camara de colisdo g2. Uma vez
separados e fragmentados os ions percorrem seu caminho em dire¢cao ao detector até
a geracdo do sinal que sera traduzido no sinal cromatografico (HOFFMANN;
STROOBANT, 2007).
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Figura 12 - Esquema de um instrumento triplo quadrupolo. Q1 e Q3 sdo separadores
de massa e g2 é a camara de colisdo
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Fonte: (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

1.5.3 Desenvolvimento de metodologia

O desenvolvimento da metodologia bioanalitica para a quantificacdo de
sofosbuvir em plasma humano foi estabelecido a partir de dados disponiveis na
literatura, uma vez que se trata de uma metodologia ndo normalizada, ou seja, ndo
presente em compéndios oficiais. Assim como os autores Rezk, Balious e Karim
(2015), que desenvolveram um trabalho de quantificacdo de sofosbuvir em plasma
humano, o presente estudo também foi realizado por meio da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas e utilizando a técnica de extracao liquido-liquido
como preparo de amostras.

Inicialmente, os padrdes analiticos foram pesados e solu¢cbes foram preparadas
para realizar o procedimento de infuséo e FIA (flow injection analysis) com o objetivo
de otimizar e definir os melhores parametros de analise no espectrometro de massas.
Uma vez estabelecidos tais parametros, as condi¢cdes cromatograficas foram
avaliadas, por meio de testes com diferentes colunas e fases moéveis. Adicionalmente,
também foram avaliadas as condi¢des relacionadas ao preparo/extracdo de amostras
como a utilizacdo de diferentes solventes de extracdo, visto que a metodologia
proposta foi desenvolvida utilizando a extracédo liquido-liquido. Outro ponto importante
nesta etapa inicial foi o estabelecimento de uma faixa de trabalho para a quantificacao
das amostras dos voluntarios, ou seja, tornou-se necessario verificar a faixa da curva
de calibracao que seria adotada de forma que ela fosse adequada para a quantificacédo
das amostras dos voluntarios. Portanto, com o objetivo de tornar possivel a realizacao
das etapas mencionadas, diversas solucdes foram ser avaliadas, otimizadas e
preparadas: solu¢cdes de sofosbuvir, solucdes de padréo interno, fase mével, solucao
de lavagem do sistema cromatografico, solugdo de ressuspensdo das amostras e

solugdo de extracdo das amostras. Ademais, para a avaliacdo de condi¢Oes
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relacionadas ao preparo/extragcdo das amostras, foram confeccionados padrdes de
calibragéo e controles de qualidade em plasma humano por meio de procedimento de
fortificacdo, ou seja, adicionando quantidades conhecidas de sofosbuvir no plasma
branco. Todas as solu¢cdes mencionadas foram testadas e definidas ao longo do
desenvolvimento da metodologia e, uma vez estabelecidas, foram utilizadas na
validacdo da metodologia bioanalitica, a qual foi pautada pela resolu¢do RDC n° 27,
de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012).

1.5.4 Validagao

Segundo Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO) ISO/IEC
17025:2017, o procedimento de validacdo consiste na verificacdo na qual os requisitos
especificados sdo adequados para um uso pretendido, garantindo a geragcao de
resultados validos (ISO, 2017). Visando atender aos objetivos do presente trabalho,
foi realizada uma validacdo aos moldes da resolucdo da ANVISA RDC n° 27, de 17
de maio de 2012. Ela estabelece os ensaios que devem ser abordados na validacéo
de uma metodologia bioanalitica: o teste de seletividade e o teste de efeito de matriz
na presenga e na auséncia de substancias concomitantes/interferentes; a avaliagédo
do efeito de arraste ou residual na corrida cromatografica; avaliacdo da linearidade;
avaliacdo da precisao e exatidao e avaliacdo da estabilidade em matriz biol6gica e em
solucéo. Além disso, a norma também define critérios especificos para aprovacao dos
ensaios. Portanto, uma vez demonstrada a aprovacédo dos ensaios, a metodologia
encontra-se validada e apta para ser aplicada e, com isso, viabilizando a producao de

resultados confiaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma metodologia bioanalitica para determinar os niveis
de sofosbuvir em plasma humano, objetivando analisar as amostras de um ensaio
clinico cujo resultado ira permitir determinar os parametros farmacocinéticos do

sofosbuvir na populacéo brasileira.

2.2 Objetivos especificos

> Desenvolver metodologia bioanalitica por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) para a determinacdo de

sofosbuvir em plasma humano;

> Validar metodologia bioanalitica desenvolvida conforme requisitos da resolucao
RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 da ANVISA;

» Analisar as amostras do Ensaio Clinico realizado com voluntarios brasileiros

aplicando a metodologia bioanalitica previamente desenvolvida e validada;

» Comparar os parametros farmacocinéticos obtidos no estudo com parametros

farmacocinéticos de outras populacdes disponiveis na literatura.



3.1

3.1.1

55

METODOLOGIA

Materiais

Uso geral

> Baldes volumétricos calibrados com capacidade para 2, 5, 10, 50, 100 e
1000 mL;

Provetas graduadas de 100, 250, 500 e 1000 mL;

Ponteiras para pipetas de 100, 200 e 1000 L - Microbac;

Microtubos de polipropileno de 2 mL - Eppendorf;

Insert de fundo de 500 pL - Sun-Sri;

Vials para cromatografia de 2 mL.

YV V. V V V

3.1.2 Andlise e identificacéo

3.2

3.2.1

> Coluna cromatografica Gemini-NX C18 50 x 4,6 mm, 5 pm -
Phenomenex;

> Coluna cromatogréafica Omnispher C18 150 x 4,6 mm, 5 um — Agilent.

Equipamentos e instrumentos

Uso geral

Pipeta volumétrica calibrada: P100 uL, P200 pL e P1000 pL — Gilson;
Pipeta repetidora calibrada — Gilson;

Agitador de tubos - Esco Healthcare PVC2;

Balanca de preciséo 0,00001g - Shimadzu AUW - 220 D;
Concentrador de amostras (fluxo de N2) — Techne;

Freezer -70 °C - Sanyo MDE-U541/C,;

Refrigerador - Consul Compacto 120;

Microcentrifuga refrigerada - Novatécnica NT-805;

vV V V V V V V V V

Sistema de purificacdo de agua: Millipore Integral 10, Q-POD Millipore
ZMQSPODO1 e Reservatorio de agua destilada Millipore Tank PE 030;
> Ultrassom — Unique;
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> Espectrdmetro de Massas QTRAP 4500 LC-MS/MS — ABSCIEX;

> Bombas de cromatografia liguida NEXERA - LC-20ADXR — Shimadzu;
> Injetor automatico NEXERA - SIL-20AC — Shimadzu;

> Degaseificador DGU-20 A — Shimadzu.

Analise

> Software Analyst 1.6.1 — ABSCIEX;

> Software Minitab 17.1.0

> Phoenix WinNolin verséo 6.3 (Certara®, USA).

Padrdes, medicamento, reagentes e solventes

Padrdes analiticos

Substancia quimica de referéncia caracterizada (SQC) do sofosbuvir.
Lote U5/WS/016/16, fabricado pela Microbioldégica Quimica e
Farmacéutica Ltda;

Substancia quimica de referéncia farmacopeica (SQF) da cimetidina.
Lote 1044, fabricado pela Farmacopéia Brasileira;

Substancia quimica de referéncia farmacopeica (SQF) da nicotina. Lote
R02011, fabricado pela United States Pharmacopeia (USP);
Substéncia quimica de referéncia caracterizada (SQC) da cafeina. Lote
SLBF5228V, fabricado pela Sigma-Aldrich;

Substancia quimica de referéncia caracterizada (SQC) da 4-N-
metilaminoantipirina (4-MAA). Lote BCBR9592V, fabricado pela Sigma-
Aldrich;

Substancia quimica de referéncia farmacopeica (SQF) da
Metoclopramida. Lote 1008, fabricado pela Farmacopéia Brasileira;
Substancia quimica de referéncia farmacopeica (SQF) do Paracetamol.

Lote 2009, fabricado pela Farmacopéia Brasileira.

Nota: todas as SQC e SQF utilizadas no presente trabalho pertenciam ao lote corrente,

portanto validos para uso.
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3.3.2 Medicamento utilizado no ensaio farmacocinético

> Medicamento de referéncia do farmaco sofosbuvir: comprimidos de 400
mg de sofosbuvir (Sovaldi®). Lote: WPZB fabricado pela Gilead
Sciences Foster City, Califérnia, Estados Unidos da América. Validade:
06/2018.

3.3.3 Reagentes e Solventes

Metanol grau HPLC - J.T.Baker
Acetonitrila grau HPLC - Merck

Acido Férmico 98 - 100% - Scharlau
Agua Tipo | - Milli-Q

Acetato de etila - Tedia

Eter etil-terc-butilico (TBME) — Scharlau

YV V. V V V V

3.4 Ensaios preliminares

Com o objetivo de se realizar o desenvolvimento da metodologia bioanalitica,
foi necessario realizar uma busca na literatura e para auxiliar no desenvolvimento da
metodologia. A busca foi realizada na base de dados MEDLINE via PubMed por meio
das palavras sofosbuvir, development, method, determination e validation, conectadas
pela palavra and como operador booleano. Aplicou-se o filtro species humans para

exibir apenas os estudos realizados em humanos.

3.4.1 Otimizag&o dos parametros no espectrometro de massas

Para realizar a otimizagdo dos parametros no espectrometro de massas foi
necessario efetuar o preparo de solu¢cdes contendo o sofosbuvir e a cimetidina
(composto selecionado para padrao interno apés buscas na literatura) para introduzir
no equipamento através de um procedimento denominado de infusdo. Pesou-se 5,0
mg dos padrdes analiticos de sofosbuvir e de cimetidina e procedeu-se a diluicdo dos
mesmos em Metanol/agua (80:20) (v/v) em baldo volumétrico de 5 mL, produzindo
uma solucado mestre de 1 mg/mL (1.000.000 ng/mL). Entdo, essa solucéo foi diluida
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em Metanol/agua (80:20) (v/v) para produzir uma solucao de concentracdo igual a 50
ng/mL. A esta solugdo, adicionou-se 20 microlitros de acido formico, com o objetivo
de favorecer a ionizacao, dado que o sofosbuvir € facilmente protonado em meio acido
(REZK; BASALIOUS; KARIM, 2015). Com o auxilio de uma seringa apropriada,
procedeu-se a infusdo. Nesse procedimento, as solu¢des padrdo de 50 ng/mL de
sofosbuvir e de cimetidina foram introduzidas no espectrometro de massas,
permitindo-se selecionar os ions a serem detectados, 0 modo de detecc¢éo, a técnica
de varredura, a voltagem aplicada DP, (Declustering Potential), a voltagem EP
(Entrance Potential), a voltagem CE, (Collision Energy), a voltagem CXP (Collision
Cell Exit Potential), o dwell time e a voltagem IS (lonspray Voltage). A técnica de
varredura MRM (monitoramento de reac6es multiplas) consistiu no monitoramento de
um ion precursor e de um ion produto, o que confere alta seletividade a metodologia.
Para o presente trabalho a transicdo 530,22>243,10 apresentou-se com maior
intensidade, o que esta em perfeito acordo com o trabalho de Rezk, Basalious e Karim
(2015), cuja transicdo monitorada foi de 530,21>243,03.

Num segundo momento, realizou-se o procedimento denominado FIA (flow
injection analysis), o qual é executado com o auxilio do autoinjetor do cromatdgrafo.
Foram realizadas inje¢6es sequenciais de 10 microlitros da amostra contendo 50
ng/mL do analito sofosbuvir utilizando a mesma fase mdvel utilizada no trabalho de
Rezk, Basalious e Karim (2015), composta por 50 % de fracdo aguosa contendo acido
formico a 0,1 % (v/v) e 50 % acetonitrila. E recomendado que a fase movel utilizada
no FIA seja proxima da fase moével a ser adotada na metodologia. Através da
realizacdo do FIA, foi possivel otimizar os parametros dependentes da fonte de
ionizacao: fluxo de gas CAD, o fluxo de gas CUR, o fluxo do gas GS1, o fluxo do gas

GS2 e a temperatura TEM da fonte do equipamento.
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3.4.2 Preparo das solu¢des mestre e das solucdes de trabalho

3.4.2.1 Preparo das Solucbes Mestre e das Solugcbes de trabalho do analito

sofosbuvir

O padréo analitico de sofosbuvir foi utilizado no preparo das solu¢cdes mestre
(SME) também denominadas solucdo mae ou solucéo estoque. Apds a pesagem, com
0 auxilio de um baldo volumétrico de 5 mL, foi preparada uma solucdo mestre de 1
mg/mL (1000000 ng/mL) pela diluicdo do padrdo em uma solucdo de Metanol/agua
(80:20) (v/v). Essa solucao diluente foi testada e se mostrou adequada ao uso
pretendido, sendo utilizada para a diluicdo dos padrbes analiticos utilizados para a
conducdo do estudo. A partir da SME, solucbes mais diluidas foram preparadas,
conforme Tabela 3, originando as solu¢des de trabalho (STB), que se apresentam dez
vezes mais concentradas do que as concentracdes de sofosbuvir em plasma. Foram
preparadas oito STB’s para a confecg¢ao da curva de calibracdo, compreendida entre
a STBO1 e STBO08, cujas concentracdes foram definidas com base na faixa de trabalho
que se pretendeu atingir, ou seja, de 0,50 ng/mL a 1000,00 ng/mL de sofosbuvir em
plasma. Essa faixa foi definida com base nos resultados iniciais das amostras dos
voluntarios do ensaio farmacocinético.

As solucdes de trabalho também foram utilizadas para a confeccao de controles
de qualidade em matriz biologica: sao elas a STBO1, que foi utilizada para a confec¢ao
do limite inferior de quantificacdo (LIQ); a STB02, utilizada para o controle de
qualidade baixo (CQB); a STBO06, utilizada para o controle de qualidade médio (CQM);
a STBO7, utilizada para o controle de qualidade alto (CQA) e a STB09, que foi utilizada
para a confeccdo do controle de qualidade de diluicdo (CQD). Para a analise das
amostras dos voluntarios foi incluido o controle de qualidade intermediario (CQC),
preparado com a STB04, a fim de permitir um melhor monitoramento da corrida. Dessa
forma, como exigido pela Resolugcdo RDC n © 27 de 17/maio/2012 da ANVISA, havia
ao menos dois niveis de controle dentro da faixa de concentra¢des dos voluntarios.
Apés o preparo e utilizagéo, as solu¢des foram armazenadas em freezer -70°C, sendo

descartadas ao término do periodo de validade definido em estudo de estabilidade.
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Cédigo da Concentragéo da pre\rl)glrl;rgg da \_/olume Vo!ume de _Slolugéo
solucio solucao solucdo pipetado diluente utilizada no
(ng/mL) (mL) (mL) (mL) preparo
SME 1.000.000,00 5,00 - 5,00 Padréao
STB11 100.000,00 10,00 1,00 9,00 SME
STB10 1.000,00 10,00 0,10 9,90 STB11
STBO09 32.000,00 10,00 0,32 9,68 SME
STBO8 10.000,00 10,00 1,00 9,00 STB11
STBO7 8.000,00 10,00 0,80 9,20 STB11
STBO06 4.000,00 10,00 0,40 9,60 STB11
STBO05 2.000,00 10,00 0,20 9,80 STB11
STB0O4 1.000,00 10,00 0,10 9,90 STB11
STBO3 100,00 10,00 1,00 9,00 STB10
STBO02 15,00 10,00 0,15 9,85 STB10
STBO1 5,00 10,00 0,05 9,95 STB10

Fonte: (Do autor, 2017).

3.4.2.2

Preparo das Solucdes Mestre e da Solucao de trabalho do padrao interno

A cimetidina foi selecionada como padréo interno a partir de dados disponiveis
na literatura (REZK; BASALIOUS; KARIM, 2015). A solugdo mestre e a solucao de

trabalho de cimetidina (STB-PI) foram preparadas conforme Tabela 4. Essa etapa

ocorreu de forma similar ao preparo das solucdes de sofosbuvir, ou seja, por meio de

pesagem do padrdo e diluicio em Metanol/agua (80:20) (v/v), e também foram

armazenadas em freezer -70°C até o periodo de estabilidade.

Tabela 4 - Guia de preparo das solu¢des de cimetidina

Volume

Cédiao da Concentragéo reparado da Volume Volume de Solucéo
9 da solucéo preparad pipetado diluente utilizada no
solucao solucéo
(ng/mL) (mL) (mL) (mL) preparo
SME 1.000.000,00 5,00 - 5,00 Padrao
STB-PI 1.000,00 100,00 0,10 99,90 SME

Fonte: (Do autor, 2017).
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3.4.2.3 Preparo das Solucdes Mestre e das Solucdes de trabalho das substancias

interferentes (nicotina e cafeina) / farmacos concomitantes

Durante a realizacdo do estudo farmacocinético, conforme previsto em
protocolo clinico, foi necessério que alguns voluntarios fizessem o uso de paracetamol
(PCT), metoclopramida (MTC) e dipirona. Dessa forma, foi necesséario avaliar a
interferéncia dessas substancias na determinacao de sofosbuvir em plasma humano.
A dipirona, por sua vez, foi avaliada na forma de seu principal metabdlito, a 4-N-
metilaminoantipirina (4-MAA). Além dessas substancias, a interferéncia da nicotina
(NIC) e cafeina (CAF) também foram avaliadas, conforme exigido pela Resolucéo
RDC n° 27 de 17/maio/2012 da ANVISA. Os ensaios para a avaliacdo dessa possivel
interferéncia sé@o: Teste de efeito de matriz contendo farmacos
interferentes/concomitantes (TEMFC) e Teste de seletividade contendo farmacos
interferentes/concomitantes (TSEFC).

A solucdo mestre (SME) e as solucdes de trabalho das substancias
interferentes/concomitantes foram preparadas de forma similar ao preparo das
solugcdes de sofosbuvir, ou seja, por meio de pesagem do padréo e diluicdo em
Metanol/agua (80:20) (v/v). A partir da SME, solu¢Bes mais diluidas foram preparadas,
conforme Tabela 5, originando uma solucdo (STB-MIX) contendo paracetamol,
metoclopramida, dipirona, nicotina e cafeina a qual foi utilizada nos ensaios e
descartada logo em seguida, pois ndo foi realizada a determinacdo da estabilidade

das mesmas.
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Tabela 5 - Guia de preparo das solu¢cées mix de farmacos concomitantes

Cédigo da Concentragéo da p?g?algggo \_/olume Vo(ljueme _S.olugéo
solucéo ?ﬁgjﬁﬁg da solucéo p'?ritf;l 0 diluente Utglrze%daig]o
(mL) (mL)
SME-CAF 1.000.000,00 2,00 - 2,00 Padrédo
SME-4-MAA 1.000.000,00 2,00 - 2,00 Padréo
SME-PCT 1.000.000,00 2,00 - 2,00 Padrédo
SME-NIC 1.000.000,00 2,00 - 2,00 Padréo
SME-MTC 1.000.000,00 2,00 - 2,00 Padréo
STB-MTCO1 10.000,00 10,00 0,10 9,90 SME-MTC
STB-NICO1 10.000,00 10,00 0,10 9,90 SME-NIC
20.000,00 (CAF) 10,00 0,20 9,80 SME-CAF
40.000,00 (4-MAA) 10,00 0,40 9,60 SME-4MAA
STB-MIX 40.000,00 (PCT) 10,00 0,40 9,60 SME-PCT
200,00 (MTC) 10,00 0,20 9,80 STB-MTCO1
200,00 (NIC) 10,00 0,20 9,80 STB-NICO1

Fonte: (Do autor, 2017).
Legenda: CAF - cafeina; 4-MAA - 4-N-metilaminoantipirina; PCT - paracetamol;, MTC -
metoclopramida; NIC - nicotina

A concentracdo de cada substancia na solucao mix foi estabelecida a partir de
dados da concentracdo plasméatica maxima (Cmax) de cada composto, 0 que permitiu

avaliar a interferéncia desses compostos quando presentes em altas concentragoes.

3.4.3 Confeccdo das amostras em matriz biolégica

3.4.3.1 Curva de calibracéo e controles de qualidade para uso geral

As solucgbes de trabalho do sofosbuvir foram adicionadas na matriz biolégica
branca para confeccdo dos padrées de calibracdo e dos controles de qualidade em
matriz bioldgica, tendo sido diluidas dez vezes. O preparo dos padrdes e dos controles
de qualidade em plasma foi realizado em um microtubo ao qual foi adicionado, com o
auxilio de micropipeta calibrada, 0,90 mL de plasma branco e 0,10 mL de solucdo de
trabalho (STB) contendo o analito sofosbuvir. Entdo, O microtubo foi agitado a fim de
promover a homogeneizagéo.

A curva de calibragcdo em matriz foi construida utilizando oito solu¢des de
trabalho (STB’'s), desde a STBO1 a STB08, compreendendo oito pontos distintos.

Essa curva foi utilizada para a quantificagdo das amostras dos voluntérios e dos
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controles de qualidade. As tabelas a seguir, Tabela 6 e Tabela 7, apresentam a

confeccdo das amostras para a curva de calibragdo e controles de qualidade em

matriz bioldgica.

Tabela 6 - Guia de preparo da curva de calibragcdo em matriz biologica (CCAL)
Volume de
Cdédigo do | Concentracao Volume Volume matriz Solucéo Concentragao
padréo de da solucao preparado pipetado biologica | utilizada no plasmética
calibracao (ng/mL) (mL) (mL) branca preparo (ng/mL)
(mL)
CCALO08 10.000,00 1,00 0,10 0,90 STBO08 1.000,00
CCALO07 8.000,00 1,00 0,10 0,90 STBO7 800,00
CCALO06 4.000,00 1,00 0,10 0,90 STBO06 400,00
CCALO05 2.000,00 1,00 0,10 0,90 STBO05 200,00
CCALO4 1.000,00 1,00 0,10 0,90 STB04 100,00
CCALO03 100,00 1,00 0,10 0,90 STBO03 10,00
CCALO02 15,00 1,00 0,10 0,90 STB02 1,50
CCALO1 5,00 1,00 0,10 0,90 STBO1 0,50

Fonte: (Do autor, 2017). Fator de diluicdo para concentracdo em plasma: 10 vezes

Tabela 7 - Guia de preparo dos controles de qualidade em matriz biolégica
Volume de

Cdédigo do | Concentracéo Volume Volume matriz Solucéo Concentragao

controle de da solucéo preparado pipetado biolégica | utilizada no plasmatica

qualidade (ng/mL) (mL) (mL) branca preparo (ng/mL)

(mL)

CQD 32.000,00 1,00 0,10 0,90 STB09 3.200,00
CQA 8.000,00 1,00 0,10 0,90 STBO7 800,00
CQM 4.000,00 1,00 0,10 0,90 STBO06 400,00
CcQcC 1.000,00 1,00 0,10 0,90 STB04 100,00
CQB 15,00 1,00 0,10 0,90 STB02 1,50
LIQ 5,00 1,00 0,10 0,90 STBO1 0,50

Fonte: (Do autor, 2017). Fator de diluicdo para concentracdo plasmatica: 10 vezes

3.4.3.2 Amostras para uso no ensaio de avaliacdo da seletividade e efeito de matriz

contendo farmacos concomitantes/substancias interferentes

O preparo das amostras foi realizado em um microtubo ao qual foi adicionado,

com o auxilio de micropipeta calibrada, 0,10 mL de plasma branco e 0,50 mL de
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solucéo de trabalho contendo todas as substancias interferentes/concomitantes (STB-
MIX), Tabela 8. Entdo, o microtubo foi agitado a fim de promover a homogeneizacéao.

Tabela 8 — Guia de preparo das amostras em matriz bioldgica para os testes com
farmacos concomitantes/interferentes

Volume de = =
~ ; Solugdo | Concentragao
A Concentracao Volume matriz " P
Substancia ~ . C utilizada plasmatica
. : da solucao pipetado bioldgica P
concomitante/interferente no méaxima
(ng/mL) (mL) branca preparo (ng/mL)
(mL)
CAF 20.000,00 STB-MIX 10.000,00
4-MAA 40.000,00 STB-MIX 20.000,00
PCT 40.000,00 0,05 0,10 STB-MIX 20.000,00
MTC 200,00 STB-MIX 100,00
NIC 200,00 STB-MIX 100,00

Fonte: (Do autor, 2017)
Legenda: CAF — cafeina; 4-MAA - 4-N-metilaminoantipirina; PCT — paracetamol; MTC —
metoclopramida; NIC — nicotina.

3.4.4 Preparo de solu¢Bes adicionais

Ao longo do desenvolvimento da metodologia foram definidas as seguintes
solucdes visto que apresentaram os melhores resultados nos testes realizados. Séo
elas: fase mével A (aquosa), a fase movel B (organica), a solucdo de lavagem do
sistema cromatografico, a solucdo de extracdo e solucdo de ressuspensdo das

amostras.

3.4.4.1 Preparo de fase movel (FMA e FMB)

A fase movel A (aquosa) - solu¢do aquosa com 0,1 % acido formico (v/v) - foi
preparada em baldo volumétrico de 1000 mL. Apds a adi¢cao de aproximadamente 500
mL de agua tipo | no baldo, adicionou-se 1 mL de acido formico e avolumou-se o baldo
até a marca de referéncia de 1000 mL. A solucéo, foi homogeneizada e transferida
para um frasco devidamente rotulado e foi submetida ao ultrassom, por 5 minutos para
efetuar a desgaseificacdo. A fase movel B (organica) — metanol/acetonitrila (80:20)
(v/v) - foi preparada utilizando-se uma proveta de 1000 mL. Foi transferido 800 mL de

metanol grau HPLC para um frasco de 1000 mL e 200 mL de acetonitrila. A solugéo
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foi homogeneizada e transferida para um frasco devidamente rotulado e foi submetida
ao ultrassom, por 5 minutos, para efetuar a desgaseificagéo.

3.4.4.2 Solucao de lavagem (SL)

A solucdo de lavagem do sistema cromatografico — metanol - foi preparada
utilizando-se uma proveta de 1000 mL. Transferiu-se 1000 mL de metanol grau HPLC
para um frasco de devidamente rotulado, que foi submetido ao ultrassom, por 5

minutos, para efetuar a desgaseificacao.

3.4.4.3 Solugao de extragao (SE)

A solugéo de extragédo das amostras — TBME/Acetato de etila (70:30) (v/v) - foi
preparada utilizando-se uma proveta de 500 mL. Foi transferido 350 mL de Eter metil
terc-butilico (TBME) grau HPLC para um frasco de 500 mL e 150 mL de Acetato de
Etila grau HPLC. A solucdo foi homogeneizada e transferida para um frasco

devidamente rotulado.

3.4.4.4 Solucao de ressuspensao (SD ou SR)

A solucdo de ressuspensao das amostras, também denominada solug¢do de
diluicdo das amostras extraidas, possui a mesma composi¢ao da fase mével definida
para a metodologia - composta por (solvente B) metanol/acetonitrila (80:20) (v/v) e
(solvente A) 0,1 % acido férmico em agua, na propor¢cdo de solvente B/solvente A
(70:30) (v/v). Essa solucéo foi preparada utilizando-se uma proveta de 100 mL. Com
a proveta, foi transferido 70 mL de metanol/acetonitrila (80:20) (v/v) para um frasco de
100 mL e 30 mL solugéo aquosa com 0,1 % acido formico (v/v). Entdo, a solucao foi

homogeneizada e transferida para um frasco devidamente rotulado.
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De forma esquematica, o processamento/extracdo das amostras encontra-se

no fluxograma, Figura 13.

Figura 13 - Fluxograma representando as etapas de extracdo das amostras

Fonte: (Do autor, 2017).

Em um tubo fipo eppended de 2 mL
dispensar 100 pL de mairiz plasma

dicionar 50 pl de solugEo de padréo
intemo. Wortex manual por 20

segundos

Adicionar 1.5 mL de solugso de
TEME/Acetato de etila (70:30) (wiv)

Agitador automético por 1 minuto

Zentrifugar a 14400 RPM & -10°C
durante & minutos. Transferr 1,0
mL do scbrenadanie pars tubao

eppendorf de 2 mL

Ewaporar sob fluxo de Nz a
50°C. Adicionar 0,75 mL de
zolucdo de resusspensao
{Metanal. Acetonitrila
(207200 Aqua com 10,1% de
Acido Formico - 70:20, viv)

Agitar em vortex por 30
sagundos.

Transferr 400 pL para vial.

Tampar & injetar 10 pL.

Detalhadamente, a extracdo/processamento das amostras pode ser descrito

nas seguintes etapas. Em um microtubo de 2 mL foram adicionados 100 pL de plasma

e 50 pL da solucédo de trabalho de padréo interno (cimetidina — 1000,00 ng/mL) e

promoveu-se uma agitacdo de 30 segundos em vortex manual. Adicionou-se 1500 pL

da solucdo de extracdo TBME/Acetato de etila (70:30) (v/v), e promoveu-se uma

agitacdo vigorosa durante 1 minuto em agitador automético. Entdo, as amostras foram

centrifugadas por 5 minutos a 14400 rota¢des por minuto (RPM) a -10 °C. Apéds a
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centrifugagéo, o volume de 1000 pL da fase orgéanica (sobrenadante) foi transferido
para outro microtubo de polipropileno e submetido ao fluxo de nitrogénio para
evaporacdo a 50 °C. O residuo foi ressuspendido com 750 pL de solucédo de
ressuspensao, composta por (solvente B) metanol/acetonitrila (80:20) (v/v) e (solvente
A) 0,1 % acido formico em agua, solvente B/solvente A (70:30) (v/v). Em seguida
agitou-se por 30 segundos em agitador automatico. Uma aliquota de 400 pL foi
transferida para vial contendo insert e 10 pL foram injetados e analisados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série com ionizagcao
por eletronebulizagdo positiva usando a técnica de varredura de Monitoramento de
Reacdes Mdltiplas (MRM).

A preparacdo descrita foi realizada da mesma forma para os padrdoes de
calibracdo (CCAL) em matriz biolégica, para os para os controles de qualidade em
matriz bioldgica (CQ’s) e para as amostras dos voluntarios do estudo. Para as
amostras de voluntarios que foram diluidas e para o controle de qualidade de diluicao
0 processamento seguiu 0 mesmo procedimento descrito. Entretanto, em vez de
aliquotar 100 pL do plasma do voluntario ou 100 uL do controle de diluicdo, aliquotou-
se 25 pL de plasma ao qual foi adicionado 75 pL de plasma branco, diluindo-se a
amostra 4 vezes antes do processo de extracao.

3.5 Validacdo da metodologia bioanalitica

A metodologia bioanalitica foi validada seguindo requisitos resolucao da
ANVISA RDC n° 27, de 17 de maio de 2012. Ela determina as exigéncias minimas
para a validacdo de métodos bioanaliticos (aqueles em que héa utilizacdo de material
biolégico como plasma, sangue, urina, etc.) empregados em estudos para registro e
pés-registro de medicamentos no Brasil.

Os ensaios descritos a seguir foram realizados no sistema de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) formados pelos

componentes mencionados no item 3.2.2.

3.5.1 Teste de seletividade — TSE

A resolucdo RDC n° 27 determina que a seletividade seja avaliada através da

analise de amostras brancas, isto €, isenta de analito e de padrdo interno de, no



68

minimo, seis fontes distintas, demonstrando a auséncia de interferéncia de compostos
enddgenos. Assim, foi utilizado o branco de matriz bioldgica de seis individuos
diferentes o qual foi submetido ao processo de extracdo desenvolvido. Entdo, o
mesmo foi avaliado quanto a presenca de interferéncia no tempo de retencdo do
sofosbuvir e da cimetidina. E preconizado que os brancos sejam provenientes de
qguatro amostras normais (branco de plasma normal, BPN), um lipémico (branco de
plasma lipémico, BPL) e um hemolisado (branco de plasma hemolisado, BPH). Os
resultados obtidos foram comparados com o0s resultados de amostras
extraidas/processadas do limite inferior de quantificagdo (LIQ), preparados conforme
o procedimento descrito no item 3.4.3.1. Para o sofosbuvir, a interferéncia maxima
aceita pela resolucdo RDC n° 27 é de 20 % da area do LIQ e para a cimetidina a

interferéncia maxima aceita € de 5 % da area do padréao interno.

3.5.2 Teste de seletividade contendo farmacos concomitantes/interferentes — TSEFC

A resolucéo determina que seja avaliada interferéncia de metabdlitos, farmacos
de uso concomitante, produtos de degradacdo formados durante o preparo da
amostra, nicotina, cafeina e outros possiveis interferentes na metodologia bioanalitica.
O ensaio objetiva verificar a seletividade através da andlise de amostras brancas, isto
€, isenta do analito e do padréo interno de, no minimo, seis fontes distintas, isto €,
seis individuos diferentes. As amostras branco devem ser de fontes de caracteristicas
distintas, assim como € exigido no teste do item 3.5.1. Entretanto, antes do inicio da
extracao, essas amostras sao adicionadas de substancias
interferentes/concomitantes de forma que as substancias interferentes participem de
todo o processo da andlise, desde a extracdo, separacdo cromatografica e deteccao,
permitindo avaliar a interferéncia dessas substancias na analise do composto de
interesse.

Os resultados obtidos devem ser comparados com os resultados de amostras
processadas do limite inferior de quantificacao, preparados conforme o procedimento
descrito no item 3.4.3.2.

No presente ensaio foram avaliados seis plasmas de fontes distintas, isto &,
individuos distintos, sendo quatro normais, um lipémico e um hemolisado. Os plasmas
brancos foram utilizados para preparar amostras brancas adicionadas das

substancias interferentes/concomitantes. Para o estudo em questdo, as substancias
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em questdo foram a cafeina, a dipirona (avaliada na forma de seu principal metabdlito
4-MAA), o paracetamol, a metoclopramida e a nicotina. Os seis plasmas também
foram utilizados para o preparo de controles de qualidade correspondentes ao LIQ.

Uma solucéo contendo as substancias concomitantes/interferentes (STB-MIX)
foi preparada e uma aliquota de 50 pL foi adicionada a 100 pL de plasma branco de
forma que as substancias interferentes/concomitantes apresentassem as seguintes
concentracfes em matriz biologica: cafeina (CAF) igual a 10000 ng/mL, 4-MAA igual
a 20000 ng/mL, paracetamol igual a 20000 ng/mL, metoclopramida (MTC) igual a 100
ng/mL e nicotina (NIC) igual a 100 ng/mL. Tais concentra¢des foram definidas com
base em dados disponiveis na literatura (SUAREZ-KURTZ et al., 2001; BENOWITZ,
HUKKANEN; JACOB lll, 2009; TZACHEV & POPQV, 2010; LANGFORD et al., 2016,
WHITE et al., 2016).

Entdo, as amostras de LIQ e os brancos adicionados das substancias
interferentes foram extraidas. Avaliou-se, nos brancos, a presenca de interferentes no
tempo de retencao do sofosbuvir e da cimetidina. O critério de aprovacéo do ensaio é

0 mesmo do descrito no item 3.5.1.

3.5.3 Teste de efeito de matriz— TEM

Embora os padrdes de calibracédo sejam confeccionados na matriz biolégica do
estudo, o que em tese eliminaria o efeito de matriz, a resolucéo determina a realizacéo
de um ensaio especifico para avaliacdo do efeito de matriz. A legislacao recomenda
gue se avaliem as amostras processadas de controle de qualidade baixo e controle
de qualidade alto nas quais a adicdo do analito e do padrdo interno ocorreram
posteriormente ao processo de extracdo (CQB-FD e CQA-FD), isto é, neste ensaio o
analito e o padrdo interno ndo sofrem o processo de extracdo definido no
desenvolvimento do método. Tais amostras sdo comparadas as solucdes preparadas
nas mesmas concentracfes das amostras em matriz, isto €, CQB e CQA em solugéo.
No referido ensaio, foram avaliadas oito bolsas de matriz distintas: quatro plasmas
normais, dois lipémicos e dois hemolisados. Com esses plasmas, foram preparadas
amostras de controle de qualidade (CQB-FD e CQA-FD) cuja fortificacdo ocorrera
apos o procedimento de extracdo. A resposta dos controles CQB-FD e CQA-FD foram
comparados a média resposta das amostras em solucao referentes ao CQB e ao CQA.

Avaliou-se, o coeficiente de variacdo (CV) dos fatores de matriz normalizado para
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cada nivel de concentracao, baixo e alto, que foi inferior a 15 %. A resolucdo determina
que seja calculado o fator de matriz normalizado (FMN) por padréo interno (Pl),

conforme a férmula a seguir:

FMN = Area do analito em matriz/Area do Pl em matriz
Area do analito em solugéo/Area do Pl em solugao

3.5.4 Teste de efeito de matriz contendo farmacos concomitantes/interferentes —
TEMFC

A resolucéo determina que amostras de controle de qualidade CQB-FD e CQA-
FD sejam adicionadas de substancias interferentes/concomitantes de forma que
essas substancias participem de todo o processo da analise, contemplando a
extracao, a separacao cromatografica e a deteccdo, permitindo-se avaliar a possivel
interferéncia desses compostos na analise. Tais amostras devem ser comparadas as
solucbes preparadas nas mesmas concentracfes das amostras em matriz, isto €,
CQB e CQA em solucao. No referido ensaio, foram avaliadas oito bolsas de matriz
distintas: quatro plasmas normais, dois lip€micos e dois hemolisados. O procedimento
de preparo das amostras e o critério de aprovacdo do ensaio € igual ao descrito no
item 3.5.3. Além disso, também foi calculado o FMN conforme preconizado na

legislacao.

3.5.5 Teste de efeito residual — TER

Este ensaio verificou a ocorréncia de arraste ou carry over. A legislacao
determina a injecdo de uma amostra branco ser injetada, no minimo, trés vezes, sendo
uma antes e duas logo apds a injecdo de uma ou mais amostras processadas do limite
superior de quantificacao (LSQ).

No presente teste foram injetadas sequencialmente amostras processadas:
uma amostra de branco, uma amostra de limite inferior de quantificagdo, uma amostra
de limite superior de quantificagdo, uma amostra de branco e, por fim, mais uma
amostra de branco. Os resultados das amostras branco foram comparados com
aqueles obtidos de amostras processadas do LIQ. Avaliou-se, nos brancos, a

presenca de interferentes no tempo de retencéo do sofosbuvir e da cimetidina. Para o
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sofosbuvir, a interferéncia maxima permitida pela resolugdo RDC n° 27 € de 20% da
area do LIQ e para a cimetidina a interferéncia maxima aceita é de 5 % da area do
padrao interno. No caso de inevitavel efeito residual devem-se adotar procedimentos
especificos a fim de controlar seu efeito, como modificacédo da solucéo de lavagem do

sistema cromatografico, evitando prejuizos na precisdo e exatiddo do método.

3.5.6 Linearidade — Avaliacdo da curva de calibracdo e escolha do método de

ponderacdo — CCAL

A resolucéo preconiza a verificagdo de, no minimo, trés curvas de calibragéo,
contendo seis amostras de diferentes concentracfes. A avaliacdo foi feita a partir de
padrdes de calibracdo em matriz bioldgica os quais foram extraidos conforme definido
durante o desenvolvimento da metodologia. A legislacdo também recomenda que se
apresente uma justificativa cientifica para a faixa de concentragdo contemplada pela
curva de calibracdo, faixa entre o limite inferior de quantificacdo (LIQ) e o limite
superior de quantificacdo (LSQ). Além disso, a norma assegura a utilizacdo da
ponderacdo nos casos em que se verifigue que a variancia dos residuos nao seja
constante na faixa de concentracdo proposta. Com o objetivo de avaliar a condi¢cao
de homocedasticidade do método, foi calculada a varidncia dos niveis de
concentracdo e o teste F foi aplicado. Assim, uma vez determinada a ocorréncia da
ndo homocedasticidade, os dados foram tratados por uma regressao linear
ponderada. Uma vez confirmada a heterocedasticidade, a melhor ponderagéo (Iny,
Inx, 1ly, 1ly?, 1/x, 1/x?) foi definida pela inspecdo visual no gréafico do erro relativo
percentual dos residuos (ER %) versus concentracdo e pelo resultado do somatorio
dos valores absolutos do erro relativo percentual dos residuos (somatoério ER %).
Selecionou-se a ponderacdao que com o menor valor de somatorio ER % (ALMEIDA,;
CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). O ER % representa o percentual de erro de uma

dada ponderagdo em relacéo a concentragdo nominal:

ER % = (concentracdo experimental — concentracdo nominal) x 100
(concentracao nominal)
A norma também define os critérios de aprovacao para cada ponto da curva de

calibracéo: desvio menor ou igual a 20 % em relagéo a concentracdo nominal para 0s

padroes de calibracdo no LIQ e desvio menor ou igual a 15 % em relacdo a
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concentracdo nominal para os outros padrdes de calibracdo. Além disso, a norma e
exige que, no minimo 75 % dos padrfes de calibracdo sejam aprovados conforme os
critérios anteriores e que apresente, no minimo, seis padrdes de calibracdo de
concentracdes diferentes, incluindo o LIQ e o LSQ. Vale ressaltar que ndo é permitido
incluir na equacédo da curva padrdes de calibracdo que ndo atendam aos critérios de
aprovacao e que a curva de calibracao deve ser recalculada sem este padrao.

No presente ensaio, a faixa de linearidade contemplando o limite inferior de
quantificacdo (LIQ) e o maior nivel de concentracdo da curva de calibracdo (LSQ) foi
definida a partir de pesquisas na literatura. Foram definidos oito pontos de calibracéo,
incluindo o LIQ e 0 LSQ e os parametros da curva foram obtidos através do software
do espectrémetro de massas, o Analyst 1.6.1, incluindo o coeficiente de correlacéo (r)
e o0s desvios em relagcdo a concentracdo nominal. Além disso, foi verificada a
necessidade de utilizacdo de ponderacao, a qual foi devidamente justificada. Cada
ponto da curva de calibrag&o foi preparado conforme o item 3.4.3.1.

3.5.7 Teste de precisao e exatiddo — TPE

A legislacdo vigente exige que a precisédo seja determinada em uma mesma
corrida (precisdo intracorrida ou repetibilidade) e em, no minimo, trés corridas
diferentes (preciséo intercorridas ou precisio intermediaria). E determinado que seja
realizada ao menos cinco replicatas de cada nivel de concentracdo: LIQ (limite inferior
de quantificacdo), CQB (controle de qualidade de baixa concentragéo), CQM (controle
de qualidade de média concentracdo), CQA (controle de qualidade de alta
concentracdo) e CQD (controle de qualidade de diluicdo). Na avaliacdo da precisédo
intercorridas devem ser contempladas corridas em dias distintos.

Segundo a norma, a precisédo deve ser expressa como o coeficiente de variacao
(CV), que dever ser no maximo de 15 % exceto para o LIQ, para o qual se admite uma
variacdo maxima de 20 %. Também é preconizado a determinacdo da exatiddo em
uma mesma corrida analitica (exatidao intracorrida) e em, no minimo, trés corridas
diferentes (exatid&o intercorridas). E exigido a avaliacéo de 5 replicatas, pelo menos,
para cada nivel de concentracdo: LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. Para a avaliacdo da

exatidao intercorridas dias distintos devem ser contemplados.
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A exatidao é expressa como erro padrao relativo (EPR) ou desvio, que deve
ser no maximo de + 15 % do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual o erro
maximo deve ser de £ 20 % do valor nominal.

No presente ensaio, foram preparadas 8 réplicas de controles de qualidade
para cada nivel de concentracdo (LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD) os quais foram
qguantificados com uma curva de calibracdo preparada e processada no mesmo dia
dos controles. Para o0 CQD, em que se avalia o procedimento de diluicdo da amostra
(teste de diluicdo em matriz biolégica, TDMB), foi utilizado o fator de diluicdo de quatro
vezes com 0 objetivo de se garantir a adequada quantificacdo de amostras que
possam apresentar concentracéo acima do LSQ, sem a necessidade de extrapolacao.

Foram realizados ensaios de precisdo e exatiddo em trés dias diferentes.

3.5.8 Estabilidade em matriz biolégica

Neste item, as amostras de controle de qualidade foram preparadas e
submetidas as condicbes em teste a fim de se avaliar a estabilidade do analito
sofosbuvir nessas condi¢des, simulando as condi¢cdes pelas quais as amostras dos
voluntarios (amostras de concentracdo desconhecida) pudessem ser submetidas. A
legislagdo exige a verificagdo das seguintes estabilidades: a estabilidade de curta
duracdo (TEBCD), a estabilidade de po6s-processamento (TEBPP), a estabilidade
apos ciclos de congelamento e descongelamento (TEBCCD) e a estabilidade de longa
duragéo (TEBLD).

Apbés sua preparacdo, uma parte dos controles foram imediatamente
processados e guantificados no ensaio denominado Teste de Quantificacdo Inicial
(TQI). Nesse ensaio, 0s controles recém-preparados serviram para garantir que 0s
resultados dos ensaios de estabilidade sejam devidos apenas a condicdo a qual 0s
controles foram submetidos e ndo a uma falha no preparo dos mesmos, por exemplo.
Assim, os controles de qualidade do TQI referendaram os controles preparados para
os testes de estabilidade em matriz biologica.

Para os ensaios de estabilidade e para o TQI, a resolucédo determina que no
minimo trés amostras de controle de sejam avaliadas. Para cada ensaio de
estabilidade no presente trabalho, foram analisadas oito réplicas de controle de

qualidade de cada nivel (CQB e CQA) os quais foram preparados conforme item
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3.4.3.1. Como critério de aprovagdo dos ensaios, adotou-se o exigido em legislacao:
desvio em relacao ao valor nominal de até + 15 % e CV de até 15 %.

3.5.8.1 Teste de Quantificagdo Inicial — TQI

Neste ensaio, amostras de controle de qualidade recém-preparadas foram
analisadas e apresentaram desvio em relacdo ao valor nominal de no maximo + 15 %
e CV de até 15 %. Assim, o TQI realizado garantiu a correta avaliacdo dos ensaios de

estabilidade em matriz bioldgica que foram realizados.

3.5.8.2 Teste de estabilidade de curta duracdo — TEBCD

A resolucdo determina que as amostras preparadas para o0 estudo de
estabilidade de curta duracdo permanecam a temperatura do laboratério antes de
serem processadas e analisadas, sendo que 0 tempo em que permanecerem em
temperatura ambiente deverd ser superior ao tempo que as amostras dos
voluntarios/participantes da pesquisa permanecerem.

No presente ensaio, foram analisadas oito amostras de CQB e oito amostras
de CQA, apos serem submetidos a temperatura ambiente sobre a bancada do
laboratorio. As amostras em teste (CQB’s e CQA’s preparados) e uma curva de
calibracdo recém-preparada foram extraidas conforme o procedimento de extracao
definido no desenvolvimento. A especificacdo para esse teste € que as amostras de
controle de qualidade devem apresentar desvio de + 15 % em relacéo ao valor nominal
e CV de até 15 %.

3.5.8.3 Teste de estabilidade de pés-processamento - TEBPP

A legislacdo determina que as amostras de controle de qualidade processadas
(j& submetidas ao procedimento de extracdo) sejam mantidas sob as mesmas
condicbes e por periodo de tempo superior ao das amostras processadas dos
voluntarios da pesquisa.

No ensaio em questdo, controles de qualidade foram analisados apdés
permanecerem no autoinjetor do equipamento, sendo quantificados com uma curva

de calibracdo recém-preparada. O tempo em que os controles foram deixados no
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autoinjetor foi maior do que o tempo compreendido entre o término de preparo das
amostras de voluntarios e o final da corrida analitica mais longa. A especificagdo para
esse teste é que as amostras de controle de qualidade devem apresentar desvio de +

15 % em relac&o ao valor nominal e CV de até 15 %.

3.5.8.4 Teste de estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento —
TEBCCD

A norma determina que as amostras preparadas para o estudo de estabilidade
apos ciclos de congelamento e descongelamento sejam congeladas (a temperatura
em que as amostras dos voluntarios da pesquisa foram armazenadas) e
descongeladas a temperatura do laboratério, sendo entdo submetidos a ciclos de
congelamento e descongelamento. O numero de ciclos deve ser igual ou maior ao
namero de ciclos aos quais as amostras dos voluntarios da pesquisa foram
submetidas. Ap6s o numero de ciclos necessarios, as amostras de controle
previamente preparadas foram analisadas e quantificadas com uma curva de
calibracdo recém-preparada, ou seja, que ndo sofreu ciclo de congelamento e
descongelamento.

No presente ensaio, as amostras dos voluntarios foram armazenadas a
temperatura de -70 °C. Foram realizados 7 ciclos de congelamento e
descongelamento, que foi superior ao niumero de ciclos que as amostras dos
voluntarios sofreram. A especificacdo para esse teste é que as amostras de controle
de qualidade devem apresentar desvio de £ 15 % em relacdo ao valor nominal e CV
de até 15 %.

3.5.8.5 Teste de estabilidade de longa duracédo — TEBLD

A resolugéo determina que as amostras de controle de qualidade preparadas
para o estudo de estabilidade de longa duracao sejam armazenadas em equipamento
adequado (freezer -70 °C, geladeira, etc.) por periodo que seja maior do que o periodo
de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra do voluntario da pesquisa
e a andlise da ultima amostra do voluntario a fim de garantir a estabilidade das
amostras e a confiabilidade dos resultados gerados. Apos o tempo de armazenamento

necessario, as amostras de controle de qualidade foram analisadas, sendo
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quantificadas com uma curva de calibracdo recém-preparada. A especificacdo para
esse teste é que as amostras de controle de qualidade devem apresentar desvio de +

15 % em relac&o ao valor nominal e CV de até 15 %.

3.5.9 Estabilidade em solucéo

Neste item, foram avaliadas as estabilidades das solucbes do analito e do
padrao interno em solucdo sob a temperatura do laboratério por um curto periodo de
tempo (TEBCDS) e sob a temperatura de armazenagem, em freezer, por um longo
periodo de tempo (TEBSTA). E preconizado que seja demonstrada a estabilidade do
analito e do padrdo interno em ao menos trés amostras da solucdo de maior
concentracdo e da solucdo de menor concentragao.

No presente estudo, foram analisadas oito amostras para cada nivel de
concentracdo avaliado as quais foram comparadas com soluc¢des recém-preparadas.
A especificacdo para esse teste € que as amostras de controle de qualidade devem
apresentar desvio de + 10 % em relacdo as solu¢cdes recém-preparadas e CV de até
15 %.

A estabilidade das solucdes dos farmacos concomitantes (STB-MIX) néo foi
avaliada uma vez que foram utilizadas no dia de seu preparo, sendo descartadas logo

apos o uso.

3.5.9.1 Teste de estabilidade de curta duracéo das solucdes de trabalho — TEBCDS

No teste de estabilidade de curta duracdo das solucdes de trabalho, as
solucBes foram avaliadas quanto a sua estabilidade sob a temperatura do laboratoério
por um curto periodo de tempo. Foram preparadas oito amostras referentes a cada
nivel de concentracéo testado para o analito e para o padrao interno, sendo um nivel
de maior concentracdo para o analito e padrdo interno e um nivel de menor
concentracéo para o para o analito e para o padrao interno, totalizando 32 amostras.
Elas foram submetidas a temperatura do laboratério por determinado periodo de
tempo e entdo foram comparadas com solugcdes de trabalho recém-preparadas. A
média das areas das solu¢des submetidas ao teste de estabilidade foi comparada com
a meédia das areas das soluc¢des recém-preparadas. A especificacido para esse teste

€ que as amostras de controle de qualidade devem apresentar desvio de + 10 % em
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relacdo as solugbes recém-preparadas e CV de até 15 %. Nesse caso, as solugdes

sao consideradas estaveis.

3.5.9.2 Teste de estabilidade das solu¢des de trabalho armazenadas — TEBSTA

No teste de estabilidade das solugbes de trabalho armazenadas, as solucdes
foram avaliadas quanto a sua estabilidade sob a temperatura de armazenamento (em
freezer - 70°C) por determinado periodo de tempo. Foram preparadas oito amostras
referentes a cada nivel de concentragdo testado para o analito e para o padrao interno,
sendo um nivel de maior concentracao para o analito e padréo interno e um nivel de
menor concentracdo para o analito e padrao interno, totalizando 32 amostras. Elas
serdo submetidas a temperatura de armazenamento por determinado periodo de
tempo e entdo foram comparadas com solu¢gBes de trabalho recém-preparadas. A
média das areas das solu¢Bes submetidas ao teste de estabilidade foi comparada com
a média das areas das solucfes recém-preparadas. A especificacdo para esse teste
€ que as amostras de controle de qualidade devem apresentar desvio de = 10 % em
relacdo as solucbes recém-preparadas e CV de até 15 %. Nesse caso, as solucdes

sao consideradas estaveis.

3.6 Ensaio farmacocinético

A realizacao do ensaio farmacocinético necessitou de aprovagédo pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) e foi realizado em uma unidade hospitalar sob a tutela
de profissionais habilitados. O parecer de nimero 2.078.605, emitido pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Jaguariina — FAJ, aprovou a realizac&o de todas
as etapas do ensaio. Sua conducdo foi pautada em padrbes estabelecidos por
diretrizes e normas nacionais e internacionais: o Guia Tripartite Harmonizado para
boas praticas clinicas (1996) do Conselho Internacional de Harmonizacéo (ICH); a
resolucao do Conselho Nacional de Saude (CNS) n° 466, de 12 de Dezembro de 2012
(possui diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos); a resolugéo n° 251, de 07 de Agosto de 1997 (aprova normas de pesquisa
envolvendo seres humanos); a Declaracdo de Helsinque (1964) e suas revisdes
(possui principios éticos que regem a pesquisa com seres humanos) e a Resolucao
da ANVISA 1170, de 19 de Abril de 2006 (guia para provas de biodisponibilidade).
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3.6.1 Desenho do estudo

O estudo do sofosbuvir foi realizado com a participacdo de 69 voluntarios
sadios, homens e mulheres, com idade de 18 a 50 anos apresentando parametros
bioquimicos normais os quais ingeriram, em jejum, um comprimido contendo 400 mg
de sofosbuvir. Todos os participantes da pesquisa, cujo protocolo foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica, assinaram o Termo de Consentimento livre e
Esclarecido (TCLE).

Os patrticipantes, inicialmente em jejum, tiveram o sangue coletado em tubos
contendo EDTA como anticoagulante em tempos de coleta programados: tempo zero
(antes da administracdo do medicamento), Oh:05 min, Oh:10 min, Oh:15 min, Oh:20
min, 0h:30 min, 0h:40 min, Oh:50 min, 01h:00 min, 01h:15 min, 01h:30 min, 01h:45
min, 02h:00 min, 02h:30 min, 03h:00 min, 03h:30 min, 04h:00 min, 04h:30 min, 05h:00
min, 06h:00 min, 08h:00 min e 10h:00 min, totalizando vinte e dois tempos.

3.6.1.1 Dados da populacao (sujeitos participantes da pesquisa)

Os dados referentes aos participantes da pesquisa encontram-se resumidos na
Tabela 9. Segundo autodeclaracéo, os participantes da pesquisa foram classificados
conforme a cor da pele como preta (2,9 %), parda (34,8 %) e branca (62,3 %). Em
relacdo ao sexo, houve a participacdo de 49,3 % de individuos do sexo masculino e

50,7 % do sexo feminino.

Tabela 9 - Dados da populacéo

Variavel Média Mediana Desv~|o Minimo Maximo
Padréo
Altura (m) 1,67 1,67 0,09 1,48 1,86
Peso (Kg) 68,96 68,20 9,71 49,10 92,20
IMC (Kg/m?) 24,68 25,56 2,71 19,13 28,49
Idade (anos) 31,80 30,00 9,46 18,00 50,00

Fonte: (Do autor, 2017).
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3.6.1.2 Critérios de inclusdo na pesquisa

Os critérios de inclusédo na pesquisa sao listados abaixo:

>

>
>
>

Homens dispostos a utilizar métodos contraceptivos de barreira eficazes.
Devem abster-se de doacdo de esperma durante todo o estudo e até 07
dias apos a administracdo do medicamento em estudo;

Mulheres ndo gravidas e que ndo estejam amamentando;

Participantes do sexo feminino e em idade fértil deverédo apresentar nivel de
B-HCG sérico consistente com o resultado negativo para gravidez e
concordar em utilizar pelo menos um método contraceptivo aceitavel, ou
seja, um método de controle de natalidade, a partir de sua participacdo no
estudo antes da administracdo do medicamento em estudo e até quatro
semanas apés a administragdo do medicamento em estudo. Os métodos
contraceptivos aceitaveis (de controle de natalidade) sdo pelo menos um
entre 0s seguintes: dispositivo intrauterino, com ou sem a liberacdo de
horménio local, diafragma, espermicidas, método de barreira, histerectomia,
capuz cervical, esponja contraceptiva e/ou preservativos. Alternativamente
pode ser usado um contraceptivo hormonal apropriado que n&o contenha
estrogénios. A abstinéncia sexual € um estilo de vida alternativo e,
voluntarios que se comprometerem a praticar a abstinéncia poderdo ser
incluidos no estudo;

Idade entre 18 a 50 anos;

indice de massa corpérea (IMC) compreendido entre 19,00 e 28,50 Kg/m?;

Boas condicdes de salude ou sem doencas significativas, a juizo de um

profissional legalmente habilitado e de acordo com seguintes avaliagdes:

histéria clinica, medidas de pressdo arterial e pulso, exame fisico e
psicolégico, eletrocardiograma e exames laboratoriais complementares;

Capacidade de compreender a natureza e o objetivo do estudo, inclusive os
riscos e efeitos adversos. Com a intencdo de cooperar com o pesquisador
e agir de acordo com os requerimentos de todo o ensaio, 0 que vem a ser
confirmado mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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3.6.1.3 Critérios de exclusédo na pesquisa

» Problemas relacionados com o farmaco:

¢ Hipersensibilidade conhecida ao farmaco em estudo (sofosbuvir) ou a

compostos quimicamente relacionados;

» Doencas ou problemas de saude:

e Historico ou presenca de doencas hepaticas, gastrintestinais ou outra
condicdo que interfira com os processos de absorcdo, distribuicao,
excrecdo ou metabolismo do farmaco;

e Histérico de doenca hepética, renal, pulmonar, gastrintestinal, epiléptica,
hematoldgica ou psiquiatrica;

e Histérico de hipotensdo ou hipertensdo de qualquer etiologia que
necessite de tratamento farmacolégico; tem histéria ou teve infarto do
miocardio, angina e/ou insuficiéncia cardiaca,;

e Achados eletrocardiograficos ndo recomendados para participa¢do no
estudo;

e Resultados dos exames laboratoriais fora dos valores considerados

normais.
» Habitos e dependéncias:
e E fumante;
e Ingere mais do que 05 xicaras de café ou cha por dia;
e Historia de consumo abusivo de alcool ou de drogas.

» Condig¢des encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo:

e Uso de medicacgéao regular dentro das 02 semanas que antecedem o inicio do

tratamento do estudo, exceto anticoncepcional (para mulheres);
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e Uso de qualquer medicacao eventual dentro de 07 dias que antecedem o inicio
da administracdo do medicamento do estudo, exceto dipirona e paracetamol;

e Internacd@o por qualquer motivo nas 08 semanas anteriores a realizacdo do
estudo;

e Tratamento nos 03 meses prévios ao estudo com qualquer farmaco que
apresente potencial toxico conhecido nos grandes 0rgaos;

e Participacdo em qualquer estudo experimental ou ingestao de qualquer
farmaco experimental dentro de 06 meses anteriores ao inicio deste estudo;

e Doacéo ou perda de 450 mL ou mais de sangue nos 03 meses que

e antecederam o0 estudo ou doag¢do maior que 1500 mL dentro dos 12 meses
anteriores;

e Consumo de farmacos indutores e/ou inibidores enzimaticos (CYP),
organotoxicos ou com tempo de meia vida longo nas 04 semanas anteriores ao
inicio do estudo;

e Consumo de medicamentos que contenham Hypericum perforatum
(Erva de S&o Joao) nos 07 dias antes do inicio do estudo;

e Consumo de alcool nas 48 horas antecedentes ao inicio do estudo;

e Consumo de alimentos ou bebidas que contenham toranja (grapefruit) nas 48

horas anteriores a cada periodo de estudo.
» Outras condicdes:
e Historia de reacdes adversas graves a qualquer farmaco;
e Teste positivo de gravidez para as voluntarias mulheres;
3.6.1.4 Alimentacdo durante o confinamento
Durante o periodo em que os participantes da pesquisa permaneceram
confinados na Unidade Hospitalar - periodo de aproximadamente 24 horas - uma
alimentacdo padronizada foi servida. Porém, nas 10 horas anteriores e até 4 horas

apos a administracdo do medicamento, os participantes foram mantidos sem acesso

aos alimentos, posto que o farmaco foi administrado em jejum.
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Durante o estudo foram servidas as seguintes refei¢coes, totalizando 2.208,5
Kcal:

» Jantar na noite do confinamento - arroz (200 g), feijao (110 g), creme de milho
(60 g), frango grelhado (200 g), salada de batata doce (60 g), gelatina de
abacaxi (100 g);

» Entre 04 e 05 horas apds a administracdo do medicamento foi servido um
almoco padronizado - arroz (200 g), feijao (110 g), picadinho de carne (200 g),
batata corada (60 g), salada de cenoura ralada (60 g), pudim de baunilha (100
9);

» Entre 07 e 08 horas ap6s a administracdo do medicamento foi servido um
lanche da tarde padronizado - pdo de forma (50 g), geléia de goiaba (15 g),
margarina (10 g), maca (80 g), iogurte de morango (100 mL);

» Entre 10 e 12 horas apods a administracdo do medicamento foi servido um jantar

padronizado — idem item anterior.

3.6.1.5 Ingestdo de liquidos durante o confinamento

Os participantes ndo tomaram liquidos (Agua) no periodo compreendido entre
02 horas antes da administracdo do medicamento até o horario de ingestao

programado, conforme definido a seguir:

» 200 mL de agua mineral sem gas com o medicamento;

Apos 02 horas da administracdo do medicamento foi liberada a ingestdo de

agua.

3.6.2 Coleta de matriz biolégica (MB) branca

Com o objetivo de obter matriz biolégica (MB) branca, foram coletadas
amostras de 30 mL de sangue de cada voluntario antes da administracdo do
sofosbuvir. A matriz branca, ou seja, isenta do analito e do padrao interno, foi
necessaria para a etapa de desenvolvimento e validacdo da metodologia e também

para etapa a confec¢ao das curvas de calibracéo e dos controles de qualidade durante
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a andlise das amostras dos voluntarios. Apés a coleta do sangue, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 3000 RPM e o plasma foi encaminhado ao Servi¢o de
Equivaléncia e Farmacocinética da Fundacdo Oswaldo Cruz (SEFAR) onde foram
codificadas. Foram obtidos branco de plasma normal (BPN), branco de plasma
lipémico (BPL) e branco de plasma hemolisado (BPH). Os plasmas lipémico e
hemolisados sdo necessarios para a avaliacdo da seletividade do método.

3.6.3 Coleta das amostras em tempos pré-estabelecidos

A coleta das amostras para a quantificacdo de sofosbuvir foi realizada nos
tempos programados descritos no item 3.6.1. Para cada tempo, coletou-se 7,5 mL de
sangue o qual foi centrifugado por 10 minutos a 3000 RPM. Entdo, as amostras de
plasma foram encaminhadas SEFAR onde foram acondicionadas em freezer -70 °C

até o momento de sua analise.

3.6.4 Acondicionamento e transporte das amostras

As amostras citadas nos item 3.6.2 e 3.6.3 foram armazenadas a temperatura
de -70°C na unidade clinica até o momento de envio para o Centro Analitico (SEFAR).
Seu transporte foi realizado em caixas térmicas contendo gelo seco e aparelho de
data logger para monitoramento de temperatura. Foi realizado todo o controle

necessario em conformidade com as Boas Praticas Laboratoriais (BPL).

3.6.5 Analise das amostras dos voluntarios em lotes

As amostras biologicas foram analisadas apés desenvolvimento e validacdo da
metodologia bioanalitica. A resolucdo RDC n° 27 determina que o método aplicado a
andlise das amostras em estudo deve ser o mesmo método validado, incluindo todas
as condi¢fes previamente validadas. A resolucdo também preconiza a introducéo de
controles de qualidade em cada corrida analitica em nimero superior a 5 % do nimero
de amostras em estudo, sendo distribuidos de forma uniforme no lote. No presente
estudo, foram inseridos controles de qualidade em cada corrida de forma a atender o
exigido pela resolugcéo. Além disso, apenas as amostras de concentracdo entre o LIQ

e 0 LSQ foram quantificadas: as concentracdes abaixo do LIQ foram reportadas como
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0 (zero) e as amostras de concentracdo superior ao LSQ foram ser diluidas e
reanalisadas em uma corrida contendo o CQD. Foram analisadas amostras de 69
voluntarios (22 amostras por voluntario) em corridas analiticas contendo: duas
amostras de BPN; duas amostras de BPZ; 44 amostras de 2 voluntarios; curva de
calibracdo em duplicata preparada em matriz bioldgica e oito controles de qualidade
de concentracdes correspondentes ao CQB, CQC, CQM e CQA. Foi adotada a
seguinte especificacdo para aprovacdo de uma corrida: no minimo 67 % do total de
controles e no minimo 50 % dos controles de cada nivel de concentracdo devem
apresentar desvio menor ou igual a 15 % em relacdo ao valor nominal. Além disso, a
curva de calibrac@o deve atender aos critérios demonstrados no item 3.5.6. Para as
amostras BPN e BPZ, a interferéncia maxima aceita foi de maximo 20 % do LIQ para
o sofosbuvir e no maximo de 5 % de interferéncia para a cimetidina, conforme
preconizado pela norma. A partir dos resultados obtidos foram determinados os
pardmetros farmacocinéticos do medicamento contendo 400 mg de sofosbuvir na

populacao brasileira.

3.6.6 Determinacéo dos parametros farmacocinéticos

ApGs as andlises das amostras dos voluntérios, os dados de concentracéo
plasmatica de sofosbuvir foram tratados no software Phoenix WinNolin versao 6.3
(Certara®, USA) o qual realizou os célculos de estatistica descritiva relacionada ao
estudo da formulagcéo de sofosbuvir.

Seguem abaixo os parametros farmacocinéticos, que foram determinados por

analise ndo compartimental:

» Cmax— maior concentracao plasmatica atingida pelo farmaco — calculado a partir
da analise da curva de concentracdo versus tempo;

» Tmax - tempo em que é observada a maior concentracdo plasmatica do farmaco
(Cmax) — calculado a partir da analise da curva de concentragdo versus tempo;

» ASCot - area sob a curva do tempo zero até o ultimo tempo de coleta —
calculada pelo método dos trapezoides;

» ASCo-- - area sob a curva do tempo zero ao tempo infinito — calculada pela
formula ASCo--» = ASCo-t + Ct/Ke, onde Ct é a Ultima concentragéo determinada

experimentalmente e Ke € a constante de eliminagéo do farmaco;
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» Ke - constante de eliminacdo do farmaco - obtida através de regresséao;
» Taezp - tempo de meia vida de eliminagdo do farmaco — calculado pela férmula
T128 = 0,693/Ke.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de metodologia bioanalitica

Iniciou-se o desenvolvimento da metodologia bioanalitica através de um
levantamento bibliografico com o objetivo de obter informacgbes sobre a determinacao
de sofosbuvir em plasma humano, e assim, permitir o desenvolvimento de um método
que apresentasse as condi¢cfes de analise adequadas a realidade do laboratorio.

Diversos trabalhos foram consultados durante esta etapa de desenvolvimento
da metodologia e verificou-se que maior parte deles utilizou a espectrometria de
massas em modo positivo e deteccdo por MRM, monitorando as transicfes de
530,21>243,21, 530,21>243,03 e 530,4>243,2. Como forma de preparo de amostras,
a extracdo liquido-liquido utilizando éter metil terc-butilico ou acetato de etila foi a
técnica utilizada. Além disso, observou-se que o0s autores utilizaram diferentes
padrdes internos, entre eles a eplerenona e o daclatasvir (REZK; BASALIOUS; AMIN,
2016; REZK et al., 2016; ABDALLAH; ABDEL-MEGIED; GOUDA, 2017).

Em relacdo aos trabalhos cujo modo de ionizacao foi negativo, observou-se que
a técnica de extracdo liquido-liquido também foi adotada, utilizando-se o dietil-éter
como solvente. Ademais, a técnica de varredura selecionada nestes trabalhos foi mais
simples e menos seletiva, sendo realizada por monitoramento seletivo de ions (SIM)
em que foram analisados os ions de 529 (ion precursor) e 287 (fragmento). Como
padrdo interno, foi adotado o barbitarico hexobarbital (BAHRAMI et al., 2016;
MIRAGHAEI et al., 2017).

Além dos estudos mencionados, também foi consultado o trabalho de Rezk,
Basalious e Karim (2015), executado no Egito, o qual também foi uma grande fonte
de consulta para o desenvolvimento da metodologia proposta no presente trabalho.
Os autores do referido estudo desenvolveram e validaram uma metodologia para a
quantificacdo de sofosbuvir e seu metabdlito GS-331007 em plasma humano por LC-
MS/MS em modo positivo e utilizando a famotidina, um antagonista de receptor H2,
como padréo interno, Figura 14. O trabalho foi elaborado conforme as determinagdes
do FDA e mostrou-se linear na faixa de 10,00 ng/mL a 2500,00 ng/mL de sofosbuvir
em plasma, a qual foi adequada para a quantificacdo das amostras dos voluntérios,
uma vez que o0 Cmax observado foi de 1860,1 ng/mL. Foi utilizado um espectrometro

de massas operando em modo positivo e varredura de ions por MRM em que foi
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monitorada a transicdo de m/z 530,21>243,03 para o sofosbuvir. Durante o
procedimento de infusdo, descrito em detalhes no item 4.1.1, observou-se que o0 modo
positivo apresentou maior estabilidade e que a transicédo 530,22>243,10 apresentou-
se com maior intensidade, sendo selecionada para o desenvolvimento deste trabalho,
0 que esta em perfeito acordo com o trabalho de Rezk, Basalious e Karim (2015).

O laboratério dispunha de um analogo da famotidina (Figura 14), a cimetidina
(Figura 15), que foi selecionada como padrao interno, visto que os resultados obtidos
foram satisfatérios. Selecionou-se a transicdo mais estavel de 253,17>117,21. Ela é
um antagonista do receptor H2 e é estruturalmente semelhante a famotidina. Trata-se
do prototipo dos antagonistas seletivos de receptores H2, sendo a famotidina seu
farmaco me-too®. A famotidina foi desenvolvida com base em modifica¢des estruturais
na cimetidina, o que permitiu manter a atividade em receptores H2 (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

Figura 14 — Estrutura quimica da famotidina

N

/

|// \HV

/
H3C\E{)\E/\/SJ—N

Fonte: (WISHART et al., 2006).

9 Farmaco me-too € uma substancia estruturalmente muito similar a um farmaco conhecido, com
pequenas diferencas farmacoterapéuticas. A busca por farmacos me-too € uma estratégia muito
utilizada pela industria farmacéutica para a descoberta de novos farmacos (BARREIRO & FRAGA,
2015).
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Figura 15 - Estrutura quimica da cimetidina
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Fonte: (WISHART et al., 2006).

O método desenvolvido por Rezk, Basalious e Karim (2015) foi executado com
base em cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), utilizando uma coluna C18
de dimensbes reduzidas (Acquity UPLC HSS 50%x2,1 mm e 1,8 um) e capaz de
suportar altas pressdes. A fase movel utilizada apresentou-se 50 % organica
(acetonitrila) e 50 % aquosa (agua com acido formico a 0,1 %). Esse tipo de
cromatografia, composta por fases estacionarias porosas com particulas de tamanho
menor ou igual a 2 um, viabiliza altas velocidades lineares de fase moével, alta
resolucdo e um curto tempo de analise. Porém, o reduzido tamanho da particula
acarreta em elevacao significativa na pressdo cromatogréfica a qual demanda uma
instrumentacao diferenciada, capaz de suportar altissimas pressdes (MALDANER &
JARDIM, 2012). Como a instrumentacdo do laboratério ndo é adequada ao uso de
colunas de UHPLC, os testes foram realizados com as colunas de particulas de 5 ym
gue estavam disponiveis: Omnispher (C18 150x4,6 mm) e Gemini-NX (C18 50x4,6
mm).

Os ensaios iniciais, conforme descrito nos itens 4.1.2 e 4.1.3, mostraram um
melhor resultado utilizando a coluna Gemini-NX, uma vez que ela produziu um melhor
formato de pico e com o tempo de corrida pequeno, o que foi extremamente adequado
para os objetivos propostos. Ja a coluna Omnispher produziu uma distor¢éo do pico
cromatografico. Além das diferencas dos tamanhos entre as duas colunas, outra
possivel causa de diferenca entre os resultados foi a carga de carbono. Enquanto a
Gemini-NX possui 14 % de carga de carbono, a Omnispher apresenta 22 %. Assim, a
coluna de maior comprimento, por ser mais hidrofobica, pode ter gerado uma maior
retencdo do sofosbuvir e, dessa forma, pode ter ocasionado a distorcdo que foi
observada no pico cromatografico (WAHAB; PATEL; ARMSTRONG, 2017).

Simultaneamente aos ensaios com diferentes colunas cromatogréaficas, também
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foram testadas composi¢fes de fase movel e solventes de extracdo, a fim de alcancgar
uma condi¢do ideal para a analise.

Além das condic¢des instrumentais, também foi necessario o estabelecimento
de uma faixa de concentracdes para o desenvolvimento do trabalho. Inicialmente,
definiu-se uma ampla faixa, contemplando as concentracbes de 10,00 ng/mL a
3000,00 ng/mL de sofosbuvir em plasma, visto que a expectativa era de que 0s
voluntarios brasileiros também apresentassem o0 Cmax Superiores a 1000,00 ng/mL,
conforme verificado em outros trabalhos publicados (REZK; BASALIOUS; KARIM,
2015; BAHRAMI et al., 2016; REZK et al.,, 2016). Logo, uma faixa com grande
amplitude atenderia ao objetivo. Uma vez definida a faixa linear de trabalho, deu-se
andamento aos ensaios e toda a validacao foi realizada utilizando-se essa ampla faixa
de trabalho. Entdo, iniciou-se a andlise das amostras dos voluntarios do ensaio
farmacocinético. Para a surpresa, embora os trabalhos mencionados também tenham
adotado a dose de 400 mg de sofosbuvir, as concentracdes plasméticas obtidas pelas
analises das amostras dos seis primeiros voluntarios foram bem abaixo do esperado.
O valor de médio de Cmax foi de 386 ng/mL, o que exigiu a definicdo de uma nova faixa
de trabalho. Portanto, foi necessario, revalidar toda a metodologia e iniciar novamente
a analise das amostras dos voluntarios. Definiu-se, entdo, uma faixa de 0,50 ng/mL a
1000,00 ng/mL de sofosbuvir em plasma a qual se mostrou adequada para a

qguantificacdo das amostras dos voluntarios do estudo.

4.1.1 Otimizacado dos parametros no espectrémetro de massas

Os procedimentos de infusdo e FIA, que sao fundamentais para o
estabelecimento dos parametros de analise no espectrobmetro de massas, resultaram

nos dados apresentados nas tabelas a seguir (Tabela 10 e Tabela 11).

Tabela 10 - Condic¢des do Espectrometro de massas - parametros individuais dos ions
monitorados em MRM no modo positivo definidos apés a realizacdo da infusao

pre'cou”rsor pr(')%':jto Dwell Time | DP | CE | EP | cxP | IS
Substancia (miz) (m/z) (msec) (V) (V) V) (V) V)
Sofosbuvir 530,22 243,10 150 81 25 10 8 5500
Cimetidina 253,17 117,21 150 46 23 10 10

Fonte: (Do autor, 2017).



90

Tabela 11 - Condicdes do Espectrometro de massas — parametros dependentes da
fonte de ionizacao definidos apos a realizacdo do FIA

Identificagéo Descrigéo
Temperatura da fonte, (TEM) (°C) 600
Cad gas (CAD) Medium
Curtain gas (CUR) 10
lon source gas 1 (GS1) 50
lon source gas 2 (GS2) 45

Fonte: (Do autor, 2017).

Portanto, os procedimentos de infusdo e FIA viabilizaram a confecgdo de um
método de varredura MRM cujos parametros de andlise apresentaram a maxima
resposta para 0s compostos de interesse. Por esse motivo, esses procedimentos sao
indispensaveis nessa etapa inicial de desenvolvimento de metodologia bioanalitica por
espectrometria de massas. As figuras representadas a seguir (Figura 16 e Figura 17),
sdo os espectros do sofosbuvir e da cimetidina observados durante a etapa de

otimizacao.

Figura 16 - Espectro da transicdo de ions do analito sofosbuvir (C22H20FN3O9P) em
530,2 > 243,1

W +M52 (530.01) CE {44). 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Safosbuvir_IndProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) Max, 2 486 ¢ps.
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 17 - Espectro da transi¢do de ions do padréo interno cimetidina (C10H16NeS)
em 253,1>117,2
W +}52 (263.09) CE {44): 26 MCA scans from Samgde 1 (TuneSampleName) of Cimetidina_InitProduct Pos wiff (Turbo Spray) Max. 2.506 cps.
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Fonte: (Do autor, 2017).

4.1.2 Otimizacdo dos parametros cromatograficos

Uma vez realizado o procedimento de infusdo e FIA e, com isso, determinados
0s parametros essenciais de cada composto a ser analisado, realizou-se a otimizacéo
de parametros relacionados a cromatografia. Foram realizados testes com diferentes
colunas cromatograficas, fluxo, proporcédo e composicao de fase mével. A partir dos
resultados desses testes foram estabelecidos importantes parametros da metodologia
bioanalitica desenvolvida: a fase movel aquosa (FMA), fase movel organica (FMB) e
solucéo de lavagem do autoinjetor (SL). A Tabela 12 ilustra as colunas utilizadas para

a realizacao dos testes.

Tabela 12 - Relacado de colunas cromatograficas testadas durante o desenvolvimento
do método bioanalitico

Coluna Especificacdes técnicas Fabricante
Omnispher C18 150 x 4,6 mm, 5 pm Agilent
Gemini-NX C18 50 X 4,6 mm, 5 um Phenomenex

Fonte: (Do autor, 2017).
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Num primeiro momento, optou-se por utilizar a mesma composi¢ao de fase
movel do trabalho dos autores Rezk, Basalious e Karim (2015), utilizando-se uma
coluna C18 de 50 mm de comprimento e a fase movel composta por (solvente A) 0,1
% acido férmico em agua e (solvente B) acetonitrila, solvente A/solvente B (50:50)
(v/v), revelando-se uma condicdo pouco satisfatéria para o sofosbuvir, conforme

cromatograma abaixo, Figura 18.

Figura 18 - Cromatogramas obtidos nos testes iniciais de cromatografia. Coluna
Gemini C18 de 50 mm de comprimento. Fase movel B, contendo 100 % de acetonitrila
e fase movel como um todo contendo 50 % de agua

B XIC of +MRM (4 pairs); 253.087/116 943 Da 1D; Cametdina from Sampie 12 (CCAL0003) of TDMO3_SFB_GS-331007_08082017 wil (Turbo Spray) Max, 1,066 cps
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Time, man
B XIC of *MRM (4 pairs). 529.951/242 800 Da 1D Sofosbuwr from Sampie 12 (CCAL00O3) of TDMO3_SFB_GS-331007_08082017 wiff (Turbo Spray) Max. 952.0 cps.
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Fonte: (Do autor, 2017).

Em vista do resultado anterior optou-se por testar uma coluna com 150 mm de
comprimento e a fase movel idéntica a utilizada previamente. O resultado nao foi

satisfatério como pode ser visto na Figura 19.

Figura 19 - Cromatogramas obtidos nos testes iniciais de cromatografia. Coluna
Omnispher C18 de 150 mm de comprimento. Fase mével B, contendo 100 % de
acetonitrila e fase mével como um todo contendo 50 % de agua

22

W XIC of *MRM (4 pairs); 253.087/116.943 Da I0: Camebding from Sampks 10 (CCALO003) of TOMO3_SFB_GS-331007_0S082017 witt (Turbo Spray) Max, 1286 cps,
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Entdo, optou-se por retornar com a coluna de 50 mm de comprimento e
adicionou-se metanol a fase B, utilizando uma a fase movel composta por (solvente
A) 0,1 % acido férmico em agua e (solvente B) acetonitrila/metanol (50:50) (v/v),
solvente A/solvente B (50:50) (v/v), mostrando melhora nos resultados, com o pico de
sofosbuvir mais fino e mais intenso quando comparado ao pico do primeiro teste. Vide
resultado na Figura 20.

Figura 20 - Cromatogramas obtidos nos testes iniciais de cromatografia. Coluna
Gemini C18 de 50 mm de comprimento. Fase mével B, contendo 50 % de metanol e
50 % de acetonitrila e fase mével como um todo contendo 50 % de agua

W XIC of +MRM {4 pairs). 263 087/116.943 Da ID: Camebdina from Sampla 30 (CCAL002E) of TOHO3_SFB_GS-331007_08082017 witf (Turbo Speay) Max. 1408 cps
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Fonte: (Do autor, 2017).

Observou-se, portanto, que a adicdo de metanol na fase movel foi responsavel
por uma melhora na cromatografia, o que foi um resultado divergente de trabalhos
consultados, cuja fase movel foi composta por acetonitrila e 4gua contendo &cido
férmico 0,1 % (REZK; BASALIOUS; KARIM, 2015; REZK; BASALIOUS; AMIN, 2016;
REZK et al., 2016; BAHRAMI et al., 2016; MIRAGHAEI et al., 2017). Diante da melhora
obtida pela adicdo do metanol, realizou-se novo teste aumentando sua proporgao e
ao mesmo tempo reduzindo a quantidade de agua. Uma fase moével composta por
composta por (solvente A) 0,1 % &cido férmico em agua e (solvente B)
acetonitrila/metanol (20:80) (v/v), solvente A/solvente B (30:70) (v/v) foi testada,
obtendo-se um resultado satisfatorio conforme Figura 21, com um bom formato de
pico, que se mostrou intenso e simétrico. No trabalho de Abdallah, Abdel-Megied e
Gouda (2017) também foi observada a utilizacdo de uma maior propor¢cdo de metanol
no componente organico da fase mével, sendo a porgdo aquosa composta por tampéao
de formiato de amoénio (pH 3,5; 10 mM) e a fracdo organica composta por 40 % de

acetonitrila e 60 % de metanol.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos nos testes iniciais de cromatografia. Coluna
Gemini C18 de 50 mm de comprimento. Fase movel B, contendo 80 % de metanol e
20 % de acetonitrila e fase movel como um todo contendo 30 % de agua

W XIC of +MRM (4 pairs). 253 087/116 943 Da ID: Cimetidina from Sampia 19 (CCALO0481) of VALOS_SFB_GS-331007_28082017 wiff (Turbo Spray) Max 1.4e6 cps
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Fonte: (Do autor, 2017).

Em vista dos resultados, a coluna cromatografica de 50 mm e a fase mével
contendo composta por (solvente B) metanol/acetonitrila (80:20) (v/v) e (solvente A)
0,1 % &cido férmico em &gua, solvente B/solvente A (70:30) (v/v) foi selecionada.
Além disso, verificou-se que uma solucdo contendo apenas metanol foi necesséria
para promover uma limpeza adequada do sistema cromatografico, o que foi
evidenciado pela auséncia de carry over. Portanto, o metanol foi selecionado como
solvente de lavagem (SL) do sistema cromatografico. Durante os ensaios, também foi
verificado que o fluxo de fase mével de 0,8 mL/min foi adequado para a analise, pois
permitia uma corrida curta, o que permitiu a analise de varias amostras em uma Unica
corrida. Além disso, o fluxo estabelecido também foi adequado para a andlise visto
gue a temperatura da fonte de ionizacdo de 600 °C, foi suficiente para promover a
total evaporacdo do solvente, garantindo uma boa reprodutibilidade ao método.
Ademais, adotou-se a cromatografia isocratica, o que esta em perfeito acordo com a
maioria dos trabalhos consultados (REZK; BASALIOUS; KARIM, 2015; REZK;
BASALIOUS; AMIN, 2016; REZK et al., 2016; BAHRAMI et al., 2016; MIRAGHAEI et
al., 2017).

4.1.3 Otimizagao do preparo de amostras

Outra etapa de fundamental importancia neste trabalho é o desenvolvimento
de uma forma padronizada para o preparo das amostras. A partir de busca na
literatura, observou-se que a extragéo liquido-liquido foi a técnica utilizada e, assim,

optou-se por também adota-la na execucdo do presente trabalho. Alguns autores
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selecionaram o acetato de etila como solvente de extracéo, utilizando o volume de 3,0
mL por amostra preparada (REZK; BASALIOUS; KARIM, 2015; ABDALLAH; ABDEL-
MEGIED; GOUDA, 2017). Ja em outros trabalhos, é observada a utilizacdo do volume
de 3,5 mL de éter metil terc-butilico (TBME) em cada amostra (REZK; BASALIOUS;
AMIN, 2016; REZK et al., 2016). Observou-se também que em outros dois trabalhos,
cujo modo de operacéo foi negativo, os autores adotaram o uso de 5,0 mL de dietil-
éter no preparo de suas amostras (BAHRAMI et al., 2016; MIRAGHAEI et al., 2017).
O laboratério bioanalitico dispunha de diferentes solventes para serem
testados: éter etil-terc-butilico (TBME), dietil-éter, acetato de etila, diclorometano,
cloroférmio, hexano e acetona. Diante disso, optou-se por efetuar iniciar os
experimentos com o éter (TBME) e com o0 éster acetato de etila, utilizando-se um
volume de solvente equivalente a 1,5 mL. Como o modo de ionizacdo positivo ja havia
sido selecionado, preferiu-se ndo efetuar testes utilizando o dietil-éter, o qual foi
adotado nos trabalhos que operaram em modo negativo. As figuras a seguir (Figura
22 e Figura 23), ilustram os resultados utilizando apenas acetato de etila e TBME

como solvente de extracao.

Figura 22 - Cromatogramas obtidos nos testes de preparo de amostras utilizando
acetato de etila como solvente de extracao

B XIC of *MRM (4 pairs) 253 087/118 943 Da ID. Cimetidina from Sampie 19 (LIQ0027) of TOMOI_SFB_GS-331007_08082017 wiff (Turbo Spray), Smoothed Max 1406 cps
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W XIC of *MRM (4 pairs) 529 951/242 800 Da 1D Sotosbuw from Sampie 19 (LIQ0027) of TOMO3_SFB_GS-331007_08082017 wiff (Turbo Spray), Smoothed Max 896 0 cps
600 Sofosbuvir
g 400
20 053
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 23 - Cromatogramas obtidos nos testes de preparo de amostras utilizando
TBME como solvente de extracao

W XIC of *MRM (4 pairs): 253.087/116.943 Da ID: Cimetdina from Sampia 18 (LIQ0026) of TOMO3_SFB_GS-331007_08082017 wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 9.4e5 cps
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Fonte: (Do autor, 2017).

No teste com acetato de etila a intensidade do sinal do padréo interno ficou em
torno de 1,4.10° cps e o sofosbuvir em torno de 800 cps. Ja no teste com TBME, a
intensidade do sinal do padr&o interno ficou em torno de 9,4.10° cps e o sofosbuvir em
torno de 1000 cps. Entédo, optou-se por utilizar uma mistura dos dois solventes de
forma a priorizar o sofosbuvir e, ao mesmo tempo, néo prejudicar o sinal do padrao
interno. Assim, foi utilizada uma mistura contendo uma propor¢cdo maior de TBME,
sendo escolhida a proporcdo TBME/Acetato de etila (70:30) (v/v). Além disso, a maior
proporcdo de TBME tornou o extrato mais limpo e com maior velocidade para
evaporacao.

Nessa etapa de otimizacdo, onde foram estabelecidas a composicao da
solucéo de extracdo (SE) e da solucao de ressuspenséo (SD), também estiveram sob
avaliacdo os parametros relacionados ao tempo de agitacdo e ao volume de
ressuspensao. Entédo, a partir dos resultados experimentais foi definida uma condi¢cao
Otima para a analise. Por fim, uma vez definidas as condi¢cdes do espectrémetro de
massas, as condi¢cdes cromatograficas e as condi¢cdes do preparo das amostras, a

proxima etapa, que € a validacdo da metodologia, foi iniciada.

4.1.4 Condic¢des analiticas — Condicdes do Espectrometro de massas, do sistema de

cromatografia liquida e preparo de amostras

Uma vez definidas as condi¢cdes o6timas do espectrometro de massas, do

sistema cromatografico e do preparo de amostras, a metodologia esta apta a ser
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validada. A Tabela 13 apresenta um resumo das condi¢gOes estabelecidas nos itens
41.1,41.2e4.1.3.

Tabela 13 — CondicGes estabelecidas para a determinacao de sofosbuvir em plasma
humano

Parametros da analise Descricdo
Metodologia LC-MS/MS
Matriz analisada plasma

Modo de ionizacao

Electrospray positivo (ESI+)

Técnica de varredura

MRM

Preparo de amostra

Extracgéo liquido-liquido

Solvente de extracdo

TBME/Acetato de etila (70:30) (v/v)

Coluna analitica

Gemini-NX 5 pm C18 110 A, 50,0 X 4,6 mm

Fase movel Fase movel: 30 % - Aquosa e 70 %- Orgéanica
Fluxo 0,800 mL/min
Presséo do sistema observada 75 bar
Temperatura do forno de coluna Ambiente
Temperatura do autoinjetor Ambiente
Volume de injegéo 10 uL
Tempo de corrida 2,5 minutos
Temperatura do laboratério 22,0+2°C
Umidade relativa do ar 45 %

Tempos de retencao

Sofosbuvir = 1,10 min / Cimetidina = 0,55 min

Quantificacdo

Padronizacéo interna (Cimetidina)

Ponderacéo

1/x2

Fonte: (Do autor, 2017).
4.2 Validagdo da metodologia bioanalitica

Uma vez que a metodologia foi desenvolvida e as condi¢des de analise foram
estabelecidas, iniciou-se a validagcao segundo preceitos da Resolu¢cdo RDC n° 27 de
17/maio/2012. Os resultados dos ensaios realizados sdo demonstrados nos itens a

sequir.
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4.2.1 Teste de seletividade — TSE

A seletividade do meétodo foi testada utilizando os procedimentos e as
condicbes cromatograficas definidas no desenvolvimento da metodologia. Foi
comprovada a inexisténcia de interferéncia acima dos limites estabelecidos pela
legislacdo no tempo de retencéo do analito e do padréo interno.

As amostras de plasma branco de cada voluntario, coletadas previamente a
realizacdo do ensaio farmacocinético, receberam uma codificacdo interna de forma
que cada bolsa apresentasse uma identificagdo Unica, como por exemplo a bolsa de
plasma hemolisado 17BM-1850. J4 as amostras da corrida analitica foram nomeadas
com a sigla do ensaio (TSE) seguidas de numeracdo sequencial, por exemplo
TSEO0040, que corresponde ao primeiro branco de matriz lipémica injetado. Nesse
ensaio, foram analisadas amostras da matriz bioldgica branca, isentas do analito e do
padrao interno, obtidas de seis fontes distintas, sendo quatro plasmas normais, um
plasma lipémico e um plasma hemolisado.

Foram comparadas as areas de picos interferentes no tempo de retencéo do
analito cuja resposta foi inferior a 20 % nas amostras do limite inferior de quantificagao
(LIQ). As areas de picos interferentes proximas ao tempo de retencdo do padrao
interno (Pl) apresentaram-se inferiores a 5 % da area do PI. Para o caso em questao,
o LIQ e o padréo interno com a menor area séo considerados o referencial, ou seja,
LIQ de area 1235,82 e Pl de area de 630653,64. Os valores de area, % de
interferéncia e os cromatogramas referentes ao ensaio encontram-se a seguir (Tabela
14, Figura 24, Figura 25, Figura 26, Figura 27, Figura 28 e Figura 29).



Tabela 14 - Resultados obtidos no teste de seletividade
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Tipo de
amostra

Cédigo da
bolsa de
matriz
biolégica

Cadigo da
amostra na
corrida
analitica

Valor de
area
(analito)

Valor de
area
(padrao
interno)

% de
interferéncia
no analito

% de
interferéncia
no padrao
interno

Branco em
matriz

lipémica

LIQ em
matriz
lipémica

17-BM1855

TSE0040

0,00

0,00

0,00

0,00

TSE0041

1459,06

648662,40

Branco em
matriz

hemolisada

LIQ em
matriz
hemolisada

17-BM1850

TSEO0042

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEO0043

1268,64

647578,20

Branco em
matriz

normal 01

LIQ em
matriz
normal 01

17-BM1846

TSEO0044

0,00

0,00

0,00

0,00

TSE0045

1439,27

666663,98

Branco em
matriz

normal 02

LIQ em
matriz
normal 02

17-BM1848

TSE0046

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEQ0047

1416,86

656125,54

Branco em
matriz

normal 03

LIQ em
matriz
normal 03

17-BM1853

TSEO0048

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEO0049

1359,92

630653,64

Branco em
matriz

normal 04

LIQ em
matriz
normal 04

17-BM1854

TSEO0050

0,00

0,00

0,00

0,00

TSE0051

1235,82

645501,40

Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 24 - Cromatograma referente ao branco de plasma lipémico e o LIQ em plasma

lipémico no ensaio TSE

TSEQ040 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 530.222/243.100 Da - sample 12 of 24 from ...

TSEQQ40 - Cimetidina 01{1S) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 12 of 2...
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 25 - Cromatograma referente ao branco de plasma hemolisado e o LIQ em

plasma hemolisado no ensaio TSE

TSEOG42 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 530.222/243.100 Da - sample 14 of 24 fr...

{peak not fournd)
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TSEO042 - Sofosbuvir 01 (QC) 530.222/243.100 Da - sample 15 of 24 from VALO3...
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 26 - Cromatograma referente ao branco de plasma normal 01 e o LIQ em
plasma normal 01 no ensaio TSE

TSEQ044 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 530.222/243.900 Da - sample 16 of 24 fr... TSEQQ44 - Cimelidina 01{IS) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 16 of 24 Ir...”
{peak not found) (peak not found)
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TSE0045 - Sofosbuvir 01 (QC) 530.222/243.100 Da - sample 17 of 24 from VALO3... TSE0045 - Cimelidina 01(15) (QC) 253.171/117.212 Da - sample 17 of 24 from VALO...
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 27 - Cromatograma referente ao branco de plasma normal 02 e o LIQ em
plasma normal 02 no ensaio TSE

TSE0046 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 530.222/243.100 Da - sampfe 18 of 24 fr... TSEO046 - Cimelidina 01(1S) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 18 of 24 fr...
(peak not found) {peak not found)
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TSEOO4T - Sofosbuvir 0 (QC) §30.222/243.100 Da - sample 19 of 24 from VALOJ... TSEO047 - Cimelidina 01(15) (QC) 253.171A117.212 Da - sample 19 of 24 from VALO...
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 28 - Cromatograma referente ao branco de plasma normal 03 e o LIQ em

plasma normal 03 no ensaio TSE

I TSEQ048 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) §30.222/243.100 Da - sampfe 20 of 24 fr...
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Fonte: (Do autor, 2017).

TSE0048 - Cimelidina 01(1S) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 20 of 24 fr...
{peak not found)
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TSE0049 - Cimelidina 01(18) (QC) 253.171/117.212 Da - sample 21 of 24 from VALO..
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Figura 29 - Cromatograma referente ao branco de plasma normal 04 e o LIQ em

plasma normal 04 no ensaio TSE
I TSfOrJia - f:omngvir 01 (Double Blank) 530.222/243.100 Da - sample 22 of 24 fr...
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TSEQ05T - Sofosbuvir 01 (QC) 530.222/243.100 Da - sample 23 of 24 from VALOS...
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TSEO0050 - Cimelidina 01(1S) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 22 of 24 fr..
{peak not found)

" Cimetidina
50| © Branco 5
4
o
2
a
]
e
0
0.5 1.0 15 20
Time, min
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4.2.2 Teste de seletividade contendo farmacos concomitantes/interferentes — TSEFC

Durante a realizacdo do ensaio farmacocinético, foi necessario administrar
dipirona (seu principal metabdlito 4-MAA foi avaliado neste ensaio), metoclopramida
e paracetamol & alguns voluntérios. Dessa forma, foi necessario realizar a avaliagéo
da interferéncia desses farmacos na determinagédo de sofosbuvir em plasma. Além
disso, também foi avaliada a influéncia das substancias interferentes nicotina e
cafeina, como recomendado pela norma, dado que nicotina e cafeina sdo comumente
encontradas no plasma de individuos saudaveis.

A seletividade do método na presenca de compostos
concomitantes/interferentes foi testada utilizando os procedimentos e as condicbes
cromatograficas propostas. Foi comprovada a inexisténcia de interferéncia acima dos
limites estabelecidos pela legislacdo, os quais foram descritos no item 4.2.1. A
codificacéo recebida por cada bolsa de matriz também ja foi descrita no item anterior.
Na corrida analitica, as injecGes foram nomeadas com a sigla do ensaio (TSEFC)
seguidas de numeracdo sequencial, por exemplo TSEFC0126, que corresponde ao
primeiro branco em plasma lipémico da corrida. Foram analisadas as amostras da
matriz biolégica branca de caracteristicas distintas. O critério de aprovacéo do ensaio
foi 0 mesmo do demonstrado no item 4.2.1. Para o caso em questéo, o LIQ e o padréo
interno com a menor area sao considerados o referencial, ou seja, LIQ de area
1231,54 e Pl de area de 1481364,89. Os resultados encontram-se a seguir (Tabela
15, Figura 30, Figura 31, Figura 32, Figura 33, Figura 34 e Figura 35).
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- Resultados obtidos no teste de seletividade contendo farmacos
concomitantes/interferentes

Tipo de
amostra

Cddigo da
bolsa de
matriz
biologica

Cddigo da
amostra na
corrida
analitica

Valor de
area
(analito)

Valor de
area
(padréo
interno)

% de
interferéncia
no analito

% de

interferéncia

no padréo
interno

Branco em
matriz

lipémica

LIQ em
matriz
lipémica

17-BM-1855

TSEFC0126

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEFC0127

1747,04

1481364,89

Branco em
matriz

hemolisada

LIQ em
matriz
hemolisada

17-BM-1873

TSEFC0128

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEFCO0129

1383,05

1552946,84

Branco em
matriz

normal 01

LIQ em
matriz
normal 01

17-BM-1847

TSEFCO0130

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEFC0131

1231,54

1564876,12

Branco em
matriz

normal 02

LIQ em
matriz
normal 02

17-BM-1853

TSEFC0132

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEFC0133

1490,28

1540411,17

Branco em
matriz

normal 03

LIQ em
matriz
normal 03

17-BM-1854

TSEFC0134

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEFCO0135

1475,85

1591845,65

Branco em
matriz

normal 04

LIQ em
matriz
normal 04

17-BM-1865

TSEFC0136

0,00

0,00

0,00

0,00

TSEFC0137

1757,49

1547121,21

Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 30 - Cromatograma referente ao branco de plasma lipémico e o LIQ em plasma
lipémico no ensaio TSEFC

TSEFCO126 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 529.951/242.800 Da - sampfe 27 of 39 from VALI0_SFB_... TSEFC0126 - Cimelidina 01(1S) (Double Blank) 253.027/118.943 Da - sample 27 of 39 from VAL10_SFB_..

{peak not found) (peak not found)
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 31 - Cromatograma referente ao branco de plasma hemolisado e o LIQ em
plasma hemolisado no ensaio TSEFC

TSEFCO128 - Sofoshuvir 01 (Double Biank) 529.951/242.800 Da - sample 29 of 35 from VAL10_SFB_... [J TSEFC0128 - Cimetidina 01(1S) {Double Blank) 253.087/116.943 Da - sample 29 of 39 from VAL10_SFB._...
(peak not found) {peak not found)
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TSEFCO129 - Sofosbuvir 01 (QC) 529.951/242.800 Da - sampfe 30 of 35 from VALI0_SFB_14062017.... I TSEFC0129 - Cimetidina 01(15) (QC) 253,0871116.943 Da - sample 30 of 39 from VAL10_SFB_14062017..
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 32 - Cromatograma referente ao branco de plasma nomal 01 e o LIQ em plasma

normal 01 no ensaio TSEFC

TSEFC130 - Sofoshuvir 01 (Double Blenk) 529.951/242.200 De - sample 31 of 39 from VALT0_SFE_...

TSEFC0130 - Cimetiding 01(1S) (Double Blank) 253 087/116.943 Da - sample 31 of 39 from VAL10_SFB_..

(peak not found} {peak not found)
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 33 - Cromatograma referente ao branco de plasmanomal 02 e o LIQ em plasma

normal 02 no ensaio TSEFC

TSEFC0132 - Sofoshuvir 01 (Double Blank) 529.951/242.900 Da - sample 33 of 33 from VALT0_SFA_...

TSEFCO132 - Cimetidina 01(15) (Double Blank) 253.087/116.943 Da - sample 33 of 38 from VAL10_SFB_...

(peak not found) (peak not found)
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 34 - Cromatograma referente ao branco de plasma nomal 03 e o LIQ em plasma
normal 03 no ensaio TSEFC

TSEFCU134 - Sofosbuvir 01 (Double Blank} 529.951/242.800 Da - sample 35 of 39 from VAL10_SFB_.. TSEFC0134 - Cimetidina 01(1S) (Double Blank) 253.087/116.943 Da - sample 35 of 39 from VAL10_SFB_..
{pesak nat found) {peak not found)
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TSEFCO135 - Sofosbuvir 01 (QC) 629.951/242.800 Da - sample 36 of 39 from VAL10_SFB_14062017.... TSEFCO135 - Cimetidina 04(I3) (QC) 253.087/116.943 Da - sample 36 of 39 from VAL10_SFB_14062017...
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 35 - Cromatograma referente ao branco de plasmanomal 04 e o LIQ em plasma
normal 04 no ensaio TSEFC

TSEFCO136 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 529.951/242.800 Da - sampla 37 of 39 from VAL10_SFB._... TSEFCO136 - Cimetidina 01(1S) (Doubla Blank) 253.087/116.943 Da - sample 37 of 39 from VAL10_SFB_...
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Fonte: (Do autor, 2017).
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4.2.3 Teste de efeito de matriz — TEM

O ensaio foi realizado com o preparo das amostras de controles de qualidade
baixo e alto fortificadas apos o procedimento de extracdo, CQB-FD e CQA-FD, e com
os controles de qualidade em solugdo. Avaliou-se a capacidade de constituintes da
matriz em interferir no processo de quantificacdo de sofosbuvir, normalizado pela
cimeditina. Foi calculado o FMN (fator de matriz normalizado), que € uma relagéo entre
as respostas em matriz biologica e as respostas em solucdo. Na corrida analitica, cada
amostra injetada foi identificada pela sigla do ensaio seguida de numeracao
sequencial. Por exemplo, a amostra TEM0165 representa o primeiro CQB-FD o qual
foi preparado com uma bolsa de matriz lipémica. Foi comprovada a inexisténcia de
efeito de matriz segundo as exigéncias da resolucao. O coeficiente de variacdo (CV)
dos FMN's relativos a cada nivel de concentragdo foi inferior a 15 %. Os resultados
sao apresentados nas seguintes tabelas: Tabela 16, Tabela 17 e Tabela 18.

Tabela 16 - Area do sofosbuvir, area do padréo interno e resposta para as amostras
preparadas em matriz — ensaio TEM

I Concentracéo Cadigo da Valor de sz:)er;e
escricéo da i amostra na area ~
matriz biolégica nomina corrida analitica (analito) (padrao R
(ng/mL) interno)
Lipémico 01 TEMO0165 6041,96 1191502,38 0,00507
Lipémico 02 TEMO0166 5919,43 983414,82 0,00602
Hemolisado 01 TEMO167 5774,04 973539,94 0,00593
Hemolisado 02 1,50 TEMO0168 5006,35 841206,82 0,00595
Normal 01 (CQB-FD) TEMO0169 5551,44 957167,56 0,00580
Normal 02 TEMO0170 6264,23 1100989,84 0,00569
Normal 03 TEMO171 4982,32 1062945,11 0,00469
Normal 04 TEMO0172 5381,59 1166632,85 0,00461
Lipémico 01 TEMO0173 3006702,61 | 1203255,29 2,49881
Lipémico 02 TEMO174 2637760,37 | 1166674,33 2,26092
Hemolisado 01 TEMO175 3236100,07 | 1218363,29 2,65610
Hemolisado 02 800,00 TEMO0176 3130890,05 | 1224679,74 2,55650
Normal 01 (CQA-FD) TEM0177 3301112,35 | 1225196,01 2,69435
Normal 02 TEMO0178 3387141,90 | 1183541,75 2,86187
Normal 03 TEMO179 3360677,20 | 1196139,98 2,80960
Normal 04 TEMO0180 3337061,62 | 1239196,04 2,69292

Fonte: (Do autor, 2017).
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Tabela 17 - Area do sofosbuvir, area do padrdo interno, resposta e média das
respostas para as amostras preparadas em solucéo - ensaio TEM

~ Cddigo da Valor de Razao area
Concentracéo Valor de . o
. amostra na ) area analito/area L )
nominal . area ~ ~ Média
corrida ; (padrao do padréao
(ng/mL) o (analito) . :
analitica interno) interno
TEMO0181 6911,95 1321446,59 0,00523
TEMO0182 6512,15 1272211,92 0,00512
TEMO0183 5855,77 1321640,00 0,00443
1.50 TEMO0184 6661,69 1291670,75 0,00516
’ 0,00477
(CQB) TEMO0185 6262,85 | 1306370,89 | 0,00479
Amostras TEMO0186 5686,92 1282542,40 0,00443
prep:rrnadas TEMO0187 5713,07 | 1306433,55 | 0,00437
solugao TEMO0188 5933,66 1289318,06 0,00460
TEMO0189 | 3289295,31 | 1336658,98 2,46083
TEMO0190 | 3301867,05 | 1324362,87 2,49317
TEMO191 | 3153110,75 | 1297189,63 2,43072
800.00 TEMO0192 | 3108583,13 | 1275515,29 2,43712
) 2,43637
(CQA) TEMO0193 | 3452204,28 | 1410178,73 | 2,44806
TEMO0194 | 3293041,16 | 1342957,19 2,45208
TEMO195 | 3324125,14 | 1380956,98 2,40712
TEMO196 | 3081321,89 | 1304607,72 2,36188

Fonte: (Do autor, 2017).

Tabela 18 - Célculo do FMN para cada amostra,

concentracao - ensaio TEM

média e CV para cada nivel de

Descrigéo do controle de
qualidade

Conc. nominal

(ng/mL)

FMN

Média

CV (%)

CQB
(baixa concentragao)

1,50
(CQB)

1,06

1,26

1,24

1,25

1,22

1,15

1,19

0,98

0,97

10,73

CQA
(alta concentragao)

800,00
(CQA)

1,03

0,93

1,09

1,05

1,11

1,08

1,17

1,15

1,11

7,24

Fonte: (Do autor, 2017).
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424 Teste de efeito de matriz contendo farmacos concomitantes/interferentes —
TEMFC

A justificativa para a realizacédo deste ensaio, foi apresentada anteriormente no
item 4.22. A forma do preparo e as concentracdes das substancias
concomitantes/interferentes também foi apresentada no item precedente.

No referido ensaio, foram avaliadas oito bolsas de matriz distintas, calculando-
se o FMN, de maneira idéntica a descrita no item 4.2.3. Além disso, o critério de
aprovacgédo deste ensaio € o mesmo do teste TEM. Na corrida analitica, cada amostra
injetada foi identificada pela sigla do ensaio seguida de numeragao sequencial. Por
exemplo, a amostra TEMFC0140 representa o primeiro CQB-FD o qual foi preparado
com uma bolsa de matriz lip€mica. Foi comprovada a inexisténcia de efeito de matriz
contendo os compostos concomitantes/interferentes segundo as exigéncias da
resolucdo norma. O coeficiente de variacdo (CV) dos FMN's relativos a todas as
amostras foi inferior a 15 %. Seguem os resultados nas tabelas: Tabela 19, Tabela
20 e Tabela 21.

Tabela 19 - Area do sofosbuvir, area do padréo interno e resposta para as amostras
preparadas em matriz - ensaio TEMFC

o Concentracgéo Codigo da Valor de Va,lor de
Descricéo da nominal amostra na area aréaai Resposta
matriz biol6gica (ng/mL) corrida analitica (analito) [EEEMED
interno)
Lipémico 01 TEMFC0140 7684,13 | 2993212,82 0,00257
Lipémico 02 TEMFC0141 6831,03 | 2916227,59 0,00234
Hemolisado 01 TEMFC0142 7255,83 2877650,50 0,00252
Hemolisado 02 1,50 TEMFCO0143 7249,51 | 2885834,20 0,00251
Normal 01 (CQB-FD) TEMFC0144 7283,52 | 2808115,81 0,00259
Normal 02 TEMFC0145 7214,40 | 2880507,87 0,00250
Normal 03 TEMFC0146 7608,37 | 2875818,13 0,00265
Normal 04 TEMFCO0147 7148,05 | 2849080,15 0,00251
Lipémico 01 TEMFC0148 3901459,58 | 2810648,06 1,38810
Lipémico 02 TEMFC0149 3850429,32 | 2725922,83 1,41252
Hemolisado 01 TEMFCO0150 3900734,83 | 2845608,15 1,37079
Hemolisado 02 800,00 TEMFC0151 3873877,51 | 2835831,27 1,36605
Normal 01 (CQA-FD) TEMFCO0152 3966648,59 | 2806197,03 1,41353
Normal 02 TEMFC0153 4017384,56 | 2792760,45 1,43850
Normal 03 TEMFC0154 3854675,26 | 2894233,13 1,33185
Normal 04 TEMFCO0155 3827915,04 | 2819482,23 1,35767

Fonte: (Do autor, 2017).
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Tabela 20 - Area do sofosbuvir, area do padrdo interno, resposta e média das
respostas para as amostras preparadas em solucao - ensaio TEMFC

Amostras
preparadas
em
solucao

~ Cddigo da Valor de Razéo area
Concentragéo Valor de . o
nominal amostra na Area area anal|to/a[ea Média
(ng/mL) corr,lt_ja (analito) _(padrao dc_) padrao
analitica interno) interno
TEMFCO0156 6760,32 2904626,46 0,00233
TEMFCO0157 7272,97 2941290,65 0,00247
TEMFCO0158 6965,96 2917027,96 0,00239
1,50 TEMFCO0159 6937,95 2851023,49 0,00243 0.00241
(CQ@B) TEMFCO0160 7089,93 3037015,67 0,00233 ’
TEMFCO0161 7307,63 3030446,76 0,00241
TEMFCO0162 6797,45 2804493,24 0,00242
TEMFCO0163 7218,05 2914368,02 0,00248
TEMFCO0164 | 3840643,76 | 2847885,73 1,34859
TEMFCO0165 | 3794159,75 | 2994041,01 1,26724
TEMFCO0166 | 3818856,02 | 3025917,15 1,26205
800,00 TEMFCO0167 | 3974697,44 | 2995350,08 1,32696 1,30123
(CQA) TEMFCO0168 | 3807434,06 | 3001485,71 1,26852
TEMFCO0169 | 3802675,40 | 2840816,59 1,33859
TEMFCO0170 | 3871538,42 | 3013461,76 1,28475
TEMFCO0171 | 3833551,61 | 2919272,80 1,31319

Fonte: (Do autor, 2017).

Tabela 21 - Célculo do FMN para cada amostra, média e CV para cada nivel de
concentracdo - ensaio TEMFC

Descrigéo do controle de
qualidade

Conc. nominal

(ng/mL)

FMN

Média

CV (%)

CcQB
(baixa concentragéo)

1,50
(CQB)

1,07

0,97

1,05

1,04

1,08

1,04

1,10

1,04

1,05

3,52

CQA

(alta concentragao)

800,00
(CQA)

1,07

1,09

1,05

1,05

1,09

1,11

1,02

1,04

1,06

2,53

Fonte: (Do autor, 2017).
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4.25 Teste de efeito residual — TER

O teste de efeito residual determina se existe interferéncia de uma injecdo na
injecdo seguinte, efeito conhecido como carry over. Para avaliar esse efeito, foram
realizadas, trés injecbes da mesma amostra branco, sendo uma antes (amostra
identificada como TER0054) e duas (TER0057 e TER0058) logo apds a injecdo de
uma ou mais amostras do limite superior de quantificacdo (TERO0056), que € a
concentracdo mais provavel de causar o arraste. A especificacdo para este ensaio €
interferéncia maxima de 20 % do limite inferior de quantificacdo (LIQ). Ja para a
cimetidina, a interferéncia méxima é de 5 % da area. Os resultados do teste de efeito
residual encontram-se a seguir (Tabela 22, Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39,

e Figura 40), demonstrando que nao houve efeito residual entre as andlises.

Tabela 22 - Resultados do Teste de efeito residual - Percentual de interferéncia da
amostra TER0056 (limite superior de quantificacdo) nas injecbes subsequentes
TERO0O057 (branco) e TER0058 (branco)

~ Valor de % de
o Concentragao Valor de . % de . N
Cdbdigo da amostra . . area : n interferéncia
: o nominal area ~ interferéncia ~
na corrida analitica : (padréo . do padrdo
(ng/mL) (analito) ; do analito X
interno) interno
TER0054 0,00 (BRANCO) 0,00 0,00 - -
TERO0055 0,50 (LIQ) 1348,69 623442,42 - -
TER0056 1000,00 (LSQ) | 2275378,62 | 598443,59 - -
TER0057 0,00 (BRANCO) 0,00 0,00 0 0
TERO0058 0,00 (BRANCO) 0,00 0,00 0 0

Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 36 - Cromatograma referente ao branco de plasma normal previamente a
injecdo de LIQ e LSQ

TERQO54 - Sofoshuvir 01 (Double Blank) 530.222/243.100 Da - sample 2 of 7 fro... TER0054 - Cimetidina 01(IS) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 2 of 7 fro...
{peak not found) (peak not found)
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Time, min Time, min

Fonte: (Do autor, 2017).



Figura 37 - Cromatograma referente ao LIQ em plasma normal

TERDOSS - Sofasbuvir 01 (QC) 530.222/243.100 Da - sample 3 of 7 from VALO4 ...
Area: 1348.69 counts Height: 3.10e+002 cps RT: 1.14 min
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Fonte: (Do autor, 2017).

Intensity, cps

113

TER0O55 - Cimelidina 01(1S) (QC) 253.171/117.212 Da - sample 3 of 7 from VALO4_...

Arga: 623442 42 counts Height: 1.85e+005 cps RT: 0.51 min
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Figura 38 - Cromatograma referente ao LSQ em plasma normal

TERO0SE - Sofosbuvir 01 (QC) 530.222/243.100 Da - sample 4 of T from VALO4_...
Area: 2276378.62 counts Height: 5.32e+005 cps RT: 1.13 min
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Fonte: (Do autor, 2017).
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TERQO56 - Cimetidina 01(15) (QC) 253.171/117.212 Da - sample 4 of 7 from VALO4_ .

Area: 598443.59 counts Height: 1.77e+005 cps RT. 0.51 min
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Figura 39 - Cromatograma referente a primeira injecéo de branco de plasma normal

apos ainjecdo de LIQ e LSQ
TERDOS7 - Sofosbuvir 01 (Double Blank) 530.222/243.100 Da - sample § of 7 fro...
{peak not found)
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 40 - Cromatograma referente a segunda injecé@o branco de plasma normal ap6s
a injecdo de LIQ e LSQ

TEROO58 - Sofosbuvir 01 {Double Blank) 530.222/243.100 Da - sample 6 of 7 fro... TERO058 - Cimelidina 01{IS) (Double Blank) 253.171/117.212 Da - sample 6 of 7 fro...
{peak not found) {peak not found)
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Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.6 Linearidade — Avaliacdo da curva de calibracdo e escolha do método de

ponderacédo — CCAL

A faixa linear definida para a analise de sofosbuvir foi de 0,50 ng/mL até
1000,00 ng/mL, mostrando-se adequada a quantificacdo das amostras dos voluntarios
brasileiros, diferentemente da faixa anteriormente definida de 10,00 ng/mL a 3000,00
ng/mL conforme apresentado no item 4.1. Essa faixa foi composta por oito niveis de
calibragdo: 0,50 ng/mL, 1,50 ng/mL, 10,00 ng/mL, 100,00 ng/mL, 200,00 ng/mL,
400,00 ng/mL, 800,00 ng/mL e 1000,00 ng/mL.

A resolucéo preconiza a avaliacdo de, no minimo, uma triplicata de curvas de
calibracdo e que ela possua, no minimo, seis pontos. Para o estudo em questdo foram
avaliadas trés curvas de calibracdo, que foram construidas com uma duplicata de
cada nivel, sendo entdo seis observacbes para cada nivel. Primeiramente, com o
auxilio do software Minitab® 17.1.0, aplicou-se o teste de Grubbs para verificar a
presenca de valores aberrantes (outliers). Através do valor-p obtido, verificou-se a
inexisténcia de valores extremos para um nivel de significancia de 5 % conforme
Tabela 23. Como o valor-p calculado é maior do que o nivel de significancia (a =0,05),
ndo se rejeita a hipotese nula (Ho), admitindo-se que os dados pertencem a uma
mesma populacdo, ou seja, ndo ha nenhum dado aberrante. Entéo, calculou-se a
variancia de cada nivel de concentragdo com o objetivo de verificar seu
comportamento ao longo da curva. Conforme demonstrado (Tabela 23, Tabela 24 e
Figura 41), observa-se que ela cresce juntamente com o0 aumento da concentragao,

revelando a inexisténcia de homocedasticidade.
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Tabela 23 — Resposta (area do analito/area do padréo interno) de cada observacéo e

o valor-p
Concentragdo nominal (ng/mL)

0,50 1,50 10,00 100,00 200,00 400,00 800,00 1000,00
0,002348 | 0,005784 | 0,040049 | 0,416007 | 0,820988 | 1,599744 | 3,362217 | 4,012726
0,002622 | 0,005514 | 0,037746 | 0,401355 | 0,763205 | 1,666549 | 3,154730 | 4,140453
0,001847 | 0,005101 | 0,037306 | 0,390342 | 0,813281 | 1,579536 | 2,960536 | 3,780235
0,002158 | 0,005985 | 0,037125 | 0,408077 | 0,808228 | 1,633731 | 2,897744 | 3,763296
0,003354 | 0,007469 | 0,049957 | 0,482882 | 0,940345 | 1,904059 | 3,728927 | 4,614424
0,002604 | 0,006708 | 0,050229 | 0,482847 | 0,941334 | 1,948421 | 3,430970 | 5,143995
Valor-p = | Valor-p= | Valor-p= | Valor-p= | Valor-p= | Valor-p= | Valor-p= | Valor-p=

0,260 0,391 1,000 1,000 1,000 0,792 0,559 0,280

Fonte: (Do autor, 2017).
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Tabela 24 — Resultado de trés curvas de calibragdo em duplicata (n=6) e a variancia

para cada nivel de concentracao

Concentracao

Area do padréo

: Area do analito . Resposta Variancia
nominal (ng/mL) interno

1417,08 603629,33 0,002348
1383,60 527652,18 0,002622
1158,54 627115,52 0,001847

0,50 1423,31 659633,38 0,002158 0,00000026
1495,81 445937,08 0,003354
1821,43 699358,04 0,002604
3348,15 578831,69 0,005784
3269,49 592893,04 0,005514
3394,84 665545,34 0,005101

1,50 3771,31 630094,98 0,005985 0,00000074
4755,00 636671,38 0,007469
4103,20 611715,11 0,006708
23283,61 581376,68 0,040049
22395,04 593304,56 0,037746
24951,36 668827,76 0,037306

10,00 23597,52 635626,49 0,037125 0,00003974
30252,83 605572,65 0,049957
31503,14 627184,86 0,050229
232940,01 559942,25 0,416007
221864,25 552787,40 0,401355

100.00 245997,92 630210,96 0,390342 0,00173173
' 261355,44 640455,83 0,408077
294006,04 608856,83 0,482882
299760,08 620817,30 0,482847
472283,11 575262,05 0,820988
444314,06 582168,65 0,763205
517272,69 636031,89 0,813281

200,00 500743,15 619556,85 0,808228 0,00558919
605324,06 643725,44 0,940345
609125,19 647086,94 0,941334
951389,96 594714,03 1,599744
928299,96 557019,23 1,666549
1003499,86 635313,21 1,579536

400,00 1058526,70 647919,67 1,633731 0,02610414
1201647,01 631097,48 1,904059
1199882,13 615822,96 1,948421
1839832,96 547208,25 3,362217
1830780,51 580328,67 3,154730
1909556,73 645003,75 2,960536

800,00 1727086,57 596010,84 2,897744 0,09829180
2356378,88 631918,67 3,728927
2163492,57 630577,58 3,430970
2320824,61 578366,01 4,012726
2334554,36 563840,39 4,140453
2432189,24 643396,38 3,780235

1000,00 2470468,27 656463,98 3,763296 029151114
3040253,65 658858,70 4,614424
2961303,69 575681,72 5,143995

Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 41 - Variancia em fung¢éao da concentragéo
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Fonte: (Do autor, 2017).

Além disso, com o auxilio do Excel foi realizado o teste F para o nivel de
significancia de 5 % o qual comprovou a hdo homocedasticidade do método, Tabela
25. Como o valor do F experimental é maior do que o F critico, para um nivel de
significancia de 5 %, rejeita-se a hipotese nula (Ho), admitindo-se que os dados néo
possuem a mesma variancia, ou seja, 0s dados nao apresentam a

homocedasticidade. Dessa forma, foi necessario aplicar a ponderacao.
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F experimental = Variancia da maior concentracéo (LSQ)
Variancia da menor concentracéo (LIQ)

Tabela 25 - Teste-F: duas amostras para variancias

LSQ LIQ

Média das respostas 4,242521436 0,002488943
Variancia 0,29151114 0,00000026

n 6 6

Graus de liberdade 5 5

F experimental (calculado) 1103214,48 -

P(F<=f) uni-caudal 4,2496E-15 -

F critico uni-caudal 5,05 -

Fonte: (Do autor, 2017).

Foram testadas as seguintes ponderacfes para verificar o melhor tipo que
pudesse ser aplicado ao método: Iny, Inx, 1/y, 1/y2, 1/x e 1/x2. Em primeiro lugar, fez-
se uma inspecao visual através do grafico ER % (erro relativo percentual dos residuos)
versus concentracao. Os graficos construidos estdo apresentados a seguir: Figura 42

a Figura 48.

Figura 42 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) sem ponderacéo
(None)
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 43 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) com ponderagéo
Iny
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 44 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) com ponderacéo
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 45 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) com ponderagéo
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Fonte: Do autor, 2017).
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Figura 46 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) com ponderagao
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 47 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) com ponderagéo
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 48 - Grafico do erro relativo percentual dos residuos (ER %) com ponderacao
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Apos a realizacéo da inspecéo visual, a ponderagdo 1/x? pareceu ser o melhor
tipo a ser adotado, uma vez que mostrou uma menor variagdo em seus residuos
percentuais, menor amplitude entre o valor maximo e minimo e menor dispersao.
Porém, a inspecéo visual ainda deixa duvidas sobre a ponderacéo a ser selecionada.
Com isso, o calculo da soma dos erros absolutos de todas as observacgdes foi o critério
decisivo para a correta selecdo da ponderacao adotada (vide Tabela 26 e Tabela 27)
(ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002). Diante do somatério ER %,
selecionou-se a forma 1/x?, pois apresentou a menor soma dos erros percentuais

absolutos conforme demonstrado na Tabela 28.



Tabela 26 — Escolha da ponderacdo — Calculo do erro residual relativo (ER %)(continua)
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Nao ponderado Iny Inx 1ly 1/y? 1/x 1/x?
Conc. nominal | Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(ng/mL) exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER %
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0,50 1,37 174,00 0,72 44,00 0,84 68,00 0,57 14,00 0,51 2,00 0,55 10,00 0,50 0,00
0,50 1,41 182,00 0,77 54,00 0,89 78,00 0,62 24,00 0,56 12,00 0,60 20,00 0,54 8,00
0,50 0,00 |-100,00 | 0,00 |-100,00| 0,00 |-100,00| 0,45 -10,00 0,48 -4,00 0,44 -12,00 0,47 -6,00
0,50 0,00 |-100,00| 0,00 |-100,00| 0,00 |-100,00| 0,53 6,00 0,56 12,00 0,52 4,00 0,55 10,00
0,50 1,26 152,00 1,14 128,00 0,73 46,00 0,59 18,00 0,61 22,00 0,59 18,00 0,59 18,00
0,50 1,10 120,00 0,98 96,00 0,57 14,00 0,43 -14,00 0,46 -8,00 0,43 -14,00 0,43 -14,00
1,50 2,22 48,00 1,58 5,33 1,70 13,33 1,43 -4,67 1,39 -7,33 1,41 -6,00 1,37 -8,67
1,50 2,12 41,33 1,47 -2,00 1,60 6,67 1,32 -12,00 1,29 -14,00 1,31 -12,67 1,27 -15,33
1,50 0,00 -100,00 0,57 -62,00 0,18 -88,00 1,30 -13,33 1,33 -11,33 1,30 -13,33 1,31 -12,67
1,50 0,00 -100,00 0,81 -46,00 0,42 -72,00 1,54 2,67 1,56 4,00 1,53 2,00 1,54 2,67
1,50 2,13 42,00 2,01 34,00 1,60 6,67 1,47 -2,00 1,49 -0,67 1,46 -2,67 1,46 -2,67
1,50 1,97 31,33 1,85 23,33 1,44 -4,00 1,31 -12,67 1,33 -11,33 1,30 -13,33 1,30 -13,33
10,00 10,62 6,20 9,97 -0,30 10,11 1,10 9,85 -1,50 10,05 0,50 9,83 -1,70 10,00 0,00
10,00 9,99 -0,10 9,35 -6,50 9,48 -5,20 9,23 -7,70 9,40 -6,00 9,20 -8,00 9,36 -6,40
10,00 3,46 -65,40 9,17 -8,30 8,76 -12,40 9,78 -2,20 9,73 -2,70 9,76 -2,40 9,68 -3,20
10,00 3,41 -65,90 9,13 -8,70 8,71 -12,90 9,73 -2,70 9,68 -3,20 9,71 -2,90 9,63 -3,70
10,00 11,11 11,10 10,94 9,40 10,53 5,30 10,49 4,90 10,49 4,90 10,45 4,50 10,44 4,40
10,00 11,16 11,60 11,00 10,00 10,58 5,80 10,55 5,50 10,55 5,50 10,51 5,10 10,50 5,00
100,00 102,74 2,74 102,11 2,11 102,33 2,33 102,27 2,27 105,02 5,02 102,19 2,19 104,65 4,65
100,00 99,13 -0,87 98,51 -1,49 98,72 -1,28 98,66 -1,34 101,30 1,30 98,58 -1,42 100,95 0,95
100,00 98,14 -1,86 103,49 3,49 102,76 2,76 102,67 2,67 101,86 1,86 102,51 2,51 101,40 1,40
100,00 102,89 2,89 108,22 8,22 107,48 7,48 107,34 7,34 106,49 6,49 107,17 7,17 106,01 6,01
100,00 102,57 2,57 101,98 1,98 101,51 1,51 102,44 2,44 102,24 2,24 102,11 2,11 101,96 1,96
100,00 102,56 2,56 101,97 1,97 101,50 1,50 102,44 2,44 102,24 2,24 102,11 2,11 101,95 1,95

Fonte: (Do autor, 2017).
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Nao ponderado Iny Inx 1ly 1/y? 1/x 1/x?
Conc. nominal | Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(ng/mL) exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER % exp. ER %
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
200,00 202,38 1,19 201,77 0,89 202,08 1,04 202,23 1,11 207,74 3,87 202,09 1,05 207,02 3,51
200,00 188,32 | -584 | 187,71 | -6,15 | 188,01 | -6,00 | 188,14 | -593 | 193,26 | -3,37 | 188,00 | -6,00 | 192,59 | -3,71
200,00 211,56 5,78 216,47 8,24 215,37 7,69 213,95 6,97 212,24 6,12 213,63 6,82 211,28 5,64
200,00 210,20 5,10 215,12 7,56 214,03 7,02 212,62 6,31 210,92 5,46 212,31 6,16 209,97 4,99
200,00 199,22 -0,39 198,18 -0,91 197,65 -1,18 199,61 -0,19 199,20 -0,40 198,97 -0,52 198,67 -0,67
200,00 199,43 -0,28 198,39 -0,81 197,85 -1,08 199,82 -0,09 199,41 -0,30 199,18 -0,41 198,88 -0,56
400,00 392,89 | -1,78 | 392,31 | -1,92 | 392,81 | -1,80 | 393,36 | -1,66 | 404,15 1,04 393,09 | -1,73 | 402,77 0,69
400,00 410,56 2,64 409,98 2,50 410,50 2,63 411,09 2,77 422,37 5,59 410,81 2,70 420,92 5,23
400,00 417,05 4,26 421,17 5,29 419,40 4,85 415,57 3,89 412,21 3,05 414,96 3,74 410,35 2,59
400,00 431,58 7,90 435,65 8,91 433,83 8,46 429,83 7,46 426,36 6,59 429,20 7,30 424,43 6,11
400,00 402,82 0,70 400,84 0,21 400,18 0,05 404,29 1,07 403,45 0,86 403,01 0,75 402,39 0,60
400,00 412,19 3,05 410,17 2,54 409,50 2,38 413,71 3,43 412,85 3,21 412,40 3,10 411,77 2,94
800,00 825,71 3,21 825,21 3,15 826,12 3,27 827,60 3,45 850,37 6,30 827,04 3,38 847,47 5,93
800,00 774,14 -3,23 773,63 -3,30 774,49 -3,19 775,85 -3,02 797,20 -0,35 775,33 -3,08 794,48 -0,69
800,00 787,40 -1,58 790,10 -1,24 787,11 -1,61 778,95 -2,63 772,62 -3,42 777,80 -2,78 769,13 -3,86
800,00 770,56 -3,68 773,33 -3,33 770,39 -3,70 762,42 -4,70 756,23 -5,47 761,30 -4,84 752,82 -5,90
800,00 788,35 | -1,46 | 784,60 | -193 | 783,68 | -2,04 | 791,88 | -1,02 | 790,20 | -1,22 | 789,37 | -1,33 | 788,17 | -1,48
800,00 725,40 | -9,33 | 721,94 | -9,76 | 721,07 | -9,87 | 728,60 | -8,93 | 727,05 | -9,12 | 726,29 | -921 | 725,18 | -9,35
1000,00 984,82 -1,52 984,35 -1,57 985,41 -1,46 987,23 -1,28 | 1014,41 1,44 986,56 -1,34 | 1010,95 1,10
1000,00 1015,59 1,56 1015,13 1,51 1016,22 1,62 1018,10 1,81 1046,14 4,61 1017,42 1,74 1042,57 | 4,26
1000,00 1007,22 | 0,72 |1009,08| 0,91 |1005,37| 0,54 994,63 | -054 | 986,54 | -1,35 | 993,16 | -0,68 | 982,09 | -1,79
1000,00 1002,67 | 0,27 |1004,55| 0,45 |1000,86| 0,09 990,17 | -0,98 | 982,12 | -1,79 | 988,71 | -1,13 | 977,69 | -2,23
1000,00 975,43 | -2,46 | 970,81 | -2,92 | 969,78 | -3,02 | 979,96 | -2,00 | 977,87 | -2,21 | 976,85 | -2,32 | 975,36 | -2,46
1000,00 1087,31| 8,73 |1082,18| 8,22 |1081,07| 8,11 |1092,43| 9,24 |[1090,11| 9,01 |1088,97| 8,90 |1087,31| 8,73

Fonte: (Do autor, 2017).
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PONDERACAO
L N&ao ponderado Iny Inx 1ly 1/y? 1/x 1/x?
0,
Somatério ER % 144111 84132 738,87 256,82 236,78 251,10 235,96

Fonte: (Do autor, 2017).
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Além disso, as curvas de calibracédo avaliadas apresentaram os coeficientes de

correlagcdo adequados conforme demonstrado na Tabela 29.

Tabela 29 - Resultados da avaliacdo da linearidade

Ensaio Coeficiente de correlacédo Ponderacédo
Curva de calibracéo 01 0,9976 1/X?
Curva de calibracdo 02 0,9979 1/X2
Curva de calibracao 03 0,9963 1/X?

Fonte: (Do autor, 2017).

Seguem as curvas de calibracdo avaliadas neste ensaio: Figura 49, Figura 50

e Figura 51.

Figura 49 - Curva de calibracéo 01 - ponderacéo 1/x?
0 VALD1_SFB_ 12062017 rdb (Sofosbuvir 01): "Linear” Regression ("1 / (x * x)" weighting): v = 1.98 x + 0.000419 {r = 0.9976)
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4.0

Analyte Area [ 15 Area

0.0
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Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 50 - Curva de calibracéo 02 - ponderagéo 1/x?
0 VALOS SFB 13062017 rdb (Sofosbuvir 01): "Linear” Regression ("1 / {x * x)" weighting): y = 1.92 x + 4 472005 (r=0.9979)

X

3.5

3.0

254

2.0

1.51

Analyte Area f IS Area

1.0

0.54

0.0

0.0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Analyte Conc. /13 Conc_-

Fonte: (Do autor, 2017).

Figura

51 - Curva de calibracdo 03 - ponderagéo 1/x?

0 VALO9 SFB_ 14062017 rdb (Sofosbuvir 01): "Linear™ Regression ("1 / (x * x)" weighting): y = 2.37 x + 0.000557 (r = 0.9963)
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Fonte: (

0.0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Analyte Cone. IS Conc.
Do autor, 2017).
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4.2.7 Teste de precisao e exatiddo — TPE

A avaliacdo da precisao e exatidao incluiu ensaios de diluicido das amostras em
matriz biolégica para a validar a quantificacdo de amostras de voluntarios cujas
concentracdes sejam superiores ao LSQ. O processo de diluicdo validado promoveu
uma diluicdo de quatro vezes.

Foram realizados trés ensaios de precisdo e exatiddo, executados em dias
diferentes, avaliando-se a precisao e exatidao intradia e interdia. Em todos os dias em
gue os ensaios foram realizados, a preciséo dos controles de qualidade foi adequada,
com o coeficiente de variacdo de até 20 % para o LIQ e para os demais niveis dentro
de até 15 %. A exatiddo também foi considerada adequada, pois desvio em relacdo a
concentracdo nominal permaneceu dentro da faixa de 85% a 115%, exceto para o LIQ
cujo desvio maximo aceitavel foi de 20 %.

Os resultados dos ensaios realizados em cada dia (intracorrida) bem como os
resultados intercorridas encontram-se nas tabelas a seguir: Tabela 30, Tabela 31,
Tabela 32 e Tabela 33. Em cada dia, as injecdes foram identificadas por codigos como
a amostra TPE0022, que corresponde a primeira amostra do controle de qualidade ao
nivel do LIQ e a amostra TDMB0054, que corresponde ao primeiro controle de

qualidade de diluicdo da corrida.
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Tabela 30 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de precisao

e exatidao 01

Caddigo da Conc. Conc. L . _—
Contr_ole de amos?ra na nominal experimental Me_d|a Pref IS40 Exa;tldao
GERELE corrida analitica (ng/mL) (ng/mL) (=) E5) )
TPEO0022 0,56
TPE0023 0,44
TPEO0024 0,51
TPE0025 0,51
LIQ TPE0026 0,50 0.49 0,50 6,94 100,70
TPEO0027 0,49
TPE0028 0,52
TPE0029 0,51
TPE0030 1,55
TPE0031 1,41
TPE0032 1,52
TPE0033 1,63
CQOB TPE0034 1,50 158 1,47 9,27 97,72
TPE0035 1,47
TPE0036 1,33
TPE0037 1,23
TPE0038 441,72
TPE0039 446,81
TPE0040 468,13
TPEOO41 460,81
CQM TPE002 400,00 444.23 454,90 3,82 113,72
TPEO043 451,48
TPEO044 489,52
TPEO045 436,50
TPE0046 845,52
TPEOO47 857,42
TPE0048 879,84
TPE0049 913,26
COA TPE0050 800,00 847 89 877,10 3,63 109,64
TPEOO51 915,69
TPE0052 910,54
TPE0053 846,61
TDMBO0054 872,06
TDMBO0055 823,84
TDMBO0056 855,20
TDMBO0057 3200,00 913,16
CQDh TDMBO00SS (800,00) 832.61 870,91 3,93 108,86
TDMBO0059 894,51
TDMB0060 913,96
TDMB0061 861,96

Fonte: (Do autor, 2017).
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Tabela 31 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de precisao

e exatidao 02

Clely gk Conc Conc
Controle de amostra na nominél ex eriméntal Média | Precisdo | Exatiddo
qualidade corrida analitica (ng/mL) [(Jng /mL) (n=8) (%) (%)
TPE0084 0,63
TPEO085 0,59
TPEO086 0,63
LIQ Izggggg 0,50 ggi 0,59 12,45 118,21
TPEO089 0,66
TPEO090 0,51
TPEO091 0,51
TPEO0092 1,38
TPEO093 1,38
TPEO094 1,61
CQB IEESBZZ 1,50 igi 1,48 8,27 98,92
TPEO097 1,66
TPEO098 1,43
TPEO099 1,45
TPE0100 390,11
TPE0101 415,44
TPE0102 406,69
CQM Igggigz 400,00 2845123 401,45 3,10 100,36
TPE0105 377,67
TPE0106 398,53
TPE0107 413,10
TPE0108 792,04
TPEO0109 845,23
TPEO110 809,75
COA Igggﬂé 800,00 zgggg 806,38 3,06 100,80
TPEO113 834,77
TPEO114 794,18
TPEO115 767,32
TDMBO0116 715,04
TDMBO0117 804,36
TDMB0118 805,77
TDMB0119 3200,00 777,04
CQD TDMBO120 (800,00) 759.35 778,04 4,01 97,26
TDMB0121 769,78
TDMBO0122 808,66
TDMB0123 784,36

Fonte: (Do autor, 2017).
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Tabela 32 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de precisao

e exatidao 03

Contr_ole de Cddigo da ngr%ri]r?él exptce:r?r?"nfa'ntal Média Precisdo | Exatidao
gualidade amostra (ng/mL) (ng/mL) (n=8) (%) (%)
TPE0194 0,48
TPE0195 0,45
TPE0196 0,42
LIQ 1E58£; 0,50 ggg 0,45 8,37 90,78
TPE0199 0,46
TPE0200 0,46
TPE0201 0,49
TPE0202 1,49
TPE0203 1,48
TPE0204 1,44
CQB IiEg;gg 1,50 12411 151 4,99 100,81
TPE0207 1,47
TPE0208 1,53
TPE0209 1,44
TPE0210 430,98
TPE0211 453,48
TPE0212 433,56
TPE0213 400,79
CQM TPEO214 400,00 41132 422,81 4,00 105,70
TPE0215 407,40
TPE0216 419,06
TPEO0217 425,89
TPE0218 853,17
TPE0219 786,55
TPE0220 826,64
TPE0221 843,03
CQA TPE0222 800,00 779 34 828,15 3,78 103,52
TPE0223 824,51
TPE0224 868,68
TPE0225 843,29
TDMB0226 810,96
TDMB0227 846,86
TDMB0228 825,60
TDMB0229 3200,00 824,01
CQD TDMB0230 (800.00) 818.73 837,46 3,03 104,68
TDMB0231 848,55
TDMB0232 833,50
TDMB0233 891,47

Fonte: (Do autor, 2017).
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Tabela 33 - Resultados do Teste de precisao e exatidao interdias

Controle de qualidade
, _ LIQ CQB CcCQM CQA (32%%%0/
Ensaio realizado (0,50) (1,50) (400,00) (800,00) !
800,00)
Concentracao experimental (ng/mL)
TPEO1 - Precisao e 0,50 1,47 454,90 877.10 870,91
Exatidado 01
TPEQ2 - Precisdo e 0,59 1,48 401,45 806,38 778,04
Exatidado 02
TPEOQS - Precisdo e 0,56 1,52 395,49 754.65 736,73
Exatiddo 03
Média 0,55 1,49 417,28 812,71 795,23
Preciséo (CV%) 8,01 1,68 7,84 7,56 8,64
Exatiddo % 110,09 99,21 104,32 101,59 99,40

Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.8 Estabilidade em matriz bioldgica

Para a avaliacdo da estabilidade do sofosbuvir em matriz plasma foram
preparadas amostras de controle de qualidade baixo e alto (CQB e CQA) as quais
foram submetidas as condi¢cbes em teste a fim de se avaliar sua estabilidade. O
objetivo dos ensaios é simular as condicfes pelas quais as amostras dos voluntarios
(amostras de concentracdo desconhecida) foram submetidas e com isso, garantir a
confiabilidade dos resultados. Foram avaliadas a estabilidade de curta duragédo em
temperatura ambiente (+22,5 °C, TEBCD), a estabilidade de pds-processamento
(TEBPP), a estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento (TEBCCD)
e a estabilidade de longa duracdo (TEBLD). Além disso, também foi realizado um
ensaio denominado TQI, que possui a funcao de referendar os controles de qualidade
preparados conforme apresentado no item 3.5.8. Seguem resultados. Como critério
de aprovacéao, adotou-se o exigido em legislacédo: desvio em relagéo ao valor nominal
de até + 15 % e CV de até 15 %.
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Os resultados do ensaio aprovado encontram-se na Tabela 34. As injeces

foram identificadas por cédigos, como TQI0022 que corresponde a primeira amostra

do controle de qualidade ao nivel do CQB.

Tabela 34 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de

guantificacdo inicial - TQI

Cadigo da Conc. Conc. o Cx
Courglri(()jlae d((jae amostra na corrida nominal experimental '}Ane_dé;" (CO:/V) Ex?)B(;ao
q analitica (ng/mL) (ng/mL) - . .
TQI00022 1,45
TQI00023 1,38
TQI00024 1,46
TQI00025 1,47
CcQB 1,50 1,40 4,78 93,18
TQI00026 1,37
TQI00027 1,43
TQI00028 1,28
TQI00029 1,34
TQIO0030 835,34
TQI00031 879,36
TQI00032 1031,32
TQIO0033 905,07
CQA 800,00 879,40 | 7,86 109,92
TQI00034 866,65
TQIO0035 816,58
TQI00036 819,30
TQIO0037 881,59

Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.8.2 Teste de estabilidade de curta duracdo — TEBCD

De acordo com a RDC n° 27, as amostras do estudo de estabilidade (CQB’s e

CQA’s) de curta duracdo permaneceram sob temperatura do laboratorio, por tempo

superior ao que as amostras dos voluntarios/participantes da pesquisa, garantindo a

confiabilidade dos resultados. Neste ensaio foi comprovada a inexisténcia de
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degradacdo do sofosbuvir quando amostras biolégicas sdo mantidas sob temperatura

do laboratorio (22,0 °C) por 19 horas e 09 minutos. As inje¢des foram identificadas por

codigos, como amostra TEBCDO0081 que corresponde a primeira amostra do controle

de qualidade ao nivel do CQB. Seguem os resultados aprovados conforme

preconizado pela resolucao, Tabela 35.

Tabela 35 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de
estabilidade de curta duracao

Periodo apurado do teste de estabilidade (h:min): 19:09
comaece | coogete [ Cone 1 Cone T weda [ cv [ oeovo
qualidade corrida (ng/mL) (ng/mL) (n=8) (%) (%)
TEBCDO0081 1,42
TEBCDO0082 1,45
TEBCDO0083 1,34
TEBCDO0084 1,44
CQB 1,50 1,45 5,45 -3,32
TEBCDO0085 1,61
TEBCDO0086 1,47
TEBCDO0087 1,47
TEBCDO0088 1,39
TEBCDO0089 831,70
TEBCDO0090 796,22
TEBCDO0091 807,65
TEBCDO0092 725,69
CQA 800,00 824,28 6,48 3,03
TEBCDO0093 846,27
TEBCDO0094 817,17
TEBCDO0095 859,49
TEBCDO0096 910,01

Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.8.3 Teste de estabilidade de pos-processamento — TEBPP

Neste ensaio, as amostras permaneceram no autoinjetor do equipamento por

42 horas e 39 minutos, que foi superior ao tempo em que amostras dos voluntarios da

pesquisa permaneceram. As inje¢fes foram identificadas por cédigos, como a

amostra TEBPP00219 que corresponde a primeira amostra do controle de qualidade
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ao nivel do CQB. Foi comprovada a inexisténcia de degradacédo conforme resultados
expostos na Tabela 36.

Tabela 36 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de
estabilidade de pos-processamento - TEBPP

Periodo apurado do teste de estabilidade (h:min) (42:39)
Controle de Cédigo da amostra ngr?nsél expgrci)rg(;ntal Média CVv Desvio
. . - _ . o
qualidade na corrida analitica (ng/mL) (ng/mL) (n=8) (%) (%)
TEBPP00219 1,26
TEBPP00220 1,27
TEBPP00221 1,50
TEBPP00222 1,29
CQB 1,50 1,32 11,33 | -12,13
TEBPP00223 1,50
TEBPP00224 1,44
TEBPP00225 1,10
TEBPP00226 1,17
TEBPP00227 784,53
TEBPP00228 798,89
TEBPP00229 755,95
TEBPP00230 773,42
CQA 800,00 790,89 | 2,65 -1,14
TEBPP00231 807,67
TEBPP00232 811,05
TEBPP00233 816,12
TEBPP00234 779,51

Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.8.4 Teste de estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento —
TEBCCD

Neste ensaio foi comprovada a inexisténcia de degradacdo quando amostras
biolégicas sdo mantidas congeladas em freezer -70 °C e descongeladas sob a
temperatura laboratorial por 7 vezes, em um intervalo de tempo de 161 horas e 28
minutos. As injecdes foram identificadas por codigos, como a amostra TEBCCDO00319
gue corresponde a primeira amostra do controle de qualidade ao nivel do CQB.
Seguem os resultados do ensaio conforme tabelas, Tabela 37 e Tabela 38, que foi

considerado aprovado segundo exigéncias da legislacao vigente.
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Tabela 37 - Registros de data, hora e temperatura dos ciclos de congelamento e

descongelamento - TEBCCD

Hora de Hora de Temperatura de Tempderatura
Ciclos Dia saida do entrada no | descongelamento | € "
freezer freezer (°C) congeoamen 0
(°C)
Congelamento 01 | - 16h:45min | = - -69.0
1° Ciclo 02 08h:10min 08h:55min +22.,5 -70.0
2° Ciclo 03 12h:00min 12h:27min +23.0 -69.0
3° Ciclo 04 09h:50min 10h:30min +22.0 -70.0
4° Ciclo 05 10h:05min 10h:45min +23.0 -69.0
5° Ciclo 06 10h:35min 11h:05min +22.5 -70.0
6° Ciclo 07 10h:20min 11h:00min +22.5 -69.0
7° Ciclo 08 10h:13min | -----m-eeeee- +22.0 | -

Fonte: (Do autor, 2017).

Tabela 38 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de
estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento - TEBCCD

Periodo apurgdo go teste de' estabilidade 161:28/7 Ciclos
(h:min)/nimero de ciclos
Contr_ole de Cédigo_da amo,s_tra ng%?r?él expgr(i);%ntal Média CV | Desvio
qualidade na corrida analitica (ng/mL) (ng/mL) (n=8) (%) (%)
TEBCCDO00319 1,73
TEBCCDO00320 1,62
TEBCCDO00321 1,36
CcQB TEBCCDO0322 1,50 142 1,56 8,07 3,70
TEBCCDO00323 1,64
TEBCCDO00324 1,59
TEBCCDO00325 1,48
TEBCCDO00326 1,60
TEBCCDO00327 784,11
TEBCCDO00328 843,48
TEBCCDO00329 795,38
CQA TEBCCDO0330 800,00 77,92 799,12 | 3,01 -0,11
TEBCCDO00331 790,22
TEBCCDO00332 788,00
TEBCCDO00333 829,92
TEBCCDO00334 784,78

Fonte: (Do autor, 2017).
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4.2.8.5 Teste de estabilidade de longa duracdo — TEBLD

Os resultados do ensaio de TEBLD demonstraram que as amostras de controle
de qualidade contendo sofosbuvir sdo estaveis por até 2201 horas e 45 minutos,
gquando mantidas em freezer -70 °C. Esse tempo foi superior ao tempo que as
amostras dos voluntarios do ensaio farmacocinético permaneceram armazenadas,
que foi de 2146 horas e 03 minutos. As injecdes foram identificadas por codigos como
a amostra TEBLDO0461 que corresponde a primeira amostra do controle de qualidade
ao nivel do CQB. Seguem resultados do ensaio, Tabela 39, considerado aprovado
conforme especificagao.

Tabela 39 - Resultados dos controles de qualidade empregados no teste de
estabilidade de longa duracéo - TEBLD

Periodo apurado do teste de estabilidade(h:min) 2201:45
Contr_ole e g{f (cj;igr?ig: :lzgcl)i?itc:g ngr%ri]r?él exp(e:r(i)rzzntal Migela Gy rEsue
qualidade (ng/mL) (ng/mL) (n=8) (%) (%)
TEBLDO461 1,75
TEBLDO0462 1,66
TEBLDO0463 1,53
CQB TEBLDO464 1,50 179 1,67 | 540 | 11,37
TEBLDO0465 1,77
TEBLDO0466 1,59
TEBLDO467 1,64
TEBLDO0468 1,63
TEBLDO0469 962,58
TEBLDO0470 904,50
TEBLDO0471 931,51
CQA TEBLDDAT2 800,00 895,00 913,54 | 2,56 | 14,19
TEBLDO0473 910,28
TEBLDO0474 890,21
TEBLDO0475 902,06
TEBLDO0476 912,16

Fonte: (Do autor, 2017).
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Foi comprovada a estabilidade do sofosbuvir na matriz bioldégica plasma

conforme ensaios presentes na legislacdo. A Tabela 40 apresenta um resumo dos

resultados dos ensaios realizados.

Tabela 40 — Estabilidade do analito em matriz biolégica

Valores
Estabilidade Periodo
em matriz (h:min) — -
Controle Conc. Conc.média CVv Desvio
de Nominal n=8 n=8 n=8
gualidade (ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
cQB 1,50 1,45 5,45 -3,32
TEBCD 19h:09min
COQA 800,00 824,28 6,48 3,03
42h:39min cQB 1,50 1,32 11,33 -12,13
TEBPP > dias
(2 dias) COA 800,00 790,89 2,65 1,14
161h:28min cQB 1,50 1,56 8,07 3,70
TEBCCD (7 ciclos)
CQA 800,00 799,12 3,01 -0,11
2201h:45min | QB 1,50 1,67 5,40 11,37
TEBLD 92 dias
(92 dias) COA 800,00 913,54 256 14,19

Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.9 Estabilidade em solucéo

Neste item, foram avaliadas as estabilidades das solu¢cdes do sofosbuvir e da

cimetidina, confeccionadas conforme item 3.4.2, sob a temperatura do laboratério por

um curto periodo de tempo (TEBCDS) e sob a temperatura de armazenamento( em

freezer -70 °C) por um longo periodo de tempo (TEBSTA). Nos ensaios, foram

analisadas oito réplicas para cada nivel de concentracdo as quais foram comparadas

com solucdes recém-preparadas. As solugbes em teste cumpriram o exigido pela

legislacdo: desvio de + 10 % em relacéo as solucdes recém-preparadas e CV de até

15 %.

As solugbes dos farmacos concomitantes (4-MAA, metoclopramida e

paracetamol) e substancias interferentes (nicotina e cafeina) ndo foram avaliadas

conforme justificativa apresentada em 3.5.9.
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4.2.9.1 Teste de estabilidade de curta duracéo das solucdes de trabalho — TEBCDS

No teste de estabilidade de curta duracao das solucdes de trabalho as solucdes
em teste foram deixadas sob a temperatura do laboratério (+22,5 °C) por 24 horas e
43 minutos e entdo suas respostas foram comparadas com solugdes de trabalho
recém-preparadas. A média das areas provenientes das solu¢fes submetidas ao teste
de estabilidade, quando comparadas com as solucdes recém-preparadas, cumpriram
o exigido pela legislacdo vigente. Portanto, as solucdes sdo estaveis frente as

condigOes testadas conforme resultados mostrados na Tabela 41.

Tabela 41 - Resultados do teste de estabilidade de curta duracdo das solucbes de
trabalho — valores de area do analito e padréo interno - TEBCDS

Teste de estabilidade de curta duracéo das solucdes de trabalho
(TEBCDS)
Solugéo Amostras recém preparadas Amostras ap6s 24h:43min Desvio

empregada (TASRP) (TEBCDS (%)

Média CV (%) Média CV (%)
LIQ 2309,54 5,38 2200,77 4,31 -4,71
SME sofosbuvir 3523152,43 1,27 3470666,07 1,79 -1,49
STB-PI 1260759,78 2,78 1265806,25 1,95 0,40
SME cimetidina 17679431,73 1,30 17450651,09 1,50 -1,29

Fonte: (Do autor, 2017)

4.2.9.2 Teste de estabilidade das solucdes de trabalho armazenadas — TEBSTA

No teste de estabilidade das solu¢cBes de trabalho armazenadas, as solucdes
foram avaliadas quanto a sua estabilidade sob a temperatura de armazenamento (em
freezer -70°C) por um longo periodo de tempo. Assim como para 0 ensaio de
TEBCDS, foram preparadas oito réplicas para cada nivel testado. Elas foram
deixadas sob a temperatura de armazenamento de -70 °C por 159 horas e 55 minutos
(7 dias) e entdo suas respostas foram comparadas com soluc¢des de trabalho recém-
preparadas. A média das areas provenientes das solu¢cdes submetidas ao teste de
estabilidade, quando comparadas com as solu¢gdes recém-preparadas, cumpriram o

exigido pela legislacéo vigente. Portanto, as solu¢des séo estaveis frente as condigdes
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testadas conforme resultados expostos na Tabela 42. Esse tempo de 7 dias foi

considerado o prazo de validade das solugdes.

Tabela 42 - Resultados do teste de estabilidade das solugbes de trabalho
armazenadas — valores de area do analito e padro interno - TEBSTA

Teste de estabilidade das solucdes de trabalho armazenadas

(TEBSTA)
Solucéo Amostras recém-preparadas Amostras apc':j; AEEInEsEmin 7 Desvio
empregada 1as (%)
(VAR (TEBSTA)
o CcVv e CVv
Média (%) Média %)
LIQ 2324,32 4,25 2382,55 7,07 2,51
SME-
. 3376666,68 0,71 3382909,09 1,09 0,18
sofosbuvir
STB-PI 1292917,43 3,04 1264970,62 3,78 -2,16
SME-
LT 8561410,71 3,05 8583550,36 2,34 0,26
cimetidina

Fonte: (Do autor, 2017).

4.2.9.3 Testes de estabilidade em solugéo — Concluséo

Foi comprovada a estabilidade do sofosbuvir e da cimetidina em solugéo de

Metanol/agua (80:20) (v/v) conforme ensaios definidos legislacéo vigente. A Tabela

43 apresenta um resumo dos resultados dos ensaios realizados.

Tabela 43 - Resultados dos testes de estabilidade em solucdo

Valores
Estabilidade Periodo T
~ = a Conc. Méedia .
em solucédo (h:min) cor,:lclt\a/ﬁ![r(;eéo Nominal |(unidades de (COZ/V) D((a;\;lo
& (ng/mL) area) 5 5
LIQ 0,50 2200,77 4,31 471
SME
TEBCDS 24h:43min | Sofosbuvir | 1000000.00 1347066607 1,79 -1,49
STB-PI 1000,00 |1265806,25 1,95 0,40
_SME 1000000,00 [17450651,09 1,50 21,29
cimetidina
LIQ 0,50 2382,55 7.07 251
o SME
TEBSTA 15(97ha?a55r;1|n sofoepyir | 10000000 |3382909,09 1,09 0,18
STB-PI 100000 |1264970.62| 3,78 216
_SME 1000000,00 | 858355036 | 2,34 0,26
cimetidina

Fonte: (Do autor, 2017).
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4.3 Ensaio farmacocinético

A realizacéo do ensaio farmacocinético ocorreu mediante anuéncia do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP), o qual autorizou a realizagdo de todas as etapas
referentes ao estudo. As amostras foram coletadas conforme os itens 3.6.1, 3.6.2 e
3.6.3 e entédo enviadas ao laboratorio onde foram analisadas em lotes, obedecendo-
se todas as condicdes estabelecidas na validacdo do método bioanalitico. Cada lote
foi preparado conforme descrigdo apresentada no item 3.6.5. Uma vez finalizadas as
analises das amostras dos 69 voluntarios, os resultados foram tratados no software
Phoenix WinNolin versao 6.3 (Certara®, USA) e, por meio analise ndo compartimental,
foram obtidos os parametros farmacocinéticos: Cmax, Tmax, ASCo-+t, ASCo-», Ke € T1/28.
Na Tabela 44, sdo apresentados dados farmacocinéticos do sofosbuvir de estudos
disponiveis na literatura e na Tabela 45, sdo apresentados dados referentes ao

desenho experimental dos estudos discutidos neste trabalho.



Tabela 44 - Pardmetros farmacocinéticos médios (desvio padréo) apos a administracao oral de 400 mg de sofosbuvir
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Rezk A, Rezk
TrraGk?aeIrr:f Basalious, | *Rezketal, ICI\E?SICI Basalious | Bahrami et al eragglael e 1 Kirby et al Ll et al
Parametros (2017) Amin (2016) Gogu da. Karim (2016) (2017) (2015) (2018)
v (2016) n=28 (2015) n=24 v n=59 n=14
n=69 v (2017) v n=24
n=28 _ n=24
n=3
Cmax 372,18 855,29 1821 910,00 1860,10 1283,00 1359 622 1001,7
(ng/mL) (278,87) (512,27) (721) (50,91) (739,10) (622,00) (730) (348,9) (465,8)
ASCo-t 353,24 1231,05 2418,116 1104,85 2062,50 1461,10 1204,1 Néao Nao
hr*(ng/mL) (212,70) (537,36) (1175,03) (230,26) (898,80) (591,00) (582) informado informado
ASCo-» 356,95 1232,27 2353,63 1105,73 2078,80 1481,00 1434,5 629 861,0
hr+(ng/mL) (215,12) (537,45) (938,66) (229,79) (898,00) (599,00) (418) (282,4) (323,7)
T max 1,69 0,50 1,28 1,24 Néao
h) (1.70) 1,25 0.75 (0.00) 0.75 (0.60) 0.5) informado 0,50
T2 0,51 1,25 1,17 1,36 0,54 0,93 1,02 0.4 0.38
(h) (0,27) (0,40) (0,4) (0,66) (0,260) (0,30) (0,4) ’ ’
Ke 1,54 0,6020 Nao 0,58 1,39 Nao Nao Nao Nao
(1/h) (0,43) (0,1616) informado (0,28) (0,44) informado informado informado informado

Fonte: (Do autor, 2018).
*dados referentes ao periodo em jejum
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Tabela 45 — Regime de administracéo, tempos de coleta, nome / lote do medicamento
e observacoes

Nome / lote do

Estudo Re_gl_me deN Tempos de coleta (h) medicamento Observacoes
administracéo
testado
0,00 (pre-dose), 0,08, 0,16,
Presente 0,25, 0,33, 0,5, 0,66, 0,83, 1,00, Sovaldi
trabalho Jejum 1,25, 1,50, 1,75, 2,00, 2,50, (Sofosbuvir) / -
(2017) 3:00, 3,50, 4,00, 4,50, 5,00, WPZB
6,00, 8,00 e 10,00
5 Relz.k' Alimentado | 0:00 (pré-dose), 0,25, 05, 0,75, Sovaldi
ai";]'i?]us' imentado | 1125 1,5,1,75, 2,25, 3,35, | (Sofosbuvir)/ -
(2016) 4,45,5,6,8e10 S14SB026UAD
Coletas até 72
horas
0,00 (pré-dose), 0,17,0,33, 0,5, Harvoni (quantificacao
Rezk et al, Jejum e 0,75,1,1,25,1,5, 1,75, 2, 3, 3,5, (Sofosbuvir + de ledipasvir)
(2016) alimentado 4,45,5,6,8, 10, 12,24,48 e Ledipasvir)/ Administracao
72 14SFC013UD concomitante
de sofosbuvir e
ledipasvir,
Coletas até 144
horas
(quantificacao
de ledipasvir e
Abdallah, .
Megied, Jejum 0,33,0,5,1,15, 2,25, 3,35, 4, Ledipasvir)/ concomitante
Gouda 6, 8,10, 12, 24, 48, 72, 96 e 144 o :
N&o informado | de sofosbuvir e
(2017) odi .
edipasvir,
Apenas
voluntarios
homens,
Baiifil;'us | 0,0 (pré-dose), 0,5, 1, 1,5, 2, Sovaldi Co'egﬁfazte 2
Karim Jejum 25,3,35,4,45,5,6,8,10, 12, | (Sofosbuvir) / ( uantificé .
24,48 e 72 PMPW q Gao
(2015) ' de GS-331007)
Bahrami et . Sovaldi
al Jejum 0.0 ;pgegogs‘;)' L e lez | (sofosbuvir) :
(2016) e EEm N&o informado
Miraghaei . Sovaldi 75 %
et al Jejum O,OOZ(%res-dgss )405561 ’eléS’ 2, (Sofosbuvir) / | voluntarios sao
(2017) T mm e N&o informado homens,
KIRBY et N30 Sovaldi Dados obtidos
al, informado N&o informado (Sofosbuvir)/ de estudos de
(2015) N&o informado fase |
Coletas até 96
Ll et al _ 0,00 (pré-dose), 0,25, 0,5, 1, Sovaldi_ ho_ras
(2018)' Jejum 15,2,3,4,45,5,6, 8, 10, 12, (Sofosbuvir) / (quantificacao
24,36, 48,72 e 96 N&o informado | de GS-331007

e GS-566500)

Fonte: (Do autor, 2018).
Nota: Alguns estudos prolongaram o tempo de coleta das amostras até 72, 96 e 144 h, conforme os

objetivos dos autores.
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De posse dos resultados obtidos em cada tempo de coleta, calculou-se uma
média e construiu-se a curva de concentracdo plasmatica de sofosbuvir em funcéo do
tempo (perfil farmacocinético), para o grupo dos 69 voluntarios avaliados, conforme
Figura 52.

Os patrticipantes dessa pesquisa foram classificados conforme a cor da pele,
segundo autodeclaracao, como preta (2,9 %), parda (34,8 %) e branca (62,3 %). Em
relacdo ao sexo, houve a participacédo de 49,3 % de individuos do sexo masculino e

50,7 % do sexo feminino.

Figura 52 - Curva de concentracdo plasméatica média de sofosbuvir em funcdo do
tempo apos administracdo oral de 400 mg de sofosbuvir

250 —

200 —

150 —

100 —
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50 —
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Fonte: (Do autor, 2017).

Os estudos desenvolvidos por Rezk et al (2016) e Abdallah, Ab,del Megied e
Gouda (2017) nao foram considerados para efeito comparativo, uma vez que nesses
estudos foram administrados sofosbuvir e ledipasvir simultaneamente. Segundo
Gritsenko e Hughes (2015), o ledipasvir, mas nao o sofosbuvir, atua como um inibidor
da P-gp e da BCRP intestinais 0 que pode gerar um aumento na concentragcao
plasmatica do sofosbuvir. Ja o estudo de Rezk, Basalious e Amin (2016) também néao

foi considerado para efeito comparativo, pois 0 regime de administracdo do
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medicamento foi diferente do presente trabalho, uma vez que sua administragéo foi
concomitante a uma refeicdo caldrica contendo alta concentragdo de lipideos. De
acordo com os autores desse estudo, uma refei¢ao lipidica € capaz de promover maior
absorcéo e, portanto, pode gerar maior exposi¢cao ao sofosbuvir.

Os estudos elegiveis para efeito comparativo, elencados na Tabela 46,
sugerem que houve uma maior exposicdo ao sofosbuvir para os voluntarios egipcios,
iranianos, suicos e chineses, evidenciada pelo incremento de até 482 % da ASCo-.
Além disso, a reducdo do Tmax associada ao aumento no Cmax, revelam que os
voluntarios estrangeiros apresentam maior velocidade de absorcdo do medicamento
guando comparados aos brasileiros. Portanto, os dados séo indicativos de que os
voluntarios estrangeiros apresentaram maiores exposicao e velocidade de absorcéo
do sofosbuvir.

Ja em relacdo ao tempo de meia vida de eliminacdo, os estudos podem ser
divididos em dois grupos: grupo | (voluntarios egipcios e iranianos), em que houve um
aumento no T12g e grupo Il (voluntarios suicos e chineses), em que houve uma
reducdo do T128. Nos individuos do primeiro grupo, uma vez que o T1/23 € maior do
que dos brasileiros, pode-se inferir que apresentam uma menor capacidade de
eliminacdo do farmaco. Sendo assim, esse grupo exibiu 0s maiores incrementos no
Cmax (até 400 %). Ja para o grupo Il, em que o T12 € menor do que dos brasileiros, a
capacidade de eliminacéo do farmaco é maior, o que foi responsavel por incrementos
mais discretos no Cmax quando comparados aos voluntarios do grupo I. Um raciocinio
similar pode ser aplicado a Ke, que é inversamente proporcional ao tempo de meia
vida de eliminacéo (Ke = 0,693/ T1/2g).

Contrariando os resultados do presente estudo, Kirby e colaboradores (2015)
afirmaram que os parametros farmacocinéticos do sofosbuvir sédo indiferentes quanto
a raca, sexo e idade por meio de uma avaliacdo usando um modelo farmacocinético
populacional. Entretanto, existem diferencas conhecidas inter-racial/étnicas na
resposta dos farmacos para o tratamento de HCV. Nos Estados Unidos, por exemplo,
h&a uma grande disparidade na prevaléncia do virus HCV e a mortalidade por HCV,
entre as diferentes ragas. Além disso, os individuos com ancestralidade africana s&o
pouco responsivos ao tratamento padrdo para a hepatite C, exibindo uma baixa
resposta viroldégica sustentada (RVS) e maior incidéncia de recidiva quando
comparados ao europeu ou asiatico (RAMAMOORTHY et al., 2015).
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Embora as causas das diferencgas nas respostas ao tratamento entre diferentes
racas sejam desconhecidas, existem diversos fatores que desempenham um
importante papel: a fisiopatologia, a farmacogenética, a genética viral e a presenca de
comorbidades. O polimorfismo de um gene (rs12979860) proximo ao gene da
interleucina 28B (IL28B) é um exemplo conhecido de importante fator farmacogenético
envolvido nas diferencas nas respostas ao tratamento para a hepatite C. A frequéncia
do alelo C, o qual é associado a maior RVS, é mais baixa nos individuos africanos
quando comparada aos europeus e asiaticos. Porém, ndo esta prevista uma
prescricdo diferenciada do tratamento conforme o grupo racial/étnico. Assim, é de
fundamental importancia que os ensaios clinicos sejam realizados com diferentes
grupos a fim de se avaliar a exposi¢ao e resposta ao farmaco, garantindo a seguranca
e eficacia de um tratamento quando utilizado por uma populacdo (RAMAMOORTHY

et al., 2015).

Tabela 46 - Diferenca, em percentual, entre os parametros farmacocinéticos de
estudos da literatura e o presente estudo (considerado o referencial)

Rezk, . .

SRATEEs Basalious Bahrami et al Mwagglael et Kirby et al Ll et al
Karim (2016) (2017) (2015) (2018)
(2015)

Cmax (ng/mL) +400 +245 +265 +67 +169
ASCo-t Néao Nao
hr*(ng/mL) 484 +314 241 informado informado
ASCo-» +482 +315 +302 +76 +141

hr*(ng/mL)
N&o
Tmax () -56 -24 -27 informado -70
Tl (h) +6 +82 +100 -22 -25
N&o N&o N&o N&o
Ke (1/h) -10 informado informado informado informado
Local de
realizacdo do Egito Iran Iran Suica China
estudo
Grupo Grupo | Grupo Il

Fonte: (Do autor, 2018).
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5 CONCLUSAO

Os objetivos do presente estudo foram atingidos posto que foi possivel
desenvolver e validar uma metodologia bioanalitica para a quantificacao de sofosbuvir
em plasma humano conforme determinacgdes da legislacao vigente. Uma vez validada,
a metodologia foi aplicada na analise das amostras do ensaio clinico cujo resultado
permitiu conhecer os parametros farmacocinéticos do sofosbuvir na populacao
brasileira.

Existem medicamentos que sdo etnicamente sensiveis, ou seja, a resposta
e/ou exposicao ao farmaco apresentam diferencas conforme a etnia. A rosuvastatina,
por exemplo, apresenta maior exposi¢cao em asiaticos quando comparada ao europeu.
Assim, o tratamento dos asiaticos e seus descendentes deve ser realizado com doses
iniciais mais baixas, conforme informacéo expressa na bula do medicamento. No que
diz respeito a hepatite C, os individuos com ancestralidade africana apresentam uma
menor responsividade ao tratamento, o que é revelado pela menor resposta virologica
sustentada (RVS) e maior incidéncia de recidiva. As causas para essas diferencas
nado sdo completamente elucidadas, sendo o fator genético uma justificativa conhecida
e documentada.

A partir dos resultados dessa pesquisa, sugere-se que 0S estrangeiros
apresentam, em média, maiores exposicdo (evidenciada pela maior ASC) e
velocidade de absorcdo do sofosbuvir (evidenciada pelo menor Tmax € maior Cmax).
Considerando a enorme importancia desse farmaco no tratamento da hepatite C, é
primordial a execucéo de estudos que ampliem o conhecimento sobre o0 mesmo, visto
gue os dados apresentados sugerem uma significativa disparidade entre os brasileiros
e as outras etnias. Portanto, é de fundamental importancia que as agéncias
regulatérias apreciem com bastante cautela os casos em que diferencas étnicas
possam levar a alteragbes farmacocinéticas e/ou terapéuticas.

No Brasil, a ANVISA permite a certificacdo de Centros de Bioequivaléncia
internacionais, como na Europa, Estados Unidos, América Latina e india. Tal
certificacdo, autoriza a realizacdo de Estudos de Bioequivaléncia em outros paises,
com participantes de outras etnias. Porém, essas populacbes apresentam
discordancias alimentares e genéticas quando comparadas aos brasileiros, podendo
expressar um perfil farmacocinético diverso do nosso. Assim, a ANVISA podera,

eventualmente, autorizar o uso de determinado medicamento no Brasil (genérico ou
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similar) tendo como base os parametros farmacocinéticos de outras etnias. Como
resultado, podem surgir casos de toxicidade ndo previstas ou até mesmo auséncia de
eficacia de determinado medicamento em brasileiros.

Dessa forma, € indispensavel que o impacto das diferencas entre grupos
raciais/étnicos seja conhecido, documentado e registrado a fim de prever o
comportamento do farmaco nas populagdes em que for administrado e, portanto,
garantir o tratamento seguro, eficaz e de qualidade, o que € vital nas praticas de
Vigilancia Sanitaria. Além disso, os resultados obtidos ainda poderdo ser de grande
utiidade na realizacdo de novas pesquisas envolvendo a molécula em estudo,
considerando seu potencial uso no combate a diferentes virus, entre eles o virus da

Zika, Dengue, Chikungunya e da Febre amarela.
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