Biofarmacotécnica

Planejamento de Estudos
de Biodisponibilidade Relativa e
Bioequivaléncia de Medicamentos



Introducéo

RES 60/14: Disp0e sobre os critérios para concessao e renovacao de
registro de medicamentos novos, genéricos e similares

RES 1170/06: Guia para Provas de Biodisponibilidade Relativa /
Bioequivaléncia de Medicamentos

RES 898/03: Guia para Planejamento e Realizacdo da Etapa Estatistica de
Estudos de Biodisponibilidade Relativa / Bioequivaléncia

RES 899/03 / RDC 27/12: Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos

RES 466/12: Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos

Importante
Obter e ler estas resolucoes!!!




Introducéo

Consideracoes iniciais ao planejar ensaio de bioequivaléncia:
O que deve ser estudado, ou qual é o objetivo de ensaio?
Como os dados seréo obtidos, ou qual sera o desenho
empregado?
Como os dados serdo analisados, ou que metodos
estatisticos serao utilizados?



Objetivo do ensaio
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Desenho do ensaio

Metodos para comprovar BD e BE em ordem de preferéncia,
segundo FDA (Guidance for Industry - Bioavailability and
Bioequivalence Studies for Orally Administered Drug Products,
General Considerations - 2003) e Anvisa (RE 1170/06):

estudos farmacocinéticos;
estudos farmacodinamicos;
estudos clinicos;

estudos in vitro;



Desenho do ensaio

dose Unica x dose multipla;
paralelo x cruzado;
randomizacao;

substancia a ser quantificada;
tamanho da amostra;

selecao de voluntarios;
padronizacao do ensaio;
coleta de amostras.




Aspectos éticos

A pesquisa ética deve garantir:
autonomia (consentimento livre e esclarecido);
beneficéncia (ponderacéo entre riscos e beneficios);

nao maleficéncia (prevencao da ocorréncia de danos
previsiveis);

relevancia social (justica);
merito cientifico;
analise independente.



Método bioanalitico
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Método bioanalitico

Técnicas de quantificacdo de farmacos em amostras biologicas:

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, HPLC — high
performance liquid chromatography);

cromatografia gasosa (GC — gas chromatography);
Imunoensaios (radioimunoensaio, enzimaimunoensaio).



Método bioanalitico

Tipos de amostras:
sangue;
plasma;

SOro;
urina;
saliva;



Amostras biologicas

Pontos criticos no processo de encaminhamento das amostras
biologicas:
identificacao (estudo, sujeito, fase, data e horario da coleta);
temperatura durante o transporte;
avaliacao das condi¢cOes das amostras no recebimento;
armazenamento no laboratorio analitico.



Amostras biologicas

Pré-tratamento:
precipitacao por proteinas;
extracao liquido-liquido;
extracao por fase solida.



Desenvolvimento de métodos

Parametro importantes:
faixa de linearidade e limite de quantificacao;
complexidade do processo de pré-tratamento;
tempo de analise;
disponibilidade de padrao interno;
toxicidade dos solventes e demais reagentes.



Quantificacéo do Farmaco

A quantificacao do
farmaco nas amostras
bioldgicas é feita por
meio de comparacao com
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Etapa Analitica - Resumo

preparac¢do das amostras: .\
precipitagdo de proteinas
extragdo liglido-ligiiido
extragdo por fase sdlida
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andlise > Validacao
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quantificagdo do fdrmaco:
curva de calibragao
controle de qualidade _J




Validacéo

A validacao deve garantir qgue o método atenda as exigéncias das
aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Abrange os seguintes parametros:
seletividade;
precisao;
exatidao;
limites de deteccao e quantificacao;
curva de calibracao;
estabilidade;
recuperacao;
efeito residual;
efeito matriz;
robustez.



Seletividade

Capacidade do meétodo de diferenciar e gquantificar os analitos
de interesse (farmaco e Pl) na presenca de outros
componentes da amostra.

SAao investigados pela analise de amostras de plasma branco
(quatro amostras normais, uma lipémica, uma hemolisada)
para verificacédo da existéncia de interferéncia por parte de
componentes endodgenos.

5% para Pl
20% LIQ para analito



Preciséo

A precisao de metodos bioanaliticos € uma medida de
erro aleatorio e € definida como concordancia entre
varias medidas da mesma amostra, sendo expressa
como coeficiente de variacao (C.V. %) dessas medidas:

precisao intracorrida: cinco replicatas

precisao intercorridas (23, dias distintos): cinco
replicatas

Concentracoes: LIQ, COB, COM, CQA, CQD.
Nao deve ser superior a 15% (20% para LIQ).



Exatidao

A exatidao de métodos bioanaliticos € uma medida de
erro sistematico e é definida como concordancia entre o
valor determinado e o valor real:

exatidao intracorrida: cinco replicatas

exatidao intercorridas (=3, dias distintos): cinco
replicatas

Concentracoes: LIQ, COB, COQM, CQA, CQD.
Nao deve ser superior a 15% (20% para LIQ).



Limites de Deteccéo e Quantificacéo

Os limites de deteccao e quantificacao expressam a
capacidade do método analitico em determinar pequenas
concentracoes de analito:

limite de deteccéao: representa a menor concentracao que pode
ser diferenciada do nivel de ruido;

limite de quantificacao: deve apresentar resposta , no minimo,
duas vezes maior que a do limite de deteccéo, e representa a
menor concentracao que pode ser determinada com exatidao e
precisao aceitaveis (20%).



Curva de Calibracéo

A curva de calibracao indica a relacao entre concentracéo de
analito e resposta do método, representada, no caso da

CLAE, pela razédo de areas dos picos cromatograficos de
analito e PI.

E definida utilizando-se no minimo seis concentraces de
padrdo em plasma e trés repeticOoes. Deve-se estabelecer
correlacao de preferéncia linear entre concentracao,
considerada variavel independente (x) e area do pico,
considerada variavel dependente (y).



Estabilidade

Dados sobre estabilidade sao necessarios para garantir que a
concentracao da substancia nao sofre alteracao entre a
coleta da amostra e 0 momento da analise.

longa duracéao;

curta duracao

ciclos de congelamento e descongelamento;

pés-processamento;

solucdes-padrao refrigeradas ou congeladas.

Concentracdes: CQA e CQB



Recuperacéo

A recuperacao corresponde ao resultado obtido apos analise
de amostra de plasma branco acrescida de padrao,
submetida a pré-tratamento, expresso como porcentagem do

resultado obtido apos analise de padrao puro, ndo submetido
a pre-tratamento.



Efeito residual

Aparecimento ou aumento do sinal do analito ou Pl causado por
contaminacao proveniente de amostras analisadas anteriormente.

Devem ser realizadas, no minimo, 3 (trés) injecoes da mesma
amostra branco, sendo uma antes e duas logo apos a injecao de
uma ou mais amostras processadas do LSQ.

5% para Pl
20% LIQ para analito



Efeito matriz

Efeito na resposta do analito ou Pl causado por componentes da
matriz bioldgica.

Devem ser analisadas amostras de matrizes biologicas
processadas (para plasma: 4 normais, 2 lip€micas, 2 hemolisadas),
posteriormente adicionadas de analito e PI, e solucdes, nas
mesmas concentracdes das amostras de CQB e CQA.

Fator de matriz normalizado (FMN): CV<15%

pico analito matriz
__ pico Pl matriz
FMN = pico analito solucio
pico PI solucao




Robustez

Avalia a suscetibilidade do método analitico a variacoes nas

condicdes analiticas, tais como.
tempo de extracao;
pH da fase movel,
composicao da fase movel;
coluna;
temperatura;
fluxo.



Parametros farmacocinéticos
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Analise estatistica




Analise estatistica

analise multivariada (ANOVA) para C,.,, t.x € ASC, has
escalas original e logaritmica, para avaliacao dos efeitos de
sequéncia, periodo e produto

determinacao do intervalo de confianca 90 % (I.C. 90 %) para as
relacOes entre C,, € ASC,, dos produtos teste e referéncia, na
escala logaritmica



Analise estatistica

Dois produtos sao considerados bioequivalentes se os intervalos de
confianca 90 % para as relagcOes entre os valores de C_ ., e ASC,,
de ambos, calculados com base nas transformacoées logaritmicas,
estiverem entre 80 e 125 %.

80% < Crnaa <125%

maxR

80% < ASCo.r <125%
ASCo e




Centros de equivaléncia farmacéutica (EQFAR)

5 Centros

3 Centros

16 Centros

e Janeiro
ta Catarina 3 Centros
B sudeste Rio
uaes Gmlﬁ-
do Sul
Sul 1 Centros
2 Centros

Total de Centros no Brasil:
30 Centros

Total de Centros no
exterior:
1 Centro (EUA)

Fonte: Anvisa
(atualizado em 03/2017)



Centros de bioequivaléncia

Ensaios de bioequivaléncia:
etapa clinica;
etapa analitica;
etapa estatistica.



Centros de bioequivaléncia

1 Centro (C,A)
Total: 1 Centro

1 Centro (C)
Total: 1 Centro

1 Centro (C,A)

Total: 1 Centros

1 Centro (C,A)
1 Centro (C)
1 Centro (A)

Total: 3 Centros

1 Centros (C,E)
4 Centros (C,A)
2 Centros (A)

1 Centro (C)

Total: 8 Centros

de Janeiro

Parana
. Centro-Deste _ 1 Centro (A)
Santa Catarina
B sudeste mﬂ“ﬁ Total: 1 Centro
dao Sul

1 Centro (C,AE)
Total: 1 Centro

Total de Centros no Brasil:
16 Centros

1 Etapa: 7 Centros
2 Etapas: 8 Centros
3 Etapas: 1 Centros

Clinica: 12 Centros
Analitica: 12 Centros
Estatistica: 2 Centros

Total de Centros Inter-
nacionais:
35 Centros

Fonte: Anvisa
(atualizado em 03/2017)



