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RESUMO

A rivaroxabana € um anticoagulante oral direto utlizado para tratamento de
tromboembolismo venoso e prevencao de acidente vascular cerebral em pacientes com
fibrilacdo atrial. Este farmaco atua como inibidor do fator Xa na cascata de coagulacdo e
€ metabolizado no figado pelas enzimas CYP3A4/5 e CYP2J2, além de ser substrato da
glicoproteina-P e da proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP). Muitos
pacientes em terapia anticoagulante ndo respondem adequadamente ao tratamento ou
apresentam reacdes adversas, como sangramento. Essa variabilidade na resposta
farmacoldgica pode ser causada por polimorfismo genético. Portanto, o objetivo principal
desse estudo foi avaliar a influéncia do polimorfismo genético em parametros
farmacocinéticos (Cmax, ASC, Cl, ti2 e Vd) e de coagulacdo (TP e TTPa) da
rivaroxabana. Foram incluidos 117 voluntarios sadios que participaram de dois estudos
de bioequivaléncia com uma dose Unica oral de 20 mg de rivaroxabana, em condicdes
de jejum e pés-prandial. As concentraces plasmaticas foram determinadas por método
desenvolvido e validado por UHPLC-MS/MS. Foi avaliado o polimorfismo no gene
ABCG2 421 C>A que codifica a enzima transportadora BCRP responsavel pelo efluxo da
rivaroxabana. O método cromatografico desenvolvido foi preciso, exato, estavel e
apresentou faixa de trabalho adequada a aplicacdo em estudo de bioequivaléncia. Os
voluntarios com genétipo 421 A/A, comparados respectivamente a 421 C/A e 421 C/C
apresentaram Vd (508,27 vs 334,45 vs 275,59 L) e ti2 (41,04 vs 16,43 vs 15,47 h)
significativamente maior, no estudo em condi¢fes de jejum. Os valores de Cmax (145,81
vs 176,27 vs 190,19 ng/mL), ASC®t(1193,81 vs 1374,69 vs 1570,77 ng/mL*h) e (Cl 11,82
vs 14,50 vs 13,01 mL/h) foram menores para esses individuos, respectivamente, mas
sem significancia estatistica. A rivaroxabana prolongou os valores de TP (17,80 vs 18,38
vs 18,62 s) e TTPa (45,90 vs 44,78 vs 47,00 s) guando comparados aos valores basais,
porém sem correlagdo com a variante estudada. A rivaroxabana foi bem tolerada e
nenhum evento grave foi detectado. Os estudos farmacogenéticos em voluntérios sadios
fornecem muitas informagbes sobre a influéncia de polimorfismos genéticos em
farmacocinética, efeito bioldgico e dé informacdes sobre seguranca. As informacgfes

coletadas podem ser utilizadas no desenvolvimento da medicina personalizada.

Palavras-chave: Polimorfismo; gene transportador; BCRP; anticoagulantes orais diretos;

parametros farmacocinéticos.



ABSTRACT

Rivaroxaban is a direct oral anticoagulant used to treatment of venous
thromboembolism and prevention of stroke in patients with atrial fibrillation. This drug
acts as a factor Xa inhibitor in the coagulation cascade and is metabolized in the liver
by CYP3A4/5 and CYP2J2 enzymes, in addition to being a substrate for P-glycoprotein
and breast cancer resistance protein (BCRP). Many patients on anticoagulant therapy
do not respond adequately to treatment or have adverse reactions, such as bleeding.
This variability in pharmacological response may be caused by genetic polymorphism.
Therefore, the main objective of this study was to evaluate the influence of genetic
polymorphism on pharmacokinetic (Cmax, AUC, Cl, t1/2 and Vd) and coagulation (PT
and aPTT) parameters of rivaroxaban. We included 117 healthy volunteers who
participated in two bioequivalence studies with a single oral dose of 20 mg rivaroxaban,
under fasting and postprandial conditions. Plasma concentrations were determined by
a method developed and validated by UHPLC-MS/MS. The polymorphism in the
ABCGZ2 421 C>A gene that encodes the BCRP transporter enzyme responsible for the
efflux of rivaroxaban was evaluated. The chromatographic method developed was
precise, accurate, stable and presented an adequate working range for application in
a bioequivalence study. Volunteers with 421 A/A genotype, compared respectively to
421 C/A and 421 C/C, presented Vd (508.27 vs 334.45 vs 275.59 L) and t1/2 (41.04
vs 16.43 vs 15.47 h) significantly higher in the study under fasting conditions. The
values of Cmax (145.81 vs 176.27 vs 190.19 ng/mL), AUCO-t (1193.81 vs 1374.69 vs
1570.77 ng/mL*h) and (Cl 11.82 vs 14 .50 vs 13.01 mL/h) were lower for these
individuals, respectively, but not statistically significant. Rivaroxaban prolonged PT
values (17.80 vs 18.38 vs 18.62 s) and aPTT (45.90 vs 44.78 vs 47.00 s) when
compared to baseline values, but without correlation with the studied variant.
Rivaroxaban was well tolerated and no serious events were detected.
Pharmacogenetic studies in healthy volunteers provide a lot of information about the
influence of genetic polymorphisms on pharmacokinetics, biological effect and gives
information on safety. The information collected can be used in the development of

personalized medicine.

Keywords: Polymorphism; transporter gene; BCRP; direct oral anticoagulants;

pharmacokinetic parameters.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) séo a principal causa de morte no Brasil
e no mundo, representando aproximadamente 30% das mortes globais, sendo assim
consideradas um problema de saude publica (SILVA et al., 2020; PAIVA et al., 2021;
SILVA et al., 2022). A terapia anticoagulante € recomendada para 0s eventos
tromboembdlicos causados pelas DCVs para prevenir e interromper o crescimento de
trombos (KUBITZA et al., 2005a; MUECK et al., 2011; TURPIE; ESMON, 2011; REIS,
2012; MASSARQO; LIP, 2016). Os avancos ha compreensao da atuacéo do sistema da
coagulacédo permitiram o desenvolvimento de “novos” agentes farmacoldgicos nesta
area; apesar da eficacia e do conhecimento da farmacocinética e farmacodinadmica
dos anticoagulantes tradicionais, a utilizagdo destes é limitada principalmente pela
estreita margem terapéutica e necessidade de monitorizacdo regular. Assim, houve
necessidade real de terapias antitromboéticas que apresentassem boa
biodisponibilidade com administracdo oral, mais seguras, eficazes e convenientes a
adeséao do paciente (SHARMA et al., 2015).

O alvo da pesquisa na terapia anticoagulante foi centrada na inibicédo direta de
fatores especificos da coagulacédo. O fator Xa (FXa) foi considerado o melhor alvo uma
vez que para catalisar a producédo de aproximadamente 1000 moléculas de trombina
€ necessaria apenas uma molécula deste fator (TURPIE; ESMON, 2011; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013). A inibi¢cdo direta do FXa mostrou ser mais eficaz e
segura, inibindo a coagulacdo sem interferir na hemostasia primaria (SHARMA et al.,
2015).

Entre os compostos anticoagulantes orais diretos descobertos nos ultimos 20
anos, esta a rivaroxabana (RXA) que € um inibidor direto, reversivel e altamente
seletivo do FXa com biodisponibilidade oral de 66-100%. A ativacdo do fator X,
mecanismo de acdo da RXA, por meio das vias intrinseca e extrinseca, desempenha
um papel central na cascata da coagulacdo sanguinea (PERZBORN et al., 2010;
KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013; SHARMA et al., 2015; PATEL et al.,
2016).

A inibicdo da atividade do FXa bloqueia a geracdo de trombina e esta
intimamente correlacionada a concentragéao plasmatica de RXA (LINDHOFF-LAST et
al., 2013; DINCQ et al., 2014). Os tempos de protrombina (TP) e tromboplastina parcial

ativada (TTPa) sao prolongados pela RXA mostrando uma correlacdo direta com as
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concentracbes plasmaticas do farmaco. Ndo ha necessidade de monitorar 0s
parametros de coagulacédo durante o tratamento clinico de rotina com esse farmaco,
portanto esses testes podem ser Uteis em determinadas situacdes clinicas como
suspeita de superdosagem, sangramento ou cirurgia de urgéncia (LINDHOFF-LAST
et al., 2013; EIKELBOOM et al., 2017; THOM et al., 2018).

Fatores genéticos relacionados ao transporte e metabolismo podem afetar o
perfil farmacocinético e os efeitos bioldgicos da RXA (CAVALLARI; SHIN; PERERA,
2011; GOUIN-THIBAULT et al., 2017). A aplicacdo de conceitos farmacogenéticos
baseados em estudos clinicos pode ser util ndo apenas para a compreensédo ou
descricéo de grandes diferencas interindividuais, mas também para esclarecer o papel
in vivo dos transportadores (IEIRI, 2012).

O gene ABCG2 que codifica a proteina transportadora BCRP esta se tornando
cada vez mais reconhecido como um importante mediador do transporte de farmacos
no intestino e no tdbulo renal e suas variantes genéticas tém sido implicadas no
transporte reduzido de seus substratos (O'CONNOR; KIERNAN; YAN, 2017; CHEN
et al., 2019).

O polimorfismo C421A (rs2231142) leva a substituicdo do aminoacido
glutamina por lisina e, esta associado a baixos niveis de expressdo de BCRP,
reduzindo a atividade de transporte. Devido a BCRP possuir papel crucial na absor¢ao
e excrecao de farmacos que sdo seus substratos 0 monitoramento farmacogenético
deve ser cuidadosamente avaliado uma vez que esta envolvido em etapas relevantes
da farmacocinética (IEIRI, 2012; MAO; UNADKAT, 2015; MCLEAN; WILSON; KIM,
2016; FOHNER et al., 2017; HIRA; TERADA, 2018). Gong; Mansell; Kim (2013)
sugeriram que pacientes com maior risco de sangramento podem ter reducdo da
funcdo da BCRP, onde o efeito seria 0 aumento da absor¢cao gastrointestinal levando
a biodisponibilidade aumentada, agravada pela reducao da secrecéo renal.

A proposta para este estudo foi determinar as concentracdes de rivaroxabana
em voluntarios sadios participantes de estudos de bioequivaléncia, e verificar a
possivel influéncia do polimorfismo 421 C>A do gene ABCG2 nos parametros

farmacocinéticos e nos parametros bioquimicos da coagulacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral determinar a influéncia do
polimorfismo genético (ABCG2 421 C>A) na variabilidade dos parametros
farmacocinéticos de rivaroxabana em participantes de pesquisa sadios provenientes
de estudos de bioequivaléncia em condi¢des de jejum e pos-prandial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver e validar um método bioanalitico para a quantificacdo de
rivaroxabana em plasma através da técnica de UHPLC/MS-MS;

- Determinar as concentracdes plasmaticas de rivaroxabana em participantes
de pesquisa sadios provenientes de estudos de bioequivaléncia e calcular os
principais parametros farmacocinéticos;

- Determinar os parametros de coagulacdo TP e TTPa dos participantes
durante a conducéo dos estudos de bioequivaléncia;

- Realizar a genotipagem por sequenciamento das amostras dos voluntarios
sadios quanto ao polimorfismo 421 C>A do gene transportador ABCGZ2;

- Correlacionar os dados de concentracdo plasmatica, parametros

farmacocinéticos, efeito bioldgico e genotipagem.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCVs) afetam a qualidade de vida da populacéo
em aspectos fisicos, sociais, financeiros e relativos a saude, impactando em custos
com tratamento, perda de produtividade e do bem-estar. Nos paises em
desenvolvimento tem sido observada tendéncia no aumento das DCVs concomitante
ao aumento da expectativa de vida da populacdo (SHARMA et al., 2015; SILVA et al.,
2022). A maioria das DCVs podem ser prevenidas, por meio da abordagem de fatores
comportamentais e utilizando estratégias para a populacdo em geral (OPAS, 2017).
Uma importante estratégia nacional foi o Programa Saude da Familia que, com base
na atencéo primaria, atendeu 123 milhdes de individuos na tentativa de reduzir a taxa
de mortalidade por DCVs (OLIVEIRA et al., 2020).

No Brasil, as DCVs tém sido a principal causa de mortalidade desde a década
de 60, sendo responsavel por 30% de mortes ocorridas por doencas crénicas nao
transmissiveis, excedendo significativamente as mortes por causas externas e
doencas infecciosas, sendo consideradas um problema de saude publica (PAIVA et
al., 2021; SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2022). Foram responsaveis pelos gastos
diretos com hospitalizacdo e pelos custos indiretos, por reducdo da produtividade
devida a auséncia no trabalho. Os principais grupos de procedimentos
cardiovasculares clinicos e cirargicos perfizeram um total de 8.743.403 procedimentos
pagos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e o gasto decorrente de hospitalizaces
foi de R$ 9.378.278,00 em 2019 (OLIVEIRA et al., 2020, 2022).

Cerca de 45% dos 6bitos por doencgas crénicas ndo transmissiveis no mundo,
mais de 17 milhdées séo causados por DCVs e 82% acontecem em paises de baixa e
média renda (OPAS, 2017; OLIVEIRA et al., 2020). Estima-se que 85% desses 0bitos
foram por infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, eventos agudos
decorrentes de DCVs e causados principalmente pelo impedimento da fluidez do
sangue para o coracao ou cerebro, sendo a razdo mais comum para isso, 0s ateromas
(OPAS, 2017). Os processos inflamatérios podem ter um papel importante na
progressdo das complicacdes trombadticas agudas e ndo apenas no inicio e evolucao
(RIVA; DONADINI; AGENO, 2015).
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As DCVs sdo um grupo de doencgas que acometem o0 coracdo e/ou 0S vasos
sanguineos provocando disturbios tromboembdlicos, que é a formacao local ou a
liberacdo de codgulos (trombos) na circulagdo sistémica. Englobam a doenca
coronariana, doenca cerebrovascular, doenca arterial periférica, doenca cardiaca
reumatica, cardiopatia congénita, fibrilacdo atrial (FA), trombose venosa profunda
(TVP) e embolia pulmonar (EP) (OPAS, 2017; SILVA et al., 2020).

Paiva et al., 2021 realizaram um estudo durante a pandemia do novo
coronavirus e observaram alta prevaléncia de COVID-19 nos pacientes hospitalizados
com DCV pré-existente. Doencas cronicas podem ser consideradas fatores de risco a
infeccdo por COVID-19 devido a associacdo a maior morbimortalidade (PAIVA et al.,
2021). A inflamagéao sistémica e a trombogénese sdo sintomas causados pelo novo
coronavirus por isso 0s pacientes com complicacbes da doenca receberam
anticoagulacdo durante internacdo por COVID-19 e apds a alta hospitalar
(ARMSTRONG et al., 2022).

A combinacado dos fatores de risco modificaveis que podem ser prevenidos e
os ndo modifichAveis como por exemplo a predisposicdo genética, influenciam na
probabilidade de um individuo experimentar um evento trombotico clinicamente
significativo. O risco inicial pode ser acentuado por uma variedade de fatores
desencadeantes que afetam a triade de Virchow (LIPPI; PLEBANI, 2010;
SARVANANTHAN; DAS, 2012; SILVA et al., 2022).

A teoria proposta da patogénese tromboembodlica é referida como triade de
Virchow, que inclui estase venosa, lesdo endotelial e hipercoagulabilidade, as quais
afetam a homeostase da coagulacdo (TURPIE; ESMON, 2011; RIVA; DONADINI;
AGENO, 2015; CERESETTO, 2016; GIORDANO et al., 2017; PATEL et al., 2017). A
estase venosa promove a formacao de trombos devido a lentiddo na eliminacao dos
fatores de coagulacdo ativados. Embora cirurgia ou trauma possam causar
diretamente a lesdo da parede vascular e ativar a coagulacdo por meio da exposicao
do fator tecidual (FT), a lesédo profunda da parede do vaso ndo € uma caracteristica
comum em pacientes nao cirurgicos. O estado hipercoagulavel promove a formacgao
excessiva de coagulos, estando associado as condigbes de doengcas como cancer,
inflamacéo e insuficiéncia cardiaca congestiva (TURPIE; ESMON, 2011; GIORDANO
et al.,, 2017). Cirurgia, trauma, imobilidade, periodo puerperal, uso de hormdnios,
idade avancada, obesidade, cancer, sindromes coronarianas agudas e FA sao fatores

de risco e podem ter como consequéncia TVP, EP e acidente vascular cerebral
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(KUBITZA et al., 2005a; REIS, 2012).

A compreensédo dos fatores e da fisiopatologia da trombofilia possibilitam a
avaliacdo adequada de risco do paciente para determinar qual medicamento sera
utilizado na prevencé@o e/ou terapia dos eventos tromboembdlicos. A ativacdo do
sistema de coagulacdo € a causa primaria desses eventos. Os farmacos
anticoagulantes que atuam direta ou indiretamente na coagulacdo, se tornaram a
principal estratégia de prevencédo e tratamento (CROSS; BOETTNER, 2009; TURPIE;
ESMON, 2011; SARVANANTHAN; DAS, 2012; FERNANDES et al., 2015; SHARMA
et al., 2015; MASSARQO; LIP, 2016; SHNAYDER et al., 2021).

A gestao clinica do paciente passa pela prevencao primaria, tratamento da fase
aguda, prevencdo da recorréncia e/ou tratamento prolongado. As intervencdes
farmacoldgicas estdo bem estabelecidas ha muito tempo e tém duracdo variavel,
dependendo da causa do evento inicial; sdo eficazes, porém as mais tradicionais
apresentam alguns inconvenientes (TURPIE; ESMON, 2011; REIS, 2012; SHARMA
et al., 2015; CERESETTO, 2016).

3.2 TERAPIA ANTICOAGULANTE ESTABELECIDA

Os principais anticoagulantes comercializados durante décadas e ainda em uso
sdo os antagonistas da vitamina K (AVKS), incluindo a varfarina, heparina nao
fracionada (HNF), heparinas de baixo peso molecular (HBPMs) e inibidor indireto do
FXa. Cada um desses agentes esta bem estabelecido, com eficacia comprovada na
prevencao e tratamento de distirbios tromboembdlicos, mas tém desvantagens que
tornam a terapia dificil de ser administrada e mantida (MISSELWITZ; BERKOWITZ;
PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011; FERNANDEZ et al., 2021).

Os anticoagulantes orais, AVKs como a varfarina e o acenocumarol, bloqueiam
a regeneracao de vitamina K oxidada a forma reduzida, limitando a ativacao dos
fatores de coagulacéo I, VII, IX e X e das proteinas C e S, dependentes da vitamina
K. Os AVKs eram 0s Unicos anticoagulantes orais disponiveis, bem como os mais
frequentemente prescritos. No entanto, tém indmeras desvantagens, incluindo
farmacocinética e farmacodinamica imprevisiveis, inicio e deslocamento de acéo
lentos, janela terapéutica estreita, multiplas interacbes entre alimentos e
medicamentos e alta variabilidade inter e intraindividual. Além disso, sdo necessarios:

0 monitoramento regular da coagulacao e o ajuste da dose devido aos polimorfismos
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genéticos (MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011,
MUECK et al., 2014).

A heparina néo fracionada foi durante muito tempo a terapia padréo para a
anticoagulacado imediata. A HNF exerce o seu efeito anticoagulante ligando-se e
ativando a antitrombina, formando com ela um complexo e inibindo os fatores lla, 1Xa,
Xa, Xlla e Xlla. Uma de suas limitacdes € de ter como alvo varios fatores na cascata
de coagulacdo, além da via de administracdo parenteral, monitoramento laboratorial
frequente da atividade de coagulagéo e o risco para os pacientes de desenvolverem
trombocitopenia induzida por heparina, que é potencialmente fatal (MISSELWITZ;
BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011).

As HBPMs apesar de terem mecanismo de acéo similar das HNFs promovem
uma agao inibitéria maior sobre o FXa do que em Flla. Possuem menor risco de causar
sangramento, tém boa biodisponibilidade e meia-vida mais longa. No entanto, seu uso
permanece limitado pela necessidade de administracdo parenteral. Tanto a HNF
quanto as HBPMs sao inibidores indiretos da coagulacdo e suas atividades sé&o
mediadas por cofatores plasmaticos, principalmente a antitrombina (MISSELWITZ;
BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011).

O fondaparinux € um inibidor indireto do FXa de uso parenteral, tem meia-vida
longa (17 horas) e é excretado principalmente por via renal. Nao inibe completamente
o FXa e ndo desativa Flla. Sua eficacia comprovada apoia o conceito de que a inibicdo
do FXa, embora indireta, via antitrombina é um método eficaz de anticoagulacao
(MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011).

As limitacbes que cercam o0s aspectos praticos dos anticoagulantes
estabelecidos estimularam a busca por novos anticoagulantes orais. Os
medicamentos pesquisados deveriam apresentar risco de sangramento reduzido;
menos eventos adversos; auséncia de interacdo com outros medicamentos e
alimentos; ser de facil administracdo; permitir o tratamento domiciliar; possuir custo
acessivel; serem administrados em doses fixas, ter amplo indice terapéutico e sem
necessidade de monitoramento de coagulacdo de rotina. Além destas condi¢des
mencionadas, seria bastante desejavel apresentarem um antidoto para reverter a
anticoagulacdo, nos casos de sangramentos extensos e clinicamente relevantes
(MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011,
BRANDAO et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2021).
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3.3 ANTICOAGULANTES ORAIS DIRETOS

Apesar do conhecimento sobre o sistema de coagulacdo, sua complexidade
apresentou inumeros obstaculos no caminho para a descoberta e desenvolvimento de
anticoagulantes orais. Diversos foram os desafios para que fossem eficazes e seguros
com alvo mais racional para a anticoagulacdo e sem interferéncia na hemostasia
primaria (SHARMA et al., 2015). O desenvolvimento de novos produtos se concentrou
em classes de anticoagulantes que tivessem como alvo uma enzima especifica ou
uma etapa da cascata de coagulacdo. Foram pesquisados inibidores do complexo FT/
fator Vlla, inibidores do fator IXa e fator Xla, inibidores diretos do fator Ila (trombina),
inibidores diretos e indiretos do FXa, trombomodulina recombinante humana soluvel
e proteina C ativada recombinante humana (MISSELWITZ; BERKOWITZ,
PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011).

O advento dos anticoagulantes orais de acéo direta (AODs) ampliou as opcdes
para prevencdo e tratamento do tromboembolismo venoso e o controle do risco
tromboembdlico na fibrilacdo atrial. Devido ao comportamento farmacocinético
previsivel possuem vantagens em relacdo ao uso (SHARMA et al., 2015; KHAN et al.,
2021). Os AODs foram desenvolvidos para superar as limitacbes anteriormente
citadas e visaram especificamente um unico fator de coagulacdo como o FXa ou fator
lla (MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; MUECK et al., 2014).

O principal beneficio na prética clinica em relacdo ao uso destes farmacos € o
de ndo necessitarem de monitorizacao terapéutica de rotina, principalmente apés a
alta hospitalar. Além disso, esse tipo de terapia pode ser iniciada sem restricdes,
diferentemente dos AVKs. Os AODs apresentam farmacocinética linear, rapido inicio
de acéo, janela terapéutica ampla, menor potencial para desenvolver interacdes e
bom perfil de seguranca, tendo se tornado a atual terapia de escolha. As aplicagdes,
descritas em guias de diversos paises e direcionadas para uma variedade de
condi¢cBes clinicas, que vdo desde a prevencdo até o tratamento de eventos
tromboembdlicos (MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et
al., 2011; KREUTZ, 2012; ZzDOVC et al., 2019; FERNANDEZ et al., 2021). Uma
desvantagem nesta atual terapia é a falta de experiéncia com estes farmacos em
situacdes especificas, como overdose ou cirurgia de urgéncia; a monitorizacado das
concentragdes plasméticas ainda néo é considerada uma possibilidade pelos clinicos,
além do alto custo desses produtos (DIDERIKSEN; DAMKIER; NYBO, 2017).
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Até o0 momento estdo aprovados para comercializacdo pelas principais
agéncias reguladoras mundiais, incluindo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), quatro AODs: os inibidores diretos da trombina (Flla), que inclui o etexilato
de dabigatrana e os inibidores do FXa: edoxabana, apixabana e rivaroxabana (RXA)
(STEFFENELLO-DURIGON et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2021). A apixabana e a
RXA sao os dois anticoagulantes orais mais prescritos; sdo medicamentos de escolha
para profilaxia e tratamento da TVP e EP, bem como para a redugéo do risco de
acidente vascular cerebral e embolia na FA nao valvular (DIDERIKSEN; DAMKIER,;
NYBO, 2017; FERNANDEZ et al., 2021).

O panorama da terapia anticoagulante oral mudou significativamente nos
ultimos anos e cada vez mais os AODs ou “novos” anticoagulantes sao usados na
pratica clinica em substituicdo aos anticoagulantes mais antigos (SENNESAEL et al.,
2018; SYCHEV et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2021). No entanto, preocupacdes
com a eficacia e seguranca e variacdes interindividuais significativas na resposta
terapéutica foram observadas apés o uso em ambientes do mundo real e fora das
condigBes controladas dos ensaios clinicos (LENOIR et al., 2022).

O sangramento constitui o principal e mais frequente evento adverso que
advém da administracdo dos AODs (SHARMA et al., 2015; KHAN et al., 2021). A
hemorragia intracraniana, apesar de ser a menos incidente, é a de maior severidade
e uma das mais fatais; a gastrointestinal, de maior incidéncia, € mais comumente
observada em pacientes que fazem uso de dabigatrana, seguido pelo uso de
rivaroxabana. Por isso, a importancia da farmacovigilancia pés-comercializacao para
detectar reacfes adversas a medicamentos e o impacto da utilizagdo a longo prazo
(STEFFENELLO-DURIGON et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2021).

Sobre a reversdo do efeito anticoagulante dos AODs, foi desenvolvido um
anticorpo  monoclonal, o idarucizumabe que é capaz de reverter o efeito
anticoagulante da dabigatrana. Posteriormente, foi aprovado para comercializacdo o
andexanet alfa, uma proteina cataliticamente inativa do fator humano X, que se liga a
RXA e apixabana, revertendo os efeitos e restaurando a atividade da proteina. Mais
recentemente, o aripazine que € uma molécula capaz de reverter o efeito
anticoagulante de todos os anticoagulantes orais diretos e indiretos podendo ser
considerado como antidoto (DUNOIS, 2021; VOLOD et al., 2021).
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3.4 FISIOLOGIA DA COAGULACAO

A hemostasia é um processo fisiolégico que mantém a fluidez do sangue e é
regulado pelo equilibrio existente entre reacdes pro-coagulantes e anticoagulantes
presentes no organismo, aliado a processo de fibrindlise. Os principais componentes
do sistema hemostatico sdo os fatores de coagulacéo, inibidores da coagulacao,
plaguetas, componentes da fibrindlise e endotélio vascular. A perda do equilibrio
dindmico desse sistema tem como consequéncia clinica o aparecimento de disturbios
hemorragicos ou trombéticos (TURPIE; ESMON, 2011; HOFFBRAND; MOSS, 2013;
PATEL et al., 2016, PATEL, et al., 2017).

O conceito de hemostasia baseado no modelo de superficies celulares permite
melhor entendimento clinico, observado em alguns distirbios da coagulacédo. De
acordo com esse modelo, o processo hemostatico ocorre sobre superficies celulares
distintas, em uma série de trés etapas simultaneas: iniciacdo, amplificacdo e
propagacédo (FIGURA 1). Durante décadas a cascata de coagulacao foi descrita como
um modelo de duas vias de iniciagdo: intrinseca e extrinseca que culminavam na
ativacdo do fator X. Observacfes experimentais demonstraram que essa hipotese
apresentava varias limitacdes e nao refletia a coagulagéo in vivo (TURPIE; ESMON,
2011; PATEL et al., 2016, PATEL et al., 2017).
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Figura 1 — Visado geral da coagulacdo sanguinea
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Fonte: Adaptado de TURPIE; ESMON, (2011)
Legenda: FT: fator tecidual; vVWF: fator de Von Willebrand; TFPI: inibidor da via do fator tecidual.

As células que circundam a vasculatura sdo ricas em tromboplastina, que € o
fator tecidual (FT), uma proteina transmembrana que age como cofator para o fator
VII. A fase de iniciacdo do processo de coagulacdo ocorre, quando células que
expressam FT em sua superficie, sdo expostas aos componentes do sangue. A
expressdo do FT é iniciada por lesdo vascular ou por ativacdo endotelial, através de
substancias quimicas, citocinas ou processos inflamatorios. Uma parte do FT tem fator
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VIl ligado, que é convertido em fator Vlla na presenca de calcio. Esta conversao pode
ocorrer via proteases celulares, por autoativacdo ou pelo FXa gerado pelo complexo
FT / fator Vlla, que também ativa pequenas quantidades dos fatores IX e X, tornando-
os fatores IXa e Xa. O fator 1Xa pode se mover da superficie celular para plaquetas
préximas ou para outras superficies. O FXa pode ativar o fator V, mas o fator Va
também pode ser secretado pelas plaquetas ativadas. O FXa permanecendo na
superficie celular juntamente com o fator V convertem uma pequena quantidade de
fator Il (protrombina) em fator lla (trombina), que é fundamental para garantir a
iniciacdo e seguir para a amplificacdo da coagulacdo. Se o FXa se dissocia da
superficie celular € inativado pela antitrombina e pelo inibidor da via do FT (TURPIE;
ESMON, 2011; HOFFBRAND; MOSS, 2013; MONROE; HOFFMAN, 2014; PALTA,
SAROA; PALTA, 2014).

A geracdo priméaria de trombina ndo é capaz de efetivar a coagulacdo; ha
necessidade de uma geracéo adicional onde participam os fatores XI, IX e VIII. O fator
IXa formado durante a fase de iniciacdo liga-se a superficie das plaquetas, e também
pode se ligar ao fator Vllla, formado na fase de amplificacdo, ou a receptor de
plaguetas e ser transferido para o fator Vllla. O complexo tenase, formado por fator
IXa/Vllla, ativa o fator X na superficie das plaquetas. O FXa pode se mover
rapidamente para um complexo com fator Va. O complexo protrombinase FXa/Va
resultante fornece a explosao rapida de trombina, que produz estrutura adequada de
fibrina e resulta em coagulo estavel. A formacao do FXa na superficie das plaguetas
desempenha papel critico na regulacdo do processo de coagulacdo. A taxa de
ativacdo do fator X determina a quantidade de geracdo de trombina; a geracao de
trombina nas plaquetas inicia um ciclo de feedback positivo através do fator XI. O fator
Xl pode ser ativado nas plaquetas pela trombina; esta ativacdo da trombina é
aumentada por polifosfatos liberados das plaguetas. O fator de superficie plaquetéaria
Xla pode ativar o fator IX, levando ao aumento do FXa e gerando grande quantidade
de trombina. E provavel que a persisténcia da trombina ligada a fibrina e a capacidade
prolongada de gerar trombina sejam mecanismos de protecdo para estabilizar os
coagulos (TURPIE; ESMON, 2011; HOFFBRAND; MOSS, 2013; MONROE;
HOFFMAN, 2014; PATEL et al., 2016; PATEL, et al., 2017).

A trombina gerada leva a ativacdo do fator Xlll, que €& estabilizador do
mondmeros de fibrina. O processo de coagulacdo deve se limitar ao sitio da leséao

para evitar a oclusdo trombaotica do vaso e para controlar a disseminacao da ativacéo
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da coagulacédo. Nesse processo ha intervencéo de quatro anticoagulantes naturais, o
inibidor da via do fator tecidual, a proteina C, a proteina S e a antitrombina (TURPIE;
ESMON, 2011; MONROE; HOFFMAN, 2014; PALTA; SAROA; PALTA, 2014).

A inibic&o direta do FXa associado ao coagulo se mostrou eficaz na abordagem
localizada, para prevenir o crescimento de trombos (TURPIE; ESMON, 2011,
SAMAMA et al., 2013). Ainda, também ¢é importante na prevencdo da ativacao,
deposicdo e recrutamento de plaquetas nos locais de lesdo do vaso, evitando a
exploséo na geracdo de trombina. Além de nédo afetar a atividade da trombina pré-
formada, permite que funcdes relacionadas a trombina existente ndo sejam inibidas,
como por exemplo a ativacdo da proteina C (LINDHOFF-LAST et al., 2013;
SHNAYDER et al., 2021).

3.5 INIBICAO DO FATOR Xa

O fator X tem papel fundamental na hemostasia, porém, a atividade do FXa
pode ser suprimida sem afetar significativamente o0 processo hemostéatico
(MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011). O FXa é
um fator de coagulacdo que ocupa o papel central na cascata de coagulacdo e por
esse motivo foi bastante estudado no desenvolvimento dos novos medicamentos
anticoagulantes orais (PERZBORN et al, 2010; KUBITZA; PERZBORN;
BERKOWITZ, 2013; PATEL et al., 2016).

Durante a fase de iniciacdo o FXa gera quantidade de trombina que ativa os
fatores XI, V, VIl e plaquetas, necessarios para a formacdo dos complexos tenase e
protrombinase. A ativacao do fator X leva a propagacéo e amplificacdo da coagulacéo,
sendo que o FXa do complexo protrombinase é mais eficiente do que o FXa livre na
ativacdo da protrombina em trombina (superior a 300 mil vezes), e causa descarga
explosiva na geracéo de trombina (PERZBORN et al., 2010; KUBITZA; PERZBORN,;
BERKOWITZ, 2013; PATEL et al., 2016).

A trombina € a principal enzima envolvida na formacdo, crescimento e
estabilizacdo de trombos. Medeia a conversdo de fibrinogénio em fibrina e as
ativacOes de plaquetas, fatores de coagulacao e do fator Xlll estabilizador do coagulo,
resultando na amplificagdo de sua propria formacédo (PERZBORN et al., 2010; PATEL
et al., 2016).

Em comparagdo com os inibidores de trombina, a inibicdo do FXa mostrou
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menor risco de sangramento, uma vez que 0 hivel de trombina pré-existente e a
ativacado e agregacao de plaquetas ndo sao afetados. Estudos pré-clinicos indicaram
que os inibidores do FXa tém janela terapéutica mais ampla do que os inibidores
diretos da trombina (PERZBORN et al., 2010; KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ,
2013; PATEL et al., 2016).

A atividade do FXa ligado ao coagulo foi resistente a inibicdo pela antitrombina,
sem necessidade de um cofator, demostrando a capacidade em inibir diretamente o
FXa associado ao coagulo, tornando a abordagem eficaz e altamente localizada para
a prevencao da formacéao, crescimento e estabilizacdo de trombos (PERZBORN et al.,
2010, 2011; MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011).

O FXa foi considerado um 6étimo alvo a ser pesquisado no processo de
desenvolvimento de anticoagulantes diretos orais, uma vez que para catalisar a
producado de mil moléculas de trombina é necessaria apenas uma molécula deste fator
(PERZBORN et al.,, 2010; TURPIE; ESMON, 2011; KUBITZA; PERZBORN;
BERKOWITZ, 2013; PATEL et al., 2016). Os inibidores do FXa se ligam diretamente
ao sitio ativo desse fator, bloqueando a atividade de coagulacéo, inibindo a geracéo
de trombina (LINDHOFF-LAST et al., 2010; BRANDAO et al., 2018).

3.6 RIVAROXABANA

A rivaroxabana foi o primeiro inibidor oral, de agéo direta no FXa, desenvolvido
e comercializado como composto sintético. Aprovada para uso clinico em varios
paises, com as primeiras investigacfes voltadas para prevencéo e tratamento de
distarbios tromboembdlicos em cirargias ortopédicas de grande porte. Os efeitos
farmacodindmicos e a previsibilidade farmacocinética foram demonstrados em
estudos pré-clinicos e posteriormente no decorrer dos estudos clinicos em individuos
sadios e pacientes, comprovando ser tdo eficaz quanto a terapia anticoagulante
padrao (MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011,
KREUTZ, 2012; KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013).

A RXA pertence a classe derivada da oxazolidinona, assim como o antibiético
linezolida. N&o apresenta grupamento béasico na ligagdo com a enzima FXa,
contribuindo para sua alta biodisponibilidade oral (ALI; NAWAL, 2010). Seu nome
quimico é (S)-5-cloro-N-{[2-0x0-3-[4-(3-0xomorfolin-4-il)feniljJoxazolidin-5-
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illmetil}tiofeno-2-carboxamida, possui formula molecular Ci9H1sCIN3OsS e peso
molecular de 435,85 g/mol (PERZBORN et al., 2010; MISSELWITZ; BERKOWITZ,
PERZBORN, 2011; MUECK et al., 2014). E molécula neutra ndo-ionizavel, com perfil
de solubilidade pH-independente (TAKACS-NOVAK et al., 2013); é ligeiramente
solivel em solventes organicos e praticamente insolivel em agua. A ligacdo as
proteinas plasmaticas varia entre as espécies e a albumina sérica é a principal
componente de ligagao circulante (PERZBORN et al., 2010; KREUTZ, 2012; MUECK
et al., 2014). No Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) € composto classe
2, apresentando baixa solubilidade e alta permeabilidade. Tem coeficiente de particao
octanol/agua (log P) de 1,5, e exibe lipofilicidade moderada, que reflete em sua

afinidade de baixa a moderada para os tecidos periféricos (MUECK et al., 2014).

3.6.1 Mecanismo de acéao

A RXA é inibidor de acdo direta, seletivo e reversivel do FXa, tendo inicio de
atividade rapido. Estudos cinéticos in vitro mostraram que a inibicdo do FXa humano
pela RXA foi competitiva (constante inibitoria 0,4 nmol/L) com seletividade 10 mil
vezes maior para o FXa, do que para outras serinoproteases. Inibe potentemente o
FXa, ligado ao complexo protrombinase e associado ao coagulo, prolongando assim
o tempo de coagulacdo. Em plasma humano, inibe a atividade do FXa enddgeno de
uma maneira dependente da concentracdo (PERZBORN et al., 2010, 2011,
MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013; MUECK et al., 2014). Nao afeta diretamente a
agregacdo plaquetaria induzida por trombina, ADP ou colageno, mas inibe
potentemente a agregacao plaquetaria induzida por FT de maneira indireta, inibindo a
geracdo de trombina (PERZBORN et al., 2010, 2011; MISSELWITZ; BERKOWITZ;
PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013;
MUECK et al., 2014).

Em contraste com os inibidores indiretos do FXa, a RXA n&o requer nenhum
cofator para exercer seu efeito anticoagulante. Ainda, aumenta a permeabilidade e
degradacédo do coagulo do sangue total, sem inibir a atividade das moléculas de
trombina preexistentes (PERZBORN et al., 2010, 2011; MISSELWITZ; BERKOWITZ;
PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013;
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MUECK et al., 2014). A trombina residual gerada parece ser suficiente para garantir a
hemostasia sistémica, pois tem alta afinidade pelos receptores de plaquetas e
quantidades minimas podem fornecer ativacdo plaquetaria suficiente, contribuindo
assim para uma relacéo eficacia e seguranca favoravel (PERZBORN et al., 2011).

Quando a RXA ¢€é administrada profilaticamente, apresenta efeitos
antitrombdticos consistentes em modelos tromboéticos venosos e arteriais em
camundongos, ratos e coelhos. O tempo de sangramento ndo aumentou
significativamente em doses antitromboticas eficazes testadas nesses modelos,
indicando uma boa relacao de eficacia e seguranca (PERZBORN et al., 2010, 2011,
MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; MUECK et al., 2014).

A RXA néo interfere com o sistema de proteina C ativada por trombina-
trombomodulina responséavel por regular a formacgao de trombina e consequentemente
a prevencao de formar trombos (PERZBORN et al., 2010, 2011; MISSELWITZ;
BERKOWITZ; PERZBORN, 2011).

3.6.2 Efeito bioldgico na coagulacéao

Como o FXa atua na juncdo das vias extrinseca e intrinseca da coagulacao, a
RXA como inibidora do FXa prolonga tanto o tempo de protrombina (TP) quanto o
tempo de trombloplastina parcialmente ativada (TTPa), de forma dependente da
concentracdo (ALl; NAWAL, 2010; PERZBORN et al., 2010; KREUTZ, 2012;
KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013). Os efeitos farmacolégicos observados
nos estudos pré-clinicos e confirmados nos ensaios clinicos, incluindo Fase Il em
larga escala, foram traduzidos em efic4cia clinica e nas indicacbes como prevencao e
tratamento de condi¢Bes tromboembdlicas (KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ,
2013).

A inibicdo méaxima do FXa ocorre aproximadamente em 3h (variando de 1 a 4
horas) ap0s a ingestdo e é mantida por cerca de 12h (ALl; NAWAL, 2010; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013). No entanto, TP e TTPa nao sao utilizados para
monitorar os efeitos bioldogicos da RXA na pratica clinica, uma vez que o
prolongamento destes parametros varia significativamente, dependendo de: ensaios
de coagulacao, reagentes e condic¢oes utilizadas (KREUTZ, 2012).

Concentragfes plasmaticas de RXA mais elevadas do que o esperado néo

indicaram um risco aumentado de complicacbes hemorragicas, mas podem sinalizar



36

a necessidade de vigilancia para o risco de sangramento (SAMAMA et al., 2013).

3.6.3 Farmacocinética

Os perfis farmacocinéticos da RXA, durante os estudos, em individuos
saudaveis e pacientes foram previsiveis e proporcionais a dose, demonstrando
seguranca e tolerabilidade em uma ampla faixa de dosagem (PERZBORN et al., 2010,
2011; MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA;
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013; MUECK et al., 2014). Embora a dosagem Unica de
RXA possa ter um bom desempenho, estudos clinicos com avalia¢ao farmacocinética
em pacientes sugerem grande variabilidade interindividual (EIKELBOOM et al., 2017,
XU; GE; JIANG, 2018); A variabilidade interindividual foi relatada como sendo da
ordem de 30 a 40% (PERZBORN et al., 2011; MUECK et al., 2014; O’'CONNOR;
KIERNAN; YAN, 2017; DUNOIS, 2021; NAKAGAWA et al., 2021; RAYMOND et al.,
2021).

A variabilidade intraindividual (entre 20% e 50%) foi dependente do tempo de
coleta da amostra e da populacdo estudada. A causa desta variabilidade ainda é
desconhecida e pode refletir diferencas na absor¢cdo ou metabolismo, interacbes
medicamentosas e outros fatores (SAMAMA et al., 2013; EIKELBOOM et al., 2017).

A associacdo entre exposicdo ao medicamento, sangramento e eventos
tromboembdlicos foi apontada como indicador para o ajuste de dose e consequente
melhora dos resultados clinicos (EIKELBOOM, 2017).

A RXA é rapidamente absorvida, atingindo a concentracao plasmatica maxima
(Cmax) entre 2 e 4 horas ap0s a administracdo oral em dose Unica ou multipla. A
biodisponibilidade oral para dose de 10 mg de RXA é de 80 a 100%, independente
das condicbes de jejum ou alimentacdo (PERZBORN et al., 2010, 2011,
MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013; MUECK et al., 2014). Em contrapartida, a
biodisponibilidade oral para a dose de 20 mg é de 66% em condi¢cbes de jejum. A
biodisponibilidade aproximou-se da totalidade quando um comprimido de 20 mg foi
administrado com alimentos, aumentando a area sob a curva (ASC) em 39% e a Cmax
em 76%, ao se comparar com a mesma dose em jejum (KUBITZA; PERZBORN,;
BERKOWITZ, 2013; STAMPFUSS et al., 2013; MUECK et al., 2014). A presenca de

alimentos atrasou em 1,25 horas o tempo para atingir a Cmax (ALI; NAWAL, 2010;
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STAMPFUSS et al., 2013). Esse efeito foi observado ndo apenas para comprimidos,
mas também para a suspensdo oral, indicando uma propriedade do farmaco,
independente da forma farmacéutica (STAMPFUSS et al., 2013). Embora a
administracdo de RXA com alimentos seja necessaria para as doses mais elevadas,
o conteudo da refeicdo (ALI; NAWAL, 2010; STAMPFUSS et al., 2013; MUECK et al.,
2014) e o horario ndo afetam a farmacocinética (ZHANG et al., 2017).

O efeito da alimentagdo para as doses maiores pode ser explicado como
resultado da solubilidade aquosa limitada por diminuicdo na absor¢do, além do pH
independente da RXA. Enquanto o tempo de residéncia intestinal parece ser suficiente
para a completa dissolucdo de até 10 mg, a taxa de dissolu¢éo in vivo é passo limitante
para a taxa de absorcdo, uma vez que foi observada a reducédo de Cmax e o atraso
do tempo para atingir a concentracdo maxima (Tmax) (STAMPFUSS et al., 2013; TAO
et al., 2022).

Cerca de 95% do farmaco esta ligado reversivelmente as proteinas
plasméticas, predominantemente a albumina impossibilitando sua retirada por diélise
(ALI; NAWAL, 2010; MUECK et al., 2014). O volume de distribuicdo (Vd) no estado
estacionario € de aproximadamente 50 litros, indicando sua afinidade de baixa a
moderada para os tecidos periféricos e distribuida principalmente no plasma
(KREUTZ, 2012; MUECK et al., 2014). Nao foi observado acumulo relevante apos
multiplas doses em individuos saudaveis. A RXA é distribuida de forma heterogénea
aos tecidos e 6rgaos e ndo penetra na barreira hematoencefalica, mas é capaz de
atravessar a placenta (MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ,
2012; MUECK et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2021).

Apés uma dose oral de rivaroxabana, 57% da dose sofre degradacao
metabolica e 43% é excretado como farmaco inalterado, sendo 36% pela urina e 7%
pelas fezes. A RXA é metabolizada pelas enzimas do citocromo P450 (CYP) e por
mecanismos independentes do CYP, sendo o CYP3A4 responsavel por 18% e
CYP2J2 por 14% da eliminacéo total. Além da biotransformacao oxidativa, a hidrolise
nao mediada por CYP das ligacbes amida é responsavel por 14%. Os metabdlitos
resultantes séo eliminados tanto por via renal quanto por via hepatobiliar. A excrecao
ocorre predominantemente pela via renal (66%) e em menor extensao (28%) pelas
vias fecal e biliar. Dos 36% da dose que sao eliminados como farmaco inalterado na
urina, a secrecao renal é responsavel por 30% e a filtracdo glomerular por 6%. Estudos

in vitro e in vivo mostraram que os transportadores envolvidos na secrecéo renal ativa
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de RXA sdo a glicoproteina P (P-gp do inglés P-glycoprotein) e a proteina de
resisténcia ao cancer de mama (BCRP do inglés Breast Cancer Resistance Protein)
(ALl; NAWAL, 2010; PERZBORN et al., 2010, 2011; MISSELWITZ; BERKOWITZ;
PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013;
MUECK; KUBITZA; BECKA, 2013; MUECK et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2021).

A RXA é um substrato da P-gp e BCRP (ALI; NAWAL, 2010; HARDER, 2014;
ASIC et al., 2018). Devido a RXA ser metabolizada via CYP3A4/5 e CYP2J2 e ser
substrato da P-gp e BCRP, 0 uso concomitante de medicamentos que afetam essas
vias sao passiveis de interferir na sua farmacocinética (PERZBORN et al., 2010, 2011;
MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013).

A RXA inalterada é o principal componente no plasma humano apds a
administracdo oral, sem a presenca de metabolitos farmacologicamente ativos e
significativamente importantes. Tem padréo farmacocinético do tipo bicompartimental,
com absorcao de primeira ordem e depuracao derivada do compartimento central. A
eliminagdo do plasma ocorre com uma meia-vida terminal de 5-9 h em individuos
jovens saudaveis e 11-13 h em idosos (PERZBORN et al., 2010, 2011; MISSELWITZ,
BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA; PERZBORN;
BERKOWITZ, 2013; MUECK et al.,, 2014). A depuracdo ou clearance (Cl) apés
administracd@o intravenosa em individuos saudaveis € de aproximadamente 10 L/h,
classificada como farmaco de baixa depuracdo, sem efeito de primeira passagem
relevante (MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; PERZBORN et al., 2011;
MUECK et al., 2014; ZDOVC et al., 2019). Levando em consideracéo a alta ligacéo as
proteinas plasmaticas, torna-se evidente a contribuicdo da secrecdo ativa para a
eliminagdo renal (MUECK; KUBITZA; BECKA, 2013). A Figura 2 resume a

farmacocinética da rivaroxabana em humanos.
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Figura 2 — Resumo da farmacocinética da rivaroxabana

Efeito 1* passagem: pouco

F% JJ: 10 mg = 80-100%
20 mg = 66%

57% dose: degradacdo metabdlica
-18% CYP 3A4

- 14% CYP 2J2

- 14% Independente CYP

- Sem metabdlitos ativos

95% proteinas plasmaticas
Vd: 50 L .
Baixa penetracdo em tecidos 43% dose: excretada inalterada

Variabilidade inter: 30-40% - 36% urina: - 30% secrfgio renal
- 6% filtracdo glomerular

- 1% fezes
CI: 10 L/h
tqs2: 5-13 horas

Fonte: autor (2023).
Legenda: F%: biodisponibilidade oral; JJ: condi¢cbes de jejum; Vd: volume de distribuicéo;
Cl: clearance; tu2: meia-vida de eliminagéo.

Os inibidores fortes do CYP3A4 e/ou da P-gp e/ou BCRP levaram a reducéo
da eliminacdo aumentando as concentracdes plasmaticas da RXA. Nao é
recomendada sua utilizacdo em pacientes recebendo essas classes de
medicamentos: antifingicos imidazoélicos, antirretrovirais e macrolideos. Indutores
fortes do CYP3A4 podem levar a concentracdes plasmaticas reduzidas de RXA e
devem ser coadministrados com cautela. A RXA né&o foi considerada inibidor e nem
indutor dessas vias metabolicas (ALI; NAWAL, 2010; PERZBORN et al., 2010, 2011,
MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013; MUECK; KUBITZA; BECKA, 2013). As interacdes
medicamentosas com a RXA foram extensivamente avaliadas em combinagdo com
diversos medicamentos, incluindo substratos, inibidores e indutores do CYP3A4 ou da
P-gp. Os resultados demonstraram que a combinagdo com esses agentes pode
aumentar as concentracdes plasmaticas de RXA in vivo, permanecendo a
recomendacdo de cautela quanto a coadministracdo (FERNANDEZ et al., 2021,
LENOIR et al., 2022; ZHAO et al., 2022).

A influéncia da funcgéo renal na eliminacdo da RXA foi considerada moderada,;

neste sentido nenhum ajuste de dose foi recomendado em casos de insuficiéncia renal
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leve ou moderada. No entanto, deve ser usada com cautela em pacientes com
insuficiéncia renal moderada recebendo concomitantemente outros medicamentos.
N&o é recomendado seu uso em pacientes com clearence de creatinina < 15 mL/ min
(ALl; NAWAL, 2010; KREUTZ, 2012; KUBITZA; PERZBORN; BERKOWITZ, 2013;
MUECK et al., 2014).

A insuficiéncia hepatica moderada esta associada a diminuicdo da eliminacao
de RXA, com aumento na ASC e efeitos esperados na atividade do FXa e em TP.
Consequentemente, a RXA foi contraindicada em pacientes com doencga hepatica
significativa, associada a coagulopatia, levando a risco de sangramento, clinicamente
relevante. Ha recomendacao de utilizagcdo com cautela em pacientes cirréticos, com
insuficiéncia hepética moderada, se ndo estiver associada a coagulopatia. Em
pacientes com outras doencas hepaticas ndo foi recomendado ajuste de dose (ALl
NAWAL, 2010; KREUTZ, 2012; MUECK et al., 2014).

A RXA mostrou baixa propensdo para interacfes medicamentosas com
naproxeno, acido acetilsalicilico e clopidogrel, porém o risco de sangramento quando
se combina anticoagulantes com antiagregantes plaquetarios pode aumentar.
Nenhuma interacdo farmacocinética clinicamente relevante foi demonstrada quando
da utilizacdo concomitante com atorvastatina, digoxina e midazolam (ALI; NAWAL,
2010; PERZBORN et al., 2010, 2011; MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN,
2011; KREUTZ, 2012). Os antiacidos e a ranitidina ndo afetaram os parametros
farmacocinéticos e efeitos farmacolégicos da RXA (ALl; NAWAL, 2010; PERZBORN
et al., 2010).

O risco aumentado de sangramento e a ocorréncia de eventos
tromboembdlicos, devido a coadministracdo com inibidores e indutores de CYP3A e
P-gp, respectivamente séo relatados cada vez mais na literatura. No entanto, dados
clinicamente relevantes do uso de RXA sobre interacbes medicamentosas e
concentracfes plasmaticas especificas que levariam as rea¢fes adversas ainda sao
escassos (FERNANDEZ et al., 2021; LENOIR et al., 2022).

No Brasil, assim como em outros paises, a RXA é apresentada comercialmente
em comprimidos de 2,5, 10, 15 e 20 mg e a dosagem depende da necessidade do
paciente. E indicada para prevencdo de eventos tromboembélicos, como acidente
vascular cerebral, infarto do miocardio e morte cardiovascular em pacientes adultos
com doenca arterial coronariana ou doenca arterial periférica sintomatica em alto risco

de eventos isquémicos. Ainda, indicada para prevencdo e tratamento de
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tromboembolismo venoso, trombose venosa profunda e embolia pulmonar em
pacientes adultos. E recomendada para prevencdo de acidente vascular cerebral e
embolia sisttmica em pacientes adultos com fibrilagdo atrial n&o-valvular que
apresente um ou mais fatores de risco, como insuficiéncia cardiaca congestiva,
hipertenséo, 75 anos de idade ou mais, diabetes mellitus, acidente vascular cerebral
ou ataque isquémico transitorio anteriores. Na populacéo pediatrica é usada para o
tratamento e prevencao de tromboembolismo venoso em criangas e adolescentes
com menos de 18 anos com peso igual ou superior a 30 kg apds o inicio do tratamento
padrao de anticoagulacdo (XARELTO, 2022).

3.7 MONITORAMENTO DOS INIBIDORES DIRETOS DO FATOR Xa

O uso dos anticoagulantes orais de acao direta cresceu exponencialmente na
tltima década; segundo dados da IQVIA (do inglés Quintiles e IMS Health, Inc.) aponta
o Xarelto®, nome comercial do medicamento de referéncia de RXA, como o de maior
crescimento em vendas no Brasil e no mundo, refletindo a incidéncia e prevaléncia
das DCVs (GUIA DA FARMACIA, 2019). Com seu uso cada vez maior, tornou-se
evidente que a avaliacdo dos niveis desse farmaco, por ensaios laboratoriais
confiaveis mostra-se necessaria em certos cenarios clinicos (GOSSELIN; GRANT;
ADCOCK, 2016; PLATTON; BOWLES; MACCALLUM, 2017; VOLOD et al., 2021).

Embora o monitoramento laboratorial de rotina e o ajuste da dose na terapia
com RXA ndo sejam mandatarios, com base nas informacdes farmacocinéticas e em
efeito biolégico disponiveis, a mensuracdo dos niveis do farmaco ou do efeito
anticoagulante pode ser util em situaces especificas. Destacam-se a vigilancia de
risco, como no inicio do tratamento, antes de procedimentos cirlirgicos ou invasivos,
durante a ocorréncia de eventos hemorragicos ou trombdéticos, no acumulo do farmaco
em tratamento a longo prazo abrangendo pacientes com peso corporal extremo,
insuficiéncia hepatica ou renal, nas interacdes medicamentosas, suspeita
sobredosagem ou sempre que a reversado imediata da coagulacéo for necessaria
(LINDHOFF-LAST et al., 2010, 2013; SAMAMA et al., 2013; TRIPODI, 2013; CUKER
et al., 2014; EIKELBOOM et al., 2017; SAMUELSON et al., 2017; DUNOIS, 2021;
VOLOD et al., 2021).

O ensaio ideal para monitorar as concentracbes dos anticoagulantes

clinicamente relevantes, depende da disponibilidade do teste no local de atendimento,
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do nivel de informacdo necessaria, podendo ser presenca ou concentracdo do
farmaco, sensibilidade e tempo de resposta do resultado (TRIPODI, 2013; CUKER et
al., 2014; EIKELBOOM et al., 2017; DUNOIS, 2021). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia é a técnica padréo ouro para 0 monitoramento terapéutico de medicamentos
pois determina a concentracao plasmatica de um farmaco. As técnicas de ensaio para
medir anticoagulantes incluem aquelas baseadas em coagulos como 0s ensaios
cromogénicos e imunoenzimaticos. A intensidade da coagulacdo ndo quantifica as
concentracfes plasmaticas de um anticoagulante. Pacientes com outras patologias
associadas aos eventos tromboembdlicos, podem sofrer interferéncia nos resultados
de seus exames de coagulacdo (LINDHOFF-LAST et al., 2010).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UHPLC-MS/MS do inglés Ultra-high performance liquid chromatography
tandem mass spectrometry) possui alto grau de especificidade e sensibilidade e é
considerada a técnica ideal para quantificar as concentracdes plasmaticas de RXA,
mas esse tipo de equipamento esté disponivel apenas em laboratérios de referéncia
ou de pesquisa e é impraticavel para uso clinico de rotina (CUKER et al., 2014;
SAMUELSON et al., 2017; DUNOIS, 2021).

Os ensaios cromogénicos estdo disponiveis comercialmente, mas ndo em
todos os laboratérios e hospitais. S0 mais caros que o0s testes coagulométricos
usuais e se mostraram sensiveis e especificos com medidas exatas e precisas.
Requerem o uso de calibradores contendo o farmaco em questdo e foram validados
através de comparacbes com os resultados de UHPLC-MS/MS. A avaliacdo das
concentracbes de RXA deve ser interpretada em relacdo ao momento da
administragdo do medicamento e as coletas das amostras, de acordo com o perfil
farmacocinético (LINDHOFF-LAST et al., 2010, 2013; SAMAMA et al., 2013).

Devido a RXA inibir diretamente a atividade do FXa e, a inibicdo estar
correlacionada com as concentracfes plasmaticas, 0s ensaios cromogénicos anti-
FXa, quando usados com calibradores e controles especificos, sdo capazes de medir
ampla faixa de concentracdo, cobrindo os niveis esperados apdés a dosagem
terapéutica. A extensdo da inibicdo do FXa é determinada medindo a capacidade do
anticoagulante de clivar um cromaoforo do substrato do FXa adicionado a amostra, a
mudanca de cor € inversamente proporcional a concentragcéo do farmaco (LINDHOFF-
LAST et al., 2010, 2013; SAMAMA et al., 2013; CUKER et al., 2014; SAMUELSON et
al., 2017; DUNOIS, 2021).
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O tempo de protrombina (TP) € um teste de coagulacdo amplamente disponivel
gue pode ser usado para medir a integridade das vias extrinseca e comum. Inibidores
ou deficiéncias de fatores de coagulacdo dentro dessas vias causam 0O seu
prolongamento (LINDHOFF-LAST et al., 2010, 2013). O prolongamento de TP se
correlaciona diretamente com as concentracdes plasmaticas de RXA; como a meia-
vida é relativamente curta, o prolongamento de TP é de curta duracdo também e se
altera ao longo do dia (LINDHOFF-LAST et al., 2010, 2013; VAN BLERK et al., 2015;
SAMUELSON et al., 2017). A presenca ou auséncia do efeito anticoagulante da RXA
pode ser confirmada ap0s a realizacdo de TP medido em segundos, desde que seja
utilizado reagente sensivel a este farmaco e, que o TP inicial do paciente tenha valores
incluidos em valores de referéncia (SAMAMA et al., 2013).

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) mede a formacdo de
coagulos de fibrina refletindo a ativacdo da via intrinseca e os resultados séo
expressos em segundos. Inibidores ou deficiéncias de fatores de coagulacdo nesta
via resultam no prolongamento do TTPa. A RXA inibe diretamente a atividade do FXa
e, consequentemente inibe a geracao de trombina, prolongando assim o TTPa. Da
mesma forma que o TP, o prolongamento de TTPa induzido pela RXA é de curta
duracdo, tem correlacdo com a concentracdo do farmaco no organismo e varia
significativamente entre os diferentes reagentes (LINDHOFF-LAST et al., 2010, 2013;
SAMAMA et al., 2013; SAMUELSON et al., 2017).

Os consensos internacionais sugerem que os laboratérios de andlises clinicas
conhecam a sensibilidade de seus ensaios ao anticoagulante de interesse e, portanto,
sejam capazes de direcionar a equipe clinica sobre a interpretacdo dos resultados
(TRIPODI, 2013; VOLOD et al., 2021). Embora os resultados destes ensaios nao
possam ser utilizados para indicar uma medida precisa, a utilizagdo para estimativas
clinicamente relevantes do estado de anticoagulacdo de um paciente poderia ser
recomendada (SAMAMA et al., 2013; VAN BLERK et al., 2015; SAMUELSON et al.,
2017; THOM et al., 2018; DUNOIS, 2021). Esses métodos tém alto rendimento e estao
disponiveis rotineiramente em todos os laboratorios clinicos e hospitalares, conferindo
um importante beneficio no caso de emergéncias para subsidiar decisbes médicas
(GOSSELIN; GRANT; ADCOCK, 2016; DUNOIS, 2021).

Embora o risco de sangramento n&o tenha sido avaliado em ensaios clinicos,
é importante para o conhecimento do clinico em procedimentos urgentes ou em casos

de risco de eventos adversos. Nenhuma recomendacdo baseada em evidéncias para



44

medicdo das concentracdes do farmaco, testes de coagulacdo, padronizacdo de
ensaios ou faixas terapéuticas foi claramente estabelecida para a RXA até o momento
(DUNOIS, 2021).

3.8 FATORES QUE INFLUENCIAM NA RESPOSTA AOS FARMACOS

E cada vez mais reconhecido que os individuos respondem de formas
diferentes aos medicamentos. Apesar da variabilidade na resposta ser bem
conhecida, sua causa nao esta totalmente estabelecida, mas é de grande importancia
tanto no desenvolvimento de novos medicamentos quanto na possivel retirada do
mercado ap0s a comercializagdo (ZHOU et al., 2018; ROLLINSON; TURNER;
PIRMOHAMED, 2020). As reac0es adversas a medicamentos (RAMS) representam
causas de morbidade e mortalidade, permanéncia hospitalar e custo econémico. Com
a otimizacao do regime terapéutico selecionado, a maioria das RAMs poderiam ser
evitdveis. Por outro lado, um elevado percentual de pacientes que seguem o0
tratamento farmacolégico sofrera falha terapéutica, devido a erros na escolha do
tratamento mais adequado ou no ajuste da dose (ROLLINSON; TURNER;
PIRMOHAMED, 2020; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2021).

A variabilidade interindividual na resposta ao medicamento pode ocorrer como
resultado de alteracBes moleculares em diversas proteinas envolvidas nos processos
farmacocinéticos e farmacodindmicos, como nas enzimas metabolizadoras,
transportadores, alvos e receptores de farmacos afetando o sucesso da
farmacoterapia (KOBAYASHI et al., 2005; IEIRI, 2012; JOHNSON; CAVALLARI, 2013;
GOUIN-THIBAULT et al., 2017; O'CONNOR; KIERNAN; YAN, 2017; HIRA; TERADA,
2018; TSENG et al., 2018; ROLLINSON; TURNER; PIRMOHAMED, 2020).

A maioria dos estudos sobre alteracbes moleculares enfocou o impacto dos
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs do inglés Single Nucleotide Polimorphism)
na expressao e funcao dessas proteinas, que € uma forma de variacdo genética
bastante comum. Os SNPs sao diferencas em um nucleotideo que é substituido por
outro ao longo da sequéncia do DNA (KOBAYASHI et al., 2005; KATSONIS et al.,
2014; HIRA; TERADA, 2018; ROLLINSON; TURNER; PIRMOHAMED, 2020;
SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2021).

A farmacogenética estuda a relacdo entre os polimorfismos genéticos e a

variabilidade interindividual na resposta aos farmacos. Seu objetivo é usar as
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informacdes genotipicas dos pacientes para aumentar a eficacia e seguranca dos
tratamentos aplicando seu conceito na pratica clinica e possibilitando a
implementagcédo da medicina personalizada (LEE et al., 2013; O'CONNOR; KIERNAN;
YAN, 2017; TSENG et al., 2018; ROLLINSON; TURNER; PIRMOHAMED, 2020;
SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2021). O termo medicina de precisédo tem sido
cada vez mais usado para incluir o uso de informacgdes genéticas a fim de desenvolver
um plano de tratamento individualizado baseado na variabilidade pois reconhece que
cada individuo é Unico e que ndo existe uma resposta uniforme ao tratamento
(CAVALLARI; SHIN; PERERA, 2011; JOHNSON; CAVALLARI, 2013; O’'CONNOR;
KIERNAN; YAN, 2017; ASIC et al., 2018; HIRA; TERADA, 2018; ROLLINSON;
TURNER; PIRMOHAMED, 2020; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2021).

Por meio de testes especificos € possivel prever como determinado paciente
responde a um tratamento, permitindo ao clinico a escolha do medicamento mais
adequado, bem como sua dose e duracdo do efeito. Com o desenvolvimento de
técnicas moleculares de alto rendimento, o numero de biomarcadores
farmacogenéticos descritos cresceu exponencialmente (O’'CONNOR; KIERNAN;
YAN, 2017; TSENG et al., 2018; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2021).

Os polimorfismos que afetam a farmacocinética e/ou efeitos biolégicos dos
farmacos, seja por alteracdo da expressdo da atividade nos locais de ligacdo do
farmaco, por afetarem a estabilidade do RNA mensageiro ou por modificarem a
estrutura fisica das proteinas codificadas, tém como consequéncia a reducao ou
aumento da atividade proteica. A variavel farmacocinética mais utilizada neste tipo de
estudo € a area sob a curva em funcéo do tempo. A ASC é uma medida quantitativa
da exposicao do organismo a uma substancia ativa e representa uma boa ferramenta
para comparar perfis farmacocinéticos. Além disso, esta relacionada a eficacia
terapéutica e a toxicidade (KATSONIS et al., 2014).

No entanto, séo varias as razdes para a dificuldade de implementacao clinica
da farmacogenética (O'CONNOR; KIERNAN; YAN, 2017; TSENG et al.,, 2018;
ROLLINSON; TURNER; PIRMOHAMED, 2020; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES,
2021). A complexidade de algumas doencas e das variagbes dos genes e 0S custos
associados, podem tornar potenciais barreiras de incorporacdo da farmacogenética
como pratica habitual no diagnéstico e tratamento (O'CONNOR; KIERNAN; YAN,
2017; TSENG et al., 2018; ROLLINSON; TURNER; PIRMOHAMED, 2020).

Tanto a US-FDA (do inglés United States Food Drug Administration) quanto a
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EMA (do inglés European Medicines Agency) incorporaram informacdes sobre
farmacogenética nas bulas de medicamentos registrados e comercializados, com
diferentes niveis de evidéncia, sendo acessiveis a pacientes e profissionais de saude
(ROLLINSON; TURNER; PIRMOHAMED, 2020).

3.9 FARMACOGENETICA E OS ANTICOGULANTES ORAIS DIRETOS

A escolha do anticoagulante com eficacia e seguranca na terapia é uma tarefa
dificil, pois a variabilidade pode estar relacionada a polimorfismos de genes que
codificam as proteinas responsaveis pela ativacao, transporte e/ou metabolismo dos
AODs (BAKER; CHAMBERLIN, 2014; RAYMOND et al., 2021; SHNAYDER et al.,
2021).

A pesquisa farmacogenética na éarea de anticoagulacdo €é baseada
principalmente em estudos de associacdo genémica ampla que tém o objetivo de
conectar variantes genéticas, como os biomarcadores SNPs, a um fenétipo especifico
expresso pelo paciente (ASIC et al., 2018; CULLELL et al., 2018; KANURI; KREUTZ,
2019). Dada a indisponibilidade de parametros de monitoramento de rotina com esses
agentes, os protocolos de medicina de precisdo sao desejados, mas sdo poucos 0s
dados publicados (CAVALLARI; SHIN; PERERA, 2011; CULLELL et al., 2018; HIRA;
TERADA, 2018; RAYMOND et al., 2021).

Além do polimorfismo do CYP, o polimorfismo para transportadores, como a P-
gp e a BCRP que demonstraram ter um papel chave na regulacdo dos niveis
sanguineos dos AODs, estdo cada vez mais reconhecidos do ponto de vista
farmacogénico (IEIRI, 2012; O’'CONNOR; KIERNAN; YAN, 2017; ASIC et al., 2018).
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3.10 POLIMORFISMO DE ENZIMAS METABOLIZADORAS

3.10.1 CYP 3A4 e CYP 3A5

O citocromo P450 (CYP) sdo hemeproteinas localizadas principalmente na
superficie do reticulo endoplasmatico, a expressao hepatica e em epitélio intestinal é
abundante. As enzimas CYP de 1 a 3 sdo responsaveis por cerca de 75% a 80% do
metabolismo de farmacos na Fase | (SEVRIOUKOVA; POULOS, 2013; ZANGER,;
SCHWAB, 2013).

Os genes CYP3A4 e CYP3A5 compartilham grande homologia na sequéncia
de aminoécidos, razdo pela qual tém especificidade para substratos semelhantes.
Portanto, alguns medicamentos metabolizados por CYP3A4, como a RXA, também
sdo parcialmente metabolizados por CYP3A5, embora esse Ultimo seja minoritario
(LEE et al., 2013; SAIZ-RODRIGUEZ et al., 2020).

Foi demonstrado que as enzimas CYP apresentaram variagcdo genética entre
os individuos, com deficiéncias ocorrendo em 1 a 30% das populacdes dependendo
da etnia (LEE et al.,, 2013), o que pode alterar a atividade catalitica da enzima
(SEVRIOUKOVA; POULOS, 2013; ZANGER; SCHWAB, 2013). Porém, foi estimado
gue a sua contribuicdo para a variabilidade interindividual seja baixa mas nao é
irrelevante na resposta atipica para alguns medicamentos (SAIZ-RODRIGUEZ et al.,
2020).

Sychev et al., (2018) demonstraram que a atividade do CYP3A4 n&o tem
influéncia na eficacia do tratamento da RXA, mas afetaram as concentraces maximas
e minimas desse farmaco. Os autores afirmaram que o CYP3A4 desempenha o papel
principal no metabolismo da RXA pois h& correlagdo entre a atividade da enzima e a
concentragdo do farmaco. O que contradiz os achados recentes publicados por Zhao
et al., (2022), os quais encontraram o CYP2J2 como a isoforma dominante no
metabolismo da RXA.

Nakagawa et al., (2021) avaliaram o impacto do SNP relacionado ao CYP3A5*3
nas concentragdes plasmaticas minimas de RXA e ndo encontraram influéncia dessa
variante. Embora o CYP3A4*22 esteja associado a atividade reduzida da enzima, os
autores optaram por nao avaliar esse polimorfismo devido a estudos anteriores néo
reportarem esse alelo na populagéo japonesa.

Lenoir et al., (2022) investigaram o impacto dos gendtipos e fendétipos CYP3A
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e P-gp nas concentracdes sanguineas de RXA em pacientes hospitalizados em uso
dessa medicacdo. Os pacientes foram classificados em metabolizadores lentos,
intermediarios, normais ou extensivos e ultrarrdpidos. Ndo foram encontrados

impactos relevantes dos fenotipos e gendtipos na exposicdo a RXA.

3.10.2CYP2J2

O CYP2J2 é expresso em niveis elevados no coracédo, especialmente em
midcitos cardiacos e em células endoteliais, e em niveis mais baixos nos pulmdes,
trato gastrointestinal e pancreas, bem como em regides cerebrais (BERLIN et al.,
2011; XU et al., 2013; ZANGER; SCHWAB, 2013; ZHANG et al., 2016). Esta envolvido
no metabolismo de Fase | de varias substancias exdgenas com ampla diversidade
estrutural e algumas compartilhadas com o CYP3A4 (BERLIN et al., 2011; XU et al.,
2013; ZHANG et al., 2016; SOLANKI et al., 2018; SHNAYDER et al., 2021).

Nakagawa et al., (2021) relataram que o polimorfismo CYP2J2*7 néo
influenciou significativamente a concentracdo plasméatica minima de RXA em estudo
de dose mudltipla.

Zhao et al., (2022) compararam as contribuicbes dos CYP3A4 e CYP2J2 no
metabolismo da RXA. Os pesquisadores desse trabalho identificaram em seus
estudos a predominancia do CYP2J2 na hidroxilagdo da RXA com contribuicdo de
41,1%, superior a de 27,3% do CYP3A4. Os autores sugerem que o CYP2J2 pode
estar intimamente relacionado a seguranca da RXA, apesar de ser uma isoforma

menos abundante no metabolismo de farmacos, inferior a 1%.

3.11 POLIMORFISMO DE TRANSPORTADORES

Os transportadores de membrana sédo proteinas responsaveis pela absorcéo,
distribuicio e eliminacdo de substancias endogenas e xenobioticos. Os
transportadores de cassete de ligagdo de ATP (ABC do inglés ATP-binding cassette)
sdo membros de uma familia de proteinas capazes de realizar o influxo e efluxo de
substratos através da membrana celular com gasto de energia. Assim como nas
enzimas metabolizadoras, os polimorfismos de ocorréncia natural também foram
reconhecidos em genes transportadores ABC (IEIRI, 2012; MCLEAN; WILSON; KIM,
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2016; CHEN et al., 2019).

Os transportadores ABC séo expressos na maioria dos tecidos em humanos e
desempenham papéis protetores de reducdo da absorcdo do farmaco pelo trato
gastrointestinal, aumento da eliminacdo na bile e urina e impedimento da entrada de
substancias no sistema nervoso central e na placenta (IEIRI, 2012; GONG; MANSELL;
KIM, 2013; MCLEAN; WILSON; KIM, 2016; CHEN et al., 2019). Polimorfismos
genéticos podem alterar a funcdo dos transportadores e configurar mudancas nos
perfis farmacocinéticos de farmacos que séo seus substratos (IEIRI, 2012; MCLEAN;
WILSON; KIM, 2016; SENNESAEL et al., 2018). A RXA é substrato da P-gp e BCRP,
as quais pertencem a familia dos transportadores ABC (IEIRI, 2012; GONG;
MANSELL; KIM, 2013; SENNESAEL et al., 2018).

3.11.1 Glicoproteina P (P-gp)

O gene ABCB1 codifica a P-gp que € membro da superfamilia de
transportadores ABC que utilizam a energia de ligacdo e hidrolise do ATP para
transportar substratos através das membranas celulares (CAVALLARI; SHIN;
PERERA, 2011; IEIRI, 2012). Diversos SNPs foram identificados em éxons e regido
promotora, os mesmos foram associados a alteracdo farmacocinética de seus
substratos (HOFFMEYER et al., 2000; CAVALLARI; SHIN; PERERA, 2011).

A atividade da P-gp no controle do transporte de farmaco depende do nivel de
expressdo do gene que controla a quantidade de proteina que é sintetizada, da sua
funcionalidade que determina quais sdo os substratos reconhecidos e transportados
e com que eficiéncia. Muitos farmacos séo substratos da P-gp, portanto o grau de
expressdo e a funcionalidade do produto do gene podem afetar diretamente a
farmacocinética de tais substancias (HOFFMEYER et al., 2000; IEIRI, 2012), mas nem
todos os substratos sédo afetados (MCLEAN; WILSON; KIM, 2016).

A P-gp é expressa no epitélio do intestino delgado e grosso, glandula supra-
renal, placenta, rins, figado, pancreas e células endoteliais capilares do encéfalo e
dos testiculos. Ha uma sobreposicado na especificidade do substrato e na distribuigcao
tecidual entre a P-gp e os CYPs 3A4 /5 (IEIRI, 2012).

A expressao de ABCB1 na membrana apical dos enterdcitos limita a absor¢ao,
enquanto sua localizagdo na membrana luminal dos hepatocitos e células tubulares

renais aumenta a excrecao biliar e renal, respectivamente. Em pacientes em uso de
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RXA, a expressdao da proteina ABCB1 nas células tubulares renais parece ser
importante, uma vez que mais de um ter¢co da dose € eliminada inalterada na urina
(SENNESAEL et al., 2018).

Gong; Mansell; Kim, (2013) demonstraram que a depuracdo de RXA foi
significativamente reduzida em camundongos knockout, sem as expressdes dos
genes ABCB1 e ABCG2.

Lorenzini et al., (2016) descreveram um caso de hemorragia em um paciente
tratado com RXA. A presenga homozigédtica dos alelos variantes ABCB1 2677-3435
(T/T) poderiam ter contribuido para a alteracéo na eliminacdo do farmaco e o aumento
do risco de complicacbes hemorragicas. O que estd de acordo com os resultados
destacados por Raymond et al., (2021) onde foram encontradas Cmax e ASC mais
elevadas para esses genétipos homozigéticos. Esta observacdo contradiz com 0s
resultados de Sychev et al., (2019) que nao encontraram diferencas significativas na
Cmax de RXA no estado de equilibrio entre haplétipos mutantes e haplotipos
selvagens do gene ABCB1. Resultados semelhantes foram publicados por Sennesael
et al., (2018), mostrando que as variagdes nos SNPs 1236 C>T, 2677 G>T, 3435 C>T
e 1199 G>A do gene ABCB1 nao afetaram significativamente o acumulo intracelular
de RXA em comparacdo com o tipo selvagem e que provavelmente ndo contribuem
para a variabilidade interindividual de RXA.

Participantes de pesquisa saudaveis foram genotipados em um estudo de
Gouin-Thibault et al., (2013) para os dois SNPs 2677 G>T e 3435 C>T mais
estudados. Os resultados ndo mostraram aumento estatisticamente significativo nas
Cmax e ASC de RXA e ndo puderam ser consideradas como determinantes da
variabilidade individual na farmacocinética desse farmaco. Nakagawa et al., (2021)
investigaram o impacto dos trés SNPs 1236 C>T, 2677 G>T, 3435 C>T e nao
encontram resultado significativo nas concentra¢cdes minimas de RXA concluindo que
esses gendtipos de ABCB1 nédo contribuem para a variabilidade interindividual da
RXA.

Zdovc et al., (2019) foram os primeiros a observar diminuigdo na expresséo do
ABCB1 apo0s a cirurgia ortopédica, demonstrando uma correlagdo positiva entre a
expressdo do gene e a depuragdo de RXA. O que esta de acordo com publicacdes
sobre o envolvimento da P-gp na farmacocinética de RXA, mas a influéncia do
polimorfismo na variabilidade do farmaco foi inconclusiva, consistente com os estudos

anteriormente citados. A expressao de proteinas transportadoras de RXA pode ser
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influenciada por SNPs do gene ABCB1, mas as informacdes sobre seu significado
clinico ainda sao inconsistentes (SHNAYDER et al.,, 2021). No entanto, ndo ha
consenso sobre as consequéncias funcionais desses polimorfismos na funcao da P-
gp (NAKAGAWA et al., 2021; RAYMOND et al., 2021).

Lenoir et al., (2022) investigaram interacdes genotipicas em SNPs de interesse
para ABCBL1 e concluiram que a atividade fenotipica da P-gp afeta a exposicdo a RXA,
mais do que polimorfismos e poderia ser relevante na exposi¢ao para o ajuste de dose.
Os pesquisadores mencionaram o fato da RXA ser também um substrato da BCRP
codificada pelo gene ABCG2 e sugeriram a medicdo da expressao dessa proteina ou

avaliacao por genotipagem a fim de complementar as descobertas sobre o impacto

dos polimorfismos.

3.11.2 Proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP)

Em contraste com outros transportadores ABC, a BCRP tem apenas uma
regido de ligacdo ao ATP, sendo considerada meio-transportador e pode formar um

homodimero ao atuar no transporte de farmacos (FIGURA 3) (CHEN, et al., 2019).

Figura 3 - Estrutura da proteina ABCG2 contendo seis dominios transmembranicos e

regido de ligacdo do ATP onde se localiza o polimorfismo estudado 421
C>A (Q141K)
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Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2019

Legenda: NH2: porcdo amino terminal; COOH: porcéo carboxi terminal; Q141K: polimorfismo do gene
estudado; ATP: adenosina trifosfato
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Igualmente denominada ABCG2, a BCRP é o0 segundo membro da subfamilia
G dentro da superfamilia de transportadores humanos ABC, (MAO; UNADKAT, 2015;
HIRA; TERADA, 2018; CHEN, et al., 2019). A BCRP transporta moléculas polares
enddgenas e naturais, ions organicos conjugados, além de quimioterapicos. E um
transportador de substrato com sobreposicdo consideravel, mas ndo completa com a
P-gp (IEIRI, 2012; MAO; UNADKAT, 2015; MCLEAN; WILSON; KIM, 2016; HIRA,
TERADA, 2018).

A BCRP é expressa nas membranas celulares apicais do trato gastrintestinal,
figado, rins, sistema nervoso central, tecido mamario, testiculos, ovarios, glandulas
adrenais e placenta como mostra a Figura 4 (MAO; UNADKAT, 2015; FOHNER et al.,
2017; HIRA; TERADA, 2018; CHEN et al., 2019).
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Figura 4 — BCRP humana localizada apicalmente nas membranas celulares como as
células epiteliais do intestino delgado (a), dominio canicular dos hepatécitos
no figado (b), células dos tubulos renais (c), sinciciotrofoblastos na placenta
(d) e células endoteliais (e)

a) Epitélio intestinal b) Hepatdcitos do figado ¢) Tabulos renais
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Fonte: Adaptada de CHEN et al., 2019.
Legenda: BCRP: proetina de resisténcia ao cancer de mama (do inglés Breast Cancer
Resistance Protein).

Devido a sua ampla distribuicdo, possui importantes funcdes na protecao de
tecidos e células contra xenobio6ticos e na manutencao da homeostase de substratos
fisiol6gicos. No trato gastrintestinal é expressa em niveis elevados, principalmente no
intestino delgado, limitando a absor¢cédo oral de substratos; também é expressa na
membrana canalicular hepética e, portanto, pode contribuir para a excrecao biliar de
medicamentos. Nos rins, esta localizada nas membranas da borda em escova nos
tubulos proximais, sugerindo um potencial envolvimento na secrecdo renal de
substéancias (IEIRI, 2012; MAO; UNADKAT, 2015; HIRA; TERADA, 2018).

O gene ABCG2 que codifica a BCRP consiste em 16 éxons e 15 introns e esta
localizado no cromossomo 4 na posi¢ao 4g22.1, codificando proteina de membrana
de 72 kDa composta por 655 aminoacidos (MAO; UNADKAT, 2015; FOHNER et al.,
2017; HIRA; TERADA, 2018). Alguns SNPs foram identificados no gene ABCG2,
resultando em altera¢des sinGnimas e ndo sinbnimas. As variantes mais comuns e

amplamente estudadas sdo 34 G>A (rs2231137), que resulta em substituicdo do
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aminoéacido valina em metionina na posicdo 12; localizada no éxon 2 e néo afeta a
expressado, localizacdo e funcdo da BCRP. A variante ndo sinbnima 421 C>A
(rs2231142) no éxon 5, resultando em alteracdo do aminoacido glutamina para lisina,
também conhecida como Q141K (IEIRI, 2012; MAO; UNADKAT, 2015; MCLEAN;
WILSON; KIM, 2016; FOHNER et al., 2017; HIRA; TERADA, 2018). Essa variante
reduz a expressao da proteina e exibe atividade de efluxo mais baixa, podendo afetar
a farmacocinética, eficacia e toxicidade de compostos que séo seus substratos (IEIRI,
2012; MAO; NADKAT, 2015; MCLEAN; WILSON; KIM, 2016; FOHNER et al., 2017,
O’CONNOR; KIERNAN; YAN, 2017; HIRA; TERADA, 2018; SHNAYDER et al., 2021).

O gene ABCG2 ¢é importante mediador do transporte de farmacos no intestino
e no tubulo renal e as suas variantes genéticas implicam em transporte reduzido de
seus substratos (IEIRI, 2012; O’'CONNOR; KIERNAN; YAN, 2017; SHNAYDER et al.,
2021). O SNP rs2231142 tem frequéncia alélica maior que 10% na populacao global,
sendo mais alta em asiaticos (FOHNER et al., 2017; HIRA; TERADA, 2018;
SENNESAEL et al., 2018; CHEN et al., 2019). De acordo com os dados do projeto
1000 genomas, a frequéncia de rs2231142 é de 29,1% e 9,7% no leste e sul asiaticos,
respectivamente. A frequéncia do alelo menor foi de 14,1% para 0s nativos
americanos, 6,1% europeus e 1,3% afriacanos. Assim, esse SNP com ampla
variabilidade étnica, é considerado o polimorfismo mais importante clinicamente
(FOHNER et al., 2017; HIRA; TERADA, 2018; SENNESAEL et al., 2018; CHEN et al.,
2019).

Em modelos de camundongos knockout, a auséncia desse gene foi associada
a diminuicao significativa da depuracao de RXA (IEIRI, 2012; O'CONNOR; KIERNAN;
YAN, 2017; SHNAYDER et al., 2021). Nakagawa et al., (2021) investigaram o impacto
do polimorfismo 421 C>A em concentracfes de RXA, para pacientes com fibrilagédo
atrial. Os resultados das frequéncias absolutas obtidas foram 421 C>A (C/C:.C/A:A/A)
45:37:4, mas sem correlacdes entre o0 gene ABCG2 e o farmaco em questéo.

Estudos farmacogenéticos mostraram que os valores de ASC, ap6s a
administracdo oral de farmacos que sdo substratos BCRP, sédo significativamente
maiores em individuos homozigotos para o polimorfismo 421AA do que em individuos
do tipo selvagem 421CC. A atividade de transporte intestinal de BCRP in vivo é
aproximadamente 23% maior em individuos homozigotos para o alelo A do que nos
individuos homozigotos C (FOHNER et al., 2017).

No geral, o impacto deste SNP na farmacocinética parece depender do
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medicamento avaliado, do genoétipo que os individuos carregam e da via de
administracdo (IEIRI, 2012; MAO; UNADKAT, 2015). Autores sugeriram a
possibilidade da BCRP ser o principal transportador compensatorio para a RXA,
quando o outro transportador € inibido (GONG; MANSELL; KIM, 2013; SENNESAEL
et al., 2018; SHNAYDER et al., 2021).
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4 CASUISTICA E METODOS

Este projeto foi desenvolvido em parceria entre o Instituto Claudia Marques de
Pesquisa e Desenvolvimento (ICMP&D) e a Universidade Federal de Alfenas

(UNIFAL-MG), com recursos provenientes de ambas as institui¢des.

4.1 ETAPA CLINICA DE BIOEQUIVALENCIA

4.1.1 Populagé&o do estudo

Foram selecionados 120 participantes de pesquisa, adultos, sadios de ambos
0S sexos para participarem de dois estudos de bioequivaléncia com o farmaco RXA,
divididos em grupos, balanceados por género e nimero. Os estudos em condic¢des de
jejum (n = 60) e pés-prandial (n = 60) foram realizados pelo ICMP&D. Nao houve
restricbes de grupos étnicos. Todos os participantes da pesquisa que forneceram seu
consentimento livre e informado para os estudos de bioequivaléncia, também o

fizeram para o estudo farmacogenético.

4.1.2 Célculo amostral

O célculo do tamanho da amostra é parte do planejamento para elaboracao dos
protocolos dos estudos de bioequivaléncia. O nimero de participantes de pesquisa
depende do poder do teste, minimo de 80% (1 — B = 0,8) e do nivel de significancia
de 5% (a = 0,05). Além, da variabilidade intraindividual expressa pelo coeficiente de
variacdo (CV%) do medicamento de referéncia e da diferenca esperada entre as duas
médias (8) (LIU; CHOW, 1992; CHOW; WANG, 2001; BRASIL, 2003). Em estudos de
bioequivaléncia as hipéteses: nula (Ho) e alternativa (H1) sdo definidas como néo
bioequivaléncia versus bioequivaléncia, respectivamente. O poder do teste € a
probabilidade de rejeitar a hipétese nula quando ela ndo é verdadeira, ou seja 1-B.

A variabilidade dos parametros farmacocinéticos reportada para a RXA é de
um CV > 30% (SAMAMA et al., 2013; EIKELBOOM et al., 2017).

Considerando a regra de 20% de diferenca entre as formulacdes, com A = 0,2

MR, para alcangar um poder de (1-B) com nivel de significancia a, o tamanho da
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amostra para cada sequéncia é calculado considerando uma diferenca entre as
formulacdes igual a zero:
8=0,
n 2 [t(a, 2n-2) + t(B/2, 2n-2)]? (CV/20)? (1)
onde a = nivel de significancia (5%); CV = coeficiente de variagao intraindividual do
farmaco; B = 0,2; t representa o valor critico da distribuicdo t de Student. O grau de
liberdade (2n-2) na férmula é desconhecido por isso € necesséario um procedimento
iterativo para obter o valor de n (LIU; CHOW, 1992; CHOW; WANG, 2001; BRASIL,
2003). O total de voluntarios necessarios para um desenho cruzado 2x4 é de N = 4n.
Visando garantir maior confiabilidade dos resultados estatisticos, além de
avaliar a possivel taxa de desisténcia para o estudo, é aconselhavel considerar o
poder do teste, para os calculos de determinacdo do niumero de voluntarios como
90%. O total de sessenta participantes de pesquisa (n = 60) sadios de ambos os sexos
(30 homens e 30 mulheres) pareceu ser suficiente para que a hipotese nula de nao

bioequivaléncia (Ho), pudesse ser rejeitada com poder minimo de 80%.

4.1.3 Considerac0es éticas

Os protocolos de pesquisa dos estudos de bioequivaléncia foram elaborados
pelo Pesquisador Principal do ICMP&D (Alessandra Ferreira dos Santos) e
conduzidos sob responsabilidade da mesma, perante a ANVISA e Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEP). Os estudos estavam de acordo com as Boas
Praticas Clinicas e as resolu¢cdes do Conselho Nacional de Saude envolvendo seres
humanos, com os principios éticos estabelecidos nacional e internacionalmente; além
das normativas publicadas pela ANVISA com as diretrizes para bioequivaléncia.

O projeto de pesquisa contendo os protocolos experimentais e os Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLESs) foram submetidos a apreciagao pelo CEP
da Universidade do Vale do Sapucai credenciado pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP). O estudo em jejum possui numero de aprovacéo 3.345.664
(Anexo A) e CAAE: 13048819.5.0000.5102 e o estudo pés-prandial foi aprovado sob
namero 3.446.466 (Anexo B) e CAAE: 16583119.7.0000.5102.
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4.1.4 Recrutamento e selecéo

Os interessados em participar dos estudos passaram por processo de
recrutamento, para o qual assinaram o Termo de Recrutamento (Anexo C), apés
esclarecimento inicial sobre como sdo conduzidas as pesquisas envolvendo
medicamentos e seres humanos. Nesta etapa, os voluntarios foram conduzidos para
a avaliagdo dos sinais vitais e verificacdo dos dados antropométricos.
Sequencialmente, passaram por consulta médica para obtencéo do historico clinico e
exame fisico. Nao havendo violacdo dos critérios de inclusdo e nao inclusdo os
voluntarios foram encaminhados para realizacdo de eletrocardiograma (ECG) e
exames laboratoriais, conforme Quadro 1. Apds recebimento e avaliagdo dos
resultados, os voluntarios foram informados quanto a sua aptiddo para participacao
ou ndo nos estudos. Em caso de ndo apto foram fornecidas as informacdes
pertinentes para cada um deles.

ApGs aprovacao nas condutas acima mencionadas e considerados higidos para
a participacdo em estudos de bioequivaléncia, os participantes receberam explanacéo
da natureza e objetivos dos estudos. Foram esclarecidas todas as duvidas e os TCLEs

(Anexos D e E) foram assinados antes do inicio dos estudos, no dia da internacao.
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Quadro 1 — Exames clinico laboratoriais vinculados ao processo de selecdo dos
voluntarios

Categoria Exames
ECG Eletrocardiograma com doze derivacfes

Heméacias, hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos totais,

Hemograma completo promieldcitos, mielécitos, metamielocitos, bastdes,

segmentados, eosindfilos, basdfilos, linfocitos,
linfécitos atipicos, mondcitos, plaguetas
Coagulograma TP e TTPa

Glicose basal, ureia, creatinina, clearance de
creatinina, bilirrubina total e fracdes, proteina total e
Andalise bioquimica fracbes, fosfatase alcalina, aspartato amino
transferase, alanina amino transferase, colesterol total,
triglicérides e &cido urico

Urina 1 Elementos anormais do sedimento: exame fisico-
guimico e sedimentoscopia

Hepatite B: HbsAg; anti-HBC IgG; anti-HBC IgM;
Hepatite C: anti-HCV; HIV 1 e 2 pesquisa de antigeno
e anticorpos

Beta HCG quantitativo para mulheres

Sorologia

Fonte: Autor (2022).

Legenda: ECG: eletrocardiograma; TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial
ativada; HbsAg: antigeno de superficie da hepatite B; anti-HBC: anticorpo contra o antigeno
do core viral; IgG: imunoglobulina G; IgM: imunoglobulina M; HCV: virus da hepatite C; HIV:
virus da imunodeficiéncia humana; HCG: hormdnio gonadotrofico coribnico.

Complementarmente aos exames laboratoriais recomendados no arcabouco
legal brasileiro, relacionado a estudos de bioequivaléncia, no caso especifico da RXA,
€ necessaria a analise de TP e TTPa, no momento da sele¢cdo de voluntarios. Ainda,
somente podem ser incluidos nos estudos participantes de pesquisa em que 0O

clearance de creatinina for > 50 mL/min, a fim de evitar sangramento.

4.1.5 Critérios de inclusao

Os seguintes critérios tiveram que ser satisfeitos para a inclusdo dos
voluntérios:
-Voluntérios de ambos 0s sexos com idade acima de 18 anos;
-As mulheres néo poderiam estar gravidas e nem em regime de amamentacao;
-Os voluntéarios deveriam ter seu indice de massa corporal (IMC) entre 18,5 e 30
Kg/m?;

-Deveriam apresentar boas condigcbes de salde ou sem doencas clinicamente
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significativas, a juizo médico, de acordo com as regras definidas no protocolo, e
avaliacdes a que foram submetidos como histéria clinica, sinais vitais, exame fisico,
ECG e exames laboratoriais;

-Capazes de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os riscos e
eventos adversos e com intencdo de cooperar com o pesquisador e agir de acordo
com o0s requerimentos de todo o estudo, o que vem a ser confirmado mediante a

assinatura do TCLE.

4.1.6 Critérios de nao incluséao

Em resposta positiva a qualquer um dos seguintes critérios os voluntarios nao
poderiam ser incluidos no estudo:
- Hipersensibilidade conhecida a RXA ou a compostos quimicamente relacionados ou
a componentes da formulacgéo;
- Historia médica ou presenca de doencas hepaticas ou gastrointestinais ou outra
condicdo que interferisse na farmacocinética da RXA;
- Uso eventual, regular ou terapia de manutencédo com qualquer medicamento, exceto
anticoncepcionais;
- Resultados dos exames clinicos e laboratoriais com alteragBes clinicamente
significativas;
- Histéria de abuso de drogas e/ou consumo expressivo de alcool;
- Doacao ou perda de sangue ou condi¢cbes que apresentem risco de sangramento
aumentado;
- Doenca ou condicdo grave que a critério médico possa comprometer a participacao

no estudo.

4.1.7 Desenho do estudo

Os estudos de bioequivaléncia apresentaram delineamento cruzado totalmente
replicado, recomendado para farmacos que possuem CV intraindividual = 30%, como
a RXA, incluindo os de forma farmacéutica com liberagdo imediata. Os estudos foram
conduzidos de forma aberta, aleatorizada, balanceada, com dois tratamentos

(medicamento teste = T e medicamento de referéncia = R), quatro periodos (1,2,3 e
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4) e duas sequéncias (TRTR e RTRT). Neste tipo de delineamento, cada bloco
(individuo) recebe duas formulacdes em 4 periodos distintos, sendo as sequéncias de
medicamentos atribuidas aleatoriamente aos individuos visando minimizar os efeitos
de sequéncia e periodo. As formula¢des contendo 20 mg de RXA foram administradas
em dose Unica, por via oral em individuos adultos, sadios, de ambos 0s sexos e em
condicOes de jejum e pds-prandial; e estdo descritas abaixo:

- Formulacao Teste (T): rivaroxabana 20 mg comprimido revestido; lote: A136/18;
Cimed Industria de Medicamento Ltda; fabricacdo: 12/2018 e validade: 12/2020.

- Formulacéo Referéncia (R): Xarelto® rivaroxabana 20 mg comprimido revestido; lote:
BXHPKR1; Bayer S.A; fabricacdo 04/2017 e validade: 04/2020.

O periodo de jejum obedecido foi de pelo menos 8 horas e teve inicio na noite
anterior a administracdo dos medicamentos nos estudos. Na manha seguinte, em
torno das 7:00 h, foram administrados comprimidos de RXA, com 200 mL de agua
mineral. No estudo em condicbes de jejum, 0s participantes da pesquisa
permaneceram em jejum apds a administracdo do medicamento e fizeram uma
refeicdo (almoco) 4 horas depois. No estudo pos-prandial, foi dado desjejum
padronizado, 30 minutos antes da administracdo da medicacdo. A refeicdo foi
baseada em uma dieta hipercalérica (aproximadamente mil calorias) e hiperlipidica
(aproximadamente 50% do total de caloria da refeicéo).

Os participantes da pesquisa permaneceram internados no ICMP&D por 24
horas e retornaram ao centro de pesquisa durante 3 dias consecutivos, para a

realizacdo das coletas referentes aos tempos 24, 48 e 72 horas.

4.1.8 Cronograma de coleta de amostras

Os periodos de tratamento obedeceram a um intervalo minimo de 7 meias-
vidas entre eles. Considerando que a meia-vida da RXA é de 5 a 13 horas, adotou-se
um intervalo de 7 dias entre as administragcdes das medicag¢des. O cronograma de
coletas foi diferente entre os dois estudos, devido a influéncia da alimentacdo nos
parametros farmacocinéticos.

Incluindo o tempo -01:00 (basal) coletado antes da administragdo do
medicamento, foram coletadas 23 e 22 amostras de sangue por periodo, no volume
de 4,9mL, sendo a heparina utlizada como anticolagulante, por participante de acordo

com o estudo. Foram propostos 0s seguintes tempos:
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Estudo jejum: - 01:00 (basal) / 00:20 / 00:40 / 01:00 / 01:20 / 01:40 / 02:00 /
02:20 / 02:40 / 03:00 / 03:20 / 03:40 / 04:00 / 04:30 / 05:00 / 05:30 / 06:00 / 08:00 /
10:00/ 12:00/ 24:00 / 48:00 / 72:00 horas.

Estudo poés-prandial: - 01:00 (basal) / 00:30 / 01:00 / 01:30 / 02:00 / 02:20 /
02:40 / 03:00 / 03:20 / 03:40 / 04:00 / 04:20 / 04:40 / 05:00 / 05:30 / 06:00 / 08:00 /
10:00/12:00/ 24:00/ 48:00 / 72:00 horas.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1370 g por 10 minutos, a 4°C,
para obtencdo de plasma e armazenadas a -20°C. ApOs o término dos ultimos
periodos dos estudos, os tubos criogénicos contendo as amostras de plasma foram
transportados até a unidade analitica de bioequivaléncia do ICMP&D, sendo a

temperatura de transporte (< -20°C) monitorada durante todo o percurso.

4.2 ETAPA ANALITICA DE BIOEQUIVALENCIA

Na etapa analitica de bioequivaléncia, foi realizada a quantificacdo do farmaco
inalterado em plasma. As concentracdes plasmaticas de RXA foram determinadas
através de um método bioanalitico desenvolvido e validado, utilizando UHPLC-MS/MS

com interface por eletronebulizacéo e analisador do tipo triplo quadrupolo.

4.2.1 Reagentes e substancias quimicas

O Quadro 2 descreve o0s reagentes e solventes utilizados durante o
desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico, bem como na quantificacdo das

amostras desconhecidas.
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Quadro 2 — Reagentes e solventes utilizados nas analises

Reagentes Fabricante
Metanol (grau HPLC) Merck
Acetonitrila (grau HPLC) Merck

Acetato de Amonio (grau para analise) J. T. Backer
Acido Formico (grau para analise) Sigma - Aldrich
Acetato de Etila (grau para analise) Merck

Hexano (grau para analise) Merck

Agua ultrapura Milli-Q

Fonte: autor (2022).
Legenda: HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés high performance liquid
chromatography).

O resultado analitico é proveniente da razdo das éareas do analito
(rivaroxabana) e do padrao interno (linezolida). As substancias quimicas utilizadas

como padrdes analiticos nesse estudo estao descritas no Quadro 3.

Quadro 3 — Descricao das substancias quimicas de referéncia rivaroxabana (analito)
e linezolida (padré&o interno)

Padrao Finalidade Origem Lote Validade
Rivaroxabana Analito PGS J0962 13/08/21
Linezolida Padrao Interno USP RO72F0 31/01/22

Fonte: autor (2023).
Legenda: PGS: Purity Grade Standards; USP: United States Pharmacopeia.

A Figura 5 mostra a estrutura molecular das substancias quimicas de referéncia
utilizadas como analito e padrao interno.

Figura 5 — Estrutura molecular da rivaroxabana (A) e linezolida (padrao interno) (B)
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Fonte: A: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rivaroxaban;
B: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Linezolid


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rivaroxaban
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Linezolid
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4.2.2 Equipamentos

As analises foram realizadas em sistema composto por cromatografo liquido
(Acquity Ultra Performance LC / Waters) acoplado ao detector de massas sequencial
(Xevo TQ-S / Waters) com fonte de ionizacéo por eletronebulizacdo e analisador triplo
quadrupolo. O programa para controle e aquisicdo dos dados usado foi o software
MassLynx (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EUA) na versdo 4.1. A
relacdo dos equipamentos e instrumentos necessarios para execucao da etapa

bioanalitica esta descrita no Quadro 4.

Quadro 4 — Descricdo dos equipamentos usados no processo bioanalitico

Equipamentos

Modelo / Fabricante

Cromatografo liquido

Acquity Ultra Performance LC / Waters

Bomba analitica binaria

Binary Solvent Manager / Waters

Sistema de injecdo de amostras

Sample Manager / Waters

Organizador de amostras

Sample Organizer / Waters

Analisador

Xevo TQ-S / Waters

Mesa agitadora

Vortex Genie 2 / Scientific Instruments

Sistema de purificacdo de agua

Elix 3 - Milli-Q Advantage A10 / Millipore

Balanca analitica

AB265-S FACT / Mettler-Toledo

Lavadora ultrassénica

USC 2800 / Unique

Concentrador de amostras

Optron / Tecnal

Refrigerador

3347/4 | Fanem

Freezer -20°C

Electrolux

Centrifuga refrigerada

Mikro 220R / Hettich

Fonte: autor (2022).

4.2.3 Desenvolvimento do método bioanalitico

Um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver um método bioanalitico para
quantificacdo de RXA em plasma humano, que fosse robusto, sensivel, seletivo e
rapido para analise de amostras referentes a estudos de bioequivaléncia. Para isso

foram consultados trabalhos disponiveis na literatura para determinacdo de RXA em
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plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectometria de
massas sequencial.

O desenvolvimento do método consistiu na determinacdo do processo de
extragdo para analise de RXA e linezolida (padréo interno / Pl) em plasma e dos
parametros cromatograficos e espectrométricos. As bases utilizadas para o
desenvolvimento do método foram as caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas da RXA e os dados obtidos da literatura de métodos ja
desenvolvidos (ROHDE, et al., 2008; IQBAL, et al., 2014; REDDY; REDDY; REDDY,
2016; DEROGIS, et al., 2017).

Foi utilizado como Pl uma substancia com estrutura semelhante a da RXA e,
que nao interferisse com 0s componentes da matriz biolégica e nem com o analito em
questdo. Foram feitas infusdes, através da injecdo direta no espectrdmetro de massas
de soluc¢des individuais de RXA e Pl com 100 ng/mL, em uma mistura de metanol:
agua ultrapura (1:1). A massa tedrica do composto de interesse, contido na solucao
infundida, foi confirmada através da funcdo de scan MS. A partir das injecbes e
confirmacdo da massa tedrica foi selecionado o modo positivo de ionizacdo da fonte
ajustando voltagem, temperatura e pressao do gas de dessolvatacdo, dentre outros
parametros. Foram selecionadas as transicfes de massas para quantificacdo do ion
precursor e a confirmacao através do ion produto, adequadas para o analito e Pl. As

condi¢cOes obtidas no espectrometro de massas estédo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Condi¢des do espectrometro de massas para deteccao de rivaroxabana e

linezolida
Parametros da fonte de ionizacéo Parametro do massas
Parametro Descricao Parametro Descricao
Fonte de ionizagéo ES+ Tipo de funcéo MRM
Capilar 3 kv Multiplicador de sinal 673
Cone 50V lon Energy 1 0,10
Temperatura fonte 150 °C lon Energy 2 0,50

Temperatura dessolvatacdo 500 °C
Fluxo gés de dessolvatacdo 1000 L/h
Fluxo gés do cone 150 L/h

Fluxo do géas de colisdo 0,10 mL/min

Parametros especificos

Parametro RXA PI

Tempo de retencao 2,49 min 1,59 min
fon precursor 436,23 m/z 338,18 m/z
fon produto 144,97 m/z 195,21 m/z
Dwell time 0,150 s 0,150 s
Cone 50V 50V
Energia de colisdo 26 eV 22 eV

Fonte: Autor (2020).

Legenda: ES+: eletronebulizagdo positiva (eletrospray); MRM: monitoramento de reacdes multiplas;

RXA: rivaroxabana; Pl: padréo interno (linezolida).

Apbs a otimizagao das condicBes do espectrdbmetro de massas foram iniciados

0s testes para otimizar as condi¢cdes cromatogréficas. Inicialmente foram avaliadas a

coluna cromatogréafica e a composicao da fase movel; levando em consideracéo a

simetria dos picos, a separacdo dos padrées analiticos, tempos de retencéo e altura

da linha de base. As condi¢cbes cromatograficas definidas para analise de RXA e PI

estao descritas na Tabela 2 abaixo:
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Tabela 2 — Condi¢des cromatograficas para analise de rivaroxabana e linezolida

Itens Descricao

Fase moével Acetonitrila : Acetato de amdnio 2 mM + Acido
férmico 0,025% (40:60, v/v), linhas separadas

Fluxo da fase movel 0,200 mL / min

Pré-coluna VanGuard Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 5,0
mm)

Coluna analitica Waters Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 100,0
mm)

Temperatura do forno 35°C £ 5°C

Temperatura do auto injetor 5°C * 4°C

Solugao de lavagem Acetonitrila : Agua ultrapura (90:10% v/v)
Volume solucéo de lavagem 500 pL

Volume de injecao 3 uL

Tempo de corrida 3,5 minutos

Fonte: Autor (2020).

Em seguida, foram iniciados os testes de extragdo das amostras, com Varios
solventes organicos verificando qual o mais adequado de acordo com a recuperacao
do analito. Foram avaliados os volumes de aliqguota de amostra e de solvente,
temperaturas de centrifugacdo e evaporacao, entre outros.

Para o método de extragdo foram adicionados 25 pL de solu¢do de Pl (500
ng/mL), 50 uL de acetonitrila, 1 mL de acetato de etila/hexano (80:20 v/v) a um
microtubo de 2mL contendo 100 puL de plasma; a mistura foi colocada em mesa
agitadora por 3 minutos, posteriormente centrifugada por 5 minutos a 4°C a 22000 g.
Foram transferidos 600 pL da fase organica para outro microtubo de 2 mL e
evaporados sob fluxo de ar comprimido sem aquecimento. O residuo foi
ressuspendido em 200 uL agua ultrapura e acetonitrila (60:40 v/v) e transferidos para

vial com insert, sendo injetados 3 uL no sistema cromatografico.

4.2.4 Validagcédo da metodologia bioanalitica

Para garantir a confiabilidade dos dados, o método bioanalitico desenvolvido,

foi validado de acordo com as recomendacdes da resolu¢cdo RDC n° 27/2012 que trata
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dos requisitos para validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com
fins de registro e pés-registro de medicamentos (BRASIL, 2012). Para a validagcéo
total do método foram realizados os ensaios de seletividade, efeito residual, efeito
matriz, curva de calibracdo, precisdo, exatiddo e estabilidades, conforme as
especificacdes de cada ensaio. Adicionalmente foram avaliadas as interferéncias de
metabdlitos, farmacos de uso concomitante, produtos de degradacdo formados
durante o preparo da amostra e outros possiveis interferentes. Os estudos de
estabilidade do analito e Pl na matriz biolégica devem reproduzir as condi¢cbes de
armazenamento e manuseio das amostras, garantindo a integridade do analito na

matriz escolhida desde o momento da primeira coleta até sua analise.

4.2.4.1 Preparacao das curvas de calibracdo e controles de qualidade

A corrida analitica é representada pelos padrdes de calibracdo (PCs), controles
de qualidade (CQs) e as amostras com concentracdes desconhecidas dos voluntarios
dos estudos. Os PCs e CQs foram preparados adicionando solucdo padrdo de RXA
ao plasma humano. As concentracdes definidas para PCs e CQs estao descritas nos
Quadros 5 e 6.

As curvas de calibracédo foram construidas utilizando os PCs contendo uma
amostra branco (matriz biolégica isenta do analito e do PI), uma amostra zero (Pl
adicionado a matriz biolégica) e amostras contendo padrdo do farmaco em
concentra¢cbes definidas dentro da faixa de linearidade do método com adicdo de
padrao interno. Cada curva de calibracao foi preparada em duplicata no processo de

validacdo e em 8 concentracdes diferentes.
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Conc. de Conc.da | Volume da Volume
RXA em solucao de | solucéo de | final (mL)
plasma RXA RXA (uL)

Nivel Amostra (ng/mL)

B Branco 0 N.A N.A N.A
Zero Branco + PI 0 N.A N.A N.A
PC1 RXA + Pl 1* 200 ng/mL 25 5
PC 2 RXA + Pl 2* 200 ng/mL 50 5
PC3 RXA + Pl 10* 200 ng/mL 250 5
PC4 RXA + PI 50* 200 ng/mL 1250 5
PC5 RXA + PI 100 10 pg/mL 50 5
PC6 RXA + PI 200 10 pg/mL 100 5
PC7 RXA + PI 450 10 pg/mL 225 5
PC8 RXA + PI 500 10 pg/mL 250 5

Fonte: Autor (2023).
Legenda: Conc. Concentracdo; B: plasma sem concentracdes; N.A: ndo se aplica; PC: padrédo de
calibracdo; RXA: rivaroxabana; PI: padréo interno (linezolida); PC 1: corresponde ao limite
de quantificagdo inferior (LIQ); PC 8: corresponde ao limite superior de quantificacdo (LSQ);
*Preparada a partir do padréo de calibragdo 200 ng/mL (PC6).

As amostras de CQs foram distribuidas, entre as amostras do estudo, de forma

balanceada na corrida analitica, sempre em igual nimero de replicatas para cada

concentracdo. O numero de amostras de CQs em cada analise néo foi inferior a 5%

do numero de amostras desconhecidas e nem inferior a seis, sendo pelo menos uma

duplicata de cada concentracdo baixa, média e alta (CQB, CQM e CQA). Os

resultados das amostras de CQs serviram de base para aceitacdo ou rejeicdo da

corrida analitica.
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Conc. de Conc.da | Volume da Volume

RXA em solucao de | solucéo de | final (mL)
Nivel Amostra plasma RXA RXA (uL)

(ng/mL)

CQB RXA + PI 3* 200 ng/mL 150 10
CQMnl1 RXA + PI 35 10 pg/mL 35 10
CQMn2 RXA + PI 70 10 pg/mL 70 10

CQM RXA + PI 250 10 pg/mL 250 10

CQA RXA + PI 380 10 pg/mL 380 10

CQD RXA + PI 225 900 ng/mL 1250 5

Fonte: Autor (2023).

Legenda: Conc: concentragdo; CQB: controle de qualidade baixo; RXA: rivaroxabana; PI: padréo
interno (linezolida); CQMn 1 e 2: controle de qualidade médio de nova concentracéo; CQM:
controle de qualidade médio; CQA: contorle de qualidade alto; CQD: controle de qualidade
de diluicdo; *Preparada a partir do padréo de calibracdo 200 ng/mL (PC6).

Para aprovacdo da corrida analitica, no minimo 67% do total de CQs e no
minimo 50% dos CQs de cada concentracdo deveriam apresentar desvio entre + 15%
em relac&o aos seus respectivos valores nominais. A exatiddo média e a precisdo dos
CQs de todas as andlises dos voluntarios aprovadas foram calculadas para cada nivel
de concentragédo. Os PCs e CQs devem apresentar desvio menor ou igual a 20% em
relacdo a concentragcdo nominal para o limite inferior de quantificacdo (LIQ). Os PCs
devem ter desvio menor ou igual a 15% em relacdo a concentracdo nominal para as
demais concentracfes. No minimo seis de oito, ou seja, 75% dos PCs devem
apresentar desvio dentro do permitido para aprovacdo das analises em relacédo a
concentracdo nominal.

Com base nos valores de Cmax da RXA descritos na literatura foi definida a
faixa de linearidade do método. As concentracfes referentes ao LIQ e ao limite
superior de quantificacdo (LSQ) foram escolhidas a partir da concentragdo mais alta
que se pretendia analisar.

A resolucéo para bioanalises preconiza o controle de qualidade médio (CQM)
como uma amostra de CQ com concentracdo proxima a média entre o LIQ e o0 LSQ.
Ha necessidade de avaliagcao criteriosa das corridas analiticas para inclusao de novos
controles meédios. Por isso, foram definidas outras duas concentracdes de controles
de qualidade (CQMn1 = 35 ng/mL e CQMn2 = 70 ng/mL). Isto permitiu monitoramento
mais eficaz do método bioanalitico e homogeneidade na distribuicdo dos CQs entre

0s niveis de concentragcédo do farmaco nas amostras de voluntarios.
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4.2.4.2 Linearidade

A linearidade foi definida utilizando os PCs preparados em plasma. A
correlacdo linear entre a concentracdo, considerada variavel independente (1/x?) e a
relacdo entre as areas dos picos do analito e PI, considerada variavel dependente (y)
foi estabelecida. Os parametros da correlagdo foram estimados através do método
dos minimos quadrados.

A equacdo que representou a relagdo entre a resposta do instrumento e as
concentracdes conhecidas do analito, foi plotada priorizando o modelo matematico
mais simples. Diferentes fatores de ponderacédo foram avaliados: sem ponderagéo,
1/x e 1/x? e 0 menor valor absoluto para soma dos erros relativos dos valores nominais
dos padrdes de calibracdo versus seus valores obtidos pela equacao da curva foi

escolhido.

4.2.4.3 Seletividade

Para avaliagdo da seletividade foram analisadas amostras de plasma branco
de seis fontes distintas, sendo quatro amostras de plasma normal, uma de plasma
lipémico e uma de plasma hemolisado. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos a partir de amostras extraidas na concentracdo do LIQ. A presenca de picos
interferentes proxima ao tempo de retencédo so6 foi aceita quando a area sob os picos

foi inferior a 20% da area do analito no LIQ e a 5% da area do PI.

4.2.4.4 Efeito residual

O efeito residual foi investigado pela analise de amostras de plasma branco
apos injecdes do LSQ de 500 ng/mL. O objetivo do teste foi verificar o aumento do
sinal do analito ou padréo interno, causado por contaminagdo proveniente de
amostras analisadas anteriormente. As respostas de picos interferentes nos tempos
de retencdo do analito e PI, nas amostras branco injetadas apés LSQ, devem ser
inferiores a 20% e 5%, respectivamente, em relacdo a amostra processada do LIQ.
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4.2.4.5 Efeito matriz

Para avaliar o fator matriz normalizado (FMN) do método bioanalitico foram
utilizadas 8 amostras de plasma branco: sendo 4 amostras normais, 2 lip€micas e 2
hemolisadas grau 5. De acordo com procedimentos internos do ICMP&D, local em
que o método foi desenvolvido e validado, estdo disponiveis as definicdes e formas
de obtencédo dos plasmas lipémico e hemolisado. Amostra lipémica correspondeu ao
plasma com alto teor de lipideos proveniente de coleta de sangue pos-prandial,
considerando o periodo entre 2 a 5 horas ap0s as refei¢oes.

Amostra hemolisada € a amostra biol6gica contendo hemacias lisadas em grau
pré-definido e especificado pelo laboratério do ICMP&D. Os difrentes graus de
hemolise sdo obtidos a partir de sucessivas diluicbes e sao inspecionados
visualmente, conforme Figura 6. As amostras dos voluntarios nos estudos, com grau
de hemdlise superior ao grau de hemolise aprovado neste teste, ndo poderiam ser

analisadas.

Figura 6 — Amostra de plasma normal (branco) e os 5 diferentes graus de hemolises
utilizados para comparagao visual entre amostras utilizadas na validagao
do método bioanalitico e as amostras do estudo

Fonte: Autor (2020).
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As matrizes bioldgicas, isentas de analito, foram processadas e posteriormente
adicionadas de solucdes de analito e Pl na mesma concentracdo das amostras de
CQB e CQA. O CV dos FMNSs relativos a todas as amostras deve ser inferor a 15%.

Quando o valor de FMN for igual a 1, significa que nenhum efeito de matriz foi
observado, FMN menor que 1 sugere supressao de ionizacdo, enquanto FMN maior
gue 1 pode ser causado por um aumento na ionizagao.

A férmula para célculo do FMN esta demonstrada a seguir:

EMN = resposta do analito em matriz / resposta do Pl em matriz (2)
resposta do analito em solucéo / resposta do Pl em solucéo

4.2.4.6 Precisao e exatidao intra e intercorridas

A precisdo avalia o grau de repetibilidade em se tratando dos resultados de
quantificagdes individuais quando o mesmo procedimento € aplicado repetida vezes
numa mesma amostra homogénea em idénticas condicdes de ensaio. A exatidao esta
relacionada ao grau de concordancia entre os resultados individuais e o valor nominal.
O desvio padrao relativo (DPR) ou CV foi utilizado para expressar a precisao do
meétodo e a exatiddo foi avaliada por meio do célculo do erro padréo relativo (EPR).
N&o foram admitidos valores superiores a 15% entre as replicatas, exceto para o LIQ,
para o qual se admitiu valores menores ou iguais a 20%.

A precisao e a exatidao foram determinadas utilizando 5 concentra¢cdes (LIQ,
CQB, COM, CQA e CQD) em quintuplicata por concentracdo. Ambas foram
determinadas em uma mesma corrida analitica (intracorrida) e em trés corridas
analiticas diferentes (intercorridas) em trés dias distintos. Posteriomente, foram
acompanhadas durante todo o processo de quantificacdo das amostras dos

voluntarios em andlise.

DPR ou CV (%) = —d€svio padrdo x 100 )
concentracdo média experimental

EPR% = (concentracdo média experimental — concentracdo nominal) x 100  (4)
concentracdo nominal
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4.2.4.7 Estabilidades em matriz biolégica

As estabilidades em matriz biolégica sdo demonstradas para todas as
condicBes abaixo descritas e avaliadas, quando ndo se observa desvio superior a 15%
da concentracdo nominal. Foram empregadas triplicatas de CQB e CQA analisadas
imediatamente ap0s sua preparagdo e submissdo as condi¢des aplicaveis do ensaio
a que representaram. As concentragcdes das amostras foram determinadas por meio

de uma curva de calibracdo recém-preparada.

e Estabilidade de curta duracéo
A estabilidade de curta duracao foi determinada através dos resultados das
andlises de amostras de CQs mantidos a temperatura ambiente por 6 horas; tempo
superior ao que as amostras em estudo foram mantidas, refletindo as condi¢des de

trabalho, sendo antes do inicio do procedimento de extracao.

e Estabilidade pbs-processamento
A estabilidade po6s-processamento foi determinada através dos resultados de
analises de amostras de CQs submetidas ao procedimento de extracdo e
armazenadas dentro autoinjetor, por periodo de 26 horas. Este intervalo compreendeu
o tempo entre o término do preparo das amostras e o final da corrida analitica mais

longa.

e Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento
A estabilidade apo6s ciclos de congelamento e descongelamento foi
determinada através dos resultados de analises de amostras CQs submetidas a 4
ciclos de congelamento e descongelamento. As amostras utilizadas neste estudo
foram congeladas a -20°C e mantidas nesta temperatura durante 12 horas, e apos
este periodo foram descongeladas a temperatura ambiente. O processo de

congelamento/descongelamento foi repetido por mais trés vezes.

e Estabilidade longa duracgéao
A estabilidade de longa duracdo foi determinada através dos resultados de

analises de amostras de CQs mantidas a temperatura de armazenamento (-20°C) por
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um intervalo de tempo de 178 dias. Tempo superior ao compreendido entre a coleta
da primeira amostra bioldgica de voluntario na etapa clinica do estudo e a analise da

dltima amostra na etapa analitica.

4.2.4.8 Estabilidade em solugéo do analito e padréo interno

As estabilidades das solucbes padrdo e de trabalho de RXA e de PI foram
determinadas, por meio da comparacdo dos resultados de solucdes recém-
preparadas e imediatamente analisadas, com resultados da andlise destas solucdes
apos serem mantidas sob as mesmas condi¢des a que foram submetidas durante seu
uso e armazenamento. As solucbes foram consideradas estaveis quando nao se
observa desvio superior a 10% de suas respostas em comparacao com as respostas
das solucdes recém-preparadas.

As solucdes padréo foram mantidas por 6 horas apds o preparo, a temperatura
ambiente e por 42 dias quando armazenadas em refrigerador (2 a 8 °C). As solucdes
de trabalho foram mantidas por 6 horas ap6s o preparo a temperatura ambiente e por

21 dias armazenadas em refrigerador (2 a 8 °C).

4.2.5 Quantificacao de rivaroxabana em plasma

Os calculos para quantificacdo das amostras dos voluntarios foram realizados
em funcao das curvas de calibracao construidas para a RXA e analisados no sistema
de dados do software MassLynxTM versao 4.1 (Waters Corporation, Milford,
Massachusetts, EUA). Estas funcfes séo calculadas através da razao entre as areas
dos picos do analito e do PI. O acompanhamento da validade das corridas analitica
se deu através na insercdo dos controles de qualidade durante o processo de
quantificacdo das amostras.

4.3 ANALISE FARMACOCINETICA E AVALIACAO DE BIOEQUIVALENCIA
Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base nas

concentragdes plasmaticas individuais de RXA obtidas experimentalmente em funcéo

do tempo, aplicando modelo ndo compartimental, assumindo que a eliminacao do
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farmaco € de primeira ordem. As andlises farmacocinéticas e estatisticas para
avaliacdo da bioequivaléncia foram realizadas através do software WinNonlin
Professional versédo 8.0 (Pharsight Corporation, Palo, Califérnia, EUA); pela andlise
foram obtidos os parametros: Cmax, ASC%t, ASC%" Tmax, Kel, ti2, Cl e Vd.

Para avaliar a bioequivaléncia, entre as formulacoes teste e referéncia de RXA,
as analises estatisticas foram conduzidas apos transformacéo logaritmica natural
baseada em modelo aditivo, para os valores de Cmax, ASC%' e ASCY". Foi
empregada andlise de variancia (ANOVA) sob os dados de Cmax e ASC a qual levou
em conta os efeitos de sequéncia, voluntario dentro da sequéncia, tratamento e
periodo. O nivel de significancia para os efeitos fixos da ANOVA foram 5% para efeito
de periodo e tratamento e 10% para o efeito de sequéncia.

A avaliacdo estatistica para os parametros farmacocinéticos Cmax e ASC
seguiu o critério tradicional de bioequivaléncia média. Foi construido um intervalo de
confianca (IC) de 90% para a diferenca das médias dos dados transformados, dos
medicamentos teste e referéncia. As formulagbes foram consideradas
estatisticamente bioequivalentes se os intervalos estivessem entre os limites 80% e
125%, conforme legislacdo vigente.

A variabilidade foi comparada utilizando os dados dos desvios padrao
intraindividuais dos parametros Cmax e ASC%!, obtidos para as formulacdes teste e
referéncia. Diferencas entre as variabilidades apds administracdo repetida das
formulacgdes foram consideradas como nao significativas, somente se o limite superior
do IC 90% da razao teste/referéncia para variancia fosse < 2,5 (FDA, 2011; FDA,
2012).

Para os outros parametros farmacocinéticos como Tmax, Kel, ti2, Vd e Cl foram

apresentadas as medidas descritivas.

4.4 ANALISE DE EFEITO BIOLOGICO NA COAGULACAO

Durante a conducéao dos periodos 2 e 3 dos estudos de bioequivaléncia, foram
coletadas amostras de 5 mL de sangue, em tubos contendo citrato de sédio, para
dosagem de TP e TTPa. As coletas foram realizadas em todos participantes da
pesquisa, aos quais administrou-se o medicamento de referéncia, em um dos dois
periodos citados.

Imediatamente apds as coletas, as amostras seguiram transportadas sob
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refrigeracdo até o laboratério de analises clinicas, parceiro do ICMP&D, para serem
processadas e analisadas. Os tempos 0 (basal), 3 e 24 horas ap0s a administracao
de RXA foram escolhidos baseando-se no tempo médio em que o farmaco atinge o
efeito maximo e também no tempo em que esse efeito termina.

As determinacdes de TP e TTPa foram feitas em um coaguldémetro automatico
(Q-Smart Hemostasis Analyser, Grifols, Barcelona, Espanha), utilizando os reagentes
provenientes dos kits, DG-PT para TP e DG-APTT Synth e DG-CaCl2 0,025M para
TTPa (Diagnostic Grifols, Brasil). O DG-PT é um reagente de tromboplastina liofilizada
feita de cérebro de coelho, além de tampéo e ions calcio. O DG-APTT Synth é
composto por fosfolipidios sintéticos, acido elagico e tampéao. Essa mistura € incubada
com plasma citratado e dando inicio a coagulacdo apés adicdo de uma quantidade
determinada de cloreto de célcio. Os resultados de TP e TTPa foram expressos em
segundos e os valores de referéncia determinados pelo laboratério foram 12,5 a 17,9
segundos e 30 a 45 segundos, respectivamente.

O teste ANOVA foi aplicado para verificar se haveria diferenca entre os
resultados dos testes de coagulacdo (TP e TTPa) e os trés tempos distintos
selecionados para as coletas de amostras. Posteriormente, foi avaliada a correlacéo
entre as concentracbes de RXA obtidas nesses tempos e o0s parametros de
coagulacéo, pelo método de Pearson e regresséo linear através do software Minitab®

Statistical Package versao 18.1 (Minitab, Inc., State College, Pennsylvania, EUA).

4.5 GENOTIPAGEM

4.5.1 Obtencao de amostras para andlise genotipica da BCRP

Os 117 voluntarios que concluiram os dois estudos de bioequivaléncia deram
seu consentimento por escrito para participarem do estudo farmacogenético, o qual
teve seu protocolo avaliado e aprovado pelo CEP da Universidade Vale do Sapucai,
sob parecer n° 3.466.733 (Anexo F) e CAAE: 16583119.7.0000.5102. Uma amostra
de 4 mL de sangue venoso foi colhida em tubo contendo EDTA como anticoagulante.
Todas as amostras foram transferidas para o Laboratério de Biologia Molecular de
Microrganismos da Universidade Federal de Alfenas, sob condi¢cdes adequadas de

refrigeracao.
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4.5.2 Selecao do polimorfismo

A selecdo do polimorfismo foi baseada na farmacocinética da RXA e na
escassez de estudos publicados na literatura para esse farmacogene. O gene
selecionado foi 0 ABCG2 que codifica a proteina transportadora BCRP e o SNP que
contém o polimorfismo 421 C>A (rs2231142).

4.5.3 Extracdo de DNA

As amostras de sangue total foram processadas conforme protocolo basico de
extracdo de DNA com colunas de afinidade. Inicialmente foi adicionado tampéo fosfato
salino pH=7,2 e centrifugado a 492 g por 5 minutos. Foi descartado o sobrenadante e
ao precipitado, foi adicionado tampéo para a lise de hemacias e, mantido sob agitacéo.
Esse material foi centrifugado novamente a 492 g por 5 minutos, e o sobrenadante
desprezado. Ao precipitado foi adicionado um tampéao especifico do kit (PureLink™
Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) seguido de incubagédo em banho-maria, a 56°C. A
extracdo foi continuada de acordo com as recomendagdes do fabricante do kit de
extracao.

Todo material genético de DNA foi quantificado em comprimento de onda de
260 nm, por espectofotbmetro Genova Nano (Jenway, Stone, Reino Unido) e sua
concentragao corrigida para 10 ng/uL. As amostras foram congeladas a -20°C até o
momento da realizacdo das reagfes em cadeia da polimerase (PCR do inglés

Polymerase Chain Reaction).

4.5.4 Amplificacéo

As amplificagOes foram realizadas utilizando um kit comercial (GoTaq®Green
Master Mix, Promega) contendo 2 corantes, azul e amarelo, que permitiram monitorar
o progresso das amostras durante a eletroforese. Cada 12,5 yL do “mix” contém 1
unidade de Tagq DNA polimerase em 10mM Tris-HCI, pH 8,5; 50mM KCI; 1,5 mM
MgCI2 e 200 mM de cada um dos desoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP). Cada reacgao foi realizada adicionando 3 uL do DNA alvo e 50 pmol de

cada marcador molecular, em um volume final de 25 uyL. As amplificacbes foram
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realizadas utilizando um termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA).

A deteccdo do material genético foi realizada utilizando um par de iniciadores
também conhecidos como primers. Sdo pequenos fragmentos da fita simples,
sintetizados artificialmente, com uma sequéncia exatamente complementar a
extremidade do fragmento alvo amplificado. Foram sintetizados dois primers, um para
cada extremidade da fita, denominados forward (senso) e reverse (antisenso)
(THOMAS et al., 2009), mostrados no Quadro 7. O fragmento amplificado continha
345 pares de base do gene ABCG2 (Homo sapiens ATP binding cassette subfamily G
member 2 Ref Seq Gene on chromosome 4, NCBI Reference Sequence:
NG_032067.2) (THOMAS et al., 2009).

Quadro 7 — Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR e sequenciamento e o
fragmento de interesse

Polimorfismo Sequéncia nucleotidica Fragmento

ABCG2 Fragmento 5 — CAGTTCTCAGCAGCTCTTC -3 345 pB
421 C>A Foward 5’ — ACCTTAGTTATGTTATCTTTGTG -3’

rs2231142 Reverse 5 — GAAACTTCTGAATCAGAGTCAT - 3
Fonte: Autor (2022)
Legenda: A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina; pB: pares de base

As amplificacdes foram constituidas de um ciclo inicial a 95°C por 15 minutos.
A segunda etapa foi composta de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento
a 60°C por 45 segundos e extensao 72°C, por 60 segundos, repetida por 36 ciclos. A
ultima etapa constituiu de um ciclo de extenséo final a 72°C, por 10 minutos (THOMAS
et al., 2009).

4.5.5 Sequenciamento de DNA

Apo6s a amplificagdo do material genético as amostras foram enviadas para a
empresa Myleus Biotecnologia, para realizacdo do sequenciamento pelo método de
Sanger automatizado.

O programa BioEdit Sequence Aligment Editor versdo 8.1 foi utilizado para

analisar e construir as sequéncias genéticas encontradas pelo laboratorio.
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4.5.6 Analise estatistica do polimorfismo genético

A andlise estatistica foi realizada no conjunto de dados de ambas as
formulactes: teste e referéncia. Por se tratar de um estudo exploratério nédo foi
realizado célculo formal do tamanho da amostra.

Para comparagéo entre dois ou mais grupos, foi realizado o teste t de Student
ou ANOVA, respectivamente. Ap6s ANOVA o método post hoc de Tukey foi utilizado
para identificar os grupos que possuem diferencas estatisticamente sigficativas
através da comparacdo em pares. Para realizacdo da andlise estatistica foi utilizado
o software Minitab® Statistical Package versédo 18.1 ((Minitab, Inc., State College,
Pennsylvania, EUA), sendo os valores com p < 0,05 considerados estatisticamente

significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ETAPA CLINICA DE BIOEQUIVALENCIA

5.1.1 Populagé&o do estudo

Concluiram os estudos de bioequivaléncia 117 participantes de pesquisa de um
total de 120 que satisfizeram os critérios de inclusdo, conforme Figura 7. O estudo em
condi¢fes de jejum foi concluido com 60 voluntarios (30 homens e 30 mulheres) e o
estudo em condi¢Bes pds-prandial 57 voluntérios (29 homens e 28 mulheres). Os trés

voluntarios desistiram de participar por razdes pessoais.
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Figura 7 — Fluxograma de recrutamento e selecéo dos participantes de pesquisa

Selecionados

Excluidos Recrutamento

n=120

9 desistiram
7 eventos adversos
21 outras razdes

n =157
Randomizados Randomizados
Jejum P6s-Prandial
| n=60 | | n=60 |
I | | I
Teste Referéncia Teste Referéncia
| P1 n=30 | | P1 n=230 | |P1 n=30] |P1 n=30
. Referéncia Teste
Referéncia Teste » _
N&o compareceu (1) N&o compareceu (1)
P2 n=30] I n=30] P2 n=29]| P2 n=29
. Teste .
Teste Referéncia . Referéncia
Nao compareceu (1)
'P3 n=30] 'P3 n=30] 'P3 n=28| 'P3 n =29
Referéncia Teste Referéncia Teste

Concluiram o estudo

| P4 n=30 |

Fonte: Autor (2022).

Concluiram o estudo

| P4 n=30 |

Concluiram o estudo

P4 n= 28|

Legenda: P1, P2, P3 e P4 representam os periodos dos estudos.

Concluiram o estudo

P4 n =29

As informagdes obtidas no momento do cadastro foram conferidas na

anamnese, com 0 objetivo de obter informacdes como género, idade, raca/cor e

também foram realizadas a pesagem e medida da altura dos participantes de

pesquisa, para o calculo do IMC (TABELA 3).
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Tabela 3 — Caracteristicas demogréficas dos participantes da pesquisa

Dados Estudo Jejum Estudo Pos-prandial
n=60 n=>57

Idade (anos)

média + dp 30,55+ 7,59 32,37 £ 8,16

Peso (Kg)

média + dp 68,51 + 10,22 70,25+ 12,16

Altura (m)

média + dp 1,67 +£0,11 1,68 £ 0,10

IMC (Kg/m?)

média + dp 24,53 + 2,55 24,89 + 2,91

Género

Masculino 30 29

Feminino 30 28

Cor

Branca 30 33

Preta 8 6

Parda 22 16

Indigena 0 2

Amarela 0 0

Fonte: Autor (2022).
Legenda: IMC: indice de massa corporal; dp: desvio padrao.

5.2 ETAPA ANALITICA DE BIOEQUIVALENCIA

5.2.1 Desenvolvimento do método

Entre as metodologias publicadas e consultadas para o desenvolvimento do
meétodo (Quadro 8), a precipitacdo de proteinas foi o processo mais utilizado para
preparacdo de amostras quando comparado com outras técnicas (ROHDE 2008;
GOUS et al.,2014; KOROSTELEYV et al., 2014; SCHMITZ et al., 2014; IQBAL et al.,
2015; KUHN et al., 2015; DEROGIS et al., 2017; VARGA et al., 2017; WIESEN et al.,
2017; GAl et al., 2019) como a extracdo em fase sélida, que € mais dispendiosa e
demorada (BALDELLI et al., 2016; REDDY; REDDY; REDDY, 2016; FOERSTER et
al., 2018; SHAIKH et al., 2020). A precipitacdo de proteinas tende a ndo remover

fosfolipidios que podem se acumular na coluna analitica e sujar a fonte do
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espectrometro de massa, contribuindo assim para os efeitos da matriz e reducéo da
sensibilidade; portanto os trabalhos dos autores Rohde, (2008); Igbal et al., (2015);
Kuhn, et al., (2015) e Gai, et al., (2019) apresentaram boa sensibilidade e um LIQ
menor que o deste trabalho. O LIQ de 1 ng/mL obtido em nosso estudo garantiu a
caracterizacao apropriada do perfil farmacocinético da RXA contemplando a fase de
eliminacdo, sendo adequado a estudo de bioequivaléncia da RXA em dose Unica.

O método apresentou especificidade para o analito e linearidade suficiente para
andlise dos perfis farmacocinéticos. O LIQ, onde se obteve a menor concentragéo de
RXA com precisdo e exatiddo dentro dos limites estabelecidos previamente, valores
préximos aos outros meétodos consultados (QUADRO 8). O método é altamente
seletivo, 0 que é evidente a partir dos resultados do efeito da matriz e requer baixo
volume de amostra de plasma para processamento, além de ter tempo de analise
cromatografica relativamente curto.

Em relacéo ao preparo de amostras, utilizamos a extracéo liquido-liquido, uma
técnica rapida, de facil execucéo e baixo custo que se apresentou adequada para
preparacdo de grande numero de amostras diariamente. Nenhum dos autores
consultados no Quadro 8 utilizou essa técnica de extracao.

Para a maioria dos estudos disponiveis na literatura, o volume de plasma
utilizado na extragao variou de 100 a 200 pL sendo essa faixa adequada para ensaios
clinicos (ROHDE 2008; GOUS et al., 2014; KOROSTELEV et al., 2014; SCHMITZ et
al., 2015; IQBAL et al., 2015; KUHN et al., 2015; BALDELLI et al.,, 2016; REDDY,;
REDDY; REDDY, 2016; DEROGIS et al., 2017; VARGA et al., 2017; FOERSTER et
al., 2018; GAI et al., 2019; SHAIKH et al., 2020). Considerando a necessidade de
estabelecer coletas de sangue seriadas para estudos farmacocinéticos, o baixo
volume de plasma utilizado para bioanalises pode melhorar a proposta de tempo de
amostragem. Nosso método utilizou 100 uL de plasma e viabilizou a coleta de pouco
mais que 20 pontos (amostras) por periodo até 72 horas apds administracdo de RXA,
além de possibilitar a execucéo do delineamento de 4 periodos de estudo.

Vale ressaltar que o método apresentou tempo de execucdo de analise
cromatografica de 3,5 minutos para cada amostra, ou seja, menor do que O
apresentado pela maioria dos estudos reportados (ROHDE, 2008; GOUS et al., 2014;
KOROSTELEV et al., 2014; SCHMITZ et al., 2014; BALDELLI et al., 2016; DEROGIS
etal., 2017; FOERSTER et al., 2018; GAl et al., 2019). Alguns métodos mostrados no

Quadro 8 foram desenvolvidos para a determinagcdo simultdnea de AODs
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necessitando de gradiente de fase mével, tempos de analises maiores e aplicacdo em
monitorizacao terapéutica (GOUS et al., 2014; KOROSTELEYV et al., 2014; SCHMITZ
et al., 2014; BALDELLI et al., 2016; FOERSTER et al., 2018), portanto nao
necessitavam de tempo de analise reduzido como os estudos de bioequivaléncia.



Quadro 8 — Métodos bioanaliticos para determinacéo de rivaroxabana em plasma por UHPLC — MS/MS
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Referéncia Analitos Volume Extracao Eluicdo Tempo de anélise Linearidade
plasma cromatografica(min) (ng/mL)
(BL)
Rohde, 2008 Rivaroxabana 200 Precipitacdo proteina (MeOH) Gradiente 6,0 0,5-500
Gous et al., 2014 Rivaroxabana, 100 Gradiente 6,0 1-500
Apixabana, Edoxabana, Precipitagdo proteina (ACN)
Dabigatrana
Igbal et al., 2014 Rivarxabana 200 Precipitacdo proteina (ACN) Isocratica 1,5 0,57 - 625
Korostelev et al., 2014 Rivaroxabana, 100 Precipitagcéo proteina Isocratica 4,5 2,5-500
Dabigatrana
Schmitz et al., 2014 Rivaroxabana, Precipitagdo proteina (ACN) Gradiente 4,5 23 -750
Apixabana, Dabigatrana
Kuhn et al., 2015 Rivaroxabana, 100 Precipitagcdo proteina (MeOH) 2,5 0,8 - 800
Dabigatrana
Baldeli et al., 2016 Rivaroxabana, Apixabana 200 Fase sélida Gradiente 10 1-500
Dabigatrana
Reddy et al., 2016 Rivaroxabana Fase solida Isocratica 2,0 2-500
Derogis et al., 2017 Rivaroxabana 200 Precipitacdo proteina (MeOH) Isocrética 50 2-500
Varga et al., 2017 Rivaroxabana 100 Precipitacdo proteina (MeOH) isocratica 1,7 24 — 960
Wiesen et al., 2017 Rivaroxabana, 50 Precipitacdo proteina (ACN) Gradiente 2,0 2-500
Apixabana, Edoxabana,
Dabigatrana
Foerster et al., 2018 Rivaroxabana, 100 Fase solida Gradiente 4,0 1-1000
Apixabana, Edoxabana,
Dabigatrana
Gai et al., 2019 Rivaroxabana, 100 Precipitagdo proteina (ACN) isocréatica 7,0 0,5-275
Metformina
Shaikh et al., 2020 Rivaroxabana 100 Fase solida isocréatica 1,8 5,96 — 801

Fonte: Autor (2022).

Legenda: MeOH: metanol; ACN: acetonitrila.
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A otimizacgéo das condi¢cdes cromatograficas permitiu a obtencéo de resolucao
adequada e formato de picos simétricos para a RXA e PIl, empregando eluicédo
isocratica com tempo de execucdo de andlise curto; sendo favoravel para estudos de
bioequivaléncia, que requerem velocidade na analise devido ao elevado niumero de
amostras.

A identificacdo do analito e PI, separados por cromatografia liquida foi feita
através do espectrometro de massas. Apds infusdo direta dos padrbes das
substancias na fonte do espectrdometro de massas foram obtidos os ions e seus
fragmentos. Foram ajustadas e registradas as energias que promovem a ionizacao e
fragmentacao dos ions a serem monitorados e detectados. Com a obtencédo dos ions
e seus fragmentos foi registrada a maior intensidade, indicada por valores que
correspondem aos valores de m/z, como os exemplos das Figuras 8 e 9, para a RXA
e PI. Os espectros de massas foram obtidos utilizando o detector de massas do tipo
triplo quadrupolo equipado com fonte de ionizacdo por eletronebulizacdo positiva

operando no modo MRM.

Figura 8 — Espectro de identificacdo do ion precursor 436,2 m/z e do ion produto 145
m/z da rivaroxabana

RVR_08A 49 (0.842) Cn (Med,2, Ht); Sm (SG, 2x0.75); Cm (1:58) Daughters of 436ES+
144.98 2

bl 80e5
cvco'

23120

237.03 S84
199.99 274.40 392.20

miz
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100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Fonte: Dados da pesquisa (2019).
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Figura 9 — Espectro de identificacdo do ion precursor 338,28 m/z e espectro de
fragmentacao do ion produto 195,17 m/z de linezolida (PI)
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5.2.2 Validacdo do método bioanalitico

5.2.2.1 Curvas de calibracao / Linearidade

As curvas de calibracdo se mostraram lineares e adequadas nas concentracdes
de 1 a 500 ng/mL, com desvios inferiores a 20% para o LIQ e a 15% para os demais
niveis de concentragdo. Os coeficientes de determinacéo das equacdes de regressao
linear obtidos para todas as analises cromatogréaficas que representaram as curvas
de calibracdo foram maiores que 0,99 indicando adequada linearidade na faixa de
trabalho estudada. Os dados referentes aos 3 lotes (dias distintos), em duplicata de
cada ponto, utilizadas durante os ensaios de validagdo do método estéo apresentados
na Tabela 4 e a representacdo da curva do 1° lote é a Figura 10. Os valores dos erros

padrao relativos para cada ponto da curva foram satisfatérios.



Tabela 4 — Resultados das concentracfes obtidas para as curvas de calibracédo no
ensaio de linearidade (3 lotes) e seus desvios (EPR), as equacbes da
reta e os respectivos coeficientes de determinacao

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Conc.
nominal Conc. Conc. Conc.
(ng/mL) obtida  EPR (%)  obtida EPR (%) obtida EPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 1,07 7,0 1,02 2,0 1,02 2,0
1,01 1,0 1,05 5,0 1,01 1,0
1,71 -14,5 1,97 1,5 1,96 2,0
2 1,96 2.0 183 -85 2.01 05
9,96 0,4 9,19 8,1 9,28 7,2
10 9,76 2.4 9,41 59 9,25 7,5
50,41 0,8 51,31 2,6 43,00 -14,0
50 51,77 35 4999 0,0 44,12 11,8
89,73 10,3 107,99 8,0 104,05 4,1
100 89,01 11,0 9769  -23 103,81 3,8
207,91 4,0 194,72 2,6 198,27 0,9
200 196,57 1,7 201,88 0,9 191,12 4.4
472,82 5,1 45556 1,2 450,70 0,2
450 465,06 33 46231 27 454,89 1.1
500 540,07 8,0 508,27 1,7 521,18 4,2
544,05 8,8 527,61 55 530,66 6,1
Eq“fgtzo da = 0,0329x+4,7302 y=0,9712x + 1,3426  y = 0,9656x + 3,2002
Coeficiente

: ~ R2 =0,9984 R2 =0,9993 Rz = 0,9987
determinacao

Fonte: Autor (2019).
Legenda: conc.: concentracdo; EPR: erro padréo relativo
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Figura 10 — Grafico representativo da curva de calibracdo de RXA em plasma
demonstrando a linearidade do método e os erros padrao dos pontos em
duplicata
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).

A extensa faixa de concentracdo empregada na quantificacdo das amostras,
resultou em variancias diferentes entre o0s niveis de concentracdo, afetando a
regressado linear. Devido a isto, as concentracdes plasmaticas provenientes das
amostras de voluntarios foram derivadas a partir da equacdo de regressao linear
utilizando a ponderacdo 1/x?, sendo o modelo matematico utilizado e que melhor
acomodou as variacfes inerentes ao método experimental. Ainda, apresentou o
menor valor absoluto para soma dos erros relativos dos valores nominais dos padrbes
de calibracéo versus seus valores obtidos pela equacao da curva.

Foi possivel verificar que o método desenvolvido e validado neste trabalho
apresentou sensibilidade (LIQ) e linearidade semelhantes a outros métodos de
UHPLC-MS/MS aplicados em estudos para quantificacdo de rivaroxabana
envolvendo seres humanos. Os parametros obtidos em nosso estudo foram
adequados para as amostras analisadas em estudos de bioequivaléncia e similares

aos da literatura consultada.
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Nas amostras branco nao foram verificados quaisquer picos de interferentes no
tempo de retencéo da RXA com areas superiores a 20% do LIQ e a 5% da area do PI.
As areas do Pl foram semelhantes em todos os pontos das curvas de calibracao,
incluindo o ponto zero. Como exemplos, os cromatogramas obtidos para amostras em

plasma branco, zero e LIQ estéo representados na Figura 11.

Figura 11 — Cromatogramas representativos das amostras branco (A), zero (B) e LIQ
(C) e os respectivos tempos de retencao do analito e Pl
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: A) cromatograma da amostra branco em plasma; B) cromatograma da amostra zero com

adicdo de Linezolida em plasma; C) cromatograma do LIQ que representa 1ng/mL de RXA
+ PI.
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5.2.2.2 Controles de Qualidade / Preciséo e Exatidao

O método demonstrou ser preciso e exato nas concentracdes analisadas, pois
nao foram encontrados desvios fora da faixa estabelecida para exatiddo e acima do
limite aceitavel para precisdo. Os valores obtidos para CQD indicam que amostras
podem ser diluidas até quatro vezes com precisdo e exatiddo em relacdo a sua
concentragdo original de 900 ng/mL. Todas as concentragbes de CQs obtidas
demonstraram proximidade nas medic¢des. Os valores de CV% e EPR% intracorrida e

intercorridas calculados estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de precisdo (CV%) e inexatiddo (EPR%) intracorridas e
intercorridas para RXA em plasma

Intracorridan =5 Intercorridan = 15
Conc. . .
CQs Lotes nominal Cor)c_. obtida CcVv EPR Cor)c_. obtida CcVv EPR
média = dp média = dp

(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (ng/mL) (%) (%)
1,04 + 0,01 1,1 3,6

LIQ 2 1 1,01 + 0,01 1,0 1,0 1,02 £ 0,02 2,4 1,8
3 1,01 + 0,03 3.4 0,8
2,85+ 0,08 3,0 -4,9

CQB 3 2,82 +0,17 6,1 -5,9 2,85+0,10 35 -51
3 2,85+ 0,05 2,0 -4,3
253,08 £ 5,74 2,3 1,2

CQM 250 245,08 £ 6,11 2,5 -2,0 249,81 +7,24 29 -01
251,94 + 4,56 1,8 0,8
388,12 + 11,77 3,0 2.1

CQA 380 384,11 + 6,16 1,6 11 392,02+10,80 2,8 3,2
391,99+ 2,73 0,7 3,2
1 240,68 £ 2,5 1,0 7,0

CQD 2 900 232,81+1,2 0,5 3,5 237,59 +4,5 1,9 5,6
(1:3) 3 239,28 +4,3 1,8 6,3

Fonte: Autor (2019).

Legenda: CQs: controles de qualidade; Conc.: concentracéo; CV%: coeficiente de variacdo; EPR%:
erro padréo relativo; LIQ: limite inferior de quantificacdo; CQB: controle de qualidade baixo;
CQM: controle de qualidade médio; CQA: controle de qualidade alto; CQD: controle de
gualidade de diluicdo (1:3).
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5.2.2.3 Seletividade

Os resultados das andlises das amostras de plasma normal, lipémico e
hemolisado foram comparados com a amostra processada do LIQ e n&o houve
interferéncia nos tempos de retencdo do analito e Pl, como mostra a Tabela 6. Ou
seja, o0 método € capaz de medir exatamente o composto RXA e o padréo interno

(linezolida) em presenca de outros componentes na matriz bioldgica.

Tabela 6 - Areas do analito e padr&o interno obtidas para determinacdo do ensaio de
seletividade em matrizes distintas

Interferéncia (%)

Analito Padré&o interno
Amostra Lote Area 7 Area &
LIQ 6202 100 437820 100
Lipémico LP 164/16 48 0,8 208 0,0
Hemolisado grau 5 HS 250/16 56 0,9 25 0,0
Normal 01 NM 065/17 47 0,8 23 0,0
Normal 02 NM 074/17 30 0,5 11 0,0
Normal 03 NM 076/17 109 1,8 9 0,0
Normal 04 NM 078/17 0 0,0 13 0,0

Fonte: Autor (2019).
Legenda: LIQ: limite inferior de quantificacéo; %: porcentagem de interferente relativa a area obtida
das diferentes amostras testadas quando comparadas com a area do LIQ.

5.2.2.4 Efeito residual

A auséncia de efeito residual no método foi confirmada apdés verificacdo da
inexisténcia de quaisquer picos de interferentes para analito e Pl, nas injecdes de
amostra branco antes e apds duas amostras de LSQ, conforme Tabela 7.
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Tabela 7 — Areas do analito e padr&o interno obtidas para determinac&o do ensaio de
efeito residual

Interferéncia (%)

Analito Padréao Interno
Amostra Area % Area %
Branco 133 2,2% 16 0,0
LIQ 6063 100% 451325 100%
LSQ 2579154 . 404720
LSQ 2561278 . 392501 .
Branco 94 1,6% 14 0,0
Branco 83 1,4% 13 0,0

Fonte: Autor (2019).
Legenda: LIQ: limite inferior de quantifica¢é@o; %: porcentagem de interferéncia nas areas do analito e
Pl proveniente de amostras analisadas anteriormente.

5.2.2.5 Efeito matriz

Os FMNs e os CVs% obtidos para todas as amostras em cada um dos tipos de
matriz analisados possuem valores proximos entre si e abaixo do limite preconizado.
Inferimos que a lipemia e hemdlise ndo aumentaram a intensidade do efeito matriz,
podendo esse método ser usado para quantificar RXA nos 3 tipos de plasma: normal,
lipémico e hemolisado grau 5.

De acordo com os critérios de aceitacdo foi possivel verificar que ndo houve
diferenca entre os CVs% obtidos para amostras de CQB e de CQA, indicando que o
efeito matriz no método néo foi detectado.

A média do FMN obtida dos resultados da razdo entre as amostras branco
processadas e ressuspendidas nas solugdes de concentracdes do CQB e CQA sobre
as amostras em solucao nas concentracdes do CQB e CQA foi de 0,98 com CV igual

a 1,8%, contemplando os célculos para todos os tipos de plasma (TABELA 8).
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Tabela 8 — Fator matriz normalizado obtido para analito e padrao interno em trés
matrizes distintas

Amostra Amostra de plasma FMN CQB FMN CQA

1 Lipémico 0,96 0,98

2 Lipémico 0,96 1,00

3 Hemolisado grau 5 0,95 0,98

4 Hemolisado grau 5 1,00 0,98

5 Normal 01 0,99 0,98

6 Normal 02 1,00 0,99

7 Normal 03 0,98 1,01

8 Normal 04 0,98 0,98

Média 0,98 0,99

CV (%) 2,2% 1,1%
Média geral (n = 16) 0,98
CV (%) 1,8%

Fonte: Autor (2019).
Legenda: FMN: fator de matriz normalizado; CQB: controle de qualidade baixo; CQA: controle de
qualidade alto; CV%: coeficiente de varia¢ao.

5.2.2.6 Estabilidade em matriz biolégica

Os resultados asseguraram confiabilidade nas analises evitando a obtencéo de
valores subestimados em decorréncia da degradacao do analito em estudo. Para os
testes de estabilidade do analito em matriz biol6gica foram empregadas amostras de
CQB e CQA cuja média dos resultados da andlise imediatamente apds sua

preparacao estavam dentro de + 15% do valor nominal (TABELA 9).
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Tabela 9 — Dados referentes aos testes de estabilidade de rivaroxabana em plasma
expressos em coeficiente de variacdo e erro padréo relativo utilizando

amostras de CQB e CQA (n =3)

Concentracdo Conc. obtida Precisdo Inexatidao
Condicdes de preparo nominal meédia = dp
(ng / mL) (ng / mL) (CV%) (EPR%)
(n=3)

Amostra recém-preparada 3 2,86 £0,0 1,2 -4,6
(preparo e analise imediata) 380 395,81 +5,0 1,3 4,2
Curta duracgao 3 3,06 £0,2 5,0 1,9
(6 horas temperatura ambiente) 380 410,33+ 32,5 7.9 8,0
PoOs-processamento 3 2,74+0,1 2,2 - 8,6
(auto injetor 26 horas) 380 377,11 +£6,9 1,8 -0,8
4 ciclos de congelamento e 3 2,89+0,0 1,6 -3,8
descongelamento (-20°C) 380 389,68 +11,1 2,8 2,5
Longa duracéo 3 3,05+0,1 4,9 1,7
(178 dias a -20°C) 380 396,19 + 8,3 2,1 4,3

Fonte: Autor (2019).

Legenda: Conc.: concentracéo; dp: desvio padrdo; CV%: coeficiente de variacdo; EPR%: erro padrédo

relativo.

5.2.2.7 Estabilidade em solucéo

As solucdes padrdo do analito e do Pl foram estaveis por 6 horas apos o

preparo, a temperatura ambiente e por 42 dias quando armazenadas em refrigerador

(2 a 8 °C). As solucbes de trabalho foram estaveis por 6 horas apdés o preparo a

temperatura ambiente e por 21 dias quando armazenadas em refrigerador (2 a 8 °C).

Os ensaios acima mencionados apresentaram variacoes inferiores a 10%. A Tabela

10 reporta os dados obtidos para os ensaios de estabilidade das solu¢cdes de RXA e

linezolida (PI) indicando que ambos os compostos séo estaveis em solugbes padréo

e de trabalho nas condi¢cGes estudadas.
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Tabela 10 — Estabilidade das solu¢cfes padrao e de trabalho através das comparacdes
das variacdes médias das respostas do analito e do padrao interno

RP 6 h 42 dias RP 6 h 21 dias
T° ambiente 2a8°C T° ambiente 2a8°C
Solucdes padrdo RXA (50 ug/mL)  Solucdes trabalho RXA (50 pg/mL)
(n=3) (n=3)
média £ dp
(resposta 6,51+00 6,37+£0,0 6,59+0,0 6,64+00 6,66+0,1 6,62+0,1
Analito / PI)
CcVv 0,1 0,4 0,3 0,6 1,7 0,1
(%)
Variacao . -2,2 1,2 . 0,3 0,3
(%)
Solucdes padrao Pl (500 ng/mL) Solucdes trabalho PI (500 ng/mL)
(n=3) (n=3)
meédia + dp

(resposta 0,15+0,0 0,16+0,0 0,15+0,0 0,16+0,0 0,16+0,0 0,16+0,0
Analito / PI)

CVv 0,6 0,5 0,5 0,1 0,6 0,8
(%)

Variacao . 2,6 -1,3 . 1,2 0,4
(%)

Fonte: Autor (2019).
Legenda: RP: solugdo recém-preparada; T°: temperatura; RXA: rivaroxabana; Pl: padrdo interno
(linezolida); dp: desvio padrédo; CV%: coeficiente de variagao.

5.2.3 Quantificacdo das amostras dos participantes da pesquisa

A quantificagdo da RXA em plasma foi realizada por UHPLC-MS/MS a partir do
método desenvolvido e validado descrito em 3.2.3 e 3.2.4. Em cada corrida analitica
foi possivel a analise de trés voluntarios sendo aproximadamente 300 amostras
diarias. As amostras de plasma dos participantes da pesquisa foram analisadas em
simplicata juntamente com as curvas de calibracdo e os controles de qualidade em
quadruplicata, e a principio em trés concentracdes CQB, CQM e CQA (3, 250 e 380
ng/mL).

O desempenho a longo prazo do ensaio, totalizando a analise de 10536
amostras desconhecidas de voluntarios nos estudos de bioequivaléncia em condi¢des
de jejum e pos-prandial, foi analisado. As amostras de CQs analisadas
simultaneamente com as amostras dos estudos confirmaram os valores de preciséo
e exatiddo que foram determinados durante o experimento de validacdo (FIGURAS
12 e 13).
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Figura 12 — Amostras de controle de qualidade (CQs) avaliando o desempenho do
ensaio durante a quantificacdo dos estudos em jejum e pdés-prandial.
Corridas analiticas de 117 participantes de pesquisa e quatro CQs por
valor de concentragéo
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Fonte: Autor (2022).

Legenda: CQB: controle de qualidade baixo (3 ng/mL); CQM: controle de qualidade médio (250 ng/mL);
CQA: controle de qualidade alto (380 ng/mL).

Ap0s a quantificac@o de 10% das amostras dos voluntarios foram adicionados
dois novos controles de qualidade médios (CQMnl e CQMn2) de concentracdes
iguais a 35 e 70 ng/mL, respectivamente. Pelo menos dois CQs devem estar dentro
da faixa de concentracdes medidas. A curva de calibragdo foi muito ampla em
comparacdo com as concentracdes dos voluntarios e, assim, foram acrescentados
controles adicionais no momento da avaliacao critica.

As amostras dos controles de qualidade foram distribuidas regularmente ao
longo das corridas analiticas. Incluindo a analise do quinto voluntario, referente ao
estudo em condic¢des de jejum e a partir dela os CQMn1l e CQMn2 (em quadruplicata)
foram introduzidos nas corridas analiticas subsequentes e em todo estudo poés-
prandial. Uma nova avaliacdo foi realizada, apos quantificacdo de 50% das amostras
dos voluntarios ndo sendo necesséaria a adicdo de outros novos controles de
qualidade.
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Figura 13 — Amostras de controle de qualidade (CQMnl1 e CQMn2) adicionados nas
corridas analiticas a partir do quinto voluntério (estudo em jejum) até a
quantificacdo final das amostras desconhecidas, para avaliacdo do
desempenho do ensaio
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Fonte: Autor (2022).
Legenda: CQMn1: controle de qualidade médio (35 ng/mL); CQMn2: controle de qualidade médio (70
ng/mL).

No geral, a maioria das amostras de CQs apresentaram desvio para precisao
menor que 10% entre as execucdes e para a exatiddo também (< £10%).

Nenhum voluntario apresentou concentragdes acima do LSQ no estudo em
condicdes de jejum. No estudo pés-prandial, os participantes 05 e 08 (periodo 1) e 24
(periodo 2) apresentaram Cmax acima de 500 ng/mL. As amostras dos voluntarios
com concentracdes superiores ao LSQ foram diluidas e reanalisadas. Foram incluidos
os controles de qualidade de diluicdo (CQD) na corrida analitica de reanalise para
esses casos. Neste estudo, as amostras de participantes de pesquisa néo
apresentaram hemolise.

O método de extracdo apresentou bom desempenho, com tempo curto de
preparacao das amostras, simplicidade da técnica e reducéo do efeito de matriz. Aléem
de proporcionar a desnaturacdo de proteinas, excluindo possiveis contaminacdes da
coluna cromatogréfica, aumentando sua durabilidade. As limitacdes do método foram
a nao-utilizacdo de padrao interno deuterado, que poderia melhorar ainda mais o
tempo da analise cromatogréfica e o uso da extracao liquido-liquido, com mistura de

solventes organicos, gerando residuo para descarte.
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O alto custo do equipamento e a necessidade de conhecimento técnico
especializado limitam a expansao do uso de UHPLC-MS/MS, mas a exceléncia dos
resultados vem favorecendo essa tecnologia. No presente trabalho foi desenvolvido e
validado um método UHPLC-MS/MS rapido, preciso e exato e as condi¢cdes testadas
para armazenamento foram consideradas adequadas para evitar a degradacédo do
analito.

Por fim, 0 método bioanalitico cumpriu a proposta de quantificacdo em plasma
humano de rivaroxabana para aplicagdo em estudos de bioequivaléncia possibilitando

tracar corretamente o perfil farmacocinético.

5.3 ANALISE FARMACOCINETICA E AVALIACAO DE BIOEQUIVALENCIA

Inicialmente, foram randomizados 60 voluntarios sadios para cada estudo de
bioequivaléncia, a fim de que finalizassem com um poder minimo de 80%; concluiram
as etapas dos estudos 117 participantes de pesquisa. Devido ao pequeno tamanho
amostral nenhum teste de significancia foi executado para avaliar a hip6tese de
normalidade dos parametros farmacocinéticos.

Os parametros farmacocinéticos descritos na Tabela 11 foram determinados
utilizando o software WinNonlin conforme previsto no protocolo clinico. As analises
estatisticas foram executadas no modulo Bioequivalence Wizard, que
automaticamente calcula os intervalos de confianca e estima todas as estatisticas
adicionais necessarias ao estudo.

Considerando os valores de p obtidos para os testes ANOVA, ndo foram
constatadas diferencgas significativas ao nivel de 5% de significancia para os fatores
de tratamento e periodo e ao nivel de 10% de significancia para o fator sequéncia,
para nenhum dos parametros farmacocinéticos.

A ANVISA, assim como a US-FDA, recomendam que sejam conduzidos dois
estudos de bioequivaléncia com 20 mg de RXA em condi¢fes de jejum e pds-prandial.
A RXA é um farmaco que sofre efeito dose dependente e complexo da alimentacéo
sobre a absor¢cdo e possui baixa solubilidade. No caso de farmacos com as
caracteristicas descritas € recomendado a realizagdo de dois estudos de
bioequivaléncia em condi¢des de jejum e pos-prandial, a fim de explorar os extremos
da variabilidade da alimentagcio (GARCIA-ARIETA; GORDON, 2012).

Para estudos de bioequivaléncia na condigdo pdés-prandial, as agéncias
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reguladoras internacionais sao favoraveis a realizacdo sob condicdes extremas de
alimentacéo, com alto teor caldrico e lipidico. Isso garante que os resultados obtidos
possam ser extrapolados para todos os regimes alimentares (GARCIA-ARIETA;
GORDON, 2012). A ANVISA nao tem sugestdao para a composi¢cado das refeicoes
portanto seguimos as orientacdes da US-FDA.

Devido as condicbes alimentares influenciarem os parametros
farmacocinéticos de RXA, as analises estatisticas foram realizadas separadamente,

por estudo em condi¢des de jejum e pos-prandial.

Tabela 11 — Média dos parametros farmacocinéticos de rivaroxabana apés dose Unica

oral de 20 mg da formulagéo teste e referéncia em condigdes de jejum (n =
60) e pos-prandial (n = 57) com delineamento dos estudos sendo 2x4

Jejum Pds-prandial
Paramet
arametros (n = 240) (n = 228)

Média + EP

Referéncia Teste Referéncia Teste
o
(ng/mL) 191,12+ 6,59 183,98 +6,72 32541+7,32 299,92 % 7,70
AS/COL'ih 1573,82 + 1509,91 + 1969,12 + 1888,29 +
(ng/mL*h) 46,21 42,11 53,73 49,99
ASCH 1685,15 + 1674,33 + 2037,85 + 1932,85 +
(ng/mL*h) 49,35 53,55 66,70 50,24
TmaX
(h) 2,26 + 0,11 2,48 + 0,12 3,03 +0,10 3,10+ 0,12
ty
(h) 1524 +0,60 17,57+1,33  850+041 10,11 +0,48
Kel
(1/h) 0,05+0,003 0,05+0,002 0,10 +0,004 0,09 + 0,004
CIIF
(mL/h) 13,00 £0,35  13,19+0,37  10,73+0,29  11,19+0,31
Vd/F 271,73+ 10,15 304,77 +13,26 126,68 +6,23 158,95 + 7,79

(L)

Fonte: Autor (2019).

Legenda: EP: erro padrao; Cmax: concentragdo maxima; ASC%t area sob a curva de zero ao ultimo
tempo determinado; ASC%in: 4rea sob a curva de concentragdo versus tempo desde o
tempo zero até o infinito; Tmax tempo correspondente a ocorréncia da concentracao
plasmatica méaxima; ty2: meia vida de eliminacdo do farmaco; Kei: constante de eliminacao;
Cl: clearance; Vd: volume de distribui¢do; F: biodisponibilidade.
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Os valores médios de Cmax e ASC%t foram 187,55 + 6,66 ng/mL e 1541,87 +
44,16 ng/mL*h, no estudo em condicdes de jejum (n = 240) e 312,67 ng/mL e 1928,71
+ 51,86 ng/mL*h no estudo pés-prandial (n = 228), respectivamente. Os resultados
obtidos neste estudo, tanto para formulacao teste quanto de referéncia, apresentaram
aumento para Cmax de 66% e ASC®!'de 25% na presenca de alimentos quando
comparado as condicdes de jejum. Os dados corroboram com outros estudos
descritos na literatura, quando se administrou 20 mg de RXA, por via oral, nas duas
condigcbes. Um dos primeiros estudos sobre a influéncia da alimentacdo na
administracdo de 20 mg de RXA foi de Kubitza et al. (2006), que demonstraram em
condicdes de jejum Cmax de 158 ng/mL e ASCC! de 1629 ng/mL*h; quando
comparados ao estudo pés-prandial os valores foram 74% maior para Cmax (273
ng/mL) e 25% mais alto para ASC%! (2021 ng/mL*h). Os dados de Stampfuss et al.
(2013) também mostraram valores de Cmax e ASC%taumentados em 76% e 39%,
respectivamente. E para Tao et al. (2022), o aumento entre as condi¢des de jejum e
pos-prandial foi de 73% para Cmax e 50% para ASC%! Os voluntarios que
participaram nesta pesquisa séo diferentes entre as condigbes dos estudos; entdo
variacfes observadas para os valores absolutos de Cmax e ASC podem estar
relacionadas ndo somente com o efeito da alimentacdo, mas também com a
variabilidade interindividual.

Kubitza et al. (2005b) mostraram a RXA sendo rapidamente absorvida apos
administracdo oral em condi¢cdes de jejum, nas doses entre 1,25 — 80 mg, atingindo
Cmax em aproximadamente 2 horas. Sob condi¢des pds-prandial, o tempo médio para
atingir a Cmax (Tmax) variou entre 3 e 3,5 horas para dose orais de 10, 15 e 20 mg,
conforme publicado por Stampfuss et al. (2013). Os dados médios obtidos neste
estudo para Tmax foram sensivelmente diferentes, entre as condi¢cfes de jejum e pos-
prandial, 2,37 e 3,07 horas, respectivamente. Quando comparamos nossos resultados
nas duas condi¢cbes, com outros trabalhos publicados é possivel verificar a
semelhanca dos dados de Tmax: Mueck et al. (2014) (2h vs 3h), Ding et al. (2019) (2h
vs 4h) e Tao et al. (2022) (2,2h vs 2,9h).

Refeicdbes com alto teor de lipideos retardam o esvaziamento gastrico,
aumentando o tempo de transito para o intestino delgado e, posteriormente,
retardando a absorcdo na circulacdo sistémica (KUBITZA et al., 2006). Como
esperado, os individuos alimentados apresentaram valores médios de Tmax maiores

do que os voluntarios em jejum, e menores em relacdo ao valores nominais de Vd/F.
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A meia-vida plasmatica média para ambos 0s estudos mostrou-se de acordo a
dados descritos em outros trabalhos. Assim como nos estudos de Ding et al. (2019) e
Tao et al. (2022), t+ foi prolongada em condi¢des de jejum (TABELA 11); relacionando
a taxa de absor¢éo mais lenta do que a taxa de eliminacao.

N&o foram observados eventos adversos graves, intensos e inesperados ou
que levassem a descontinuacdo dos estudos. Independente da formulacéo
administrada (T ou R) e das condi¢des jejum ou pés-prandial, os dados indicaram que
a RXA 20 mg foi bem tolerada entre individuos saudaveis. A cefaleia foi o evento mais
comum, sendo relatado em ambos os estudos jejum (10) e pds-prandial (3).

A partir das médias das concentracdes plasmaticas de RXA quantificadas em
cada tempo especificado nos protocolos de pesquisa, estratificadas por tratamento
(teste e referéncia) foi possivel a construgéo dos graficos (FIGURAS 14 a 17).

Figura 14 — Curva de concentragdo plasmatica média de rivaroxabana versus tempo,
apos administracao de 20 mg em 60 voluntarios sadios em condicfes de
jejum
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: R: medicamento de referéncia; T: medicamento teste.
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Figura 15 — Curva de concentracdo plasmatica média de rivaroxabana log
transformada versus tempo, ap6s administracdo de 20 mg em 60
voluntarios sadios em condicfes de jejum
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: R: medicamento de referéncia; T: medicamento teste.
Figura 16 — Curva de concentragdo plasmatica média de rivaroxabana versus tempo,

apos administracdo de 20 mg em 57 voluntarios sadios em condi¢cfes pos-
prandial
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: R: medicamento de referéncia; T: medicamento teste.
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Figura 17 — Curva de concentracdo plasmatica média de rivaroxabana log
transformada versus tempo, ap6s administracdo de 20 mg em 57
voluntéarios sadios em condi¢cdes pos-prandial
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: R: medicamento de referéncia; T: medicamento teste.

Para a avaliacdo da bioequivaléncia, foram calculadas as razdes das médias
geométricas dos parametros relacionados a velocidade e a extensdo da absorcao,
Cmax e ASC, respectivamente. A Tabela 12 mostra que os ICs 90% das razdes, para
0s parametros citados se apresentaram entre 80 e 125%, portanto bioequivalentes em
ambos os estudos. Embora ndo seja necessario demonstrar bioequivaléncia, a

mesma conclusdo pode ser estendida para ASCO",
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Tabela 12 — Intervalo de confianca de 90% dos parametros farmacocinéticos log-
transformados para as formulacdes teste e referéncia

Parametros Razéo IC 90% Poder CVintraindividual
(%) (%) (%) (%)
Estudo Jejum (n = 60)
Cmax 95,53 89,91 — 101,62 100 29,95
ASCOt 96,22 92,57 — 100,03 100 18,51
ASCO-inf 98,90 95,08 — 102,87 100 17,24
Estudo Pos-prandial (n =57)
Cmax 91,42 88,82 — 94,09 100 11,40
ASCO 95,88 92,74 — 99,12 100 16,07
ASCO-inf 95,69 92,30 — 99,20 100 18,98

Fonte: Autor (2019).

Legenda: Cmax: concentragdo maxima; ASC? area sob a curva de zero ao ultimo tempo determinado;
ASCYint drea sob a curva de concentragdo versus tempo desde o tempo zero até o infinito;
Razdo: razdo da média geométrica teste/referéncia; IC 90%: intervalo de confianga de 90%;
CVinrraindividual: CO€ficiente de variagdo intraindividual.

Classicamente, a determinacdo da bioequivaléncia é baseada no conceito de
bioequivaléncia média. Dois medicamentos sdo declarados bioequivalentes se o
intervalo de confianca de 90% calculado para a razdo das médias geométricas dos
parametros farmacocinéticos, na escala log transformada, estiverem dentro do limite
de 80 a 125% (TOTHFALUSI; ENDRENYI; GARCIA-ARIETA, 2009; DAVIT et al.,
2012; KARALIS; SYMILLIDES; MACHERAS, 2012; YU et al., 2015; SONG,; LEE; KIM,
2021). E geralmente aceito que uma diferenca de 20% n&o tenha relevancia clinica
para a maioria dos medicamentos (TOTHFALUSI; ENDRENYI; GARCIA-ARIETA,
2009; YU et al., 2015).

Para fins de bioequivaléncia, é considerado que a variabilidade residual reflete
a variabilidade intraindividual do medicamento em estudo. Essa abordagem é
amplamente utilizada, no entanto para farmacos altamente variaveis, ela se mostrou
problematica (TOTHFALUSI; ENDRENYI; GARCIA-ARIETA, 2009; DAVIT et al.,
2012; KARALIS; SYMILLIDES; MACHERAS, 2012; YU et al., 2015; SONG,; LEE; KIM,
2021).

Farmacos altamente variaveis tém um coeficiente de variacdo (CV)
intraindividual = 30% para um determinado parametro farmacocinético, geralmente

Cmax. Por isso é necessario realizar um desenho replicado para estimar sua
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variabilidade intraindividual;, pelo menos o medicamento de referéncia deve ser
administrado duas vezes. A medida que a variabilidade intraindividual do produto de
referéncia aumenta, € possivel aplicar a abordagem da bioequivaléncia escalonada,
método no qual a faixa de aceitacdo de bioequivaléncia pode ser expandida além de
80 a 125% (TOTHFALUSI; ENDRENYI; GARCIA-ARIETA, 2009; DAVIT et al., 2012;
GARCIA-ARIETA; GORDON, 2012; KARALIS; SYMILLIDES; MACHERAS, 2012;
SONG; LEE; KIM, 2021).

A RXA é descrita na literatura como um farmaco altamente variavel e,
demonstrou uma relacdo de dose-resposta acentuada para eficacia e seguranca;
portanto, ndo € recomendada a utilizacdo da abordagem de bioequivaléncia
escalonada do medicamento de referéncia para ampliar os limites de aceitacdo da
bioequivaléncia. Apesar disso, ha recomendacao do desenho cruzado 2x4, totalmente
replicado que permite a comparacéao da variabilidade além da comparacéo de médias.

Para a US-FDA, a sugestdo do delineamento € igual para ambos, sendo os
mesmos cruzados totalmente replicados (2x4). Adicionalmente, deve ser comparada
a variabilidade intraindividual das formulagdes teste e referéncia, obtida neste tipo de
desenho (FDA, 2011). Os estudos de bioequivaléncia para RXA devem usar a
abordagem de bioequivaléncia média com limites de 80-125%. Para a comparacédo da
variabilidade intraindividual dos produtos teste e de referéncia, o limite superior do
intervalo de confianca de 90% para a relacdo teste/referéncia da variabilidade
intraindividual deve ser < 2,5. Esse método para analise estatistica que compara a
variabilidade intraindividual é aplicado para farmacos que tem indice terapéutico
estreito como a varfarina sédica (FDA, 2012; YU et al., 2015).

A Tabela 13 contém os resultados estatisticos da comparacado e avaliacdo da
variabilidade das formulacGes, para os parametros Cmax, ASC%!, e ASC%n": onde o
limite superior do intervalo de confianca de 90% para a razdo dos desvios padrao

(teste/referéncia) foi < 2,5, nas duas condi¢des.
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Tabela 13 — Razao entre os desvios padrao e intervalo de confianca de 90% para a

razao
Intervalo de Confianca 90%
Estudo Jejum (n = 60)

Crmax 0,95 0,76 1,18 SIM
ASCOt 1,05 0,84 1,30 SIM
ASCO-inf 1,16 0,94 1,45 SIM

Estudo Pos-prandial (n =57)

Crmax 1,28 1,02 1,59 SIM
ASCOt 0,85 0,68 1,06 SIM
ASCO-nf 0,71 0,56 0,88 SIM

Fonte: Autor (2019).

Legenda: SwT: desvio padrado intraindividual teste; SwR: desvio padrdo intraindividual referéncia;
Cmax: concentragdo maxima; ASCOt area sob a curva de zero ao Ultimo tempo
determinado; ASC%in area sob a curva de concentragdo versus tempo desde o tempo zero
até o infinito.

5.4 ANALISE DE EFEITO BIOLOGICO NOS PARAMETROS DE COAGULACAO

Os valores médios obtidos para TP e TTPa estdo apresentados na Tabela 14,
relativos ao tempo de 3 horas, que € mais proximo ao efeito maximo, foram
prolongados quando comparados aos tempos zero e 24 horas; tempos esses em que
nao se espera efeito anticoagulante e nenhuma ou concentracbes muito baixas de
rivaroxabana. No estudo poés-prandial, os valores de TP e TTPa estdo mais
prolongados (em segundos) quando comparados ao estudo em jejum, talvez pelo
efeito da alimentagdo na biodisponibilidade da rivaroxabana que mostra

concentracbes médias maiores.



109

Tabela 14 — Valores médios, minimos e maximos de TP, TTPa e concentracdes de
rivaroxabana em condi¢fes de jejum e pos-prandial (n = 117)

Pré-dose Po6s-dose
Parametros 0:00 h 3:00 h 24:00 h
Estudo Jejum (n = 60)
TP 14,7 (13,1 — 18,0) 18,6 (15,2 — 23,5) 15,0 (13,1 - 17,4)
(s)
TTPa 34,2 (27,2 — 45,9) 46,8 (37,3 — 58,5) 35,4 (26,8 — 42,8)
(s)
Conc. RXA 0 149,7 (35,9 — 327,6) 20,4 (2,04 — 43,9)
(ng/mL)
Estudo Pos-prandial (n =57)
TP 14,8 (12,7 - 18,1) 22,7 (16,8 - 31,2) 14,8 (18,1 - 12,9)
(s)
TTPa 33,0 (26,9 — 38,2) 50,3 (33,2 — 64,3) 32,7 (27,0 - 38,9)
(s)
Conc. RXA 0 264,9 (136,7 — 419,0) 8,14 (2,2 - 27,5)
(ng/mL)

Fonte: Autor (2019).
Legenda: s: segundos; TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial ativada;
Conc. RXA: concentragéo de rivaroxabana.

O teste da ANOVA foi aplicado e rejeitou-se a hipétese nula de igualdade entre
as médias de TP e TTPa, nos momentos em que as amostras foram coletadas (tempo
zero, 3 e 24 h); evidenciando que ao menos uma das médias diferia das demais. Foi
aplicado o teste post hoc de Tukey, como demonstrado nas Figuras 18 e 19. Os
graficos abaixo mostram que as médias de TP e TTPa, em 3 horas, diferem das
médias nos tempos zero e 24 horas. As médias de TP e TTPa nos tempos 0 e 24
horas n&do foram estatisticamente diferentes.
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Figura 18 — Diferenca das médias para TP (A) e TTPa (B) no estudo em jejum
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: IC: intervalo de confian¢a; TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial
ativada.

Figura 19 — Diferenca das médias para TP (A) e TTPa (B) no estudo pos-prandial
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Legenda: IC: intervalo de confian¢a; TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial
ativada.

No tempo de 3 horas, alguns participantes da pesquisa apresentaram valores
de TP e TTPa dentro da faixa de referéncia preconizada pelo laboratério, apos a
administracdo de 20 mg de RXA. Os resultados ficaram proximos aos limites
superiores dos valores de referéncia, mas ndo acima. Uma ampla faixa de
concentracdo de RXA produziu valores normais para esses dois parametros, como
ilustrado nos graficos abaixo (FIGURA 20). No estudo em jejum, 26 participantes com
concentracdes de RXA variando entre 35,97 e 174,67 ng/mL apresentaram TP normal
e 16 participantes com concentracdes entre 35,97 a 263,49 ng/mL apresentaram
TTPa normal. No estudo pos-prandial, dois participantes com niveis de RXA entre
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136,69 e 201,90 ng/mL apresentaram TP normal e 12 com concentracdes entre
136,69 a 417,93 ng/mL, apresentaram TTPa normal.

Figura 20 — Distribuigéo dos valores de TP e TTPa nos tempos de coleta nos estudos
em condicdes de jejum (A e B) e pés-prandial (C e D)
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).

A Figura 21 exibe gréaficos de dispersado e a analise de Pearson. Em Ae C o
grafico mostra que o TP se correlaciona moderadamente com a concentracao de
rivaroxabana no tempo 3 horas (r = 0,707 e r = 0,642). Na mesma figura, nos graficos
B e D é mostrada uma correlagdo também moderada de TTPa com a concentracao
de rivaroxabana no tempo 3 horas (r = 0,500 e r = 0,472).
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Figura 21 — Correlacdo entre as concentracoes de RXA (ng/mL) em 3 horas e 0s
ensaios TP e TTPa no estudo em jejum (A) e (B) e no estudo pos-prandial
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Legenda: r = coeficiente de correlagdo de Pearson.
3h; TP: tempo de protrombina; TTPa:
corresponde ao estudo pés-prandial.
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E geralmente aceito que, embora os resultados de TP e TTPa ndo possam ser

usados para medir com precisao as concentracées de RXA em plasma, poderiam ser

utilizados para estimativas clinicamente relevantes, do estado de anticoagulacao de

um paciente; porém essa afirmacao é contraditoria entre as publicacdes (LINDHOFF-
LAST et al., 2010; SAMAMA et al.,, 2013; GOSSELIN; GRANT; ADCOCK, 2016;
DEROGIS et al., 2017a; THOM et al., 2018). Os reagentes dos ensaios de TP e TTPa

variam muito em sua composi¢ao, como FT,

ativadores de contato e fosfolipideos;

alterando assim a sensibilidade a RXA e resultando em distintas correlagbes dos
testes com as concentragdes do farmaco (PLATTON; BOWLES; MACCALLUM, 2017;

THOM, et al., 2018).
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5.5.1 Caracteristicas genotipicas

113

Da populacao total de 117 participantes de pesquisa que concluiu os dois

estudos de bioequivaléncia, todos participaram do estudo farmacogenético. A Tabela

15 mostra as frequéncias alélicas e genotipicas da populacdo de voluntarios

saudaveis. Todos os individuos foram genotipados para a variante 421 C>A no gene

ABCG2. A variante analisada cumpriu o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p 2

0,05, teste x2).

Tabela 15 — Frequéncia alélica e genotipica da populacdo estudada (n = 117)

Gendtipo Frequéncia Frequéncia Frequéncia X2
absoluta genotipica alélica
Estudo Jejum

(n=60)
CcC 53 0,883 0,925 (p) 0,983
CA 5 0,083
AA 2 0,033 0,075 (q)

Estudo Po6s-prandial

(n=57)
CC 53 0,930 0,917 (p) 0,989
CA 4 0,070
AA 0 0 0,066 (q)

Fonte: Autor (2021).

Legenda: C = alelo C; A = alelo A; p = frequéncia do alelo C; g = frequéncia do alelo A; X2: teste qui-

quadrado (p valor obtido > 0,05).

As frequéncias genotipicas e alélicas relativas da populacéo total de individuos

foram calculadas. As frequéncias alélicas (p e q) e genotipicas (p2, 2pg e q2)

permanecem constantes de uma geracdo para a outra. Expresso em termos

algébricos, o EHW implica que a soma das frequéncias alélica (p + g = 1) e genotipica
(p2 + 2pg + g2 = 1) é igual a um (MAYO, 2008). A deteccao dos desvios do EHW foi

realizada comparando-se as frequéncias observadas e esperadas por meio do teste

estatistico qui-quadrado (x2).
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A frequéncia alélica de ABCG2 421 C>A é significativamente maior em
asiaticos (30%-60%) do que caucasianos e afro-americanos (5%-10%). A variante
C421A tem frequéncia do alelo menor em 10% da populagéo global, sendo mais alta
em asiaticos (IEIRI 2012; SAKIYAMA et al., 2014; FOHNER et al., 2017; HIRA;
TERADA, 2018; CHEN et al., 2019). Foi detectado o genotipo 421C/C em ndamero
superior na populacdo deste estudo, e prevaléncia consideravelmente menor do
genotipo 421 A/A. No estudo em condi¢des de jejum, 2 participantes apresentaram o
gendtipo A/A e nenhum no estudo pos-prandial.

De acordo com Suarez-Kurtz et al. (2012), a extrapolacdo de dados de grupos
étnicos ndo se aplica a maioria dos brasileiros e a distribuicdo de frequéncia de
polimorfismos nado € capturada pelo modo de autodeclaracdo proposto pelo IBGE. Nao
foi analisada a ancestralidade genética dos participantes de pesquisa desse estudo,
utiizamos o parametro de autodeclaracdo cor/raca. Apesar de (til, a autopercepcao
de cor/raca no Brasil ndo se correlaciona com a ancestralidade genética dos
brasileiros (SUAREZ-KURTZ et al., 2012). N&o foi possivel comparar as frequéncias
alélicas encontradas na populacéo desse estudo para polimorfismo 421 C>A com 0s
dados Sakiyama et al., (2014) e Hira; Terada, (2018) que utilizaram a populacao

japonesa em suas pesquisas.

5.5.2 Determinacéo do genétipo do gene ABCG2 por sequenciamento

As Figuras 22, 23 e 24 mostram os resultados dos eletroferogramas, obtidos
das reacfes de sequenciamento dos participantes da pesquisa 01, 02 e 07 como
exemplificacdo, do estudo em condicdes de jejum que possuem 0s genétipos CC, CA

e AA, respectivamente.
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Figura 22 — Eletroferograma para visualizacdo do polimorfismo 421C>A. Resultado do
sequenciamento das duas fitas com os primers: forward (A) e reverse (B)
do participante da pesquisa 01, com genétipo 421CC, selvagem.

A) B)

130 140
A G TTOCTCAGCAGT CTT CTTTC|G

c

150 160 170
G AAG AGCTOGCTG AG AACT|GTAAGT

LU |

USROS VRN DRV IO S O [N N IO SR B A
Fonte: Dados da pesquisa (2021).
Legenda: A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina.

Figura 23 — Eletroferograma para visualizacao do polimorfismo 421C>A. Resultado do
sequenciamento das duas fitas com os primers: forward (A) e reverse (B)
do participante da pesquisa 02, com genétipo 421CA, heterozigoto.

A) B)

66-

130 140 ) ¥
T ACAG TTOCTOCAGCAGC CTTCTTC|G G C|6 AAG AGCTOGCTOG AG AAC TTTA

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
Legenda: A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina.
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Figura 24 — Eletroferograma para visualizacao do polimorfismo 421C>A. Resultado do
sequenciamento das duas fitas com os primers: forward (A) e reverse (B)
do participante da pesquisa 07, com genétipo 421AA, homozigoto
mutante.

B)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
Legenda: A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina.

A Tabela 16 mostra a distribuicdo das médias dos dados farmacocinéticos e de
efeito biolégico dos parametros de coagulacédo avaliados, apés administracdo de 20
mg de RXA em condi¢cbes de jejum e pos-prandial, relacionadas aos genétipos 421
C>A analisado neste estudo para o gene ABCG2.
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Tabela 16 — Parametros farmacocinéticos e efeitos bioldgicos de rivaroxabana (média
+ desvio padrdo) segundo os diferentes genoétipos do polimorfismo
analisado no gene ABCG2

Estudo Jejum Estudo Pos-prandial
Genotipo (n =60) (n=57)
CC CA AA CC CA
n=>53 n=>5 n=2 n =53 n=4
Parametros Farmacocinéticos
(média + dp)
Crna 190,19 + 176,27 + 145,81 + 308,06 + 360,57 +
(ng/mL) 56,57 48,18 17,06 70,04 76,48
ASCOt 1570,77 1374,69 1193,81+ 1913,44 + 2087,52 £
(ng/mL*h) 426,64 391,11 13,36 480,09 428,50
L 15,47 + 16,43 + 41,04 + 9,51 + 10,23 £
Eh)/z 4,95 2,52 23,73* 4,14 4,84
Cl/F 13,01 £3,34 1450+4,47 11,82+2,13 11,08+2,95 9,71+1,74
(mL/h)
vd/E 275,59 + 334,45 + 508,27 + 144,18 £ 128,62 +
(L) 82,23 115,23 72,79* 60,51 40,35
Parametros da Coagulacdo em 3h
(média + dp)
TP 18,62+1,99 18,38+2,51 17,80+1,13 22,50+2,92 24,38 + 3,08
(s)
TTPa 47,00 +4,76 44,78 +4,81 45,90+0,00 49,93+5,97 53,70 +7,97

(s)

Fonte: Autor (2021).

Legenda: C: alelo C; A = alelo A; Cmax: concentragdo maxima; ASCOt area sob a curva de zero ao
Ultimo tempo determinado; ti2: meia-vida de eliminacdo; Tmax tempo correspondente a
ocorréncia da concentragdo plasméatica méaxima; Cl: clearance; Vd: volume de distribuicéo;
TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina parcial ativada; Foram obtidos
valores de p a partir do teste ANOVA; As médias e desvios padrdo em negrito e com simbolos

sobrescritos (*) significam que séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste post
hoc de Tukey; *p < 0,05.

Estudos anteriores demonstraram que a RXA é transportada pela P-gp
(ABCB1) e BCRP (ABCG2) (ALI; NAWAL, 2010; PERZBORN et al., 2010, 2011;
MISSELWITZ; BERKOWITZ; PERZBORN, 2011; KREUTZ, 2012; KUBITZA,
PERZBORN; BERKOWITZ, 2013; MUECK; KUBITZA; BECKA, 2013; MUECK et al.,
2014; NAKAGAWA et al., 2021). O polimorfismo dos transportadores ABC foi
relacionado com a variabilidade da exposicdo aos farmacos substratos (IEIRI, 2012;
MCLEAN; WILSON; KIM, 2016; SENNESAEL et al., 2018).

Foi observada, nesta pesquisa, tendéncia para os dois individuos portadores

do gendtipo 421A/A apresentarem as menores meédias (TABELA 16) para os
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parametros farmacocinéticos Cmax (p = 0,488), ASC°! (p = 0,307) e Clearance (p =
0,563), embora as diferencas ndo tenham sido estatisticamente significativas (p >
0,05); sugerindo que o polimorfismo no gene da BCRP pode néao ter influéncia nos
parametros farmacocinéticos da RXA: Cmax e ASC. Ressalta-se 0 n baixo deste
genotipo.

Ainda, nos nossos dados, portadores do gendtipo ABCG2 421A/A
apresentaram valores médios significativamente maiores de Vd/F (508,27 + 72,79 L;
p = 0,001) e ti2 (41,04 £ 23,73 h; p = 0,000) do que os outros genotipos, 421C/A e
421C/C, que néo tiveram diferenca estatisticamente significante entre suas médias.
As representacdes graficas usando box plot, de cada gendtipo para o Vd/F e ty2 dos

participantes do estudo em condic¢des de jejum, estdo ilustradas nas Figuras 25 e 26.

Figura 25 — Box plot de Vd/F (L) da rivaroxabana em condi¢cfes de jejum para 0s
genotipos 421 C>A do gene ABCG2
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Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Legenda: ABCG2: gene de interesse; Vd: volume de distribuicdo; F: biodisponibilidade; A = alelo A. C
= alelo C. A parte inferior e superior da caixa representa o primeiro e terceiro quartis, e a
faixa dentro da caixa corresponde a mediana. Os bigodes se estendem até os valores
méximos e minimos da série de dados. Os valores extremos (3 vezes o intervalo interquartil)
séo plotados com uma estrela (*).
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Figura 26 — Box plot de ti2 (h) da rivaroxabana em condi¢cdes de jejum, para os
genotipos 421 C>A do gene ABCG2
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Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Legenda: ABCG2: gene de interesse; ti2: meia-vida de eliminacdo; A = alelo A. C = alelo C. A parte
inferior e superior da caixa representa o primeiro e terceiro quartis, e a faixa dentro da caixa
corresponde a mediana. Os bigodes se estendem até os valores maximos e minimos da série
de dados. Os valores extremos (3 vezes o intervalo interquartil) sdo plotados com uma estrela

(*).

O efeito nos parametros de coagulacéo, avaliados através do prolongamento
dos tempos de TP e TTPa em 3 horas (TABELA 16), parecem nédo terem sido afetados
pelo poliformismo do gene ABCG2 avaliado neste estudo; os resultados néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05). N&o ha indicios de
gue as medi¢cdes de TP e TTPa contribuam significativamente para a estimativa das
concentracbes de rivaroxabana. A tomada de decisBes clinicas baseadas nos
resultados de TP e TTPa sem conhecer a sensibilidade e especificidade desses testes
pode representar risco significativo para a seguranca do paciente.

O polimorfismo ABCG2 421C>A é um indicador estabelecido para a
farmacocinética clinica de varios medicamentos como gefitinibe e rosuvastatina
(SAKIYAMA et al., 2014). Ueshima et al. (2017), num estudo realizado em pacientes
japoneses com fibrilagéo atrial ndo valvular, indicaram que o genoétipo ABCG2 421 A/A
influencia as concentracées minimas de apixabana, que também € um AOD assim
como a RXA.

Até o momento, apenas um estudo farmacogenético avaliou a relacéo entre as

concentracdes minimas de RXA e os polimorfismos genéticos das enzimas CYP e dos
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transportadores ABCB1 e ABCG2; nédo foi discutido no artigo publicado os dados
obtidos para o polimorfismo 421 C>A do gene ABCG2. Nakagawa et al. (2021)
realizaram esse estudo em pacientes japoneses com fibrilagdo atrial ndo valvar
utilizando RXA em dose diaria, h4 pelo menos uma semana. Observou-se que 0s
individuos portadores dos alelos AA (4 de 86 genotipados), apresentaram
concentracfes minimas de RXA mais baixas que os outros pacientes.

Diferentemente do estudo acima mencionado, nossa pesquisa foi realizada
apos a administracdo oral de 20 mg de RXA, em dose Unica, a participantes de
pesquisa sadios, 0 que impede a avaliacdo de eficacia e seguranca a longo prazo. A
farmacocinética, farmacodindmica e tolerabilidade podem variar em pacientes
recebendo tratamento cronico, com patologias associadas e medicagao concomitante.
No entanto, um projeto de dose Unica em individuos sadios pode avaliar o efeito dos
polimorfismos genéticos sobre a rivaroxabana, sem outros fatores de confusdo como
por exemplo: tabagismo, condi¢cdes de dietas controladas, entre outros.

Os resultados de Nakagawa et al., (2021) compararam os polimorfismos com
as concentracdes minimas (no vale) e nosso estudo avaliou o impacto do polimorfismo
em cinco parametros farmacocinéticos, além dos parametros de efeito bioldgico.
Entretanto, a hipotese de que os alelos AA possivelmente afetam parametros
farmacocinéticos e consequentemente a biodisponibilidade, sugerindo que € uma
variante com perda de funcéo, se faz presente em ambos os estudos.

O figado e os rins expressam a maior variedade e nivel de transportadores de
farmacos que modulam os processos de eliminacdo. Alteracbes em transportadores
de efluxo nos tubulos renais, provenientes de polimorfismos genéticos, geralmente
levam ao aumento do volume de distribuicdo. Estas condi¢cdes podem resultar em
mudanca significativa no efeito do farmaco ou na probabilidade de toxicidade, bem
como uma mudanca em meia-vida, independente de uma mudanca na depuracao
(GROVER; BENET 2009).

Uma vez que o célculo do tamanho amostral deste estudo néo foi realizado
para comparacdo de gendtipos, mas sim para bioequivaléncia, € importante que o0s
resultados sejam interpretados com cautela, dado o pequeno tamanho da amostra,
para estudo farmacogenético. Observagfes baseadas em estudos multicéntricos com
elevado tamanho amostral sao preferiveis para o entendimento do impacto dos genes
transportadores ABC na farmacocinética da RXA, para aumentar o numero de estudos

com populacéo de individuos portadores de gendtipos de baixa prevaléncia.
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A medida que o interesse em medicina personalizada e farmacogenética
aumenta, ha necessidade de mais estudos sobre interacbes de agentes
farmacoldgicos e as variantes genéticas. O futuro parece caminhar na direcdo da
medicina de precisdo, com a qual o medicamento certo é prescrito para determinado
paciente, possibilitando assim otimizar 0 manejo da anticoagulacdo na crescente
populacao de pacientes em terapia com AODs. A RXA é um anticoagulante oral direto,
que vem sendo cada vez mais utilizado na pratica clinica de terapias antitrombdéticas.
No entanto, nenhuma diretriz farmacogenética para RXA esta disponivel até o
presente momento.

Nosso intuito foi avaliar uma possivel contribuicAo do gene transportador
ABCG2 na farmacogenética da RXA, visando entender sua participacao na variacao
interindividual. No entanto, mais estudos s&o necessarios para esclarecer a
contribuicéo relativa aos genotipos ABCG2 421 C>A para a farmacocinética de RXA

e mais analises farmacocinéticas populacionais.
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6 CONCLUSAO

- O método bioanalitico para quantificagcdo de RXA em plasma empregando a
técnica UHPLC-MS/MS apresentou rapidez, sensibilidade, precisdo e exatidao
compativeis com a aplicacdo em estudos de farmacocinética e bioequivaléncia. O
método demonstrou robustez ao ser utilizado na analise de 10.524 amostras
desconhecidas.

- Considerando que o intervalo de confianca de 90% para as raz6es das médias
geométricas dos parametros Cmax e ASC%! estdo dentro do intervalo (80 — 125 %)
estabelecido pela ANVISA, em ambos os estudos jejum e pés-prandial conclui-se que
as formulacgdes teste e referéncia foram bioequivalentes. A RXA foi bem tolerada pelos
participantes de pesquisa incluidos.

- Em ambos os estudos, os valores de TP e TTPa, relativos ao tempo de 3
horas, apresentaram prolongamento (em segundos) e se correlacionaram
moderadamente com as concentragdes de RXA.

- No estudo em condi¢Bes de jejum, os parametros farmacocinéticos Cmax,
ASCOte CI foram menores nos participantes com gendtipo 421 A/A em relagédo aos
genatipos 421 C/C e C/A. Os dois Unicos participantes portadores do genétipo ABCG2
421 AJA apresentaram valores médios de Vd/F (p = 0,001) e ti2 (p = 0,000) maiores

do que os outros gendtipos e com significancia estatistica (p < 0,05).
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Numero do Parecer: 3.345 664

Apresentagdo do Projeto:

Seguindo a tendéncia mundial, o Ministério da Saude/ANVISA implanta a politica para medicamentos
genéricos no pais a partir de 1999, através da promulgacédo da Lei 9.787/99, que estabelece a
obrigatoriedade de realizar estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia para medicamentos
genericos. Tal normativa representou um importante avancgo sanitario visto que permitiu o estabelecimento
de aspectos técnicos para a realizacado de estudos in vitro (equivaléncia farmacéutica) e in vivo
(bioequivaléncia) que garantissem a equivaléncia terapéutica de formulacdes

farmacéuticas registradas, a partir de entdo, como medicamentos genéricos. Alem disso, a partir de 2003 os
conceitos técnicos aplicados aos medicamentos genéricos foram ampliados para o registro (ou renovacéo
de registro) de medicamentos similares, pela resolug&o RDC n® 33/03. O ensaio farmacocinético conduzido
com o objetivo de determinar o comportamento de diferentes formulagdes in vivo & definido como
biodisponibilidade relativa. De acordo com a RDC n® 17/07, biodisponibilidade relativa & definida como o
quociente da quantidade e velocidade de principio ativo que chega a circulagéo sistémica a partir da

administragéo extravascular de um preparado e a quantidade e velocidade de principio
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ativo que chega a circulacéo sistémica a partir da administrac&o extravascular de um produto de referéncia
que contenha o mesmo principio ativo.

Entretanto, o termo bioequivaléncia & utilizado com exclusividade para a denominagéo de estudos de
biodisponibilidade relativa para o registro de medicamentos genéricos. Os conceitos de quantidade e
velocidade da absorcéo apresentados na definicdo acima, estdo relacionados, respectivamente, aos
parametros farmacocineticos ASC e Cmax. Os estudos de biodisponibilidade relativa / bioeqivaléncia tém
por objetivo demonstrar a intercambialidade dos medicamentos teste e referéncia, de tal forma a garantir a
premissa basica da bioequivaléncia: se dois medicamentos sdo bioequivalentes, eles apresentam
equivaléncia terapéutica, eficacia e seguranc¢a. Adicionalmente, os estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia tém por objetivo demonstrar evidéncias in vivo da qualidade farmacéutica dos
produtos (MIDHA et al_,

2004). Assim, para que duas formulagdes sejam definidas como equivalentes terapéuticas de acordo com a
RDC n® 16/07, essas devem apresentar

05 mesmos efeitos em relacéo a eficacia e seguranca apos a administracdo da mesma dose molar, além
disso, devem ser equivalentes

farmacéuticas. As doencas cardiovasculares (DCVs) s&o a principal causa de morte no Brasil e no mundo,
representando aproximadamente 31%

das mortes globais, sendo assim consideradas um problema de saide publica (OPAS, 2017). Para os
eventos tromboembolicos causados pelas

DCVs, é recomendada a terapia anticoagulante para prevenir e interromper o crescimento de trombos
(KUBITZA et al_, 2005; MUECK et al., 2011).

Os novos anticoagulantes orais (NOACs) s&o indicados para o tratamento de fibrilag&o atrial néo valvular
(FANV), para o tratamento ou profilaxia de

trombose venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP), bem como apds cirurgia ortopédica de grande
porte para substituicdo total de quadril ou

joelho (LINDHOFF-LAST et al., 2013; DINCQ et al., 2014; ASl et al., 2018). A rivaroxabana esta entre os
compostos denominados novos

anticoagulantes orais descobertos nos udltimos anos, com infuito de melhorar a dificuldade da
autoadministracédo, a estreita janela terapéutica, os

ajustes de doses e o monitoramento laboratorial requeridos pelos anticoagulantes mais antigos e ainda
possui farmacocinética e farmacodinamica

previsiveis (LINDHOFF-LAST et al., 2013; ASI et al_, 2018). O presente estudo pretende comparar 0s
parametros farmacocinéticos, velocidade
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(Cmax) e extensédo de absorcéo (ASC), gerados a partir de um ensaio clinico, com o objetivo de avaliar a
bioequivaléncia entre o comprimido

revestido de 20 mg de rivaroxabana produzido pela Cimed Industria de Medicamentos Ltda. e o comprimido
revestido de 20 mg de rivaroxabana

produzido pela Bayer S A (Xarelto®). Dois medicamentos sdo considerados bioequivalentes quando, ao
serem administrados ao mesmo individuo,

nas mesmas condicdes experimentais e na mesma dose molar, ndo apresentam diferencas significativas em
relacéo a quantidade de farmaco

absorvida (ASC) e a velocidade do processo de absorcéo (Cmax). A bioequivaléncia entre dois produtos &
estabelecida por meio do intervalo de

confianca 90%, que deve estar entre 80 a 125% para os parametros farmacocineticos: Cmax e ASC.
Adicionalmente sera avaliada/comparada a

variabilidade das formulacdes de acordo com o Guia para Bioequivaléncia de Rivaroxabana - FDA (com
recomendacéo no Guia para

Bioequivaléncia de Warfarina), onde o limite superior do intervalo de confianca de 90% - 1C90% para a raz&o
_WT_WR (razao entre desvio padréo

infra do produto teste para referéncia) deve ser 2 5.

Objetivo da Pesquisa:

Este estudo tem como objetivo primario avaliar a biodisponibilidade relativa de dois produtos contendo
rivaroxabana a fim de determinar se sé&o

bioequivalentes. O produto teste sera a rivaroxabana 20 mg comprimido revestido da Cimed Industria de
Medicamentos Ltda. O produto de

referéncia sera o Xarelto® 20 mg comprimido revestido da Bayer S_A.

A biodisponibilidade comparativa das formulagdes apos a administracéo oral sera avaliada com base em
comparacOes estatisticas de parametros

farmacocinéticos relevantes, obtidos a partir das concentragdes plasmaticas do farmaco inalterado
provenientes de amostras de sangue a serem

coletadas. As concentragfes de rivaroxabana serdo medidas através de um método bioanalitico
desenvolvido e validado previamente.

Este estudo tem como objetivo primario avaliar a biodisponibilidade relativa de dois produtos contendo
rivaroxabana a fim de determinar se sé&o

bioequivalentes. O produto teste sera a rivaroxabana 20 mg comprimido revestido da Cimed Industria de
Medicamentos Ltda. O produto de
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referéncia sera o Xarelto® 20 mg comprimido revestido da Bayer 5 A.

A biodisponibilidade comparativa das formulacdes apés a administracéo oral sera avaliada com base em
comparaces estatisticas de pardametros

farmacocineticos relevantes, obtidos a partir das concentracdes plasmaticas do farmaco inalterado
provenientes de amostras de sangue a serem

coletadas. As concentracBes de rivaroxabana serdo medidas através de um meétodo bioanalitico
desenvolvido e validado previamente.

Este estudo tem como objetivo primario avaliar a biodisponibilidade relativa de dois produtos contendo
rivaroxabana a fim de determinar se sé&o

bioequivalentes. O produto teste sera a rivaroxabana 20 mg comprimido revestido da Cimed Industria de
Medicamentos Ltda. O produto de

referéncia sera o Xarelto® 20 mg comprimido revestido da Bayer S A.

A biodisponibilidade comparativa das formula¢des apos a administracéo oral sera avaliada com base em
comparactes estatisticas de pardmetros

farmacocineticos relevantes, obtidos a partir das concentracdes plasmaticas do farmaco inalterado
provenientes de amostras de sangue a serem

coletadas. As concentragdes de rivaroxabana serdo medidas através de um metodo bioanalitico
desenvolvido e validado previamente.

Este estudo tem como objetivo primario avaliar a biodisponibilidade relativa de dois produtos contendo
rivaroxabana a fim de determinar se sé&o

bioequivalentes. O produto teste sera a rivaroxabana 20 mg comprimido revestido da Cimed Industria de
Medicamentos Ltda. O produto de

referéncia sera o Xarelto® 20 mg comprimido revestido da Bayer 5 A.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A administragdo de medicamentos podera causar efeitos colaterais ou reagdes adversas como reacgdes
alérgicas sérias e outras reacdes

imprevisiveis. A participacdo em estudos de biocequivaléncia envolve riscos que podem ser imprevistos,
relacionados ou ndo ao estudo em questdo:

sangramento prolongado ou volumoso; sangramento menstrual intensificado e/ou prolongado; fraqueza
anormal; cansaco; palidez; tontura; dor de

cabeca ou inchago sem explicacéo; dificuldade de respiragédo; choque inexplicavel; dor no peito (angina);
pressao aumentada nos musculos das

pernas ou bragos apos sangramento, que causa dor, inchaco, sensacao alterada, formigamento ou
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paralisia (sindrome compartimental apos

sangramento); mau funcionamento dos rins apos sangramento; anemia (reducéo das células vermelhas do
sangue que pode tornar a pele palida e

causar fraqueza); sangramento em seu estdmago, intestino (incluindo sangramento retal) ou gengiva; dores
abdominais ou gastrintestinais;

indigestao; nausea; constipacéo; diarreia; vomito; febre; inchago nos membros (edema periférico); fraqueza
e cansaco (diminuicdo generalizada da

forca e da energia); sangramento pos-operatorio (incluindo anemia pos-operatoria e sangramento no local
do corte da cirurgia); contusées (leséo);

aparecimento de manchas vermelhas ou arroxeadas (hematomas); exames de sangue com aumento de
algumas enzimas hepaticas; dores nas

extremidades; sangramento do trato urogenital (incluindo sangue na urina e periodo menstrual prolongado
ou intensificado); sangramento no nariz

(epistaxe); coceira na pele (incluindo casos incomuns de coceira generalizada); aparecimento de manchas
ou papulas vermelhas na pele

(equimose); sangramento nos olhos (incluindo sangramento no branco dos olhos); pressao baixa (os
sintomas podem ser sensag¢&o de tontura ou

desmaio ao se levantar); mau funcionamento dos rins (incluindo aumento de creatinina e urela no sangue);
sangramento cutaneo ou subcutaneo;

tosse com sangue (hemoptise); boca seca; indisposi¢céo (incluindo mal-estar); reacdes aléergicas
(hipersensibilidade); reac&o alérgica na pele;

exames de sangue com aumento de bilirubina e de algumas enzimas do pancreas.

A analise dos beneficios mostrou que eles superam os risco, que indica que o trabalho podera ser
realizado.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa revela relevancia cientifica e social, considerando a disponibilidade no contexto social de um
farmaco que reunira néo so possibilidades terapéuticas de qualidade, mas também de preco adequado e

compativel para seus usuarios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Todos os termos de apresentacgé&o obrigatoria estéo presentes de forma completa e adequada.

Recomendagodes:
N&o ha recomendacdes a serem apresentadas.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Mé&o ha pendéncias ou inadequacdes no projeto analisado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Os autores deverdo apresentar ao CEP um relatério parcial e um final da pesquisa de acordo com o

cronograma apresentado no projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 30/04/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1343484 pdf 17:30:31
Projeto Detalhado / |ICMBEQO00119_Rivaroxabana. pdf 30/04/2019 |[Alessandra Ferreira Aceito
Brochura 16:47:29 |dos Santos
Investigador
TCLE / Termos de |TCLE00119_Rivaroxabana pdf 30/04/2019 |Alessandra Ferreira Aceito
Assentimento / 16:46:20 |dos Santos
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FR_assinada_pdf 30/04/2019 |Alessandra Ferreira Aceito

16:42:06 |dos Santos

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&ao

POUSO ALEGRE, 24 de Maio de 2019

Assinado por:
Ronaldo Julio Baganha

(Coordenador(a))
Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA DO ESTUDO
DE BIOEQUIVALENCIA EM CONDICOES POS-PRANDIAL.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA BIODISPONIBILIDADE RELATIVA / BIOEQUIVALENCIA DE DUAS
FORMULACOES CONTENDO RIVAROXABANA COMPRIMIDO REVESTIDO DE 20
MG PRODUZIDO PELA CIMED INDUSTRIA DE MEDICAMENTOS LTDA. 4
MEDICAMENTO TESTE VERSUS XARELTO® COMPRIMIDO REVESTIDO DE 20
MG PRODUZIDO PELA BAYER S.A. ; MEDICAMENTO REFERENCIA EM
VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS OS SEXOS EM CONDICOES POS-PRANDIAL.

Pesquisador: Alessandra Ferreira dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 16583519.6.0000.5102

Instituicdo Proponente: INSTITUTO CLAUDIA MARQUES DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO LTDA.
Patrocinador Principal: CIMED INDUSTRIA DE MEDICAMENTOS LTDA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.446.466

Apresentacgao do Projeto:

Seguindo a tendéncia mundial, o Ministério da Saude/ANVISA implantou a politica para medicamentos
genéricos no pais a partir de 1999, através da promulgacdo da Lei 9.787/99, que estabelece a
obrigatoriedade de realizar estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia para medicamentos
genéricos. Tal normativa representou um importante avanco sanitario visto que permitiu o estabelecimento
de aspectos técnicos para a realizacdo de estudos in vitro (equivaléncia farmacéutica) e in vivo
(bioequivaléncia) que garantissem a equivaléncia terapéutica de formulacées

farmaceéuticas registradas, a partir de entdo, como medicamentos genéricos. Além disso, a partir de 2003 os
conceitos técnicos aplicados aos medicamentos genéricos foram ampliados para o registro (ourenovacao de
registro) de medicamentos similares, pela resolucdo RDC n° 33/03. O ensaio farmacocinético conduzido
com o objetivo de determinar o comportamento de diferentes formulac¢des in vivo é definido como
biodisponibilidade relativa. De acordo com a RDC n°® 17/07, biodisponibilidade

relativa é definida como o quociente da quantidade e velocidade deprincipio ativo que chega a circulagéo
sistémica a partir da administrag&o extravascular de um preparado e a quantidade e
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velocidade de principioativo que chega a circulagéo sistémica a partir da administracdo extravascular de um
produto de referéncia que contenha o mesmo principio ativo.Entretanto, o termo bioequivaléncia & utilizado
com exclusividade para a denominacgio de estudos de biodisponibilidade relativa para o registro de
medicamentos genéricos. Os conceitos de quantidade e velocidade

da absorcdo apresentados na definicdo acima, estdo relacionados, respectivamente, aos parametros
farmacocineticos ASC e Cmax. Os estudos de biodisponibilidade relativa / bioeqivaléncia tém por objetivo
demonstrar a intercambialidade dos medicamentos teste e referéncia, de tal forma a garantir a premissa
basica da bioequivaléncia: se dois medicamentos s&o bioequivalentes, eles apresentam equivaléncia
terapéutica, eficacia e seguranca. Adicionalmente, os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia
tém por objetivo demonstrar evidéncias in vivo da qualidade

farmacéutica dos produtos (MIDHA et al., 2004). Assim, para que duas formulacdes sejam definidas como
equivalentes terapéuticas de acordo com a RDC n® 16/07, essas devem apresentar os mesmos efeitos em
relacdo a eficacia e seguranca apds a administracdo da mesma dose molar, além disso, devem ser
equivalentes farmacéuticas. As doencas cardiovasculares (DCVs) s&o a principal causa de morte no Brasil e
no mundo,representando aproximadamente 31% das mortes globais, sendo assim consideradas um
problema de saude publica (OPAS, 2017). Para os eventos tromboembdlicos causados pelas DCVs, é
recomendada a terapia anticoagulante para prevenir e interromper o crescimento de trombos(KUBITZA et
al., 2005; MUECK et al., 2011). Os novos anticoagulantes orais (NOACs) s&o indicados para o tratamento
de fibrilac&o atrial ndo valvular (FANV), para o tratamento ou profilaxia de trombose venosa profunda (TVP)
e embolia pulmonar (EP), bem como apds cirurgia ortopédica de grande porte para substituicdo total de
quadril oujoelho (LINDHOFF-LAST et al., 2013; DINCQ et al., 2014; AS| et al., 2018). A rivaroxabana esta
entre 0s compostos denominados novos anticoagulantes orais descobertos nos ultimos anos, com intuito de
melhorar a dificuldade da autoadministracéo, a estreita janela terapéutica, os ajustes de doses e o
monitoramento laboratorial requeridos pelos anticoagulantes mais antigos e

ainda possui farmacocinética e farmacodinamica previsiveis (LINDHOFF-LAST et al., 2013; AS| et al., 2018).
O presente estudo pretende comparar os parametros farmacocinéticos, velocidade (Cmax) e extensao de
absorcéo (ASC), gerados a partir de um ensaio clinico, com o objetivo de avaliar a bioequivaléncia entre o
comprimido revestido de 20 mg de rivaroxabana produzido pela Cimed Inddstria de Medicamentos Ltda. e o
comprimido revestido de 20 mg de rivaroxabana produzido pela Bayer S.A (Xarelto®). Dois medicamentos
sd0 considerados bhicequivalentes
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quando, ao serem

administrados ao mesmo individuo, has mesmas condi¢cdes experimentais e na mesma dose molar, hao
apresentam diferencas significativas em relacdo a quantidade de farmaco absorvida (ASC) e a velocidade
do processo de absorcdo (Cmax). A bioequivaléncia entre dois produtos & estabelecida por meio do
intervalo de confianca 90%, que deve estar entre 80 a 125% para os parametros farmacocinéticos: Cmax e
ASC. Adicionalmente sera avaliada/comparada a variabilidade das formulacbes de acordo com o Guia para
Bioequivaléncia de Rivaroxabana - FDA (com recomendacao no Guia para Bioequivaléncia de Warfarina),
onde o limite superior do intervalo de confianga de 90% - 1IC90% para a razdo _WT_WR (raz&o entre desvio
padrio intra do produto teste para referéncia) deve ser 2,5.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar comparativamente a biodisponibilidade de dois produtos contendo 20 mg de rivaroxabana, a fim de
determinar se sao bioequivalentes.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A administracdo de medicamentos podera causar efeitos colaterais ou reacdes adversas como reacdes
alérgicas sérias e outras reacdes imprevisiveis. A participacao em estudos de bioequivaléncia envolve riscos
que podem ser imprevistos, relacionados ou ndo ao estudo em questdo:Reagdes descritas em bula do
medicamento de referéncia: sangramento prolongado ou volumoso; sangramento menstrual intensificado
e/ou

prolongado; fragueza anormal; cansaco; palidez; tontura; dor de cabeca ou inchaco sem explicacéo;
dificuldade de respiracao; choque inexplicavel; dor no peito (angina); pressao aumentada nos musculos das
pernas ou bragos apds sangramento, que causa dor, inchago, sensac¢io alterada,formigamento ou paralisia
(sindrome compartimental apds sangramento); mau funcionamento dos rins apés sangramento; anemia
(reducéo das

celulas vermelhas do sangue que pode tornar a pele palida e causar fragueza); sangramento em seu
estdmago, intestino (incluindo sangramento retal) ou gengiva; dores abdominais ou gastrintestinais;
indigestao; nausea; constipacéo; diarreia; vémito; febre; inchaco nos membros (edema periférico); fraqueza
e cansaco (diminuicdo generalizada da forca e da energia); sangramento pos-operatorio (incluindo anemia
pos-operatoria e sangramento no local do corte da cirurgia); contusées (leséo);

aparecimento de manchas vermelhas ou arroxeadas (hematomas); exames de sangue com aumento de
algumas enzimas hepaticas; dores nas extremidades; sangramento do trato urogenital
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(incluindo sangue na urina e periodo menstrual prolongado ou intensificado); sangramento no
nariz(epistaxe); coceira na pele (incluindo casos incomuns de coceira generalizada); aparecimento de
manchas ou papulas vermelhas na pele(equimose); sangramento nos olhos (incluindo sangramento no
branco dos olhos); pressao baixa (os sintomas podem ser sensacao de tontura ou desmaio ao se levantar);
mau funcionamento dos rins (incluindo aumento de creatinina e ureia no sangue); sangramento cutdneo ou
subcutaneo;tosse com sangue (hemoptise); boca seca; indisposicdo (incluindo mal-estar);reacdes alérgicas
(hipersensibilidade); reacdo alérgica na pele; exames de sangue com aumento de bilirrubina e de algumas
enzimas do pancreas;sangramento dentro das articulacbes causando dor e inchaco (hemartrose);
trombocitose (aumento das plaguetas no sangue, células responsaveis pela coagulacao); secrec&o no local
do corte da cirurgia urticaria; funcionamento anormal do figado (pode ser visualizado em testes feitos por
medico); sangramento cerebral e intracranial; batimentos cardiacos aumentados (taquicardia); desmaio;
amarelamento da pele e olhos (ictericia);exames de sangue com aumento de bilirrubina conjugada;
sangramento intramuscular; edema localizado; formacao de hematoma resultado de uma
complicacao de um procedimento cardiaco envolvendo a insercdo de um cateter para tratar estreitamento
de artérias coronarias (pseudoaneurisma vascular apds intervencao percutanea); angioedema e edema
alérgico (inchaco da face, labios, boca, lingua ou garganta);colestase (diminuicdo do fluxo de bile); hepatite
incluindo les&o hepatocelular (inflamac&o do figado, incluindo les&o do figado; trombocitopenia

(baixo numero de plaguetas, que séo as celulas que ajudam a coagular o sangue).

A retirada de sangue € um procedimento seguro e sera realizado por meio de um cateter plastico que ficara
em uma veia superficial de um dos bragos do voluntario. A colocacao desse cateter pode causar um leve
desconforto, além de uma mancha roxa pequena no local da picada que frequentemente se resolve sem
mais problemas. Os riscos associados a coleta de sangue em seu brago podem incluir dor, hematoma
(mancha

roxa), sangramento no local onde o sangue foi retirado, tontura, desmaio e, em ocasides raras,
infeccdo.Todos os procedimentos serdo realizados por uma equipe de médicos, farmacéuticos, enfermeiros
e técnicos de enfermagem capacitados e

treinados.

Beneficios:

A participacao neste estudo, ndo tem objetivo de submeter o participante da pesquisa a um tratamento
terapéutico. Consequentemente, ndo se espera que a participacdo no estudo traga qualquer beneficio em
funcdo de tratamento. De acordo com as Boas Praticas Clinicas e a
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Resolucdo CNS n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude, voluntarios

saudaveis normalmente sao pagos pela participacdo na

pesquisa porque ndo recebem beneficios diretos.Os possiveis beneficios destes estudos sdo sempre para o

bem da sociedade e para o avanco do conhecimento. Os medicamentos genéricos e similares que podem

ser intercambiaveis com medicamentos de marca, passaram a fazer parte importante do arsenal terapéutico

disponivel no Brasil, possibilitando o acesso a medicamentos de qualidade, com um custo menor, por parte

da

populacdo. A possibilidade de substituicdo de um medicamento por outro equivalente terapéutico (genérico

ou similar) s6 é possivel através dos estudos de bioequivaléncia, como este.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta relevancia social e cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos de apresentacdo obrigatdria estao presentes.
Recomendagoes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao ha.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1385550.pdf 16:52:24
Projeto Detalhado/ |ICMBEQO00219_RIVAROXABANA pdf 26/06/2019 | Alessandra Ferreira Aceito
Brochura 16:51:50 |dos Santos
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE00219_RXALIMENTOS. pdf 26/06/2019 |Alessandra Ferreira Aceito
Assentimento / 16:51:27 |dos Santos
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FR_ASSINADA pdf 26/06/2019 |Alessandra Ferreira Aceito

16:50:55 | dos Santos

Situagao do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

POUSO ALEGRE, 09 de Julho de 2019

Assinado por:

Silvia Mara Tasso
(Coordenador(a))
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ANEXO C - TERMO DE RECRUTAMENTO PARA ESTUDOS DE

BIOEQUIVALENCIA.

CM eo

INSTIUTO CLAUDIA HARQUES P& SISTEMA DE DOCUMENTACAO FORMULARIO
ﬁULO E-M ISSAO C&IGO VERSAOQ DOCUMENTO DE ORIGEM PAGINA
TERMO DE RECRUTAMENTO 19/03/19 CLI FO 045 6.0 CLI PO 048 2/4

Vocé esta sendo convidado a participar de um processo de recrutamento de voluntarios para um protocolo de
pesquisa. Sua participagao é importante, porém, vocé nao deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente
as informagbes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos deste processo
sejam esclarecidos.

IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO

Nome completo (1)

N? do CPF (2)

Data de nascimento (dd/mm/aa) (3)

O voluntario acima declara que € de livre e espontanea vontade que esta participando de um processo de
recrutamento para um protocolo de pesquisa sob responsabilidade do Pesquisador Principal: XXXXXXX(4) e do
Investigador Clinico: XXXXXXX(5) do Instituto Claudia Marques de Pesquisa e Desenvolvimento.

O abaixo-assinado esta ciente que:

A sua participagao neste processo de recrutamento tem como objetivo avaliar suas condigoes de salide para
possivel participagdo em um protocolo de pesquisa dos estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.
Vocé participara de uma palestra esclarecedora, havera posteriormente a verificagdo de peso, altura, indice de
massa corporal, pressao arterial, pulso, temperatura e uma consulta com o médico, o qual realizara um exame
fisico e clinico.

Apods a consulta serdo agendados exames clinico e laboratoriais: XXXXXX(6) e os seguintes exames
laboratoriais: XXXXXXXXXXXXXX(7)

Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagédo no processo no momento que desejar, sem
necessidade de qualquer explicacao e que esta desisténcia nao implicara em qualquer penalidade.

Obteve todas as informagdes necessarias para decidir conscientemente sobre a participagao no referido
processo.

Os resultados obtidos durante o processo serao mantidos em sigilo, e o Centro de Bicequivaléncia do ICMP&D
nao identificara o voluntario por ocasido da exposicao e/ou publicagdo dos mesmos.

O ICMP&D fornecera informagao ao voluntario e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relagao ao
processo, quando solicitado pelo mesmo.

Caso neste processo de recrutamento tanto a avaliagao clinica e/ou os exames laboratoriais ndo estejam “dentro
dos limites da normalidade” e nao sejam considerados “clinicamente néao significativos”, vocé sera dispensado
com os devidos esclarecimentos e orientagdo médica. Eventualmente, algum exame podera ser repetido ou
solicitado, a critério clinico. Caso o médico considere necessario, vocé sera encaminhado a um servigo de satde
para o devido acompanhamento.

E condigao indispensavel, para participagdo no processo, que o voluntario ndo tenha doado ou perdido 450 mL
de sangue, ou mais, nos meses que antecedem o estudo: 02 (dois) meses para homens e 03 (trés) meses para
as mulheres.

Caso esteja sob tratamento médico no momento, ou esteja fazendo uso de quaisquer drogas ou medicagoes
(excetuando-se anticoncepcionais para estudos que nao sejam hormonais) ou tenha participado de qualquer
outro protocolo de pesquisa no periodo de 6 meses antes da assinatura deste termo de selegao prévia vocé néao
podera ser recrutado.

Caso seja selecionado para participar do estudo, vocé sera convidado e recebera via contato telefonico
informagoes necessarias para decidir conscientemente sobre a sua participagao no estudo.

Rubrica responsavel: (8)

Rubrica voluntario: ()
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+ E condicéo indispensavel para participagao nos protocolos de pesquisa que voluntarias mulheres nao estejam

gravidas (comprovado por teste rapido de gravidez (B-HCG) a cada internagdo) e nem em regime de
amamentacao.

Caso seja selecionado para participar de um estudo, sera apresentado a vocé um outro termo, denominado
“Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”, vinculado a um protocolo de pesquisa. Apds as devidas
explicagdes relativas ao protocolo de pesquisa, e caso vocé concorde em participar efetivamente do mesmo,
devera preenché-lo assina-lo e data-lo. )

Caso seja selecionado para um protocolo de pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa responsavel pela aprovagao dos protocolos de pesquisa do ICMP&D para apresentar recursos ou
reclamagoes.

Voluntario Reserva: serao chamados e avisados um nimero de voluntarios sobressalentes, baseado no nimero
de voluntarios participantes do estudo. Os voluntarios chamados na condigdo de reserva serdo convidados a
comparecer ao ICMP&D no dia da internagao, porém s¢ participara do estudo caso falte algum voluntario (que
nao seja reserva). Vocé substituira alguém que faltar ou nao chegar no horario pré-estabelecido. Caso vocé seja
dispensado, o ICMP&D se compromete a priorizar a sua participagdo no proximo estudo agendado e a
acrescentar ao valor do seu ressarcimento (préximo estudo que vocé participar) referente ao tempo despendido
como voluntario reserva. Caso falte um nimero menor do que a quantidade de reservas presentes, o método de
escolha sera por data de vencimento de exames laboratoriais. Os voluntarios reservas devem chegar ao ICMP&D
dentro do horario pré-estabelecido para que possam fazer valer a condigdo de reserva, independente de
internarem ou nao.

Este Termo de Recrutamento consta de 2 vias, sendo uma delas entregue ao voluntario.

Contatos (10) Endereco (11) Telefones para contato (12)
XAXAKXX HKXXXX XXXXX
XAXAKXX HKXXXX XXXXX
(13) (14
Assinatura do responsavel e carimbo Data
(15) 1 (18)

Assinatura do voluntario Data



ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA EM CONDICOES DE JEJUM.

\‘ P&D TERMO DE EggEESIEICI\:IEEgTO LIVRE E Documento de Origem | Pagina
[Vl & ICM BEQ 001 19 1/6

INSTITUTO CLAUDIA MARQUES P&D TCLE 001 19 — Versao: 1.0 - Emissao: 22/04/19

ESTUDO DA BIODISPONIBILIDADE RELATIVA / BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULAQC"'{ES CONTENDO
RIVAROXABANA COMPRIMIDO REVESTIDO DE 20 MG PRODUZIDO PELA CIMED INDUSTRIA DE
MEDICAMENTOS LTDA. - MEDICAMENTO TESTE VERSUS XARELTO® COMPRIMIDO REVESTIDO DE 20
MG PRODUZIDO PELA BAYER S.A. - MEDICAMENTO REFERENCIA EM VOLUNTARIOS SADIOS DE
AMBOS OS SEXOS EM CONDICOES DE JEJUM

ICM BEQ 001 19
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido consta de 2 (duas) vias, sendo uma delas entregue ao voluntario.
Vocé esta sendo convidado a participar de um protocolo de pesquisa. Sua participagdo € importante, porém, vocé
ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faga qualquer pergunta que

desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

IDENTIFICAGAO DO VOLUNTARIO

Nome completo

N¢ do CPF

Data de nascimento (dd/mm/aa)

O voluntario acima declara que é de livre e esponténea vontade que esta participando como voluntario do protocolo
de pesquisa supracitado, sob responsabilidade do Investigador Clinico: Thiago Pascoal Paraizo e do Pesquisador
Principal Alessandra Ferreira dos Santos. O abaixo assinado esta ciente que:

OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem por objetivo avaliar comparativamente a biodisponibilidade de dois produtos contendo 20 mg de
rivaroxabana a fim de determinar se sdo bioequivalentes. Ou seja, verificar se a formulagdo em teste é
estatisticamente equivalente a formulacdo de referéncia. Vocé receberda as duas medicagdes, cada uma numa
ocasido diferente. A ordem que vocé tomara cada medicagdo obedecera a um sorteio.

Foi estabelecido estatisticamente que o estudo deve ser compreendido por 60 voluntarios.

Este estudo estd sendo patrocinado por Cimed Industria de Medicamentos Ltda.

Indicagéo do medicamento: prevengao de derrame (AVC) e de formagao de coagulo em outros vasos sanguineos.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS

Antes de sua participagdo no estudo, vocé sera convidado a comparecer ao ICMP&D, para avaliar a sua condigéo
de salde. Vocé sera examinado por um médico que |lhe fara um exame completo, medira o seu pulso, temperatura,
pressdo arterial e ira perguntar se vocé teve ou tem alguma doenga e se faz uso de algum medicamento. Também
sera realizado um exame do coragao (eletrocardiograma) e serdo coletadas amostras de sangue e urina para
exames laboratoriais. Os exames laboratoriais incluem: hemograma completo; analise bioquimica (glicose basal,
ureia, creatinina, clearance de creatinina, proteinas totais e fragdes (albumina e globulina), aspartato
aminotransferase (TGO/AST), alanina aminostransferase (TGP/ALT), fosfatase alcalina, bilirrubina total e fragbes
(direta e indireta), &cido Urico, colesterol total, triglicérides.); sorologia Hepatite B e C; HIV 1 e 2 ; B HCG para
mulheres e exame de urina.

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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Se vocé for considerado apto para realizar o estudo, vocé sera internado 4 vezes por aproximadamente 24 horas
cada periodo, com intervalo de 7 dias entre as internagdes. Vocé ndo podera levar consigo alimentos e bebidas e
nem outros objetos que ndo sejam de uso pessoal (roupas intimas, chinelo, xampu, condicionador, sabonete, pente
e escova de dentes). Voceé tera seus pertences revistados para assegurar que vocé esta cumprindo o estabelecido
neste paragrafo. Quando da internagao propriamente dita vocé sera encaminhado para um quarto e ndo podera
circular pelos corredores da Unidade Clinica.

Em cada internagao:

+ Sera coletada uma amostra de urina para voluntarias mulheres para descartar a possibilidade de gravidez;

+ Vocé devera ingerir por completo os alimentos oferecidos durante o periodo que estiver confinado; sera
administrado 1 comprimido revestido contendo 20 mg de rivaroxabana acompanhado de 200 mL de agua sem
gas;

+ Serdo coletadas 22 amostras de sangue de aproximadamente 4,9 mL cada uma nos horarios estipulados, através
de cateter introduzido em veia superficial, para a dosagem do medicamento no sangue;

e Em intervalos regulares serdo verificados sua pressao, pulso e temperatura; serdo também servidas refeicdes
padronizadas (jantar e ceia na noite da internacao; almoco, lanche da tarde e jantar no dia da administracao da
medicagdo), em horarios pré-estabelecidos.

e Apo6s a coleta de 12 horas, vocé recebera alta da Unidade Clinica do ICMP&D. vocé devera retornar durante 3
dias consecutivos a sua alta em torno das 07h para as coletas externas correspondentes aos tempos 24:00 /
48:00/72:00 horas.

+ Cerca de 460 mL de sangue sera coletado durante todo o estudo (compreendendo todos os exames realizados
e as 4 internagdes). A duracao total de sua participagao na pesquisa esta estimada em mais ou menos 60 dias,
a contar da primeira internagao, apos o processo de selecao, até o encerramento da etapa (exames pos-estudo).

Apos a sua participagao no estudo, vocé sera convidado a voltar ao ICM P&D para avaliar sua condigdo de saude
apos a pesquisa. Nessa ocasiao, vocé realizara novamente hemograma completo; analise bioquimica (glicose basal,
ureia, creatinina, clearance de creatinina, proteinas totais e fragdes (albumina e globulina), aspartato
aminotransferase (TGO/AST), alanina aminostransferase (TGP/ALT), fosfatase alcalina, bilirrubina total e fragoes
(direta e indireta), acido Urico, colesterol total, triglicérides.); B HCG para mulheres e exame de urina. As sorologias
serdo realizadas somente no pré estudo.

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

Todo o material bioldgico coletado (amostras de sangue) sera utilizado exclusivamente para as analises necessarias
para o estudo e para acompanhamento da sua saude. Apds as andlises e, se necessario reanalise, o material sera
descartado.

As amostras bioldgicas serdo armazenadas segundo a Resolucdo CNS n° 441, de 12 de maio de 2011, do Conselho
Nacional de Saude e serdo utilizadas para avaliar se 0 medicamento em teste atinge os mesmos niveis no organismo
do que o medicamento de referéncia. As amostras biolégicas ndo serdo utilizadas para investigagdes futuras, sua
utilizagéo sera apenas para fins desta pesquisa.

As amostras biologicas serdo armazenadas sob a responsabilidade do Pesquisador Principal do ICMP&D e serdo
descartadas apés a realizagdo da pesquisa com a autorizagdo do Patrocinador.

As amostras biolégicas serdo armazenadas em frascos identificados com os codigos do voluntario e do estudo em
questdo, com a finalidade de manter a confidencialidade e o sigilo das informagdes.

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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RESPONSABILIDADES

E condigéo indispensavel, para participacdo no estudo, que vocé esteja em boa salde e, portanto, ndo esteja, no

momento, sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer farmacos e que tampouco tenha participado de outro

estudo clinico com medicamentos nos Ultimos 6 meses.

Algumas regras deverao ser seguidas para sua participagdo no estudo:

* N&ao pode ser dependente de drogas ou alcool, e caso o médico tenha alguma suspeita, podera solicitar exame
de urina para detecgéo do uso de drogas;

« Nao pode ter doado (ou retirado/perdido por qualquer outro motivo) sangue ou plasma em quantidade superior
a 450 mL nos dois meses que antecedem o estudo, para homens e nos trés meses, para mulheres;

« Nao pode tomar bebida contendo cafeina e xantinas (chocolate, café, cha, coca- cola etc.) nas 48 horas que
antecedem as internagdes até a ultima coleta;

« Na&o pode tomar bebida alcodlica nas 48 horas que antecedem as internagdes até a Ultima coleta ou fumar mais
do que 05 (cinco) cigarros por dia.

Caso haja interesse na participacdo, estes habitos deverdo ser abandonados para que ndo interfiram no estudo.
Mulheres em idade reprodutiva ndo poderédo engravidar durante todo o periodo de conducéo do estudo porque os
riscos da administragdo de medicamentos durante a gravidez nédo séo totalmente conhecidos.

E, ainda, de sua responsabilidade, em relacdo & sua participacéo no estudo:

+ Comparecer as internacdes na data e horarios informados; permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo
menos 08 horas) em cada internagéo;

+ Tomar toda a medicacgao prevista;

¢ Ingerir toda a alimentagao e liquidos que tenham sido previstos;

o Retornar a Unidade Clinica do ICMP&D na data, horario e local combinados, para realizagdo da consulta e
exames de alta, independentemente de sua participagdo no estudo ter sido interrompida ou de sua desisténcia.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administracdo de medicamentos podera causar efeitos colaterais ou reagdes adversas como reagdes alérgicas
sérias e outras reagdes imprevisiveis. Vocé deve compreender que a participagdo neste tipo de estudo envolve
riscos que podem ser imprevistos, relacionados ou ndo ao estudo em questdo: sangramento prolongado ou
volumoso; sangramento menstrual intensificado e/ou prolongado; fraqueza anormal; cansago; palidez; tontura; dor
de cabeca ou inchago sem explicagéo; dificuldade de respiragéo; chogue inexplicavel; dor no peito (angina); pressao
aumentada nos musculos das pernas ou bragos apos sangramento, que causa dor, inchago, sensacao alterada,
formigamento ou paralisia (sindrome compartimental ap6s sangramento); mau funcionamento dos rins apos
sangramento; anemia (redugao das células vermelhas do sangue que pode tornar a pele palida e causar fraqueza);
sangramento em seu estdbmago, intestino (incluindo sangramento retal) ou gengiva;, dores abdominais ou
gastrintestinais; indigestao; nausea; constipagéo; diarreia; vomito; febre; inchago nos membros (edema periférico);
fraqueza e cansago (diminuigido generalizada da forga e da energia); sangramento pos-operatorio (incluindo anemia
pés-operatdria e sangramento no local do corte da cirurgia); contusdes (lesdo); aparecimento de manchas vermelhas
ou arroxeadas (hematomas); exames de sangue com aumento de algumas enzimas hepaticas; dores nas
extremidades; sangramento do trato urogenital (incluindo sangue na urina e periodo menstrual prolongado ou
intensificado); sangramento no nariz (epistaxe); coceira na pele (incluindo casos incomuns de coceira generalizada);
aparecimento de manchas ou papulas vermelhas na pele (equimose); sangramento nos olhos (incluindo
sangramento no branco dos olhos); pressao baixa (os sintomas podem ser sensagao de tontura ou desmaio ao se
levantar); mau funcionamento dos rins (incluindo aumento de creatinina e ureia no sangue); sangramento cutaneo
ou subcutaneo; tosse com sangue (hemoptise); boca seca; indisposicédo (incluindo mal-estar); reagdes alérgicas
(hipersensibilidade); reagéo alérgica na pele; exames de sangue com aumento de bilirrubina e de algumas enzimas
do péancreas; sangramento dentro das articulagdes causando dor e inchago (hemartrose); trombaocitose (aumento
das plaquetas no sangue, células responsaveis pela coagulagao); secrecao no local do corte da cirurgia urticaria;
funcionamento anormal do figado (pode ser visualizado em testes feitos por seu médico); sangramento cerebral e
intracranial; batimentos cardiacos aumentados (taquicardia); desmaio; amarelamento da pele e olhos (ictericia);
exames de sangue com aumento de bilirrubina conjugada; sangramento intramuscular; edema localizado; formagao
de hematoma resultado de uma complicacdo de um procedimento cardiaco envolvendo

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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a insercdo de um cateter para tratar estreitamento de artérias coronarias (pseudoaneurisma vascular apés
intervengé@o percutanea); angioedema e edema alérgico (inchaco da face, labios, boca, lingua ou garganta);
colestase (diminuigao do fluxo de bile); hepatite incluindo lesdo hepatocelular (inflamagéo do figado, incluindo lesdo
do figado; trombocitopenia (baixo nimero de plaguetas, que sao as células que ajudam a coagular o sangue).

A retirada de sangue é um procedimento seguro e sera realizado por meio de um cateter plastico que ficara em uma
veia superficial de um de seus bragos. A colocagdo desse cateter pode causar um leve desconforto, além de uma
mancha roxa pequena no local da picada que frequentemente se resolve sem mais problemas. Os riscos associados
a coleta de sangue em seu brago podem incluir dor, hematoma (mancha roxa), sangramento no local onde o sangue
foi retirado, tontura, desmaio e, em ocasibes raras, infecgéo.

Todos os procedimentos realizados durante a sua estadia no ICMP&D serdo realizados por uma equipe de médicos,
farmacéuticos, enfermeiros e técnicos de enfermagem capacitados e treinados.

BENEFICIOS

A participagédo neste estudo, ndo tem objetive de submeté-lo a um tratamento terapéutico. Consequentemente, ndao
se espera que a participag@o no estudo traga qualquer beneficio em fungao de tratamento.

De acordo com as Boas Praticas Clinicas e a Resolugdo CNS n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho
Nacional de Saude, voluntarios saudaveis normalmente sdo pagos pela participagdo na pesquisa porque nao
recebem beneficios diretos.

Os possiveis beneficios destes estudos sdo sempre para o bem da sociedade e para o avango do conhecimento.
Os medicamentos genéricos e similares que podem ser intercambidveis com medicamentos de marca, passaram a
fazer parte importante do arsenal terapéutico disponivel no Brasil, possibilitando o acesso a medicamentos de
qualidade, com um custo menor, por parte da populagao. A possibilidade de substituicdo de um medicamento por
outro equivalente terapéutico (genérico ou similar) sé é possivel através dos estudos de bioequivaléncia, como este
que vocé estara participando.

INTERCORRENCIAS

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participagao no estudo, vocé recebera tratamento, sem
qualquer custo. Nao havera, entretanto, qualguer compensagao de ordem financeira em fungdo do ocorrido, a ndo
ser gque a condigdo faga jus a indenizacao prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo, ao
assinar este termo, vocé néo estd renunciando a qualquer direito legal que vocé possui.

Durante o periodo de 03 (trés) meses a contar da data da primeira internagao (a partir da data da assinatura deste
termo), os voluntarios estardo sob cobertura de um Seguro de Vida em Grupo para caso de morte ou invalidez
permanente e acidentes relacionados ou ndo ao estudo.

RESSARCIMENTO

Os voluntéarios serdo ressarcidos no valor de no valor de R$ 1.400,00 (um mil e quatrocentos reais) relativos as
despesas e tempo despendidos durante o estudo. Caso o voluntario desista em uma das internagbes e/ou nao
comparega as coletas externas sera excluido do estudo e o ressarcimento nao sera efetuado. Se o voluntario for
dispensado antes do estudo ser finalizado recebera proporcionalmente ao tempo despendido. O ressarcimento sera
efetuado apos a consulta de alta do estudo.

A participacdo do voluntario no processo de recrutamento e selegdo independe de aprovacdo ou concordancia em
participar e a mesma néo sera ressarcida. Ou seja, a dispensa ou desisténcia do voluntario antes da primeira
internagao nao da direito ao ressarcimento.

Apenas os voluntarios reservas serao ressarcidos no valor de valor de R$ 40,00 (quarenta reais), caso nao
participem do estudo devido ao tempo e transporte despendidos.

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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PARTICIPACAQ VOLUNTARIA

Sua participacdo é voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagdo neste estudo no

momento que desejar. Neste caso, vocé deve informar imediatamente sua decisao ao pesquisador ou a um membro

da equipe, sem necessidade de qualquer explicagdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento por parte

da nossa equipe.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participagdo no estudo podera ser interrompida, em funcao:

« Daocorréncia de eventos adversos;

« Da ocorréncia de qualquer doenga que, a critério médico, prejudique a continuagido de sua participagdo no
estudo;

¢ Do nio cumprimento das normas estabelecidas;

« De qualguer outro motivo que, a critério médico, seja do interesse de seu proprio bem-estar ou dos demais
participantes;

e Da suspenséo do estudo como um todo.

A Unidade Clinica do ICMP&D o mantera informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informagéo
adicional gue possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de
esclarecimento em relagao ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitagdo.

A interrupgao nédo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento médico pela equipe do ICMP&D.
Nao sera fornecido atestado médico durante as internagdes, apenas uma “Declaragao de Comparecimento” de sua
participagdo no estudo.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja obrigagéo legal de
divulgacdo. O ICMP&D nao identificara o voluntario por ocasido da exposicdao e/ou publicagdo dos resultados
obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica e Pesquisa Clinica, ou autoridades
do(s) 6rgao(s) governamental(ais) envolvido(s) na fiscalizagdo e acompanhamento do estudo terdo direito de acesso
aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensdo em que for
permitido pela Lei e regulamentagdes aplicaveis, com o proposito de verificar os procedimentos e dados do ensaio,
sem no entanto, violar a condigdo de que tais informagbes sdo confidenciais. Ao assinar este “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE), vocé esta, também, autorizando tal acesso, mesmo que desista do
Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja qualquer duvida ou problema de salde que vocé apresente durante sua participagao no estudo, devera
procurar a Unidade Clinica do ICMP&D efou entrar em contato no endereco e telefones abaixo.
Se vocé tiver alguma ddvida e/ou consideragédo sobre a ética da pesquisa, sobre seus direitos como voluntério, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa no endereco e telefones abaixo.

Contatos Endereco Telefones para contato
Av. Coronel Armando Rubens | Pesquisador Principal: (35) 99118-4898
Unidade Clinica Storino, 2850- Jardim Paraiso | Unidade Clinica:
— Pouso Alegre (35) 98465-3612 / 99250-3322
CEP- UNIVAS Avenida Prefeito Tuany Toledo,
Universidade do Vale do Sapucai | 470 — Fatima | — Pouso Alegre | (35) 3449-9232 / (35) 98856-0220

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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ASSINATURAS

Eu declaro que li cuidadosamente, todo este documento denominado “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
e que, apds, tive nova oportunidade de fazer perguntas sobre o conteido do mesmo e sobre o Estudo, e recebi
explicagdes que responderam por completo as minhas dlvidas e reafirmo estar, livre e espontaneamente, decidindo

participar do Estudo.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, também estou certificando que toda a informacéo que
prestei, incluindo minha histéria médica, é verdadeira e correta até onde € de meu conhecimento, e declaro estar

recebendo uma copia assinada deste documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estou autorizando o acesso as minhas informacgdes,

conforme explicitado anteriormente.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ndo renunciei qualquer direito legal que eu venha a

ter ao participar deste Estudo.

Assinatura do responsavel e carimbo

Assinatura do voluntario
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ESTUDO DA BIODISPONIBILIDADE RELATIVA / BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACéIES CONTENDO
RIVAROXABANA COMPRIMIDO REVESTIDO DE 20 MG PRODUZIDO PELA CIMED INDUSTRIA DE
MEDICAMENTOS LTDA. - MEDICAMENTO TESTE VERSUS XARELTO® COMPRIMIDO REVESTIDO DE 20
MG PRODUZIDO PELA BAYER S.A. - MEDICAMENTO REFERENCIA EM VOLUNTARIOS SADIOS DE
AMBOS OS SEXOS EM CONDICOES POS-PRANDIAL
ICM BEQ 002 19

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido consta de 2 (duas) vias, sendo uma delas entregue ao voluntario.
Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa clinica. Sua participagao é importante, porém,
vocé nao deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacgdes abaixo e faga qualquer pergunta
que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

IDENTIFICAGAO DO VOLUNTARIO

Nome completo

N2 do CPF

Data de nascimento
(dd/mm/aa)

O voluntario acima declara que é de livre e espontanea vontade gue esta participando como voluntario do projeto
de pesquisa supracitado, sob responsabilidade do médico Investigador Clinico - Thiago Pascoal Paraizo e da
Pesquisadora Principal - Alessandra Ferreira dos Santos. O abaixo assinado esta ciente que:

OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem por objetivo avaliar comparativamente a biodisponibilidade de dois produtos contendo 20 mg de
rivaroxabana a fim de determinar se sdo bioequivalentes. Ou seja, verificar se a formulagdo em teste é
estatisticamente equivalente a formulagao de referéncia.

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O produto teste: Rivaroxabana, comprimido revestido de 20 mg da Cimed Industria de Medicamentos Ltda. O
produto de referéncia: Xarelto®, comprimido revestido de 20 mg da Bayer S.A. A biodisponibilidade comparativa das
formulagdes em seguida a administracdo oral sera avaliada com base em comparagdes estatisticas de parametros
farmacocinéticos relevantes obtidos de dados das concentragdes para o farmaco, provenientes de amostras de
sangue a serem coletadas. As concentragdes serdo medidas através de um método analitico padronizado e validado
previamente.

Vocé recebera as duas medicagdes, cada uma numa ocasido diferente e a ordem que vocé tomara cada medicagéo
obedecera a um sorteio.

Foi estabelecido estatisticamente que o estudo deve ser compreendido por 60 voluntarios.

Este estudo esta sendo patrocinado pela: Cimed Inddstria de Medicamentos Ltda.

Indicacdo do medicamento: prevencéo de derrame (AVC - Acidente Vascular Cerebral) e de formagéo de coagulo
no interior dos vasos sanguineos.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS
Antes de sua participagao no estudo, vocé sera convidado a comparecer aoc ICMP&D, para avaliar a sua condigao
de saude. Apds participar de uma palestra esclarecedora e a realizacédo da conferéncia dos seus dados cadastrais,

serdao medidos sua pressao arterial, pulso e temperatura corporal, vocé sera examinado por um médico que lhe fara
um exame completo e ira perguntar se vocé teve ou tem alguma doenga e se faz uso de algum medicamento.

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntéario:
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Também sera realizado um exame do coracgdo (eletrocardiograma) e serdo coletadas amostras de sangue e urina
para exames laboratoriais. Os exames laboratoriais incluem: hemograma completo; tempo de protrombina (TP) e
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa); analise bioguimica (glicose basal, ureia, creatinina, clearance de
creatinina, proteinas totais e fragdes (albumina e globulina), aspartato aminotransferase (TGO/AST), alanina
aminostransferase (TGP/ALT), fosfatase alcalina, bilirrubina total e fragdes (direta e indireta), &cido Urico, colesterol
total, triglicérides.); sorologia para Hepatite B e C; HIV 1 e 2 e exame de urina (Urina |). Para as mulheres sera
pedido também teste de gravidez (B-HCG sanguineo).

Se vocé for considerado apto para realizar o estudo, vocé sera internado 4 vezes por aproximadamente 24 horas
cada periodo, com intervalo de 7 dias entre as internagdes. Vocé ndo podera levar consigo alimentos e bebidas e
nem outros objetos que nao sejam de uso pessoal (roupas intimas, chinelo, xampu, condicionador, sabonete, pente,
e escova de dentes). Vocé tera seus pertences revistados para assegurar que vocé esta cumprindo o estabelecido
neste paragrafo. Quando da internacgdo propriamente dita vocé serd encaminhado para um quarto e ndo podera
circular pelos corredores da Unidade Clinica.

Em cada internagao:

¢ Serda coletada uma amostra de urina para voluntarias mulheres para fazer o teste de gravidez;

e Serd administrado 1 comprimido revestido contendo 20 mg de rivaroxabana acompanhado de 200 mL de agua
sem gas;

e Serdo coletadas 22 amostras de sangue de aproximadamente 4,9 mL cada uma nos horarios estipulados, através
de cateter introduzido em veia superficial, para a dosagem do medicamento no sangue;

« Vocé devera ingerir por completo os alimentos oferecidos durante o periodo que estiver confinado;

e Serdo servidas refeicdes padronizadas em horarios pré-estabelecidos: jantar e ceia na noite da internagéo; café
da manha (desjejum padronizado), almogo, lanche da tarde e jantar no dia da administragdo da medicacéo.

« Emintervalos regulares seréo verificados sua pressao, pulso e temperatura;

e Apos a coleta de 12 horas, vocé recebera alta da Unidade Clinica do ICMP&D. Vocé devera retornar durante 3
dias consecutivos a sua alta em torno das 07h para as coletas externas correspondentes aos tempos 24:00 /
48:00/72:00 horas.

Cerca de 460 mL de sangue sera coletado durante todo o estudo (compreendendo todos os exames realizados e
as 4 internagdes). A duracdo total de sua participacdo na pesquisa estd estimada em mais ou menos 60 dias, a
contar da primeira internacdo, apos o processo de selegdo, até o encerramento da etapa (exames pés-estudo).

Apds a sua participagdo no estudo, vocé sera convidado a voltar ao ICMP&D para avaliar sua condicdo de saude
apos a pesquisa. Nessa ocasido, vocé realizard novamente o exame do coracdo (eletrocardiograma) e serdo
coletadas novas amostras de sangue e urina para exames laboratoriais. As sorologias serdo realizadas somente no
pré-estudo juntamente com TP, TTPa e clearence de creatinina.

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

As amostras biologicas serdo armazenadas segundo a Resolugcdo CNS n° 441, de 12 de maio de 2011, do Conselho
Nacional de Salde e serao utilizadas para avaliar se 0 medicamento em teste atinge os mesmos niveis no organismo
do que o medicamento de referéncia. As amostras biolégicas ndo serdo utilizadas para investigagdes futuras, sua
utilizagéo sera apenas para fins desta pesquisa.

As amostras biologicas serdo armazenadas sob a responsabilidade do Pesquisador Principal do ICMP&D e serao
descartadas apds a realizagdo da pesquisa com a autorizac&o do Patrocinador.

As amostras bioldgicas serdo armazenadas em frascos identificados com os codigos do voluntario e do estudo em
guestdo, com a finalidade de manter a confidencialidade e o sigilo das informacdes.

RESPONSABILIDADES

E condicao indispensavel, para participacao no estudo, que vocé esteja em boa salde e, portanto, nao esteja, no

momento, sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer farmacos e que tampouco tenha participado de outro

estudo clinico com medicamentos nos ultimos 6 meses.

Algumas regras deverdo ser seguidas para sua participagao no estudo:

« Nao pode ser dependente de drogas ou alcool, e caso 0 médico tenha alguma suspeita, podera solicitar exame
de urina para deteccao do uso de drogas;

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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+ N&o pode ter doado (ou retirado/perdido por qualquer outro motivo) sangue ou plasma em guantidade superior
a 450 mL nos dois meses que antecedem o estudo, para homens e nos trés meses, para mulheres;

+« N3o pode tomar bebida contendo cafeina e xantinas (chocolate, café, cha, coca- cola etc.) nas 48 horas que
antecedem as internagdes até a Ultima coleta;

+ N3o pode tomar bebida alcodlica nas 48 horas que antecedem as internagdes até a Ultima coleta ou fumar mais
do que 5 (cinco) cigarros por dia.

Caso haja interesse na participagao, estes habitos deverdo ser abandonados para que nio interfiram no estudo.
Mulheres em idade reprodutiva ndo poderao engravidar durante todo o periodo de condugéo do estudo porque os
riscos da administragao de medicamentos durante a gravidez néao séo totalmente conhecidos.

E. ainda, de sua responsabilidade, em relagao a sua participagéo no estudo:

« Comparecer as internagées na data e horarios informados;

+ Permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo menos 8 horas) em cada internagéao;

« Tomar toda a medicagao prevista;

+ Ingerir toda a alimentagao e liquidos que tenham sido previstos;

* Retornar a Unidade Clinica do ICMP&D na data, horario e local combinados, para realizagdo da consulta e
exames de alta, independentemente de sua participagio no estudo ter sido interrompida ou de sua desisténcia.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administragdo de medicamentos podera causar efeitos colaterais ou reagdes adversas como reagdes alergicas
sérias e outras reagdes imprevisiveis. Vocé deve compreender que a participagao neste tipo de estudo envolve
riscos que podem ser imprevistos, relacionados ou ndo ao estudo em questao.

Como todos os medicamentos, a rivaroxabana pode ocasionar reagdes desagradaveis, embora nem todas as
pessoas apresentem estas reagdes. Assim como outros medicamentos com agdo semelhante (agentes
antitrombadticos), a rivaroxabana pode causar sangramentos, que podem ser potencialmente fatais. O sangramento
excessivo pode levar a uma anemia e a uma queda brusca da presséo arterial (chogue). Em alguns casos esses
sangramentos podem néo ser perceptiveis. Os sinais, sintomas e gravidade irdo variar de acordo com a localizagao
e o grau ou extensdo do sangramento e/ou anemia. A administragao oral (por boca) de rivaroxabana pode causar
reagdes como as descritas na bula do paciente:

* Reagdes adversas comuns (pode afetar até 1 em 10 pessoas): anemia (redugdo das células vermelhas do
sangue gque pode tornar a pele palida e causar fraqueza); sangramento em seu estémago, intestino (incluindo
sangramento retal) ou gengiva; -dores abdominais ou gastrintestinais; indigestdo, ndusea, constipagdo, diarreia,
vomito; febre, inchago nos membros (edema periférico); fraqueza e cansago (diminuigdo generalizada da forga e da
energia); contusdes (lesdo); aparecimento de manchas vermelhas ou arroxeadas (hematomas); exames de sangue
com aumento de algumas enzimas hepaticas; dores nas extremidades; dor de cabecga e tontura; sangramento do
trato urogenital (incluindo sangue na urina e periodo menstrual prolongado ou intensificado); sangramento no nariz
(epistaxe); coceira na pele (incluindo casos incomuns de coceira generalizada), aparecimento de manchas ou
papulas vermelhas na pele (equimose); sangramento nos olhos (incluindo sangramento no branco dos olhos);
presséo baixa (os sintomas podem ser sensacgédo de tontura ou desmaio ao se levantar); mau funcionamento dos
rins (incluindo aumento de creatinina e ureia no sangue); sangramento cutaneo ou subcutaneo; tosse com sangue
(hemoptise).

+ Reacgdes adversas incomuns (pode afetar até 1 em 100 pessoas): boca seca; indisposi¢ao (incluindo mal-estar);
reagdes alérgicas (hipersensibilidade); reacao alérgica na pele; exames de sangue com aumento de bilirrubina e de
algumas enzimas do pancreas; sangramento dentro das articulagdes causando dor e inchago (hemartrose);
trombocitose (aumento das plaguetas no sangue, células responsaveis pela coagulagao); secre¢ao no local do corte
da cirurgia; urticaria; funcionamento anormal do figado (pode ser visualizado em testes laboratoriais feitos por um
médico); sangramento cerebral e intracranial; batimentos cardiacos aumentados (taquicardia); desmaio.

+ Reacgdes adversas raras (pode afetar até 1 em 1.000 pessoas): amarelamento da pele e olhos (ictericia); exames
de sangue com aumento de bilirrubina conjugada; sangramento intramuscular; edema localizado;

+ As seguintes reagdes adversas foram reportadas pds-comercializagdo: angioedema e edema alérgico (inchago
da face, labios, boca, lingua ou garganta); colestase (diminuicdo do fluxo de bile), hepatite incluindo lesédo
hepatocelular (inflamagéo do figado, incluindo lesédo do figado); Trombocitopenia (baixo nimero de plaguetas, que
sdo as células que ajudam a coagular o sangue).

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntéario:

157



158

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E . -
ESCLARECIDO Documento de Origem | Pagina

TCLE 002 19 - Verséo: 1.0- Emissdo: 18/06/19 ICM BEQ 00219 4/6

ICM o

INSTITUTO CLAUDIA MARQUES P&D

A retirada de sangue é um procedimento seguro e sera realizado por meio de um cateter plastico que ficard em uma
veia superficial de um de seus bracos. A colocacdo desse cateter pode causar um leve desconforto, além de uma
mancha roxa peguena no local da picada que frequentemente se resolve sem mais problemas. Os riscos associados
a coleta de sangue em seu brago podem incluir dor, hematoma (mancha roxa), sangramento no local onde o sangue
foi retirado, tontura, desmaio e, em ocasides raras, infecgao.

Todos os procedimentos realizados durante a sua estadia no ICMP&D serao realizados por uma eguipe de médicos,
farmacéuticos, enfermeiros e técnicos de enfermagem capacitados e treinados.

BENEFICIOS

A participacao neste estudo, nao tem objetivo de submeté-lo a um tratamento terapéutico. Consequentemente, nao
se espera que a participagdo no estudo traga qualquer beneficio em funcéo de tratamento. De acordo com as Boas
Praticas Clinicas e a Resolugdo CNS n? 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Salde,
voluntarios saudéaveis normalmente sdo pagos pela participagdo na pesquisa porque ndo recebem beneficios
diretos.

Os possiveis beneficios destes estudos sdo sempre para o bem da sociedade e para o avango do conhecimento.
Os medicamentos genéricos e similares que podem ser intercambidveis com medicamentos de marca, passaram a
fazer parte importante do arsenal terapéutico disponivel no Brasil, possibilitando o acesso a medicamentos de
gualidade, com um custo menor, por parte da populacéo. A possibilidade de substituigdo de um medicamento por
outro equivalente terapéutico (genérico ou similar) sé é possivel através dos estudos de bioequivaléncia, como este
que voceé estara participando.

INTERCORRENCIAS

Se voceé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participagdo no estudo, vocé recebera tratamento, sem
qualquer custo. Ndo havera, entretanto, qualquer compensacgao de ordem financeira em fungéo do ocorrido, a nao
ser que a condigéo facga jus a indenizacdo prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo, ao
assinar este termo, vocé nao esta renunciando a qualquer direito legal que vocé possui.

Durante o periodo de 03 (irés) meses a contar da data da primeira internagéo (a partir da data da assinatura deste
termo), os voluntarios estardo sob cobertura de um Seguro de Vida em Grupo para caso de morte ou invalidez
permanente e acidentes relacionados ou nao ao ensaio clinico.

RESSARCIMENTO

Os voluntarios serdo ressarcidos no valor de no valor de R$ 1.400,00 (um mil e quatrocentos reais) relativos as
despesas e tempo despendidos durante o estudo. Caso o voluntario desista em uma das internagdes e/ou ndo
comparega as coletas externas sera excluido do estudo e o ressarcimento ndo sera efetuado. Se o voluntario for
dispensado antes do estudo ser finalizado recebera proporcionalmente ao tempo despendido. O ressarcimento sera
efetuado apds a consulta de alta do estudo.

A participagao do voluntario no processo de recrutamento e selegdo independe de aprovacgao ou concordancia em
participar e a mesma nédo sera ressarcida. Ou seja, a dispensa ou desisténcia do voluntario antes da primeira
internacdc nao da direito ao ressarcimento.

Apenas os voluntarios reservas serdo ressarcidos no valor de valor de R$ 40,00 (quarenta reais), caso nao
participem do estudo devido ao tempo e transporte despendidos.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo é voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participago neste estudo no
momento que desejar. Neste caso, vocé deve informar imediatamente sua decisdo ao pesquisador ou a um membro
da equipe, sem necessidade de qualguer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento por parte
da nossa equipe.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participagédo no estudo podera ser interrompida, em fungéo:

« Da ocorréncia de eventos adversos;
e Da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico, prejudigue a continuagdo de sua participagdo no
estudo;

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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+ Do nao cumprimento das normas estabelecidas;

+ De gualguer outro motivo que, a critério médico, seja do interesse de seu proprio bem-estar ou dos demais
participantes;

¢ Da suspensao do estudo como um todo.

A Unidade Clinica do ICMP&D o manterd informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informagao
adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestard qualquer tipo de
esclarecimento em relagdo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitagao.

A interrupc@o do estudo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento médico pela equipe do
ICMP&D.

N&o sera fornecido atestado médico durante as internacdes, apenas uma “Declaracdo de Comparecimento” de sua
participacdo no estudo.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja obrigagao legal de
divulgacdo. O ICMP&D nao identificara o voluntério por ocasifo da exposigdo e/ou publicacdo dos resultados
obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica e Pesquisa Clinica, ou autoridades
do(s) érgao(s) governamental(ais) envolvido(s) na fiscalizagao e acompanhamento do estudo terdo direito de acesso
aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensdo em que for
permitido pela Lei e regulamentacgdes aplicaveis, com o propdésito de verificar os procedimentos e dados do ensaio,
sem no entanto, violar a condicdo de que tais informacdes sdo confidenciais. Ao assinar este “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE), vocé esta, também, autorizando tal acesso, mesmo que desista do
estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja qualquer ddvida ou problema de salde que vocé apresente durante sua participagdo no estudo, devera
procurar a Unidade Clinica do ICMP&D e/ou entrar em contato no endereco e telefones abaixo.
Se vocé tiver alguma duvida e/ou consideragao sobre a ética da pesquisa, sobre seus direitos como voluntéario, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa no endereco e telefones abaixo.

Contatos Endereco Telefones para contato

Pesquisador Principal: (35) 99118-4898
Unidade Clinica:
(35) 2102-2073/ 2102-2066 /2102-2067
(35) 98465-3612 / 99250-3322

Av. Coronel Armando Rubens
Unidade Clinica Storino, 2850- Jardim Paraiso
— Pouso Alegre

CEP- UNIVAS Avenida Prefeito Tuany Toledo,

Universidade do Vale do Sapucai | 470 — Fatima | — Pouso Alegre (35) 3449-9232 / (35) 98856-0220

ASSINATURAS

Eu declaro que li cuidadosamente, todo este documento denominado “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
e gue, apos, tive nova oportunidade de fazer perguntas sobre o conteldo do mesmo e sobre o Estudo, e recebi
explicagdes que responderam por completo as minhas dividas e reafirmo estar, livre e espontaneamente, decidindo
participar do Estudo.

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

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estou autorizando o acesso as minhas informagées,
conforme explicitado anteriormente.

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ndo renunciei qualguer direito legal que eu venha a
ter ao participar deste Estudo.

Assinatura do responsavel e carimbo Data

Assinatura do voluntario Data

Rubrica responsavel:

Rubrica voluntario:
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ANEXO F — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA DO

ESTUDO DE FARMACOGENETICA.

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DR.JOSE ANTONIO (womxo
GARCIA COUTINHO - FACIMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMPACTO DOS POLIMORFISMOS DE TRANSPORTE / METABOLISMO NAS
CONCENTRACOES PLASMATICAS DE RIVAROXABANA EM VOLUNTARIOS
SADIOS PARTICIPANTES DE ESTUDOS DE BIOEQUIVALENCIA

Pesquisador: Alessandra Ferreira dos Santos

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 16583119.7.0000.5102

Instituicdo Proponente: INSTITUTO CLAUDIA MARQUES DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO LTDA.
Patrocinador Principal: INSTITUTO CLAUDIA MARQUES DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO LTDA.

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.466.733

Apresentagio do Projeto:

As doencas cardiovasculares (DCVs) s&o a principal causa de morte no Brasil e no mundo, representando
aproximadamente 31% das mortes

globais, sendo assim consideradas um problema de saude publica (OPAS, 2017). Para os eventos
tromboembdlicos causados pelas DCVs, é

recomendada a terapia anticoagulante para prevenir e interromper o crescimento de trombos (KUBITZA et
al., 2005b; MUECK et al., 2011). Os

novos anticoagulantes orais (NOACs) s&o indicados para o tratamento de fibrilacdo atrial ndo valvular
(FANV), para o tratamento ou profilaxia de

trombose venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP), bem como apés cirurgia ortopédica de grande
porte para substituicio total de quadril ou

joelho (LINDHOFF-LAST et al., 2013; DINCQ et al., 2014; ASI et al., 2018). Entre os compostos
denominados novos anticoagulantes orais

descobertos nos Ultimos anos esta a rivaroxabana, com intuito de melhorar a dificuldade da
autoadministracdo, a estreita janela terapéutica, os

ajustes de doses e o monitoramento laboratorial requeridos pelos anticoagulantes mais antigos e ela ainda
possui farmacocinética e

farmacodindmica previsiveis (LINDHOFF-LAST et al., 2013; AS| et al., 2018). A rivaroxabana é um
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inibidor direto, reversivel e altamente seletivo do

fator Xa com biodisponibilidade oral. A ativa¢cdo do fator X a fator Xa (FXa) por meio das vias intrinseca e
extrinseca desempenha um papel central

na cascata da coagulacao sanguinea. O FXa converte diretamente a protrombina em trombina por meio do
complexo de protrombinase e,

finalmente, esta reacao leva a formacéo do coagulo de fibrina e a ativacao das plaquetas pela trombina.
Uma molecula de FXa é capaz de gerar

mais de 1.000 moléculas de trombina devido a natureza amplificadora da cascata da coagulacido. Além
disso, a taxa de reacdo do FXa ligado a

protrombinase aumenta 300.000 vezes, em comparacio a do FXa livre, e causa uma descarga explosiva de
geracdo de trombina. Os inibidores

seletivos de FXa podem encerrar a descarga amplificada de gerac&o de trombina. Consequentemente,
diversos testes de coagulacéo especificos e

globais s&o afetados pela rivaroxabana.Foi observada inibicdo dose-dependente da atividade do fator Xa em
humanos. O tempo de protrombina

(TP) é influenciado pela rivaroxabana de um modo dose-dependente com uma correlagao estreita com as
concentracdes plasmaticas, dependendo

do reagente utilizado no ensaio. A leitura do TP deve ser feita em segundos porque a RNI (Relacéo
Normatizada Internacional) & calibrada e

validada somente para cumarinicos e nao pode ser usada para qualquer outro anticoagulante. Em
pacientes, 2-4 horas depois da ingestdo do

comprimido (por exemplo, no momento de efeito maximo) o TP variou de 13 a 25 segundos. O tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa)

também se prolongou dependendo da dose. Ndo ha necessidade de monitorar os parametros de
coagulac8o durante o tratamento clinico de rotina

com rivaroxabana. Aproximadamente2/3 da dose administrada de rivaroxabana, sofrem degradacéo
metabdlica, com metade sendo eliminada via renal e a ouira metade, via fecal. Os

demais 1/3 da dose administrada s&o diretamente excretados pelos rins como farmaco inalterado na urina,
principalmente por secrecdo renal ativa.

A rivaroxabana & metabolizada por meio de CYP3A4, CYP2J2 e de mecanismos independentes do CYP. A
degradacéo oxidativa da fracdo

morfolinona e a hidrdlise das ligacdes amida s&o os principais locais de biotransformac&o. Com base em
investigacdes in vitro, a rivaroxabana € um
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substrato das proteinas transportadoras gp-P (glicoproteina-P) e Berp (proteina de resisténcia ao cancer de
mama). Os dados atualmente

disponiveis acerca da farmacocinética e da farmacodindmica da rivaroxabana definem a importéncia de se
conhecer o potencial de interacdo entre

este farmaco e outros substratos que se utilizem das mesmas vias do CYP. Os resultados dos estudos
atuais sugerem apenas haver relevancia
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clinica quando ocorre a utilizagdo concomitante com agentes fortemente inibidores do CYP (MUECK, 2013),

mas €& relevante o fato de que néo

existem dados publicados, até o momento, sobre a farmacogenética da rivaroxabana e gque genes que
possam exercer influéncia na resposta a este

agente devem estar relacionados a sintese de proteinas do seu metabolismo, do seu transporte, ou a
proteinas-alvo; sendo que os polimorfismos no

receptor alvo da droga podem ser fontes potenciais de variabilidade genética (CAVALLARI, 2013). Dados na
literatura mostraram grande

variabilidade farmacocinética intra e interindividual da rivaroxana. Fato este que pode ser parcialmente
explicado pela expressdo das proteinas de

transporte e/ou funcdo dos CYPs. Neste estudo estamos propondo determinar as concentracdes de
rivaroxabana em voluntarios sadios

participantes de estudos de bioequivaléncia e avaliar sua correlacdo com os dados laboratoriais e os efeitos
dos polimorfismos de transporte e

metabolismo.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral deste trabalho &€ correlacionar as concentragfes plasmaticas obtidas de voluntarios sadios
provenientes de estudos de

biocequivaléncia apés utilizacdo em dose Unica por via oral de 20 mg de rivaroxabana, em condi¢des de
jejum e pdés-prandial com os parametros de

coagulacio marcadores de efeito e os polimorfismos genéticos obtidos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Como risco poderia ser revelada a identidade dos individuos, o que sera minimizado com a codificacao das
amostras.

Pode haver desconforto referente a colheita de sangue por puncéo.

Esta pesquisa podera contribuir para a identificac&o dos polimorfismos dos genes relacionados ao
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transporte e metabolismo da rivaroxabana. E

pode direcionar outros pesquisadores a continuar nesta linha de pesquisa visando a um melhor controle do
manejo deste farmaco, minimizando

seus riscos para os pacientes que fazem uso continuo.

N&o ha beneficio direto para o participante da pesquisa (voluntario).

Comentarios e Considerag¢des sobre a Pesquisa:

Pesquisa de alta relevancia cientifica e social devido aos conhecimentos adquiridos que preencherdo
lacunas cientificas e pelas contribuicdes sociais que também advirdo deste estudo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Todos os termos de apresentacao obrigatoria estao presentes, de forma completa e adequada.

Recomendagoes:
Divulgar os resuktados deste estudo em revistas cientificas e em outros meios de natureza também ¢

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Toda pesquisa envolve riscos sem mais a consideracao de riscos minimos. Portanto deve-se usar apenas o
termo risco e ndo mais riscos minimos.

Consideragédes Finais a critério do CEP:

Os autores deverao apresentar ao CEP um relatorio parcial e um final da pesquisa de acordo com
cronograma apresentado no projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1368996.pdf 20:01:57
Projeto Detalhado / |PROJETO_RIVAROXABANA pdf 30/05/2019 |Alessandra Ferreira Aceito
Brochura 20:01:28 |dos Santos
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 30/05/2019 |Alessandra Ferreira Aceito
Assentimento / 17:51:43 |dos Santos
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FR_ASSINADA. pdf 30/05/2019 |Alessandra Ferreira Aceito

17:51:12 | dos Santos
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TiTULO DO PROJETO

IMPACTO DOS POLIMORFISMOS DE TRANSPORTE / METABOLISMO NAS CONCENTRAGCOES
PLASMATICAS DE RIVAROXABANA EM VOLUNTARIOS SADIOS PARTICIPANTES DE ESTUDOS
DE BIOEQUIVALENCIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido consta de 2 (duas) vias, sendo uma delas entregue ao voluntario.
Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre a influéncia de caracteristicas genéticas humanas
sobre o comportamento do farmaco rivaroxabana no organismo. Sua participacéo néo é obrigatdria, mas voluntaria.
VVocé pode se recusar a participar da pesquisa ou, a qualquer momento, desistir de participar e retirar seu
consentimento, sem que este fato cause qualquer constrangimento ou penalidade. Os pesquisadores se obrigam a
ndo revelar sua identidade em qualquer publicacio resultante deste estudo, e também poder&o interromper sua
participacéo a qualquer tempo por razdes técnicas ou médicas. Os exames e procedimentos aplicados seréo
gratuitos.

IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO

Nome completo

N° do CPF

Data de nascimento
(dd/mm/aa)

O voluntario acima declara que € de livre e espontéanea vontade que esta participando como voluntario do projeto

de pesquisa supracitado, sob responsabilidade da pesquisadora principal, Alessandra Ferreira dos Santos e da

pesquisadora professora Dra. Vanessa Bergamin Boralli Marques. O abaixo assinado esta ciente que:

Neste projeto os pesquisadores irdo comparar as variaveis de genes gue sao responsaveis por transportar e eliminar

0s medicamentos do organismo, entre pessoas que tomaram rivaroxabana durante estudos de bioequivaléncia. O

objetivo & verificar se ha influencia destes genes nas concentracdes da rivaroxabana no organismo e se estas

concentracdes correspondem ao efeito esperado. O efeito pretende ser medido pela analise de exames de

coagulacdo, uma vez que a rivaroxabana é um anticoagulante.

Sua participacdo neste estudo podera n&o trazer beneficios diretos para vocé, mas vocé estara contribuindo para

aumentar os conhecimentos da reacdo do nosso organismo na resposta ao tratamento de anticoagulantes orais,

neste caso a rivaroxabana. Os resultados obtidos poder&o contribuir para a melhora da qualidade do tratamento em

outros individuos e trazer conhecimento sobre este tema para outros pesquisadores.

Sua participacdo nessa pesquisa consistira em fornecer quatro (4) amostras de 5 mL sangue que serdo retiradas

da veia do seu braco, este procedimento sera realizado durante a conducgéo do estudo de bioequivaléncia com o

medicamento rivaroxabana.

Vocé podera ser convidado a fornecer novas amostras de sangue, caso o material seja insuficiente ou sofra algum

tipo de alteracéo (hemolise, etc).

A coleta de sangue causara um pequeno desconforto (semelhante a picada de inseto), com pequena ardéncia no

local da coleta. Este procedimento n&o implica nenhum risco, pois faz parte dos procedimentos de rotina para a

coleta de sangue, podendo ocorrer pequenas manchas roxas (extravasamento de sangue da veia para o tecido) no

local da puncéo.

As amostras biolégicas serao armazenadas em frascos identificados com os cédigos do voluntario e do estudo de

bioequivaléncia correspondente, com a finalidade de manter a confidencialidade e o sigilo das informacées.

Todo o material biolégico coletado (amostras de sangue) sera utilizado exclusivamente para as analises necessarias

para a pesquisa. Apos as analises sera descartado, ndo sendo utilizado para pesquisas futuras.

Por participar dessa pesquisa, seus registros no estudo de bioequivaléncia serdo usados como fonte de informacgéo

para a conducéo do estudo, mas as informacdes obtidas através dessa pesquisa seréo confidenciais e asseguramos

o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados nao serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacéo. Os
12
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resultados ser&o divulgados em apresentacdes ou publicacdes com fins cientificos ou educativos, e sua identidade
nao sera jamais exposta.

Participar dessa pesquisa ndo implicaréd em nenhum custo para vocé, e, como voluntario, vocé n&o recebera
qualquer valor em dinheiro como compensacéo pela participacéo, a ndo ser o ressarcimento referente ao estudo de
bioequivaléncia que vocé estara participando e quem tem outro TCLE.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o0 endereco da pesquisadora responsavel, podendo
tirar duvidas sobre o projeto e sua participacéo, agora ou em qualquer momento.

ASSINATURAS E CONSENTIMENTO

Eu declaro que li cuidadosamente e ouvi a leitura de todo este documento denominado “Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido” e que, apds, tive nova oportunidade de fazer perguntas sobre o conteudo do mesmo e sobre a
pesquisa cientifica, e recebi explicacdes que responderam por completo as minhas duvidas e reafirmo estar, livre e
espontaneamente, decidindo participar do Estudo.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estou autorizando o acesso as minhas informacdes,
conforme explicitado anteriormente e declaro estar recebendo uma cdpia assinada deste documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, n&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a
ter ao participar desta pesquisa.

Fui informado de que dados confidenciais envolvidos na pesquisa serdo tratados com sigilo e privacidade e que n&o
terei qualquer despesa com minha participacdo. Estou ciente que este estudo n&o me beneficiara diretamente.

Assinatura do pesquisador e carimbo Data

Assinatura do voluntario Data

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja qualquer duvida ou problema de saude que vocé apresente durante sua participacdo no estudo, devera
procurar a Unidade Clinica do ICMP&D e/ou entrar em contato no endereco e telefones abaixo.
Se vocé tiver alguma duvida e/ou consideracdo sobre a ética da pesquisa, sobre seus direitos como voluntario, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa no endereco e telefones abaixo.

Contatos Enderego Telefones para contato
Pesquisador Principal - Instituto Av. Coronel Armando Rubens
Claudia Marques de Pesquisa e Storino, 2850- Jardim Paraiso — Alessandra (35) 99118-4898
Desenvolvimento Pouso Alegre / MG

Pesquisadora - Universidade Federal Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714 | Prof. Dra Vanessa Bergamin Boralli Marques

de Alfenas — Alfenas / MG (35) 3701 - 9508
CEP- UNIVAS Avenida Prefeito Tuany Toledo,
Universidade do Vale do Sapucai 470 — Fatima | — Pouso Alegre / (35) 3449-9232 / (35) 98856-0220
MG
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