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RESUMO

MESSIANO, CLAUDIA G. Abordagem Farmacocinética-Farmacodinamica (PK/PD) em
Pacientes Sépticos Grandes Queimados: Avaliacdo do Meropenem em adultos jovens apos 1g
g8h, Infuséo Estendida (MESTRADO) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, SP, Brasil, 2020.

Introducdo: O Meropenem é um carbapenémico de amplo espectro, prescrito na terapia do
choque séptico nos pacientes graves adultos de UTI, com infec¢bes graves causadas por
patdégenos Gram-negativos susceptiveis. Objetivo: Avaliar a efetividade do Meropenem em
pacientes sépticos queimados, investigar a farmacocinética na fase precoce e na fase tardia
durante o curso do choque séptico e o impacto no desfecho clinico. Etica, Casuistica e
Procedimentos: Aprovacao ética, registro CAAE07525118.3.0000.0068; nenhum conflito de
interesse declarado foi obtido dos autores. Apds assinatura do TCLE pelo responsavel legal, o
paciente foi incluido no protocolo. Investigou-se a populacdo de 15 pacientes sépticos grandes
queimados, adultos de ambos os géneros (10 M/ 5F) com funcéo renal preservada (Clcr> 50
ml/min). As caracteristicas demogréaficas da populacéo de pacientes incluidos foram idade de
37(33 -41) anos, 71(59,5 - 80,0) kg e indice de massa corpérea de 24,3(20,6-24,7) kg/m?,
medianas (interquartil). Registrou-se o escore SAPS*3 54(47-59) de admisséo dos pacientes na
UTI; a superficie corpérea total queimada foi de 33% (18,3-34,4), SCTQ medianas
(interquartil). A lesdo inalatoria e o uso de vasopressores foram registrados em 12/15 pacientes
apos trauma térmico/ elétrico (10/5). Apos intubacdo orotraqueal, a ventilagdo mecénica foi
registrada em 13/15 pacientes. A terapia empirica do choque séptico com Meropenem no
regime de 1g g8h, por infusdo estendida de 3 horas, foi iniciada ap6s a coleta das culturas.
Realizou-se coleta seriada de amostras sanguineas para dosagem sérica do antimicrobiano por
cromatografia liquida. Aplicou-se o modelo aberto monocompartimental para estudo da
farmacocinética e estimativa dos parametros, meia vida bioldgica, depuracdo total corporal e
volume de distribuicdo. A abordagem farmacocinética-farmacodindmica (PK-PD) foi baseada
na dosagem sérica do Meropenem e na taxa de eliminacdo, para estimativa do indice de predi¢do
de efetividade (% f ALIT> CIM), considerando o novo alvo terapéutico de 100% f ALIT> CIM.
Utilizou-se estatistica ndo paramétrica pela aplicacdo do teste de Wilcoxon para dados pareados
e testes de correlacdo linear. Resultados e Discussdo: Registrou-se alteracdo dos parametros
farmacocinéticos nos pacientes sépticos investigados frente aos dados reportados para
voluntarios sadios. Evidenciou-se reducao na taxa de eliminacdo e da depuracéo total corporal;
o0 prolongamento da meia vida bioldgica ocorreu pelo aumento do volume de distribuicdo. Estas
alteracdes impactaram estendendo a cobertura do Meropenem, na fase precoce do choque
séptico, contra os patdgenos de susceptibilidade intermediaria com CIM 4 mg/L. Concluséo:
A cobertura do Meropenem foi garantida contra os patdgenos isolados até CIM 2 mg/L para
todos os pacientes. Adicionalmente, ocorreu a erradicagdo de patdgenos de susceptibilidade
intermediaria CIM 4 mg/L, pela cobertura que foi atingida apenas na fase precoce do choque
séptico. Entdo, a abordagem PK / PD contribui para a obtengdo do resultado.

Palavras-Chave: pacientes grandes queimados; efetividade do Meropenem; abordagem
PK/PD; alteracdo da PK impacta a farmacodinamica; PK -fase precoce versus fase tardia do
choque séptico.



ABSTRACT

MESSIANO, CLAUDIA G. Pharmacokinetic -Pharmacodynamic Approach (PK/PD) In
Septic Burn Young Adult Patients: Meropenem 1g q8h, extended infusion. (MESTRADO) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2020.

Background: Meropenem is a carbapenémic, agent largely prescribed to septic patients in the
Intensive Care Units with severe infections caused by Gram-negative susceptible strains.
Objective: To evaluate Meropenem effectiveness in ICU septic burn patients and to investigate
pharmacokinetic changes that could impact the desired outcome by eradication of Gram-
negative strains of intermediate susceptibility. Ethics, Casuistry and Methods: Ethical
approval register CAEE 07525118.3.0000.0068was obtained; no conflicts of interest to declare
were obtained from all authors. Fifteen burn adult patients of both genders (10 M/ 5F) with
preserved renal function (Clcr> 50 ml/min) were investigated after TCLE signed. Demographic
characteristics of patients included were: 37(33 -41) years, 71(59.5- 80.0) kg, 24.3 (20.6-24.7)
kg/m2 body mass index, medians (quartiles). ICU patients admission was based on SAPS*3
score of 54(47-59), 33% (18.3-34.4) TBSA medians (quartiles). Inhalation injury and
vasopressors requirements were in 12/15 patients after fire/electricity (10/5, proportion).
Mechanical ventilation was necessary in 13/15 patients. Antimicrobial therapy of septic shock
with meropenem 1g g8h 3 hours infusion started, after cultures collection. A serial of blood
samples was collected from the central catheter after a minimum of 48 hours of Meropenem
therapy for drug serum measurements by liquid chromatography. One compartment open model
was applied to estimate PK data related to the elimination rate constant, biological half-life,
total body clearance and volume of distribution PK/PD approach was based on serum trough
levels and elimination rate constant to estimate the predictive index of drug effectiveness (%
fAT>CIM), based on the new PK/PD target 100% fAT>CIM. Non parametric statistics was
applied, Wilcoxon test for paired data and linear correlations. Results: Pharmacokinetic
changes occurred in septic burn patients investigated by comparison with results reported in
healthy volunteers as follows by the reduction on elimination rate constant and also on total
body clearance, in spite of preserved renal function for all patients included. In addition, a
prolongation of biological half-life occurred as a consequence of increases on volume of
distribution. Pharmacodynamics was impacted by PK changes only at the earlier period of
septic shock, once pathogens isolated of intermediate susceptibility up to MIC 4 mg/L were
eradicated. Conclusion: Meropenem effectiveness was guaranteed against Gram-negative up
to MIC 2 mg/L strains isolated for all patients. In addition, eradication of pathogens of
intermediate susceptibility MIC 4 mg/L strains occurred only at the earlier period of septic
shock. Then, PK/PD approach contributes to desired outcome achievement.

Key-Words: Severe burn septic patients; Meropenem effectiveness PK/PD approach; PK
changes impacts pharmacodynamics; PK at the earlier versus late period of septic shock
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1 INTRODUCAO

1.1 QUEIMADURAS

A queimadura € uma lesdo na pele ou em outro tecido organico causado principalmente
por calor, radiacéo, radioatividade, eletricidade, atrito ou contato com produtos quimicos. Os
danos respiratorios graves, resultantes de inalacdo, também sdo considerados queimaduras
(WHO, 2018).

Na assisténcia ao tratamento de queimaduras graves avalia-se a superficie do corpo
afetada pela queimadura (SCQT%), a profundidade da lesdo, a extensdo do agravo, 0 agente
causador e as circunstancias em gue ocorreram as queimaduras. O prognostico da queimadura
é influenciado pela profundidade da lesdo e pela extensao da superficie corporea queimada. A
avaliacdo do grau da queimadura, ndo é simples de ser realizada, para avaliar corretamente o
grau de profundidade da queimadura é necessario fazer estudo histopatoldgico (bidpsia). O
agente causal, 0 tempo de exposicao e as condi¢des prévias do paciente sdo determinantes para
identificar o grau de profundidade da queimadura. O quadro 01 descreve a classificacdo das

lesBes:

Quadro 1 — Classificacdo da Lesoes do grau de lesdes por queimaduras

e Lesdo de 1° Grau
Acomete a epiderme que se apresenta hiperemiada, tmida, com edema e muito dolorosa, ndo
provoca alteragBes hemodinamicas, sua cura acontece aproximadamente cinco a sete dias

Lesdo de 2° Grau superficial

o Lesdo de 2° Grau profunda
Atinge a toda a epiderme e a porcdo derme e ndo destroi todos os foliculos e glandulas
sudoriparas. Caracterizam-se pela formagdo de flictemas, eritema, umidade e dor acentuada.
A restauracdo total da pele acontece entre 14 e 21 dias, com minima formacé&o cicatricial

e Lesdode 3°Grau

Acomete a epiderme e a derme e com frequéncia destrdi o tecido subcutaneo, o masculo e o
tecido 6sseo. Aparéncia com aspecto esbranquicado ou marméreo, o tecido perde elasticidade
e torna-se rigido. Os vasos sanguineos trombosados podem tornar-se visiveis.

o Lesdode 4°grau
Acometem todos os tecidos, chamadas areas carbonizadas

Fonte: Adaptado de Bittner et al., 2015, p. 454.

A determinag&o do percentual total da superficie corporal queimada (% SCTQ) é muito

importante para o progndstico do paciente, para a ressuscitacdo com fluido, para decisdes de
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transferéncia, para o manejo das feridas, para estimar o tempo de duragéo do tratamento e para
a pesquisa.

Alguns métodos podem ser aplicados, por exemplo, 0 método de medida da palma da
mao do paciente chamado “regra dos nove”, que consiste em método rapido para avaliagao da
extensdo das queimaduras, utilizado nas salas de emergéncia hospitalares. Para calcular a
superficie corpérea total queimada (% SCTQ) utiliza-se o Diagrama de Lund & Browder
considerado um método mais preciso (figura 1). O método de L&B néo é facil de ser aplicado,
podendo ocorrer erros de calculo na aplicacdo nos servigos de emergéncias. O quadro abaixo

demonstra como estdo divididas as areas e seus respectivos valores:

Quadro 2 — Avaliacao segundo o diagrama de Lund & Browder

Extensbes Variaveis Extensdo Queimada
Idade A B C Cabeca Genitais

0 9,5 2,75 2,5 Pescoco Coxa

1 8,5 3,25 2,5 Tronco Perna

5 6,5 4,0 2,75 Brago Pé

10 55 45 3,0 Antebrago

15 4,5 4,5 3,25 Méo Total

Adulto 3,5 4,75 3,5 Nadega Peso Corporeo

Diagnostico Inicial Queimaduraem ___ % da SC
Conforme topografia por diagnéstico(s) Secundario(s)

Fonte: Yasti et al., 2015 p. 81.
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Figura 1 — Grafico “Lund and Browder
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Fonte: Murari et al., 2019, p. 227

1.2 EPIDEMIOLOGIA

As queimaduras sdo um sério problema de salde publica, estima-se que ocorram
265.000 mortes anuais em todo mundo em incéndios e que 11 milhdes de pessoas necessitem
de cuidados especializados em todo mundo. Quase dois tercos dos incidentes ocorrem nas
regides da Africa e Sudeste Asiatico, entretanto, existem poucos estudos epidemiolégicos sobre
gueimaduras nesses paises. Em paises de alta renda, as taxas de morte por queimaduras tém
sido reduzidas, através de estratégias de prevencdo e melhorias no atendimento a vitimas de
queimaduras. O quadro 3 traz fatos importantes na prevencdo de queimaduras graves (WHO,
2018).
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Quadro 3 — Fatos importantes para prevencdo de Queimaduras Graves

Fatos Importantes na Prevencao de Queimaduras Graves

As lesBes por queimaduras ndo fatais sdo uma das principais causas de morbidade, devido a
necessidade de hospitalizagdes prolongadas, desfiguragdo e incapacidade, que frequentemente

resultam em rejeicéo e estigma:
v" Queimaduras ocorrem principalmente em casa e no trabalho

v" O indice de mortalidade em criancas é 07 vezes maior em paises de média e baixa renda do

gue em paises de alta renda

v Queimaduras sdo evitaveis.

Fonte: WHO, 2018.

Em estudo realizado no Brasil por Santos et al. (2017), em base de dados hospitalares,
no periodo de 2000 a 2014, foram analisadas as caracteristicas demograficas e econdmicas dos
pacientes hospitalizados por queimaduras. Em um total de 412.541 hospitalizacGes por
qgueimaduras, foi encontrada a taxa de 14,56 hospitalizacbes/100.000 habitantes/ano. As
criangcas menores de cinco anos representaram 24% de todas as internagOes. A taxa de
mortalidade intra-hospitalar foi de 8,1% e a mediana do tempo de permanéncia foi de 05 dias.

O Brasil é o unico pais latino-americano que dispde de servico de saude especializado
no tratamento de queimados, inserido no sistema de satde universal (SUS), porém em estudo
realizado por Citron et al. (2018), verificou-se que estes centros de tratamento estdo distribuidos
pelo territorio brasileiro de maneira irregular, portanto existem regides do pais, por exemplo, a
regido Norte, onde o servico para tratamento de queimados ndo existe, assim 0 acesso aos
cuidados é desigual e limitado a populacdo desta regido. Os estudos epidemioldgicos, em geral,
tém sido realizados em uni-centros e as publicagdes nacionais concentram-se na descri¢ao de
casos de queimaduras que chegam aos hospitais. Quase nao existem estudos com base nas
mortes por queimaduras que ocorreram fora do hospital (OOH-out of hospital). A taxa OOH é
considerada uma medida critica de acesso, pois demonstra que os individuos queimados
morrem antes de chegarem a receber os cuidados clinicos, comprovando a falta de acesso ao
atendimento. Consequentemente os indices de mortalidade intra-hospitalar diminuem
(CITRON etal., 2018).
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Tabela 1 — Base demogréfica, caracteristicas clinicas e econdémicas de hospitaliza¢bes devido a
gueimaduras no Brasil entre 2000 e 2014, comparado por sexo

Indicadores Total Homens Mulheres
No. de hospitalizacbes 412.541 256.149 156.391
Hospitaliza¢Ges 14.6 18.2 10.9
Meédia (dias internacéo) 5 5 5
Média idade (SD) 24.8 (21.2) 24.5 (20.4) 25.1 (22.5)
Custo médio (R$) 1448.4 1471.1 1411.2
Obitos em hospitais (2009-2014) 12.235 (8,1%) 7603 (8.0%) 462 (8.3%)

Fonte: Santos et al., 2017, p. 2008.

Para descrever a epidemiologia nacional de queimaduras Citron et al. (2018), avaliaram
0 acesso regional ao cuidado, observando a contribuigdo da mortalidade extra-hospitalar para o
total de mortes por queimaduras. Os registros encontrados no DATASUS, no periodo de 2008
a 2014, foram analisados destacando os seguintes dados: o numero de admissées, a mortalidade
hospitalar, o reembolso do hospital e o nimero total de mortes. Neste periodo estudado o total
de mortes por queimadura foi 17.254, média anual de 2.466 (DP 202). De todas as mortes por
queimaduras, 79,1% ocorreram fora do hospital. O nimero médio anual de internagdes apds 24
horas de a queimadura ter ocorrido foi de 18.551(DP 1.504), com maior prevaléncia de
gueimaduras por chama em geral (43,98%) e predominando em menores de 5 anos (57,8%).
Uma média de U$ 1.022 (DP U$ 94) foi reembolsada por admisséo de queimadas. Por fim, o
estudo mostrou que 80% das mortes por queimadura ocorreram fora dos hospitais (OOH).

O planejamento de saude publica sobre lesdes por queimadura necessita promover a
distribuicdo de unidades de tratamento de queimados por todo pais, de modo que a populacao
tenha acesso aos cuidados necessarios em caso de acidentes. E urgente conscientizar a
sociedade sobre o problema, desenvolver e aplicar politicas eficazes, identificar os fatores de
risco, definir prioridades de pesquisa e promogéo de intervengdes promissoras, dimensionar
guantos leitos hospitalares serdo necessarios para atender as vitimas de queimaduras em todo o
territorio nacional, desenvolver programas de prevencdo de queimaduras, capacitar
profissionais de salde, bombeiros e equipes socorristas a realizarem o atendimento pré-
hospitalar, direcionar esforgos para regides mais pobres, onde as criangas s&o mais expostas a
riscos (WHO, 2018).
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1.3 FISIOPATOLOGIA DA QUEIMADURA

O conhecimento atual sobre o tratamento de feridas descreve a leséo em trés zonas: zona
de coagulacgéo, zona de estase e zona de hiperemia. A zona de coagulacdo representa o tempo
da lesdo e o tecido que foi destruido, esta area esta cercada por uma zona de estase, com
inflamacdo e baixos niveis de perfusdo, frequentemente esta &rea progride para necrose nas
primeiras 48 horas ap0s o ferimento. A &rea externa é denominada zona de hiperemia, onde a
perfusdo microvascular ndo estd prejudicada. Ap6s a queima inicial a lesdo expande e
aprofunda-se. A lesdo térmica causa imunossupressao, este fato predispde o paciente a sepse e
faléncia multipla de 6rgdos (NIELSON et al., 2017).

As disfungdes microvasculares causam trombose de vasos, aumento de mediadores
inflamatdrios e de fatores pro-apoptoéticos. Os danos microvasculares sdo provocados pelos
leucdcitos, que sdao mediadores pro-inflamatorios e resultam em resposta bifasica. A primeira
fase é pro-inflamatéria denominada SIRS (systemic inflammatory response syndrome) nesta
fase estdo envolvidos os macréfagos e a citocina interleucina-6 (IL-6) e o fator necrose tumoral
(TNF-q). Durante a fase inicial da queimadura o processo inflamatério pode levar a faléncia de
orgdos. A segunda fase da queimadura é anti-inflamatdria nesta fase ocorre a participacdo dos
linfocitos-T, IL-2/IL-10, que atuam como mediadores anti-inflamatérios (NIELSON et al.,
2017). Todos os mediadores com o aumento da hidrostatica vascular, pressao causada pela
dilatacdo do vaso, sdo as principais razdes para vazamento microvascular sisttmico observado
em queimaduras. Em resposta a inflamacéo, as juncbes das células endoteliais aumentam e
formam-se lacunas, causando comprometimento das fungdes da barreira. As alteracdes que
acometem o individuo gravemente queimado distribuem-se por todos os principais 6rgaos,
causam alteracdes no sistema musculoesquelético, cardiovascular, renal, pulmonar, hepatico,
neuroldgico e gastrointestinal (NIELSON et al., 2017).

Além disso, as cininas, especificamente a bradicinina que atua como mediador
vasoativo, sdo produzidas no local da queimadura e causam dilatacdo venular, aumento da
permeabilidade microvascular, contragdo do musculo liso e dor. Queimaduras graves induzem
a reacOes em quase todos os 0rgaos, a inflamacdo, o hipermetabolismo, o desgaste muscular e
a resisténcia insulinica presentes no organismo do individuo gravemente queimado, sdo
caracteristicas das respostas fisiopatologicas que permanecem por varios anos apos a lesao
(NIELSON et al., 2017).
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1.4 DEFINICOES PARA SEPSE E CHOQUE SEPTICO-TERCEIRO CONSENSO
INTERNACIONAL (2016)

Na ultima conferéncia promovida pela Sociedade de Medicina Critica (Society Critical
Care Medicine — SCCM) e a Sociedade Européia de Atendimento Médico Critico (European
Society of Critical Care Medicine — EISCM), foi revista e publicada nova defini¢do de sepse e
de choque séptico. Pela nova publicagao, sepse ¢ definida pela “presenca de disfuncao organica
ameacadora a vida por resposta desregulada do hospedeiro a infec¢do”. Em pacientes com sepse
que apresentarem anormalidades circulatdrias, celulares e metabdlicas profundas, suficiente
para aumentar substancialmente a mortalidade, denomina-se choque séptico (GREENHALGH,
2017).

1.4.1 Critérios clinicos para identificacdo de sepse:

» Sepse — infec¢do suspeita ou documentada associada ao aumento agudo de > 2
pontos de avaliacdo de falha(SOFA — Sequencial Organ Failure Assessement);

« Choque séptico — aumento do nivel sérico de lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL),
necessidade de terapia com vasopressores para elevara PAM > 65 mmHg apesar
de adequada ressuscitacdo com fluidos.

No inicio de 2017 a nova versdo do Surviving Sepsis Campaing foi publicada por
especialistas que elaboraram um guia de prética clinica para identificacdo precoce de sepse e
estratégias de tratamento padrdo para todos os aspectos da sepse e do choque séptico
(GREENHALGH, 2017).

Na fase precoce do choque séptico os pacientes sépticos graves, apresentam hipotensao
refrataria a volume e/ou lactato sérico elevado (> 4 mmol/l). E importante que o quadro clinico
seja revertido num prazo de 6 horas, para isso, € necessario atingir as seguintes metas: pressao
venosa central (PVC) entre 8 — 12 mmHg, pressao arterial média (PAM) > 65 mmHg, débito
urinério > 0,5 ml/kg/hora e saturagdo venosa central de oxigénio (Svc Oz) > 70% (WESTPHAL
et al., 2010).
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1.4.1.1 Epidemiologia da sepse

Apesar de todo esforco, a sepse continua sendo a principal causa de morte mundial. Em
recente publicacao cientifica, estimou-se que em 2017 a sepse afetou cerca de 48,9 milhdes de
pessoas e causou 11 milhdes de mortes no mundo todo a cada ano, representando 20% do total
de mortes. Dentre estes casos, 20 milhdes de casos acometeram criangas e provocou a morte de
2,9 milhdes de criangas menores de 5 anos de vida (WHO, 2018).

A sepse surge a partir da deterioracdo clinica de infec¢cGes comuns e evitaveis e também
de infec¢des adquiridas em ambientes hospitalares. A sepse em mulheres gravidas é chamada
de sepse materna e quando ocorre em bebés recém-nascidos € chamada de sepse neonatal. Esta
patologia apesar de ser evitavel, continua sendo uma das principais causas de morte para
mulheres e bebés recém-nascidos. As disparidades regionais justificam a concentracao de 85%
dos casos em paises de baixa e média renda (WHO, 2018).

Entretanto, alguns grupos populacionais sdo mais suscetiveis, tais como idosos,
gestantes, bebés recém-nascidos, pacientes hospitalizados, pacientes internados em unidade de
tratamento intensivo (UTI), portadores de HIV/AIDS, individuos com cancer, com doencas
auto-imune, com doenca hepética, com doenga renal, sem bago (WHO, 2018).

As doencas mais comuns que contribuem para os casos de sepse e mortalidade,
relacionada a sepse em todas as idades, foram as doencas diarreicas (9,2 a 15 milhdes de casos
anuais) e as infeccOes respiratorias inferiores (1,8 a 2,8 milhGes de casos anuais). As doencas
ndo-transmissiveis corresponderam a 1/3 dos casos de sepse e quase a metade de todas as
mortes relacionadas a sepse foram devido a uma lesdo subjacente ou doenca crénica (WHO,
2018). Todo individuo que desenvolva um quadro infeccioso bacteriano ou viral, transmissivel
ou ndo, esta predisposto a desenvolver sepse, por exemplo, a sindrome aguda respiratoria
(SARS) causada por coronavirus (MERS ou COVID-19). O individuo acometido por uma grave
lesdo, por exemplo, queimadura grave ou individuo portador de doenga cronica néo-

transmissivel.

1.4.2 Sepse em pacientes queimados

O aprimoramento dos cuidados dos pacientes queimados nos modernos centros de
tratamento intensivo de queimaduras, eleva as taxas de sobrevivéncia para pacientes queimados
cujas lesbes foram consideradas fatais a algumas décadas. As infec¢bes sdo as complicacoes

mais frequentes apds as queimaduras. Além das pneumonias, das infec¢des de trato urinario,
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em feridas e 0ssos, na corrente sanguinea muito frequente em pacientes queimados
hospitalizados. Devido a estas infecgdes, a sepse € a principal causa de mortalidade em adultos
e pacientes pediatricos queimados. Apesar de os tratamentos serem efetivos, as taxas de
mortalidade séo altas, entre 50% e 84% em pacientes adultos queimados e cerca de 55% em
pacientes pediatricos queimados (GREENHALGH, 2017).

A principal causa da alta taxa de mortalidade é a ruptura da pele, que é a mais
importante barreira de protecdo contra 0s micro-organismos presentes no ambiente. O
diagnostico de sepse em pacientes com queimadura grave (>20% do total da superficie corpdrea
acometida-SCTQ) é particularmente complicado, devido a sobreposicdo de sinais clinicos da
resposta hipermetabdlica pés-queimadura, com os sinais de sepse (GREENHALGH, 2017).

Todo individuo em que a superficie queimada total do corpo (SCQT %) seja acima de
20% desenvolve a sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS). Estes individuos
apresentam taquicardia, taquipneia, leucocitose e temperatura corporal em torno de 38 °C. Para
identificar a sepse faz-se necessario combinara avaliacéo clinica e critérios laboratoriais., sendo
necessaria a presenca de trés dentre os critérios a seguir:

» Temperatura>39 °C 0u<36,5 °C

» Progressiva taquicardia >110 batimentos por minuto

» Progressiva taquipneia>25 respira¢fes/ minuto ou ventilacdo/ minuto>12L/min

« Trombocitopenia<100.000/mcl (ndo se aplica antes 3 dias ap6s a queima)

« Hiperglicemia (ha auséncia de diabetes pré-existente)
(Glicose plasmaética nao tratada>200 mg/dl ou insulina LV.>7Ul/ hr 1V,
resisténcia insulinica [>25% de aumento da necessidade de insulina ao longo de
24 h))

1.4.3 Biomarcadores

Para identificar a presenca precoce de sepse, varios estudos tém sido realizados em
busca de biomarcadores que pudessem indicar a presenca de sepse, através de exame
laboratorial. Entre os biomarcadores mais estudados em infec¢Oes bacterianas e sepse, esta a
procalcitonina (PCT). Em condic¢des organicas normais a procalcitonina € produzida por celulas
neuroendocrinas, principalmente pela tiredide (células-C) e em menor quantidade por células
hepaéticas e intestinais (NUNEZ LOPEZ et al., 2017).



25

Sabemos que apds trés horas do inicio do quadro de infeccdo o nivel sérico de PCT
apresenta-se aumentado, atingindo o pico por volta de 20 horas. E ap6s a resolugdo do processo
infeccioso o nivel de PCT diminui cerca de 50% a cada dia. A funcdo da PCT ainda nao esta
esclarecida, contudo, o aumento consideravel de PCT em relacdo a outros indicadores
impulsiona o uso de PCT como um biomarcador de infecgéo e sepse, desde 1990. A elevagéo
de PCT esta associada com infeccdo bacteriana, mas ndo a infeccdo viral. A PCT tem sido
estudada como uma ferramenta para prognéstico e diagndstico de sepse em pacientes
qgueimados. Estudos demonstram que os niveis séricos de PCT podem ser utilizados como guia
para de-escalonamento e duragédo da exposicdo (NUNEZ LOPEZ et al., 2017).

O fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatéria, produzida
por varias categorias de células em resposta a diferentes estressores incluindo as endotoxinas,
produtos bacterianos, ativacdo do sistema complemento e outras citocinas, hipoxemia, isquemia
e reperfusdo. O TNF-o possui vérias fungdes fisiologicas, tais como, ativacdo de
mondcitos/macrdfagos e células natural killer (NK) e esta envolvido na inducdo de apoptose e
sobrevivéncia celular, causa vasodilatacdo por inducédo da producédo de éxido nitrico, promove
qguimiotaxia dos neutréfilos, e ativa os fatores pro-tromboticos e vias fibrinoliticas. O nivel
sérico de TNF-o apresenta-se elevado apds a queimadura e quando os niveis de TNF-a
encontra-se muito aumentado, observa-se o desenvolvimento de sepse (NUNEZ LOPEZ et al.,
2017).

As interleucinas (IL-6, IL-8, I1L-10) sdo citocinas pro-inflamatérias produzidas por
leucdcitos, figado, rim, baco e podem ser produzidas na maioria das células, por macréfagos,
mondcitos e células endoteliais. Ap6s a queimaduras interleucinas atingem niveis séricos
elevados. As interleucinas apresentam amplas fung¢fes imunoldgicas, tais como a modulacao
da fase inflamatdria, a inducdo do aumento da temperatura corporal, estimulam a producéo do
horménio do stress, ativam hematopoese, ativacdo e maturacdo de células imunoldgicas. Em
pacientes septicos a concentracdo sérica de interleucina 10(IL-10) apresenta elevacdo e
promove hiperativacao da resposta anti-inflamatéria (NUNEZ LOPEZ et al., 2017).

1.4.4 Choque hipovolémico

ApoOs o diagndstico de sepse ter sido confirmado, seguindo as recomendacdes de

tratamento de sepse contida no Guia de Préticas Clinicas (Surviving Sepsis Campaign,2017),

devem ser coletadas amostras biologicas para investigacdo microbioldgica e iniciada
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imediatamente a reposicao de fluidos. Apos uma hora da estabilizagdo do paciente, é necessario
Iniciara terapia antimicrobiana.

Os pacientes queimados recebem abundante quantidade de fluidos apos queimaduras.
Ap0s a ressuscitacdo e estabilizacao, deve-se realizar avaliacdo clinica e monitorar as variaveis
fisiologicas regularmente para se necessario realizar ajuste terapéutico e manter o paciente
euvolémico.

O volume e a categoria de fluido administrado em pacientes queimados sépticos, serdo
determinados por varios fatores, inclui-se idade do paciente, funcéo cardiaca, renal e a variagédo
do volume de extravasamento de agua através das queimaduras descobertas. O objetivo da
reposicdo de fluidos é manter a pressao arterial média maior ou igual a 65 mmHg e normalizar
o0 nivel de lactato para menor que 2 mmol/L (18 mg/dL). Sabemos que hipotensdo arterial e
hiperlactemia sdo indicadores de hipoperfusao tecidual (NUNEZ LOPEZ et al., 2017).

Para calcular o volume de fluido para ressuscitacdo volémica em pacientes adultos
queimados ndo-superficial, utiliza-se a Formula de Parkland para obter-se uma estimativa do

volume de cristal6ides que necessitam ser infundido no paciente.

Quadro 4 — Férmula de Parkland

Férmula de Parkland
Cristaloide total pelas primeiras 24 horas = 4 x Peso (kg) x
SCTQ (%)

SCTQ = superficie corporea total queimada

1.4.5 InfeccBes bacterianas - pacientes grandes queimados

Os estudos realizados na ultima década demonstraram que 42% a 65% das mortes em
pacientes queimados sdo provocadas por infeccbes. A alta prevaléncia de bactérias
multirresistentes (MDR) em centros de tratamento de queimados pode ser promovida pela
selecdo empirica de antibioticos, as quais desencadeiam um circulo vicioso de maior resisténcia
microbiana. O microrganismo MDR é definido como ndo-suscetivel a pelo menos um agente
em trés ou mais classes de agentes antimicrobianos (VICKERS et al., 2018).

A resisténcia microbiana é definida como mudanca fenotipica de suscetivel (S) ou
intermediario(l), para resistente (R) a determinado antimicrobiano, em culturas de

acompanhamento. As culturas devem ter sido feitas pelo menos 2 dias, apés a cultura inicial. O
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tempo de isolamento do microrganismo MDR ¢€ calculado a partir da data de admisséo na UT]
até a data da coleta das primeiras bactérias Gram-negativas MDR identificadas na cultura. A
partir das culturas interpreta-se a suscetibilidade antimicrobiana com base nas Diretrizes do
Instituto de Padrdes Clinicos Laboratoriais (CLSI- Clinical Laboratory Standards Institute)
como suscetivel(S), intermediério (I) ou resistente (R) (DHAESE et al., 2018).

Dados apresentados no relatdrio nacional de queimados nos Estados Unidos, em 2016,
mostram que 07 entre 10 das mais frequentes complicacdes que acometem pacientes queimados
sdo de etiologia infecciosa.

Em casos de lesdo por inalacdo, a necessidade de utilizagdo prolongada de ventilagéo
mecanica, aumenta o risco para o surgimento de pneumonias. As infec¢des hospitalares (HAIs-
hospital associated infection) surgem mais cedo durante a hospitalizacdo, geralmente durante
a primeira semana. Os estudos microbioldgicos realizados indicam gque 0s microorganismos
Gram-positivos ocorrem mais cedo durante a hospitalizacdo e os Gram-negativos acometem os
pacientes mais tardiamente (LACHIEWICZ et al., 2017).

Alguns patdgenos necessitam de atencdo especial nos centros de tratamento de
gueimados, pois tem sido registrados surtos por cepas Multi-Drug-Resistants (MDR):
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Stenotrophomonas maltophiliae
Methicilin  Resistant,  Staphylococcus aureus (MRSA) e carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae.

A tabela 2 apresenta os microorganismos prevalentes nas infeccdes hospitalares.

Tabela 2 — InfecgBes mais comuns relacionadas ao tempo de internagéo ap6s queimadura

0 a 15 dias Infeccéo de pele e Tecidos moles Staphylococcus aureus

15 a 30 dias Pheumonia Staphylococcusaureus,
Enterobacteriaceae

Resisténcia Bacteriana, Infeccdo na corrente sanguinea.

30 a 60 di s
a 1as Infecgdo no Trato Urinério

Pseudomonas aeruginosa

60>90dias Todas as infecces Todos m.o.acima citados

Fonte: Adaptado da obra Lachiewiczet al., 2017, p. 2131.

Para os pacientes queimados o tempo de internagdo prolongado € o principal fator de
risco para desenvolverem infec¢des por bactérias MDR, devido a complexidade do tratamento
e as caracteristicas clinicas do paciente, tais como a extensdo da leséo e a presenca de lesdo
inalatdria.
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A alta prevaléncia de bactéria MDR, em centros de tratamento de queimados é
consequéncia de vérios fatores, a alta pressdo antibidtica, a alta pressdo de colonizacdo, a
necessidade de tratamento medico intensivo, as terapias cirurgicas e a vulnerabilidade dos
pacientes devido a estarem imunocomprometidos.

Os procedimentos para o controle de infeccdo hospitalar nos centros de tratamento
intensivo, devem adotar estratégias, tais como a higiene das méos dos profissionais de saude
antes e depois do contato com o paciente, isolar o paciente infectado, realizar limpeza e
desinfeccdo antibacteriana dos ambientes, aperfeicoar as intervengdes cirdrgicas, utilizar de
forma consciente os dispositivos médicos e fazer o controle ambiental. Inimeros estudos
mostram o beneficio de estratégias de controle do risco de infeccdo hospitalar na propagacédo
de microrganismos MDR em pacientes queimados.

As diretrizes da Sociedade Internacional de Queimaduras recomendam que 0s centros
de tratamento de queimados desenvolvam, apliguem e monitorem um programa de
administracdo de antimicrobianos, o qual permita identificar os pacientes infectados por
bactérias multirresistentes (LACHIEWICZ et al., 2017; VICKERS et al., 2018).

1.5 ANTIMICROBIANOS

A atividade antimicrobiana do farmaco é avaliada por determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) e da concentracdo bactericida minima (CBM) em condicdes
especificas in vitro.

As caracteristicas farmacodindmicas do antimicrobiano s&o a inibi¢do do crescimento
do microrganismo, o intervalo e a extensdo da acdo bactericida e os efeitos pos-antibidticos
(PAE). Estas caracteristicas levam a defini¢do do regime de dose, a dosagem usual e o intervalo
de dose. Os indices farmacodindmicos descrevem a atividade 6tima do antimicrobiano:

« T > (quantidade de tempo em que a concentragdo de farmaco livre permanece
acima do CIM do organismo infectante);
« C max /CIM (relagcdo entre a concentracdo maxima do farmaco e o CIM do
organismo infectante);
* AUC (0-24y/ CIM (razéo entre a area total sob a curva de concentracdo —tempo
(AUC) ao longo de 24 horas e o CIM do organismo infectante);
A eficacia do tratamento antimicrobiano depende da interacdo de varios fatores:

bacteriano (tamanho da populagéo bacteriana inicial), poténcia (CIM e CBM), caracteristicas
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farmacocinéticas do agente antimicrobiano em uso, taxa de recrescimento de organismos
persistentes, capacidade de defesa hospedeiro (VEIGA; PAIVA, 2018).

O produto MERREL® aprovado na década de 90, foi desenvolvido por AstraZeneca,
industria suica fundada em 1938. Inicialmente teve a dose diaria de 2 g, prevista em bula, no
regime de dose de 0,59 g6h, para administracdo sistémica, por infusdo intermitente, de 0,5 h
aos pacientes adultos de UTI. Recentemente o produto, passou a ser comercializado, pela
AstraZeneca LP no Brasil, sob denominacdo de MERONEM®.

Nesse periodo, o alvo terapéutico a ser atingido foi baseado no valor recomendado de
40% fA T > CIM, considerado adequado para indice de efetividade (IKAWA et al., 2008).
Subsequentemente utilizou-se o indice de 60%fAT > CIM com o objetivo de garantir a cobertura
contra patdgenos Gram-negativos CIM >2 mg/L. Destaca-se ainda que inumeros estudos
clinicos controlados, em pacientes sépticos queimados e ndo queimados, foram conduzidos pela
infusdo estendida de diversos agentes beta-lactamicos, incluindo-se Ampicilina, Piperacilina-
Tazobactam e o Meropenem (LANGAN et al., 2014; DE WAELE et al., 2014; SILVA JR et
al., 2017).

Ap6s o ultimo Consenso de Terapia Intensiva e Medicina de Emergéncia, realizado
recentemente em Bruxelas, inmeros autores reportaram que o novo indice de 100% f A T>
CIM para a predicdo de efetividade do Meropenem, portanto ficou definido que o indice precisa
ser atingido para garantir a cobertura antimicrobiana do Meropenem contra patégenos Gram-
negativos CIM 4 mg/L (ABDUL-AZIZ et al., 2016; KUPA, 2019; SILVA JR et al., 2017,
RHODES et al., 2017).

1.5.1 Meropenem tri-hidratado (MERONEM®) Antimicrobiano Carbapenémico

E um antibi6tico carbapenémico prescrito para o tratamento de pacientes graves, para
uso parenteral em terapia intensiva. Devido as alteragfes fisiopatoldgicas presentes nos
pacientes, podem ocorrer modificacdes na depuracdo renal que interferira no volume de
distribuicdo e na eliminacdo do farmaco, causando variagcbes na concentracdo plasmatica,
reduzindo a eficacia do tratamento da infeccdo. O Meropenem possui carater hidrofilico,
portanto apresentam maior risco de variacOes e necessita ser monitorado quanto a dosagem e
concentracdo plasmatica, de modo a evitar sub-dose ou acumulo de dose.

Os antimicrobianos carbapenémicos foram desenvolvidos para serem usados no

tratamento empirico de infecgbes causadas por bactérias resistentes a penicilina. Possuem
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amplo espectro de atividade bactericida contra cepas Gram-positivas (Pseudomonas ssp,
Streptococcus ssp Enterococcus ssp) e Gram-negativas (Enterobacteriaceae e néo-
Enterobacteriaceae), aerobias e anaerdbias.

O Meropenem é um agente antibacteriano que afeta a viabilidade dos microrganismos,
pois impede o crescimento e a reproducdo do microrganismo, atua por inibicdo da sintese da
parede celular bacteriana, penetra na parede celular e liga-se a alvos proteicos de ligacdo a
penicilina e possui estabilidade a maioria das serinas betalactamases. Possui reduzida
suscetibilidade para hidrdlise, pela enzima dehydropeptidase | humana (DPH-I), presente no
tibulo proximal, portanto ndo é requerida a coadministracdo de inibidor de DPH-I.
E primeiramente excretado pelos rins, (50 a 70%) da dose é excretada inalterada em 12 horas.

Ocorre depuracdo renal por filtracdo e secrecdo tubular.

1.6 ESTRUTURA QUIMICA

O MERREM® L.V. (Meropenem injetavel) é um antibidtico carbapenémico estéril,

isento de pirogénios, com largo espectro, para administracéo intravenosa.

1.6.1 Nome Quimico Meropenem - 96036-03-2

(4R,5S,6S) -3-[(3S,5S) -5-(dimethylcarbamoyl) pyrrolidin-3-yl] sulfanyl-6-
[(AR) -1-hydroxyethyl] -4-methyl-7-0x0-1-azabicyclo [3.2.0] hept-2-ene-2-

carboxylic acid;trihydrate.

1.6.1.1 Formula Molecular — C17H31N30sS

1.6.1.2 Peso Molecular: 437.5 g/mol

1.6.1.3 Nome Comercial- Merrem® - Meropenem tri-hidratado
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O MERREM ® I.V. é um po cristalino branco a amarelo pélido, sua solugdo tem
variacao de incolor a amarelo dependendo da sua concentracao.

O seu Ph esta entre 7,3 e 8,3, é soltvel em solucdo monobasica a 5 % de solucdo de
fosfato de potassio, pouco soltvel em agua, e muito solivel em etanol hidratado, praticamente

insolUvel em acetona ou éter.

1.6.1.4 Estrutura Quimica 3 D (Tridimensional) - Meropenem Tri-Hidratado

Figura 2 — Estrutura Quimica 3D Tridimensional - Merrem ®-
Meropenem tri-hidratado CID=64778

Fonte: Pubchem, s/d.
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1.6.1.5 Estrutura Quimica 2 D (Bidimensional) - Meropenen Tri- Hidratado

Figura 3 — Estrutura Quimica 2D Bidimensional - Merrem ®
Meropenem tri-hidratado CID=64778
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Fonte: Pubchem, s/d.

1.6.2 Indicacdes de uso - posologia

Recomendado para o tratamento de infeccdo grave da pele e dos tecidos, infeccdo
urogenital e intra-abdominal, pneumonia adquirida (hospitalar) e em caso de sepse.
Administrado por via intravenosa em pacientes hospitalizados submetidos a tratamento
intensivo. O Meropenem esta disponivel em frascos de 500 mg ou 1 grama de pd liofilizado
para injecdo Pubchem Database (2020).

Em Adultos a faixa de dosagem é de 1,5 g a 6 g diarios, divididos em 3 administracdes.

A dose usual é de 500 mg a 1 g no regime de dose de 8 horas, por administracdo intravenosa.

1.6.3 Toxicidade

O Meropenem ¢ considerado seguro e apresenta poucos efeitos adversos, mesmo

guando utilizado em altas doses. Os efeitos adversos mais comuns sdo diarréias, nauseas e

vOmitos, rash cutaneo e prurido. Em altas doses apresenta neurotoxicidade. Outros efeitos
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adversos observados com menor frequéncia sdo insuficiéncia renal aguda, distarbios
eletroliticos, hemdlise intravascular grave, trombocitose, trombopenia grave, leucopenia,
hipersensibilidade do tipo retardo, choque anafilatico e reacdes cutaneas severas (VEIGA,
PAIVA, 2018).

1.6.4 Caracteristicas farmacocinéticas do Meropenem

» Concentracdo plasmatica méaxima (C max), aproximadamente 30mg/L (apos
administragdo de 1 g por via intravenosa)

« Areasob a Curva (AUC) - aumenta linearmente com a dose (dose dependente)

+ Tempo de meia vida (t1/2) - aproximadamente 1 hora.

* Volume de distribuicdo = 21L (distribuicdo extracelular)

» Eliminacédo via metabolismo e excre¢do. Em voluntarios sadios, até 70% é recuperado
na urina e o restante € responsavel por uma forma de anel aberto de beta-lactama do
composto, ICI 213689
Em pacientes com insuficiéncia renal o ti> do Meropenem ¢é prolongado bem como a

depuracdo de creatinina, portanto os ajustes posologicos podem ser feitos com base na
depuracdo da creatinina (MOUTON; VAN DEN ANKER, 1995).

1.6.5 Caracteristicas farmacodindmicas do Meropenem

+ Atividade bactericida é dependente do tempo

+ Atividade antibacteriana é a porcentagem do intervalo de dosagem em que os niveis do
medicamento livre excedem o MIC, ou% T> fMIC.

» A magnitude que melhor se correlaciona com a eficécia in vitro, in vivo e em humanos
¢ de 100% T> fMIC
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1.6.6 Interagdes medicamentosas do Meropenem

« Acido Valproico — 0 uso de Meropenem concomitante ao Acido Valpréico ocorre a
diminuicdo do efeito antiepilético, resultando em niveis sub-terapéuticos de Acido
Valproico podendo ocorrer convulsoes.

» Probenecida- prolonga o tempo de meia-vida do Meropenem, aumenta 0s niveis séricos,

provavelmente por blogueio da excrecao tubular (BOLHUIS et al., 2011).

1.7 ABORDAGEMFARMACOCINETICA-FARMACODINAMICA (PK/PD)

Por meio da analise PK/PD pode-se calcular o indice para a predi¢édo da efetividade do
farmaco a partir da correlacdo entre um ou mais parametros farmacocinéticos (medida in vivo)
com um parametro farmacodindmico (medida in vitro).

O indice de predigdo de efetividade para 0 Meropenem esté baseado 100%fAT >CIM,
percentual do intervalo de dose em que a concentracdo da fracdo livre permanece acima da
concentracdo inibitéria minima do patogeno. Considerou-se a sensibilidade das cepas
susceptiveis ao Meropenem na faixa de CIM: 0,25-4 mg/L constante no Clinical Laboratory
Standards Institute - CLSI database.!

O valor para o indice de predicdo de efetividade para os agentes carbapenémicos de
40%f AT >CIM inicialmente recomendado na década de 90, foi substituido pelo valor de 60%
fA T >CIM em 2017, e mais recentemente foi definido ap6s o tltimo consenso em 100%fA T>
CIM, que se refere ao indice recomendado atualmente para a garantia da erradicagdo dos
patdgenos susceptiveis para a cura da infeccdo nos pacientes sépticos. A utilizacdo desse novo
indice permitiu eliminar a selecdo de mutantes e a reducdo de ébitos pela emergéncia

bacteriana.

L INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION. ICH E6(R2) Good Clinical Practice: Integrated
Addendum to ICH E6(R1). Mar¢o de 2018. https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-
documents/e6r2-good-clinical-practice-integrated-addendum-ich-e6r1.
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Figura 4 — Abordagem PK-PD
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Fonte: Abdul-Aziz, 2015, p. 3

1.7.1 Célculo do Indice de efetividade do Meropenem 100% f A T > CIM equacio:

f A T>CIM = (((((Ln (MIC) — Ln (vale sérico)) / Kel) - tau) x 100 / tau)))

1.8 MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE FARMACOS (TDM)

O TDM é uma estratégia utilizada para aperfeicoar a exposicdo ao farmaco,
especialmente em pacientes gravemente enfermos, com hipoalbuminemia, funcéo renal alterada
e infecgdes por cepas bacterianas resistentes. O TDM deveria ser realizado como rotina para o
ajuste de dose de antimicrobianos, porém nem sempre € realizado devido a falta de recursos
técnicos e financeiro nos laboratdrios dos hospitais.

Muitos fatores presentes em pacientes graves queimados podem afetar a
farmacocinética dos farmacos, tais como a superficie corporea total queimada (% SCTQ), a
profundidade da lesdo, a idade, o clearance de creatinina e o tempo apo6s a lesdo. Em funcdo de

causarem alteracdes na concentracao plasmatica do antimicrobiano, faz-se necessario ajustar a
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dose durante o tratamento para evitar a reducao da atividade a e falha terapéutica (MACHADO
et at., 2017).

O TDM também estd indicado para ser realizado em pacientes obesos e
imunossuprimidos, individuos infectados por cepas bacterianas resistentes, pacientes com
funcdo renal alterada e submetidos as técnicas de suporte extracorporais.

Varios estudos relatam a alta variabilidade farmacocinética dos beta-lactamicos, em
pacientes sépticos ou em choque septico, tanto em pacientes diferentes quanto em um mesmo
paciente temporalmente (VEIGA; PAIVA, 2018).

Alguns métodos podem ser aplicados para aprimorar o0s resultados no tratamento de
infeccOes em pacientes queimados graves internados em UTI:

* Implantar um programa de administracdo de antimicrobianos pode reduzir a
pressao seletiva por uso indevido dos antibidticos.
» Realizar a rapida identificacdo de infeccdes bacterianas.

» De-escalar e encurtar a duragéo do tratamento com antibi6ticos
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2 OBJETIVO

Avaliar a efetividade do Meropenem em pacientes septicos grandes queimados, na fase
precoce e tardia do choque séptico, submetidos a tratamento, com a dose diaria recomendada,
através de infusdo estendida (3 horas) com base no monitoramento sérico. Estudo das alteracbes
da farmacocinética na fase precoce e tardia do choque séptico e avaliacdo da cobertura do
antimicrobiano pela estimativa do indice de predi¢do de efetividade baseado na abordagem

farmacocinética-farmacodinamica (PK/PD).
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3 CASUISTICA

O protocolo foi registrado na Plataforma Brasil, sob n® CAAE 07525118.3.0000.0068.

3.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Todos os pacientes incluidos no estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), detalhado no Anexo I.

3.1.2 Desenho do estudo

Figura 5 — Desenho do Estudo

Meropenem
1gq8h3h

Periode 1, n=15

Periodo 2, n=15
'Fase precoce do choque séptico Fase Tardia do choque séptico

Coleta de sangue steady sfate, tubo gel (2 ml cada)
cateter venoso central: 3°h , 5% h, 8°h_inicio da infusao

‘ Dosagem sérica por LC-UV, Santos (2011) |

3.2 METODO

O protocolo foi desenhado para avaliagdo da efetividade da terapia antimicrobiana com
0 Meropenem no regime de dose de 1g g8h no periodo precoce do choque séptico, pela infusdo
estendida de 3 horas em populagéo de adultos.

O tamanho amostral de 15 pacientes foi determinado através do software Power &

Sample Size Calculation (verséo 3.0.43 38-42), utilizando como parametros para o calculo: alfa
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de 0,05; poder do teste de 80%, a partir da média da &rea sob a curva e o desvio padrdo da média,
significancia estatistica P < 0,05 conforme recomendado para agentes carbapenémicos em
grandes queimados (GOMEZ et al., 2015).

Desta forma, para se atingir o objetivo proposto, incluiram-se no protocolo de estudo,
15 pacientes em choque séptico, grandes queimados, adultos entre 18 e 49 anos, de ambos 0s
sexos e fungdo renal preservada, na vigéncia de SIRS, no periodo entre abril de 2016 e janeiro
de 2019.

Os pacientes sépticos queimados do protocolo tiveram indicacdo de Meropenem
sisttmico. A dose recomendada no hospital de 3g diérios, no regime de dose de 1 g q h8 de
acordo com o tempo de infusdo, foi realizada através de bomba durante 3 horas.
Adicionalmente, ressalta-se que todos os pacientes incluidos no protocolo foram avaliados
semanalmente, durante a terapia antimicrobiana relativamente aos niveis séricos e abordagem
PK/PD, até o desfecho clinico, quanto a necessidade ou ndo de ajuste do regime de dose, ou
entdo pela indicacdo do de-escalonamento do Meropenem. Todos 0s pacientes incluidos no

grupo finalizaram o estudo.

3.2.1 Critérios de inclusdo de pacientes para o estudo

Quadro 5 — Critérios de Inclusdo de Pacientes no Estudo?

Terapia antimicrobiana na suspeita de sepse apds 48 horas sem melhora do quadro
Choque séptico confirmado e infeccdo documentada por patégeno hospitalar

Sinais e sintomas clinicos compativeis com infeccdo, com necessidade de introducédo de pelo
menos um antimicrobiano sistémico ap6s 72 horas da admissdo, ou apds prescri¢do inicial de
antimicrobianos para o tratamento de infec¢des causadas por patégenos da comunidade, sem melhora
apos 48 horas da terapia

Indicacdo de terapia sistémica para um agente carbapenémico

Presenca de 2 ou mais sinais e sintomas indicacdo para 0 uso empirico de antimicrobianos:
1. Leucopenia ou leucocitose

Aumento de Proteina C reativa (PCR)

Aprofundamento do grau da queimadura decorrente da leséo térmica

Hipertermia (>38,5° C) ou hipotermia (<36°C)

Instabilidade hemodindmica, necessidade de farmaco vasoativo ap0s correcao
hidroeletrolitica

a kN

Fonte: CCIH-HCFMUSP, 2018-20.

2 Plataforma Brasil, sob n°® CAAE 07525118.3.0000.0068
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3.2.2 Critérios de exclusdo de pacientes para o estudo

Quadro 6 — Critérios de Exclusdo de Pacientes no Estudo®

Paciente gravemente neutropénico (contagem absoluta de neutrofilos inferior a 500 células/mm?) no periodo
de estudo devido a quimioterapia prévia ou planejada ou ainda, no paciente com HIV apresentando contagem
de CD4 inferior a 200 nos Ultimos seis meses.

Mulheres gravidas ou nutrizes

Hipersensibilidade conhecida ou intolerdncia aos medicamentos em estudo ou aos excipientes da
formulacéo.

Pacientes com disfungdo renal (Clc<50 ml/min) ou terapia de reposi¢&o.

Fonte: CCIH-HCFMUSP, 2018-20.

3.2.3 Local do estudo

A etapa clinica foi realizada na Unidade de Terapia Intensiva de Grandes Queimados,
Divisdo de Cirurgias Plésticas e Queimaduras HCFMUSP, 8° andar do Instituto Central, situ a
Avenida Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 225. A etapa analitica e estatistica ocorreu no Centro
de Farmacocinética Clinica, Departamento de Farmécia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, Bloco 13B 1°iso, Av. Prof. Lineu Prestes, 580.

3.2.4 Coleta de dados demograéficos, clinico e laboratorial dos pacientes

Idade Peso ideal Peso real
Altura indice de Massa Corpdrea Superficie corporal

3.2.5 Calculo da creatinina sérica e Clearance da Creatinina

Equacdo de Cockroft-Gault- Clearance da Creatinina

Cler = {[(140-idade) x [Peso] / (72 x Scr)} x F ml/min
Scr: creatinina sérica mg/dl
F: fator de multiplicagdo relacionado ao género (M:1; F:0,85)

3 Plataforma Brasil, sob n°® CAAE 07525118.3.0000.0068
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3.3 MEDICACOES, REGIME DE DOSE E ADMINISTRACAO

Quadro 7 — Prescricdo de Meropenem aos pacientes criticos de UTI.
Pacientes com funcéo renal preservada

Prescricdo de Meropenem aos pacientes criticos de UTI

Pacientes com funcéo renal preservada

Dose diaria Regime de Dose Infusdo em bomba

30 1g3xdia Estendida (3h)

Fonte: CCIH-HCFMUSP, 2018-20.

3.4 COLETAS SERIADAS DE AMOSTRAS DE SANGUE E ENCAMINHAMENTO AO
LABORATORIO BIOANALITICO

3.4.1 Modelo farmacocinético: coleta seriada

Foram coletadas trés amostras sanguineas de 2 ml/tubo gel, apds o término da infusdo

do Meropenem.

1° Coleta 2° Coleta 3° Coleta
3° hora 5° hora 8° hora

Apos a coleta, e durante o transporte do sangue do hospital ao laboratorio
bioanalitico as amostras foram mantidas sob refrigeracéo (5 -8° C).

3.5 ETAPA ANALITICA

A Etapa Analitica e 0 Método Bioanalitico estdo descritos detalhadamente no Apéndice
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3.6 ETAPA ESTATISTICA

3.6.1 Modelagem farmacocinetica

O modelo de quantificacdo dos niveis séricos de meropenem utilizado para a realizagdo da
modelagem farmacocinética, foi o0 modelo de um compartimento. Os parametros farmacocinéticos
determinados no estudo foram a taxa de eliminacéo, o tempo de meia vida biol6gica, a depuracao total
corporal do meropenem, o volume aparente de distribuicdo e a area sob a curva. No quadro 8 estdo as

equac0es para calcular cada parametro farmacocinético e suas respectivas unidades.

Quadro 8 — Andlise dos Pardmetros Farmacocinéticos ap6s Infusées Multiplas

Analise dos Parametros Farmacocinéticos ap6s Infusbes Multiplas

Parametro Unidade Equacao

. x ko . x
Taxa de infuséo (ma/h) Dose/Tinfusio
Taxa de eliminagédo (l:fll) (LNC1-LNnCy)/(T1-T>)
Meia-vida biologica t(l({f))ﬁ 0,693/kel
Area sob a curva ASC* Trapezoéides (integracdo ponto-ponto)

(mg.h/L)

< CLy ' s

Depuracéo total corporal (L/h) Dose tid/ASC:
SS

Volume aparente de distribuicdo \éﬁ) Dose/(kel. ASC®)

Abreviaturas: t.: meiavida bioldgica; CLt: depuracéo total corporal; Vd*: volume aparente de distribuicéo.

Fonte: PK Solutions v. 2.0 Noncompartmental Data Analysis (Summit, USA)

3.6.2 Estudo populacional e andlise estatistica

Os programas Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) e GraphPad Prisma v.5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) foram utilizados nos calculos, organizacéo
dos dados individuais obtidos e populacionais, bem como na representacédo grafica e tratamento
estatistico, para efeito de comparacdo entre grupos e no estudo de correlacdo. Aplicou-se
estatistica ndo paramétrica e P<0,05foi considerado estatisticamente significativo. Os dados
relacionados as caracteristicas demograficas da populacdo de pacientes e os dados da
farmacocinética e os que dizem respeito a abordagem PK/PD foram expressos como medianas

e interquartis.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Foram incluidos no estudo 15 pacientes adultos, grandes queimados, admitidos na UTI-
Q. Os pacientes receberam Meropenem na dose recomendada de 1 g a cada 8 horas através de
bomba por infusdo estendida de 3 horas. A informacdo relativa a caracteristica demografica
como género, idade, peso e altura foi capturada do prontuério de cada paciente; adicionalmente,
o indice de massa corporea foi calculado com base nesses parametros. Os dados individuais
estdo reunidos na tabela 3, os dados populacionais foram expressos através de mediana e

interquartil.
Tabela 3 — Caracteristicas demogréaficas dos pacientes investigados
Alocagéo Geénero Idade Peso real  Peso ideal SC aIMC
n=15 (M/F) (anos) (kg) (kg) (m?) (kg/m?)
#1 M 34 70 80 1,88 21,6
#2 F 29 47 50 1,42 19,5
#3 M 35 80 80 2,01 24,7
#4 M 38 80 75 2,01 24,7
#5 M 37 70 77 1,82 24,2
#6 M 32 85 72 2,10 24,8
#7 M 49 80 70 2,01 24,7
#3 F 47 64 77 1,77 20,8
#9 F 43 51 105 151 19,9
#10 M 39 65 75 1,73 23,9
#11 M 34 75 67 1,92 24,5
#12 F 18 51 65 151 19,9
#13 F 44 55 51 1,60 20,3
#14 M 20 71 70 1,84 24,3
#15 M 39 72 68 1,86 24,3
Proporcéo 5F /10M - - - - -
Mediana 37 71,0 72,0 1,84 24,3
(1Q) ) (33-41) (59,5-80,0) (67,5-77,0) (1,66-2,01) (20,6-24,7)

Abreviaturas: M: masculino; F: feminino; SC: superficie corpérea; IMC: indice de massa corporea; 1Q:
intervalo interquartil. Nota: 2superficie corporea e indice de massa corpOrea: estimadas a partir de equagdo
recomendada, tomando-se por base o peso real do paciente. Estatistica: Prism v.5,0; medianas (interguartil).
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4.2 CARACTERISTICAS CLINICAS

Na oportunidade da admissdo dos pacientes na UTI registrou-se a causa, 0 tipo de
trauma, térmico ou elétrico e a superficie corporea queimada total. O escore de gravidade SAPS
3 (Simplified Acute Physiology Score) foi atribuido a cada paciente com base nas caracteristicas
clinicas e no perfil laboratorial de admissdo. A presenca de lesdo inalatéria foi avaliada, bem
como a necessidade de intubacdo orotraqueal na UTI-Q e a necessidade de uso de farmacos

vasopressores, 0s dados estdo demonstrados na tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas clinicas dos pacientes queimados na admissdo da UTI

Alocago SCTQ Trauma LI-DVA I0T-VM SAPS.3

n=15 (%) 1:T/E:0 1(+)0) 1(+)0(-)
#1 36,5 1 1 1 54
#2 34,0 1 1 1 59
#3 18,0 1 1 1 45
#4 18,5 0 1 1 53
#5 34,0 1 0 1 43
#6 38,0 1 1 0 37
#7 37,0 1 1 1 54
#8 25,0 1 1 1 56
#9 34,0 1 1 1 59
#10 16,0 0 1 1 48
#11 12,0 0 0 1 58
#12 33,0 0 0 0 24
#13 15,5 1 1 1 59
#14 34,8 0 1 1 58
#15 30,0 1 1 1 60

Proporcéo - 10/15 12/15 13/15 -

Mediana 33,0 - - - 54,0

[e) (18,3 - 34,4) - - (46,5-58,5)

Abreviaturas: SCTQ: superficie corporea total queimada; LI: lesdo inalatéria; DVA: vasopressores;
IOT: intubacdo orotraqueal; VM: ventilagdo mecanica; SAPS-3: Simplified Acute Physiology Score;
IQ: intervalo interquartil; E:queimadura elétrica; T: queimadura térmica. Estatistica: Prism v.5,0;
medianas (interquartil).
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4.3 BIOMARCADORES - RENAL E INFLAMATORIO

Os resultados da dosagem sérica dos biomarcadores inflamatorios, proteina C-Reativa,
leucdcitos e neutrofilos, bem como o Clearance da Creatinina estimado a partir da creatinina
sérica considerado marcador enddgeno da filtracdo glomerular, estdo descritos na Tabela 5. O
Clearance da Creatinina foi estimado a partir da creatinina sérica, utilizando as equac@es de

Cockroft — Gault, individuos adultos.

Tabela 5 — Dosagem Sérica dos Biomarcadores Inflamatérios

Alocagao Ser CLc/ PCR Leucdcitos Neutréfilos
n=15 (mg/dL) (ml/min) (mg/L) (mil cel /mm?3)  (mil cel/mm?)
#1 1,31 79 73 14,76 12,79
#2 0,84 73 26 28,17 24,79
#3 0,64 182 199 11,11 8,37
#4 1,29 88 14 22,34 19,21
#5 1,01 99 20 15,88 14,45
#6 1,14 112 281 15,99 15,03
#7 0,51 198 309 18,93 14,16
#8 0,70 100 208 13,27 11,26
#9 0,51 115 223 9,02 5,38
#10 1,43 64 2,7 12,18 9,73
#11 0,95 116 0,4 21,82 18,5
#12 0,64 115 98 14,78 13,01
#13 0,63 99 237 22,42 18,83
#14 0,73 162 20 26,59 23,54
#15 1,34 75 85 21,17 18,38

Mediana (1Q) 0,84 100 85 15,99 14,45

(0,64 - 1,22) (89 - 116) (20 - 216) (14,02 - 22,08) (12,03 - 18,67)

Abreviaturas: Scr. creatinina sérica; CLc.: clearance de creatinina; PCR: proteina C- reativa; 1Q:
intervalo interquartil. Nota: *Clearance de creatinina calculado a partir da formula de Cockcroft e
Gault.
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Os dados clinicos de internacdo dos pacientes estdo apresentados na tabela 6, tais como

0 agente causador da queimadura, a presenca de politrauma, o nimero de dias de internacédo na

UTI, o nimero de dias de internagdo total e o desfecho de cura e alta.

Tabela 6 — Dados clinicos de internagdo dos pacientes investigados

Alr(])iz;%éo Agente Acidente Crime Trzzlrlna (zi-la:)
#1 alcool 1 76
#2 alcool 1 31
#3 alcool 1 11
#4 eletricidade 1 1 75
#5 gas cozinha 1 1 40
#6 gasolina 1 1 45
#7 gasolina 1 81
#8 gas cozinha 1 1 41
#9 gasolina 1 23
#10 eletricidade 1 1 45
#11 eletricidade 1 1 28
#12 6leo escaldo 1 89
#13 chama-fogo 1 16
#14 eletricidade 1 140
#15 chama-fogo 1 43

Proporcéao - 10/15 5/15 6/15 -

Mediana 43
(1Q) ) . ) ) (30-76)

Abreviaturas: 1Q: intervalo interquartil; UTI: unidade de terapia intensiva
Estatistica: Prisma v.5,0; medianas (interquartil)

4.5 PERFIL FARMACOCINETICO NO CHOQUE SEPTICO

A tabela 7 demonstra os parametros farmacocinéticos calculado para fase precoce

(TDM,) e na fase tardia (TDM.) do choque séptico dos pacientes incluidos no estudo.



Tabela 7 — Analise Estatistica do Perfil Farmacocinético

47

TDM:

TDM:

Parametros n=15 Fase precoce Fase tardia Estatistica
aDose diaria mg/kg dia (40,32-’20,6) (40,:2-’20,6) p>0,05
ASCTo2 mg*hiL (39;1 76550) (41;1 ?2157) P>0.05
4Dose tid mg/kg dose (13,2{’?;6,9) (13,2%,?;6,9) p>0,05
ASC s mg*h/L (12;3-(;81) (133?52) p>0.05
Pico mg/L (24,36-’20,1) (32,3%’25,5) p>0,05
Vale mg/L (7,08_’;’7) (2,32:43,2) p>0,05

Abreviaturas: tid time inter doses; ASC®*: area sob a curva. ®Nota: Dose normalizada/peso ideal.
Estatistica: Prism v.5,0; medianas (interquartil); Wilcoxon, dados pareados significancia p<0,05.

4.6 INDICE DE EFETIVIDADE DA TERAPIA COM MEROPENEM

Tabela 8 demonstra a concentracéo inibitéria minima (CIM) atingida na fase precoce e
na fase tardia do choque séptico. Ao observar a média obtida na fase precoce do choque séptico,
constata-se que a efetividade da terapia foi alcancada para CIM de até 4 mg/L. Para a fase tardia
do choque séptico, verifica-se que a efetividade da terapia foi alcancada para CIM igual 2 mg/L
e que a média obtida para concentragdo inibitdria minima (CIM) igual 4 mg/L foi limitrofe e
ndo alcangou 100% da fracdo livre do farmaco durante o intervalo de dose, portanto, a cobertura
antimicrobiana ndo foi atingida. Portanto, este resultado indica a necessidade de ajustar a dose

do Meropenem a ser administrada a estes pacientes na fase tardia do choque séptico.
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Tabela 8 — indice de efetividade do Meropenem para alvo recomendado
100%f A T>CIM no (TDM;s-fase precoce) versus (TDM; fase tardia)

CIM (mg/L) 1 2 4
,\/Te?j:\:;a 250 207 164
(213- 304) (178-251) (141-198)
(1Q)
,\/Te?j:\::a 122 104 88
10) (120-131) (103-112) (86-94)
P p=0,0007 p<0,0001 p<0,0001

Abreviaturas: CIM — concentragdo inibitéria minima; 1Q — intervalo interquartil.
Estatistica: Prism v.5,0; medianas (interquartil); Wilcoxon, dados pareados significancia p <0,05.

4.6.1 EQUACAO PARA O CALCULO DO INDICE DE EFETIVIDADE DO MEROPENEM

f A T>CIM = (((((Ln (MIC) — Ln (vale sérico)) / Kel) - tau) x 100 /tau)))
4.7 FUNQAO RENAL E SINDROME INFLAMATORIA RESPOSTA SISTEMICA
A tabela 9 demostra a funcéo renal preservada em ambas as fases do choque séptico e a
necessidade do uso de vasopressores em 50% dos pacientes investigados. Além disso, evidencia
a presenca da sindrome inflamatéria de resposta sistémica (SIRS), devido aos biomarcadores

apresentarem-se em elevada concentracao.

Tabela 9- Perfil clinico-laboratorial — Biomarcadores- Necessidade de vasopressores

_ Scr Clc/® PCR Leucocitos Neutréfilos
n=15 maidL) | miminy | Y°PVA 1 (mgi) | (1000 celimm?) | (1000 celimm?)
TDM;
9/15
Proporcdo 7:N
2:N-V-A
Mediana 1,04 90 132 14,09 10,99
(1Q) (0,53-1,25) | (74-176) i (104-240) | (12,74—-16,53) | (10,03-13,58)
TDM;
7/15
Proporcdo 6:N
1:N-V-A
Mediana 1,06 93 121 11,9 7,83
(IQ) (0,68-1,19) | (66- 159) i (61- 174) (9,5-18,4) (5,86-16,22)
P p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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4.8 PERFIL FARMACOCINETICO

A tabela 10 nos mostra o perfil farmacocinético do Meropenem nos pacientes incluidos
no estudo na fase precoce e tardia do choque séptico e evidéncia a importancia de realizar o
ajuste de dose do antimicrobiano. Verifica-se no TDM1, dose empirica, o prolongamento do
tempo de meia-vida em 6 vezes, a reducdo da depuracdo total corporal e 0 aumento do volume
de distribuicdo aparente encontra-se triplicado. E apds o ajuste da dose, verifica-se no TDM;
(dose ajustada) houve a reducdo aproximada de 50% do tempo de meia-vida bioldgica e a

reducdo do volume de distribuicdo ficando préximo do normal quando comparado a voluntérios

sadios.
Tabela 10 — Farmacocinética do Meropenem pacientes queimados sob
dose empirica 1g gq8h infusdo estendida por 3 horas
. Fase Precoce Fase Tardia L
a’ a
Parametro Volun.t anos TDM; TDM, Dose Estatistica Parametro VOIun.t anos
Sadios L. . Sadios
Dose Empirica Ajustada
3,0 14
t2(h) 0,62-0,66 h 27-38) (13-15) p<0,0001 tu2(h) 0,62 -0,66 h
12,8 - 13,2 7,4 7,0 12,8 -13,2
CLt(L/h) L/h (55-82) 6,6-72) p=0,3591 CLrt(L/h) L/h
2 12,7
Vds(L) 11,6-122L 52,0 ’ p<0,0001  Vd*(L) 116-122L

(269-359)  (12,5-14,1)

Abreviaturas: ta;zp- meia vida biol6gica; CLt: depuragdo total corporal; Vd*: volume de distribuicéo.
Estatistica: Wilcoxon Prism v.5.0. mediana (interquartil), significancia estatistica p<0,05. Correlacdo Linear
Prism v.5.0, média (1C95).

4.9 EFETIVIDADE DO MEROPENEM

A figura 6 apresenta a efetividade do Meropenem, investigada apos a infuséo estendida
em 3 h, para os dois grupos de pacientes estudados e os resultados foram descritos em PTA
(porcentagem do alvo atingido) com base no novo indice de efetividade (100% f A T > CIM).

Os resultados séo ilustrados na faixa de CIM 1 a 4 mg/L. A cobertura do Meropenem
foi garantida até CIM 4 mg/L para os pacientes investigados, apos regime de dose de 1g q 8h,
por infusdo estendida na fase precoce, em 15/15 pacientes e na fase tardia a cobertura até CIM
Img/L foi atingida para 15/15 pacientes, a cobertura até CIM 2mg/L foi alcancada por 12/15

pacientes e para cobertura até 4 mg/L foi garantida para 2/15 pacientes.
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Figura 6 — Cobertura do Meropenem em pacientes queimados ap6s 1g q8h, infuséo de 3 horas, pela
comparacdo da fase precoce com a fase tardia do choque séptico.

Alvo atingido na terapia antimicrobiana de pacientes grandes queimados recebendo o Meropenem nas
fases precoce versus tardia do choque séptico.

Meropenem 1g q8h, infusdo estendida Meropenem 1g q8h, infusdo estendida
o 120- mediana (interquartil), N=15 301 mediana (interquartil)
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© 2 :u
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S 404 w 104 — p<0.0001
2 S K .
o ———rTeea—— v
L ) mg/k j i mg/L
Dose diaria Dose tau e/ke Precoce Tardia (me/L)
43 14.3 8.3 24
(41-51) (13.6-17.9) (7.0-12.7) (2.33.2)

Choque séptico
Meropenem - Alvo atingido

Fase precoce Fase tardia

I |

I
—~ i ° 15/15
= 400 100%
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2~ 300] e ]
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o ° - o 88% 13%
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. [ ]
= 100 S b
o ---------ﬁ-----%w
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O 1 1 1 1 1

1 2 4 1 2 4 CIM mg/L

Abreviaturas CIM: concentragdo inibitéria minima; PTA: porcentagem de pacientes que atingiram o alvo
terapéutico 100%f AT>CIM (KUPA, 2019).
Estatistica: Prism v.5.0 medianas; Wilcoxon: dados pareados; significancia p<0,05.

4.10 ALTERACOES DA FARMACOCINETICA DO MEROPENEM COMPARADA A0S
VALORES DE REFERENCIA REPORTADOS EM VOLUNTARIOS SADIOS

A farmacocinética do Meropenem mostrou-se alterada nos pacientes estudados, durante
0 choque séptico, frente aos dados reportados em voluntarios sadios, por reducdo da taxa de

eliminacdo, por reducdo da depuracdo total corporal e por prolongamento da meia vida
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biologica. Adicionalmente, os valores de referéncia descritos em voluntarios sadios por
Jaruratanasirikul e Sriwiriyajan (2003) foram incluidos e os resultados sdo ilustrados na Figura
7.

Figura 7 — Farmacocinética do Meropenem em pacientes sépticos grandes queimados, comparados a
farmacocinética reportada em voluntarios sadios

Alteracdes na Farmacocinética do Meropenem durante a terapia do choque séptico
frente os valores de referéncia reportados em voluntarios sadios

Depuragio total corporal Tax.a de t_ellmmagao.
20- mediana (interquartil) 1.5- mediana (interquartil)
Referéncia Voluntarios Sadios?
Referéncia Voluntarios Sadios? 1.05-1.11h*
154 12-13 L/h 1.03
S <
= 10- p=0.3591 = p<0.0001
o} —':2:!:'— . 2 0.54 _Y_Y-p':,:pY_Y'—
o ¥ ' Vvy'
54 e v .c.
.i.l.
0 . . 0.0 T T 1
. L/h : hora
Precoce Tardia / Precoce Tardia
7.4 7.0 0.227 0.510
(5.5-8.2) (6.6-7.2) (0.184-0.260) (0.479-0.535)
Volume de distribuigdo Meia vida bioldgica
1001 mediana (interquartil) 10- mediana (interquartil)
Referéncia Voluntarios Sadios® Referéncia Voluntarios Sadios?
801 9-10L 8- 0.6 -0.7 hrs
— L] ?
= 604 £ 61 :
g . <
T . ~ .
> 404 0ea® S 44 °
—— p<0.0001 & p<0.0001
20- .’ . 24 .I .
vV'
0 T T 0
. Litros ' '
Precoce Tardia Precoce Tardia 0"
32.0 12.7 3.0 14
(26.9-35.9) (12.5-14.1) (2.7-3.8) (1.3-15)

Abreviaturas: tu,2 meia vida bioldgica; CL+: depuracdo total corporal; Vd* volume de distribuigdo.
Estatistica: Prism v.5.0 medianas; Wilcoxon: dados pareados; significancia p<0,05.

Fonte: Jaruratanasirikul e Sriwiriyajan, 20032

4.11 IMPACTOS DO VOLUME DE DISTRIBUICAO DO MEROPENEM

Na figura 8 observamos a alteracdo do volume de distribuicdo do meropenem e o

prolongamento do tempo de meia vida biologica, que garantiram a cobertura antimicrobiana
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durante a fase precoce para patdgenos com CIM 4 mg/L e na fase tardia do choque séptico

contra os patdgenos susceptiveis com CIM 1 mg/L.

Figura 8 — Proporcionalidade das alteracfes entre o volume aparente e a meia-vida bioldgica do
meropenem em pacientes grandes queimados mostrou correlagao linear durante o choque séptico, fase
precoce e tardia.

Volume de distribui¢do e Meia vida bioldgica do Meropenem
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60-
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@ 401
©
>
204
C T L] L] 1
0 2 4 6 8

t (1/2)p (horas)

Abreviaturas: t.,: meia vida biolégica; Vd*: volume de distribuic&o.

Estatistica: Wilcoxon Prism v.5.0; mediana (interquartil), significancia estatistica p<0,05. Teste de correlacdo
linear, Prism v.5.0, média (1C95).

Fonte: Jaruratanasirikul e Sriwiriyajan, 20032

Registrou-se estreita relacdo entre a meia vida bioldgica prolongada em decorréncia do

aumento do volume de distribuicdo, em ambas as fases do choque séptico.
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4.12 NIVEIS SERICOS E TAXA DE ELIMINACAO DO MEROPENEM

Na figura 9 observa-se a reducdo do vale sérico em consequéncia do aumento da taxa

de eliminacdo na fase tardia do choque séptico.

Figura 9 — Proporcionalidade entre a taxa de eliminac&o e o vale sérico do meropenem em pacientes
grandes queimados mostrou correlacéo linear durante o choque séptico, fase precoce e tardia.

Proporcionalidade entre a Taxa de Eliminacéo e Vale sérico do Meropenem
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Abreviaturas kel: depuracao total corporal.

Estatistica: Wilcoxon Prism v.5.0, mediana (interquartil), significancia estatistica p<0,05. Teste de correlacdo
linear, Prism v.5.0, média (1C95).

Fonte: Jaruratanasirikul e Sriwiriyajan, 20032

Registrou-se aumento do vale sérico em funcdo da reducdo da taxa de eliminacdo na

fase precoce do chogue séptico em devido a acentuada resposta sistémica inflamatoria (SIRS).
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4.13 DEPURACAO TOTAL CORPORAL versus SIRS

A figura 10 nos mostra a depuracdo total corporal durante a sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) e a concentracdo plasmatica (ASC*o.gn) de farmaco livre. Esta
figura evidencia que a depuracéo corporal total estd reduzida em aproximadamente 50%, apesar
da secregédo tubular ativa e da filtragdo glomerular estarem preservada e demonstra que a

concentragdo do farmaco (ASCSS)na fase precoce e tardia permanece estavel.

Figura 10 — Proporcionalidade entre a depuracao total corporal e a disponibilidade sistémica do
meropenem infundido (ASC*%®) em pacientes grandes queimados

Depuragcéo total corporal em pacientes grandes queimados em SRIS comparada a referéncia em
Voluntérios sadios

Depuragdo total corporal Areasob acurvaintegrada 0-8h
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|5.5-8.2) |6.5-7.2) (122-181} [138-152)

Meropenem 1g g8h, infusdo estendida
10q Correlagdo r’=0.9715 p<0.0001, n=30

cL, (L/h)

100 1%[] 2[5[] ESIU
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Abreviaturas: CLt — depuragdo total corporal; ASC*y.g: area sob a curva no intervalo de dose.

Teste de Estatistica: Wilcoxon Prism v.5.0. mediana (interquartil), significancia estatistica p<0,05.
correlacéo linear Prism v.5.0, média (1C95)

Fonte: Jaruratanasirikul e Sriwiriyajan, 20032
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4.14 DEPURACAO TOTAL CORPORAL versus CLEARANCE DA CREATININA

Figura 11 — Depuracao total corporal do meropenem reduzida nos pacientes grandes queimados
durante o choque séptico, apesar da filtracdo glomerular preservada nas fases precoce e tardia do
choque septico.

Clearance da Creatinina e Depuragéo total corporal do Meropenem
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Abreviaturas: CLt: depuragéo total corporal; Clcr: Clearance da creatinina; r: correlagdo linear
Estatistica: Wilcoxon Prism v.5.0. mediana (interquartil), significancia estatistica p<0,05. Teste de correlacdo
linear r% 0.1178 p=0,0633. Prism v.5.0, média (1C95).

Fonte: Jaruratanasirikul e Sriwiriyajan, 20032

N&o existe correlacéo linear entre o Clearance da Creatinina e a depuracéo total corporal

durante o choque séptico nos pacientes investigados.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se a alteracdo da farmacocinética e seu impacto na
cobertura do Meropenem nos pacientes criticos grandes queimados com funcéo renal
preservada, apos regime de dose de 1 g g8h com infusdo estendida, periodo precoce e periodo
tardio do choque séptico. A quantificacdo no soro de beta-lactamicos ndo € realizada pelo
laboratdrio central dos hospitais rotineiramente, tal fato se deve fundamentalmente, a falta de
instrumentacao analitica adequada e de alto custo para os hospitais, visto que tais dosagens séo
realizadas na Central Analitica de Institutos de Desenvolvimento e Pesquisa através da
cromatografia liquida UV-VIS ou LC MS/MS. Na falta desses equipamentos ndo é possivel
efetuar esse monitoramento de suporte laboratorial especializado de apoio a prescricdo médica.
Assim, o desfecho desejado ndo é atingido apenas com base na evolucéo clinica do paciente.
Entdo, a intervencdo precoce do médico intensivista fica prejudicada relativa a alteracdo da
prescricdo médica para otimizar a terapia pelo ajuste de dose em tempo real (CARLIER et al.,
2015).

O uso frequente de vasopressores nestes pacientes resultara na reducao de niveis séricos
de beta-lactamicos, que atingem niveis séricos inferiores aos niveis séricos requeridos, para
eliminacdo total dos patdgenos hospitalares, provocando o surgimento de patdgenos
multirresistentes e aumento de ébitos na UTI. Inimeros estudos prospectivos controlados
evidenciam alteracGes farmacocinéticas de antimicrobianos hidrofilicos nos pacientes criticos
gueimados e ndo queimados durante o choque séptico. Nestes casos 0 antimicrobiano nédo
atingira niveis efetivos nos tecidos moles e no 0sso, independentemente do tipo de infusdo e
dose 1 g g8h, portanto ocorrerd o desenvolvimento de resisténcia bacteriana nesses pacientes
(ABDUL-AZIZ et al., 2015). Analisou-se a efetividade do meropenem, indicado por (ABDUL-
AZIZ et al., 2016) para verificar-se a cobertura do carbapenémico na fase precoce do choque
séptico, apos o regime de 1g q 8h. Os pesquisadores relataram qualidade superior nos resultados
obtidos, na comparagéo da infusdo estendida a intermitente naquele regime de dose a partir do
novo indice de efetividade de 100% fA T > MIC testado, visto que a cobertura foi garantida até
CIM 8 mg/L, considerando-se o novo indice (KUPA, 2019).

Em revisdo realizada sobre a farmacocinética e a cobertura do Meropenem apds infuséo
estendida de 3 horas, na qual foram realizados estudos prospectivos controlados em pacientes

adultos criticos queimados e ndo queimados, apresentamos os resultados obtidos na tabela 7.
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Destaca-se que os resultados da farmacocinética foram incluidos a partir de estudo
conduzido em voluntérios sadios, recebendo 0 mesmo regime de dose e tipo de infusdo, para se
investigar as alteracdes que ocorrem nos pacientes criticos durante o choque séptico.

A alteracdo na farmacocinética que ocorreram nesses pacientes queimados e nao
queimados foi registrada pela comparacdo aos resultados reportados por Jaruratanasirikul e
Sriwiriyajan (2003) em voluntérios sadios, refletiram-se fundamentalmente no prolongamento
da meia-vida biologica em decorréncia do aumento do volume de distribuicdo nos pacientes
criticos adultos JARURATANASIRIKUL; SRIOWIRIYAJAN; PUNYO, 2005; DE WAELE et al.,
2014; MATTIOLI et al., 2016; SILVA JR. et al. (2017); KUPA, 2019).

Por outro lado, apesar do alvo terapéutico de 100% f AT > MIC considerado por Matiolli
(2016), os resultados reportados por esses autores para pacientes sépticos ndo queimados que
receberam a mesma dose e tipo de infusdo, o PTA (porcentagem de pacientes que atingiram o
alvo terapéutico) foi baseadona fracéo de resposta cumulativa (cumulative fraction of response:
CFR).

As alteracdes farmacocinéticas dos beta-lactamicos sdo amplamente reportadas, entre
os pacientes de UTI, como sendo a principal justificativa para a exposicao a antibidticos abaixo
da dose efetiva, quando a dose empirica é prescrita para o tratamento de infeccbes severas.
Neste estudo, realizado por Abdul-Aziz et al. (2015), 115 pacientes receberam antibiotico beta-
lactdmico por Infusdo Bolus (IB) e 67 pacientes receberam antibidtico beta-lactamico por
infusdo prolongada. Observou-se que 89% dos pacientes ndo atingiram o alvo PK/PD e
permaneceram abaixo de 50% f T > MIC e 27,5% atingiram o alvo acima de 100% f T > MIC.
Observou-se ao realizar a administracdo do beta-lactamico por infuséo prolongada, que o0s
pacientes foram 3 vezes mais propensos em atingir o alvo acima de 100% f T > MIC. Além da
forma de administracao, é importante considerar que os beta-lactamicos sdo eliminados pelos
rins, portanto se houver aumento da funcdo renal havera aumento do clearance Renal do
Meropenem podendo reduzir a concentracdo do farmaco e o indice de efetividade. Para atingir
a cura clinica deve-se considerar a gravidade da doenca, sabemos que a administracdo do
farmaco por infusdo prolongada podera promover maior concentracdo do farmaco no fluido
intersticial dos tecidos pulmonares infectados, onde ocorre a interacdo antibiotico-bactéria. Por
fim, o estudo demonstrou que a administracdo de meropenem por infusdo prolongada otimiza
os resultados clinicos em pacientes graves e particularmente em pacientes com infec¢coes
respiratorias (ABDUL-AZIZ et al., 2015).

E fato que pacientes criticos queimados apresentam alta taxa de mortalidade por

infeccOes causadas por bactérias Gram-negativos multirresistentes. Em estudo realizado para
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identificar os fatores de risco, foram incluidos 21 pacientes, com caracteristicas demogréficas
semelhantes, admitidos em unidade de tratamento intensivo de queimados (UTI-Q), os
pacientes foram avaliados individualmente com aplicacdo do indice Acute Burn Severity Index
(ABSI- indice de Gravidade Aguda da Queimadura), para o qual determinou-se o critério de p-
valor< 0,25, que foi considerado fator de risco potencial. A alta mortalidade entre os pacientes
queimados graves esta relacionada com as lesGes na pele, que provocam a perda da barreira de
protecdo por ruptura e destruicdo. A presenca de imunossupressdo, de comprometimento
vascular tecidual, alem da necessidade de longos periodos de hospitalizacdo, de diagnosticos
invasivos e de inimeras intervencdes cirargicas terapéuticas predispde 0s pacientes queimados
graves a desenvolverem sepse, (com taxas acima de 75%). Os patdgenos Gram-negativos
multirresistentes tém uma incidéncia entre 42% e 86% dentre os casos de sepse.

Os patdgenos Gram-negativos isolados em UTI-Q com maior frequéncia (70%) sao
Pseudomonas aeruginosas, Acinetobacter baumanni, Klebsiella pneumoniaee Enterobacter sp.

As cepas produtoras de beta-lactamase sdo cada vez mais comuns nas comunidades e
em estabelecimentos de saude, portanto sdo uma preocupacédo de saude publica. Estima-se que
a cepas produtoras de beta-lactamase sdo a causa de 26.000 infeccdes e 1.700 mortes por ano.
O aumento do uso de carbapenémicos pode selecionar micro-organismos resistentes. Uma
estratégia para reduzir o uso global de carbapenémicos é reavaliar agentes alternativos em
combinagdo com inibidores de beta-lactamase, tais como a Piperacilina-Tazobactam,
considerada uma opcao poupadora de carbapenem para tratamento de infeccGes por cepas
Gram-negativas beta-lactamase. Constatou-se que a exposicdo prévia ao Meropenem, a
presenca de col6nias de cepas Gram-negativas na admissédo do paciente, a necessidade de
escarotomia, a espessura parcial superficial, o tamanho da superficie corporal queimada sao
fatores potencialmente importantes para aumentar o risco de infeccdo por patbgeno Gram-
negativos MDR nestes pacientes (VICKERS et al., 2018).

Em estudo realizado por Harris et al. (2018) para testar a hipoOtese de utilizar
Piperacilina-Tazobactam no tratamento de infecgdes na corrente sanguinea (BSI), foram
incluidos 378 pacientes. O tratamento com Meropenem na dose empirica foi administrado
paral91l pacientes, que receberam 1g g 8h, por administracdo intravenosa (1.V.), por infusdo de
30 minutos; 187 pacientes receberam Piperacilina-Tazobactam na dose empirica de 4,5g q 6h,
I.V., por infusdo de 30 minutos. O tempo de tratamento variou de 4 dias até no maximo 14 dias,
todos os pacientes foram acompanhados por 30 dias. Os dados clinicos foram registrados
diariamente, a partir do dia de hemocultura positiva inicial até o dia 5 ap6s a randomizacéo

(sendo o dia 1, o dia da randomizacéo, que teve que ocorrer dentro de 72 h da coleta inicial da
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hemocultura). No dia da randomizacéo 40,7% dos pacientes tiveram os marcadores resolvidos
objetivos de infec¢do, considerado como resolugéo clinica e microbioldgica. Para o desfecho
primario foi estabelecido mortalidade por todas as causas ap0s 30 dias, posterior a
randomizacéo. O desfecho secundario adotado foi tempo de resolucdo clinica e microbiologica
da infeccdo, definido como o nimero de dias desde a randomizacgdo até a resolucdo, febre >
38°C e leucocitose (contagem células sanguineas brancas > 12000 /uL). Constatou-se
semelhanca entre 0s grupos, a taxa de mortalidade, observada no grupo tratado com
Piperacilina-Tazobactam obtida, permaneceu alterada e a taxa de mortalidade no grupo tratado
com Meropenem foi de 40,3%. Concluiu-se que em pacientes com infec¢do sanguinea por E.
coli ou Klebsiella pneumoniae resistentes a Ceftriaxona, o tratamento definitivo com
Piperacilina-Tazobactam em comparacdo com Meropenem nao resulta em mortalidade menor
que 30 dias, portanto, esses resultados ndo apoiam o uso de Piperacilina- Tazobactam nesse
cenario (HARRIS et al., 2018).

Em estudo epidemioldgico retrospectivo realizado para avaliar a influéncia de infeccéo
da corrente sanguinea e a mortalidade, identificou-se que este sitio infeccioso esta associado a
um aumento significativo da morbidade e utilizacao de recursos, além de estar relacionado com
necessidade de ventilacdo mecénica e internacdo por periodos mais longos.

Em agosto de 2014, houve uma explosdo macica de poeira de aluminio em uma fabrica
na China, onde 185 pessoas foram gravemente feridas, entre as quais a mediana da area de
superficie corporal queimada foi de 95%. Este grande nimero de pacientes permitiu avaliacao
confiavel da relacédo entre resultados e infec¢do na corrente sanguinea.

O estudo foi realizado em 20 UTI-Q por 90 dias e o desfecho médio medido foi
mortalidade no intervalo de 90 dias. Na admisséo, os pacientes foram avaliados usando indice
Acute Physiology and Chronic Health Evolution Il (APACHE I1), escore Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) e Abbreviated Burn Severity Index (ABSI). Segundo o critério da
American Burn Association (ABA) para Blood Stream Infection (BSI), que define o episodio
de BSI como um periodo distinto de doenca clinica associada a hemoculturas positivas, as
infeccOes polimicrobianas da corrente sanguinea sao aquela que tem dois ou mais organismos
isolados de uma, ou mais hemocultura durante o mesmo episodio de infeccdo (BSI). Dentre 185
pacientes incluidos no estudo, trés ndo apresentaram resultados microbiolégicos e cinco foram
a 0bito em menos de 72 horas e 177 pacientes foram analisados. A idade media de 38 anos (IQR
30-43), 54,8% pacientes era do sexo masculino. A superficie corpérea total queimada (SCTQ)
média de 95% (IQR 85% e 98%). Les&o por inala¢do ocorreu em 97,2%. O desfecho mensurado

foi mortalidade geral em 90 dias de 35% (62/177). Em comparacdo dentre pacientes que ndo
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apresentaram BSI e os pacientes que apresentaram BSI, observou-se que a presenca de BSI foi
relacionada com a presenca de maiores % SCTQ, maior profundidade das lesdes, indice SOFA
mais alto, internacdo em UTI mais prolongada, necessidade de uso de ventilacdo mecanica por
periodo mais longo e maior mortalidade bruta de 60 dias e mortalidade de 90 dias e por fim o
grupo de pacientes com BSI teve seis vezes maior chance de mortalidade. Presume-se que a
fonte priméria de BSI seja a translocacdo através de uma ferida por queimadura por um cateter
e outras fontes, tais como respiratdria ou translocacéo intestinal, ou outra fonte que poderia ter
coexistido. Este fato destaca a importancia de cuidados preventivos com os cateteres (CVC),
em pacientes gravemente queimados (TANG et al., 2017).

Em busca de alcangar os resultados clinicos desejados e suprimir o surgimento de
patdgenos multirresistentes (MDR), devem ser aplicados os principios farmacocinéticos e
farmacodindmicos na forma de estratégia para otimizacdo de doses em terapias
antimicrobianas, em busca de maximizar a probabilidade de atingir a concentragdo (PTA)
desejada do beta-lactamico (DHAESE et al., 2018).

E comum o uso de beta-lactamicos em UTIs para tratamento de infeccbes severas,
devido ao seu amplo espectro de acdo e a capacidade de eliminar as bactérias, quando a
concentracdo de farmaco livre permanece acima da concentracdo minima inibitdria (CIM) de
crescimento do patégeno.

Para aprimorar os resultados dos tratamentos com antibidticos e consequentemente
reduzir o risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana é recomedado aplicar Therapeutic
Drug Monitoring (TDM) que consiste em aumentar a eficacia e limitar a toxicidade dos
antibidticos, que possuem janela terapéutica estreita, por exemplo, a vancomicina e 0s
aminoglicosideos. A crescente disponibilidade de técnicas de dosagem rapida de medicamentos
no plasma, viabiliza monitorar as concentragcdes sanguineas de antibidticos em tempo real, para
melhor eficacia, para evitar a sub-dosagem, que podem favorecer o crescimento bacteriano e o
surgimento de microorganismos resistentes e para evitar a super dosagem que pode acentuar a
toxicidade. Os pacientes queimados graves apresentam o metabolismo alterado com a presenca
de flutuagGes drasticas na eliminacdo de farmacos, modificacBes répidas no volume de
distribuicéo, alteracdes da funcéo renal, alteracfes no tempo de meia vida bioldgica do farmaco,
portanto necessitam de modificacdes das doses padronizadas de antibidticos.

Em estudo prospectivo, monocéntrico, com seguimento por 3 anos com o0 objetivo de
determinar a extensdo da sub e super dosagem de antibidticos e avaliar o impacto da aplicagdo
do TDM sistematico com dose em tempo real no mesmo dia, foram realizadas intervencfes

para atingir e manter as concentracfes de antibioticos no intervalo de dose terapéutica. Foi
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realizado ensaio clinico controlado, randomizado. Foram selecionados 38 pacientes, sendo 19
pacientes, grupo controle, os quais receberam tratamento com a dose empirica de antibidtico
padronizado em bula e 19 pacientes, grupo intervencdo, foram submetidos a monitoramento
terapéutico em tempo real, com ajuste de dose no mesmo dia. Os resultados do estudo
demonstraram impacto significativo do TDM, em tempo real, com a adaptacao da dose padréo
de antibidticos. Portanto, o estudo demonstrou que o TDM sistematico é uma intervencao
viavel, til e indicada para superar a variacdo farmacocinética e evitar a sub e a super dosagem
do antibidtico e ainda que o TDM contribui especialmente no tratamento de pacientes com
depuracéo renal aumentada (FOURNIER et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Registraram-se alteracdes na farmacocinética do Meropenem nos pacientes septicos
investigados no protocolo, pela comparacdo aos dados reportados para voluntérios sadios.
Registrou-se ainda significativa alteracdo da farmacocinética pela comparacdo dos dados
obtidos na fase precoce com os da fase tardia relativamente a taxa de eliminagdo, meia vida
bioldgica e o volume de distribuicdo. Estas alteracGes registradas na farmacocinética nas duas
fases do estudo impactaram de forma diferente a cobertura do Meropenem nas duas fases do
estudo contra patdgenos de susceptiveis, uma vez que se registrou a cobertura contra patégenos
de susceptibilidade intermediaria (CIM 4 mg/L) apenas na fase precoce do choque séptico. O
desfecho clinico esperado foi atingido pela cura clinica e microbioldgica obtida para todos os

pacientes.
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ETAPA ANALITICA

1) ETAPA ANALITICA

QUANTIFICACAO DE MEROPENEM NO SORO

Sistema analitico

A quantificacdo do antimicrobiano na matriz bioldgica (soro) foi realizada através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se método bioanalitico
desenvolvido e validado anteriormente segundo as recomendagdes da Agéncia Regulatéria
(RDC 27/2012, ANVISA) para o meropenem no Laboratdrio Bioanalitico, Centro de
Farmacocinética Clinica Bloco 13B 1° andar, Depto Farmécia (FCF-USP). Realizou-se para a
consecucdo da Etapa Analitica do protocolo o estudo de validacdo parcial do método

bioanalitico desenvolvido e validado anteriormente (SANTOS et al., 2011).

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu de cromatografo modelo
LC-10A Shimadzu (Kyoto, Japdo) microprocessado pelo software CLASS VP, equipado com
bomba LC-10AVP; controladora SCL-10AVP, auto-injetor SIL- 10ADVP e detector UV-VIS
modelo SPD-10AVP operando no ultravioleta em 306 para quantificacdo do analito.

Empregou-se coluna analitica de fase reversa octadecil e fase movel binaria no sistema
cromatografico. Os picos foram eluidos de coluna em sistema isocratico de elui¢do (0,7
mL/min) a temperatura ambiente. O sistema cromatografico constou de coluna Shimpak ODS
(Shimadzu, Kyoto, Jap&o) 150x6mm, 5 um e a fase movel consistiu na mistura de tampéo
acetato 0,01M, pH 5,0 e acetonitrila (9:1, v/v). A fase mdvel foi preparada diariamente; todas
as solucbes tampdo foram diluidas com &gua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q-Milli-Dl,
Millipore, Sdo Paulo. O pH da fase movel foi monitorado através de medidor de pH com
eletrodo seletivo para mistura aquosa-solvente organico (Digimed®, S&o Paulo, Brasil),
previamente a analise cromatografica. A fase movel foi de gaseificada com hélio ultrapuro
imediatamente antes da estabilizagdo do sistema cromatografico. Toda a vidraria, e demais
materiais ndo descartaveis utilizados na anéalise foram lavados com Extran, MERCK (Séo
Paulo, Brasil) enxaguados com agua corrente, agua purificada e secos a temperatura ambiente

em sala climatizada 22° C.
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Os extratos purificados de soro dos pacientes foram inseridos na bandeja do sistema de
injecdo automatica juntamente com os calibradores e controles internos de qualidade. A corrida
analitica constou da injecdo de extratos de calibradores C0O, C1- C6 (C1 e C6, duplicatas),
extratos purificados obtidos a partir das coletas de sangue dos pacientes intercalados com
solucgéo de lavagem e os controles internos de qualidade (CQA, CQM1, CQM2 e CQB).

A curva de calibracéo diaria foi construida plotando-se a razdo de area do analito e seu
respectivo padréo interno versus a concentracdo do analito nos calibradores em soro fetal
bovino (SFB). A curva do dia foi aceita através da estimativa do erro sistematico inferior a 15%
recomendado pela Agéncia Regulatéria para os controles internos de qualidade avaliados
paralelamente na corrida analitica. O analito (meropenem) contido nos extratos de soro dos
pacientes queimados foram quantificados com base no método do padréo interno a partir da

curva de calibragdo diéria.

Reagentes e solucbes

Foram utilizados solventes, grau cromatografico (metanol, acetonitrila e
tetrahidrofurano), e grau analitico (&cido acético glacial e propileno glicol) Merck (Darmstadt,
Alemanha). A acetonitrila foi empregada na purificacdo da matriz/soro, na preparagéo da fase
movel, e na regeneracdo dos sistemas analiticos de automacao. O tetrahidrofurano e o metanol
foram requeridos na limpeza do sistema de cromatografia e da coluna analitica. A agua
ultrapura (UP) foi obtida a partir da filtragdo em membrana HA 5 micra, Millipore (Séo Paulo,
SP, Brasil) a partir da agua procedente do sistema Milli-Di/cartucho de purificacdo conectado
a agua da rede pré- filtrada, Millipore (Sao Paulo, SP, Brasil). A agua UP foi utilizada na
preparacdo da solucdo tampao da fase movel de cromatografia, na limpeza diaria da tubulacéo,
da coluna analitica e na regeneracdo do sistema cromatografico apés a finalizagdo da corrida

analitica.

Padrdes de referéncia

Utilizaram-se padrBes primarios (United States Pharmacopeia — Padrdo USP) dos
analitos e dos padr@es internos. Foi utilizado cefepime como padrdo interno na analise de
meropenem. Os padrdes foram armazenados de acordo com a recomendacéo do fabricante, e

ma nt i dos nas embalagens de origem em dessecador mantido ao abrigo da luz em geladeira a
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5°C, Metalfrio. O soro fetal bovino estéril, inativado e isento de mycoplasma Vitrocell
(Campinas/SP, Brasil) foi utilizado como matriz na preparacdo da curva de calibragdo e

controles de qualidade.

Preparacdo da curva de calibracdo - Revalidacdo do método

Foram preparadas solugdes-padrao estoque (1mg/mL) a partir dos padrdes rastredveis
(Padréo USP), as quais foram armazenadas nas mesmas condi¢6es dos padrdes primarios como
mencionado anteriormente. A diluicdo adequada da solucdo estoque do meropenem foi
utilizada na construcdo da curva de calibragéo para revalidacdo da linearidade, preciséo e
exatidao. Aliguotas de solucdo padrdo do analito foram adicionadas a bal6es volumétricos (10
mL) contendo soro fetal bovino (SFB) esteéril, inativado isento de mycoplasma, Vitrocell
(Campinas-SP, Brasil), e 0 volume foi completado com SFB. As dilui¢cdes foram realizadas de
forma a obter as concentragdes de 100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,50; 0,25
mg/L fornecendo dez calibradores (C1-C10) incluindo-se ainda o branco (CO0) para possibilitar
a quantificacao do antimicrobiano na faixa de concentracdo requeridas para o analito. A seguir,
foram preparados os controles internos de qualidade para estudo da precisao e exatidao para
avaliagdo da variacgdo intra- e inter-ensaios. Esses controles internos foram preparados em
quatro diferentes concentracdes: alta (CQA: 80-90% do limite superior de quantificacéo),
média nivel 1 e 2 (CQM1 50% CQA, CQM2 25% CQA) e baixa (CQB: 4 vezes o LIQ). A
precisdo e exatidao intra e inter- dias também foram realizadas, estando os resultados obtidos

de acordo com o método bioanalitico reportado anteriormente (SANTOS et al., 2011).

A corrida analitica na revalidacéo constou dos extratos purificados dos calibradores (CO-
C10) da curva de calibracdo, controles internos de qualidade (CQA, CQM1-2 e CQB,
triplicata). A linearidade do método foi r2=0,999 (0,25 — 100 mg/L), com LID e LIQ de 0,1
mg/L e 0,2 mg/L, respectivamente. A exatiddo do método foi de 98,9 % e a precisdo inter-
dia/intra-dia de 2,3/2,0%.

Conforme reportado anteriormente AstraZeneca (1996), considerou-se que a
concentracédo do analito quantificado foi equivalente a concentragéo da fracao livre do farmaco
no Soro uma vez que a extensao da ligacdo do meropenem as proteinas plasmaticas € muito
reduzida no sangue circulante (KRUEGER et al., 2005).



72

Preparacdo das matrizes

A purificacdo do analito da matriz biologica foi realizada pela precipitacdo de proteinas
com acetonitrila, proporcéo de 1:3 (v/v). O soro em volumes de 200 pl foi adicionado de 25 pl
da solucgéo de padrdo interno (Cefepime, solucdo de adigéo eq. 50 pg/mL) e 100 pl de tampéo
MOPS 10% massa/volume [3-(N-morpholino) Propanesulfonicacid]). A precipitacdo das
proteinas do soro ocorreu pela adicdo de 600 pl de acetonitrila sob agitacdo em vortex de
plataforma. A mistura foi centrifugada a 8000 rpm, 5°C por 30 minutos. O volume de 800 pl
do sobrenadante foi transferido para tubo de vidro conico para concentracdo dos extratos até a
secura sob corrente de nitrogénio purificado. O residuo foi dissolvido em vortex pela adi¢do de
600 pl de solucéo de lavagem preparada a partir de agua UP e acetontrila (9:1 v/v) e transferido

para o vial no rack para injecdo de 5 pl no cromatdgrafo.

Estudo populacional e analise estatistica

Os programas Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) e GraphPad Prisma v.5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) foram utilizados nos célculos, organizagdo dos
dados individuais obtidos e populacionais, bem como na representacao grafica e tratamento
estatistico, para efeito de comparacdo entre grupos e no estudo de correlagdo. Aplicou-se
estatistica ndo paramétrica e P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os dados
relacionados as caracteristicas demograficas da populacdo de pacientes e os dados da
farmacocinética e os que dizem respeito a abordagem PK/PD foram expressos como medianas,

interquartis.

Gerenciamento dos dados e arquivos

Os prontuarios médicos dos pacientes, resultados de exames de qualquer natureza, e
TCLE foram considerados “documentos-fonte”, de onde foram retirados os dados para o estudo.
Todos os documentos-fonte sdo de posse do paciente e ficaram disponiveis no prontuario na
UTI-Q durante a permanéncia do paciente. Apés alta ou 6bito, os prontuarios ficaram retidos e
arquivados no arquivo médico do HC-FMUSP, sob responsabilidade do mesmo de acordo com
a legislacdo medica vigente. O documento-fonte serve para comprovar a existéncia dos sujeitos
da pesquisa. O banco de dados gerado no estudo incluiu documentos, relatérios, e qualquer

outro documento criado para o protocolo ou alimentado com dados do estudo como tabelas,
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figuras e arquivos graficos arquivados (via original ou cdpia, conforme aplicavel), em local
seguro no Centro de Farmacocinética Clinica, Depto Farmacia, FCF-USP, por tempo

indeterminado, de forma a garantir a rastreabilidade dos dados

Confidencialidade dos dados coletados

Através da assinatura do TCLE, o paciente, ou responsavel legal, atesta que tem ciéncia
de que os dados coletados a partir de sua participacdo poderdo ser tornados publicos. Porém,
como preconiza a legislacdo inicial de pesquisa clinica no pais (Resolucdo CNS 196/96)
alinhada a ultima harmonizacdo “ICH E7- Good Clinical Pratice Integrated Addendum to ICH
E6 (R1) n.1, marco 2018” os pacientes envolvidos o protocolo de estudo, foram identificados
através de suas iniciais e por seu cédigo numérico de alocacdo no protocolo. Em caso de

publicacéo, a identidade de todo e qualquer paciente envolvido no estudo foi mantida sob si.
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Limites de confianca do método bioanalitico para quantificagdo do meropenem em plasma
com base na RE 899, 2003 e RDC 27, 2012

Parametro Unidade Limites de confianca
Linearidade (n=30) ug/mL 0,2-100
Regressdo linear (n=3 curvas) r2 0,998
LID: 0,1 pg/mL (n=10) CV% 6,9
LIQ: 0,2 ug/mL (n=10) CV% 4,5
Recuperacédo
Absoluta (n=10) analito e Pl Relativa (n=10) % 99,3/98,8
analito/Pl % 101,0
Precisdo /dentro do dia (n=12) 80 pg/mL CV% (média: 2,0)
40 pg/mL 1,9
10 pg/mL 2,5
0,8 pg/mL 2,2
1,0
Preciséo /entre dias (n=36) 80 pug/mL CV% (média: 2,3)
40 pug/mL 3,9
10 pg/mL 3,8
0,8 pg/mL 3,7
5,5
Exatiddo /dentro do dia (n=36) 80 pg/mL CV% (média: 0,1)
40 pg/mL 3,8
10 pg/mL 4,5
0,8 pg/mL 3,8
4,6
Exatiddo /entre dias (n=27) 80 pg/mL CV% (média: 1,2)
40 pg/mL 5,9
10 pg/mL 7,2
0,8 pg/mL 6,6
5,8
Estabilidade /Ciclos de congelamento/descongelamento [Erro sistematico ES%
Ciclo 1 (n=12) 78
Ciclo 2 (n=12) 4’4
Ciclo 3 (n=12) 1’0,9
Estabilidade bancada /Curto prazo até 6 horas, ES%
replicatas n=3 17
40 pg/mL 2’1
20 pg/mL 3’0
0,8 pg/mL '
Estabilidade /auto-injetor 24horas ES%
40 pg/mL 3,5
20 pg/mL 3,8
0,8 ug/mL 4,70

Abreviaturas: Coeficiente de variacdo (CV%); Desvio padrdo da média (DP); Erro sistematico (ES%); Padrao

interno (PI); Limite de deteccdo (LID); Limite de quantificacdo (LIQ); r: Coeficiente de correlagéo.
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TCLE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMQ DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L NOME: o

DOCUMENTO DE IDENTIDADEN® - oo, SEX0: MO F O

DATA NASCIMENTO: ...f. |

=T o= o TR | - ESSSURY  (& N
CEP: e, TELEFOMNE: DDD (o) e

2RESPONSAVEL LEGAL ..o oo oeeee e et
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador @1C) ......oovveicaninn,

DOCUMENTO DE IDENTIDADE - .........8EXo- MmO FO

DATANASCIMENTOD. od.oof

ENDERECD: ... . s N o APTOE
BAIRRO: ..o oo ons CIDADEL oo s et
GEP oo TELEFONE DDD (oo

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLD DE PESQUISA: Menitoramento Plasmético de Antimicroblanos em Pacientes Queimados,
PESOUISADOR : Dr. David de Souza Gomes

CARGDFUNCAQ: Diretor de Servigo INSCRICAQ CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA N#35316
UNIDADE DO HCFMUSP: Divisao de Cirurgia Plastica 2 Queimaduras
3 AVALIAGAD DO RISCO DA PESQUISA:

RIBGO Minmo O rRisco Meoic [

Risco BAXo X RISCO MAIOR [

A.DURACAD DA DESOUISA - 17 maees g partr da aprovacdo
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

O pesquisador responsdvel por este protocolo € o Prof. Dr David de Souza Gomes , também participarfo
deste estudo o Dr. Edvaldo Vieira, Dra. Cristina Sanches Giraud e Profa Dra Silvia Regina Cavan Jorge
Santos

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: Se o(a) senhor(a) ou pessoa por quem o Sr.(a) & responsavel
spresentar sinais ce infeccao serao empregades antibicticos para o tratamento, isto €, medicagdes que visam
tretar a infecglo, consequente da lesdo pela queimadura, Os antibidticos atuaimente utilzados para esta
finahidade sho antolencina B caspofungna cefepime, ceftazidma. cefinaxona ciprefloxacing. fluconazol,
imipenem ou mercpanem. inezolida, oxaciling, piperaciinatazobactam, polimixina B ou E e vancomicina. O
obyetivo do presents estudo & avaliar se um destes antibiélicos, na dose e forma utifizadas, atinge quantidades
sahafaitonas no sangue

? Procedimentos que serdo utilizadoes: o senhor ou pessca por quem o Sr(a) & responsavel receberd o
antibidtico nas dosee @ nog momentos normaimente utilizados pelos pacientes com infecgdo devide a
quermaduras. Seréo coletadas no maximo seis amostras de sangue (1.5-2,0 mL por coleta) conforme segue:
término aa infusde, 27 3% 4" 6" hora o mediatamente antes da dose subsequente, Sers coletado atraves de
cateter venoso (disposilivo que subsbiui a picada) volume total inferior a 15 mL de seu sangue para a dosagem
do medicamento. No sangue sera dosada a concentracac do antibiotico utiizando método laboratoral
especifico.

3. Desconforto e riscos esperados: o risco a que o senhor ou pessoa por guem o Sr.(a) & rosponsdvel sera
submetido & minimo pois o procedimento € feilo por profissionais altamente treinados, de forma estérl. com
10do 0 material deacantavel

4 Baeneficios que poderao ser obtidos apas 08 resultados de cada avaliagio, caso seja necessaro, serdao
realizados ajustas Nac doces @ inlorvalos ce doses de antibidticos utilizados no tratamente. Este estudo devera
fambem futuramente beneficiar muito outros pacientes queimados

5 Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: neste caso. nfo ha
procedimenios alternativos, pos se irata de procadimento de escolha e o melhor para pacientes queimados
com infecgdo, 06l aniLOlicos, $d0 o8 previstes no protocolo de tratamento de infecgdes com antimicrobianos
em grandes gueimados

Alom dieto, gurentimos que.

1. Q Sr.(a) tora acosso. a qualauer tempo, 8s informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados &
pesquisa nouswve esclarecer aventuais diwvidas

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualguer momento @ de deixar de participar te estudo, som gue isto
traga projuizo a continuidade da asssténcia,

3 Tera a confidencialidade, sigilo ¢ privacidade garantidos.

4 Disponibilidade de assisténcia na DIVISAO DE CIRURGIA PLASTICA - HCFMUSP, per sventuais danos &
saude, docorrontos da pesquisa.

5 Direito de sar mantido atualzado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudes abertos, ou de
resulfados que sejam do conhecimento des pesquisadores;

6. Nao exisirdo despesas pesscais para o 3r(a) em qualquer fase do esiudo, incluindo exames e consulias
Também n2o ha coMpansagao financeira relacionada A sua participacio. Se existir qualquer despesa adicional, ela
sora absorvida pelo orgamento da pesquisa.

7. Compromisso do pesquisador de utilzar os dados e o material coletaco somente para esta pesquisa.
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Em caso de intercorr@ncias clinicas @ reagfes adversas relacicnadas ao estudo atual, entrar em contato com:
Prof. Dr. David de Souza Gomez / Dr Edvaido Vieira UTI Queimados

CIRURGIA PLASTICA — HCFMUSP — Fone (11) 3069-6470

Cristina Sanches Ciraud - Telefone (11) 3091-2189 ou (11) 7684-9233

Silvia Regina Cavani Jorge Santos Telefone (11) 3091-2189 ou (11) 7375-2804

Se vocd tiver aiguma consideragac ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos. 225 — 5° andar - tel 30695442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX:
3069-6442 ramal 28 = E-mail. cappssq@hcnet.usp.br

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que |i ou que foram lidas para mim,
descrevendo 0 gsludo” Monitoramento Plasmatico de Antimicrobianos em Pacientes Queimados.”
Eu discutt com o Dr. David de Souza Gomez. sobre 2 minha decisdo em participar nesse estudo efou em
consentir que @ pessca sob minha tutela participe do estudo. Ficaram claros para mim quais s3o os propdsitos do
estudo. os procedimentos a serem reahzados. seus desconfortos e nscos, as garanlias de confidencialidade & de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo & isenta de despesas @ que tenho garantia
do acesso a fralamento hospitalar quando necessério. Concordo voluntanamente em parlicipar deste estudo & poderei
retirar © meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante © mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. ou no meu atendimento neste Servigo.

Aceingwira dg testomunna Data I

para casoe de pacientes mencres de 18 ancs, analfabelos, semi-analfabeios ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual

(Somente para o responsdvel do proicto)

Deslare que obtive de forma apropriada e voluntana o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
roprocontante legal para a participagsao neste estudo.

Assingtura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO 11
ESTIMATIVA DA SUPERFICIE CORPORAL TOTAL QUEIMADA



ESTIMATIVA DA SUPERFICIE CORPORAL TOTAL QUEIMADA

Estimativa da superficie corpdrea queimada total - SCQT (%)
Diagrama de Lund & Browder

N
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Fonte: Church D, Elsayed S, Reid O, Winston B, Lindsay R. Burn wound infections.
Clin Microbiol Rev. 2006, v. 19, n. 2, p. 403-434
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ANEXO 111
VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS
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VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

RESOLUCAO - RDC N° 27, DE 17 DE MAIO DE 2012
DOU 22/maio/2012

Dispde sobre os requisitos minimos para a validacao de métodos bioanaliticos empregados em estudos
com fins de registro e pés-registro de medicamentos.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe
confere o inciso IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo Decreto n® 3.029, de 16 de abril de 1999,
e tendo em vista o disposto no inciso Il e nos 88 1° e 3° do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos
termos do Anexo | da Portaria n® 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21
de agosto de 2006, em reunido realizada em 10 de maio de 2012, adota a seguinte Resolucéo de
Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente Substituto, determino a sua publicacéo:

CAPITULO |
DAS DISPOSICOES INICIAIS Secéo |
Objetivo

Art. 1° Esta Resolucao possui o objetivo de estabelecer os requisitos minimos para a validagao
de métodos bioanaliticos empregados em estudos para registro e pés-registro de medicamentos no
Brasil.

Secéo ll
Definigbes
Art. 2° Para efeito desta Resolugéo sdo adotadas as seguintes definicdes:
I- amostra branco: amostra de matriz processada sem adicdo de analito e padréo interno;

II- amostra de controle de qualidade (amostra de CQ): amostra de matriz adicionada do analito
em concentracao especifica, usada para validar e monitorar o desempenho de um método bioanalitico;

Ill- amostra de controle de qualidade de alta concentracdo (amostra de CQA): amostra de matriz
adicionada do analito em concentracdo entre 75 (setenta e cinco) e 85% (oitenta e cinco por cento) da
maior concentracdo da curva de calibragéo;

IV- amostra de controle de qualidade de baixa concentracdo (amostra de CQB): amostra de
matriz adicionada do analito em concentracdo até 3 (trés) vezes o limite inferior de quantificacdo do
método (LIQ);

V- amostra de controle de qualidade de diluicdo (amostra de CQD): amostra de matriz adicionada
do analito em concentragdo acima da maior concentragéo da curva de calibracdo (LSQ), analisada por
meio de procedimento e proporcdo de diluicdo pré-definidos e especificados pelo laboratério
bioanalitico;

VI- amostra de controle de qualidade de média concentracdo (amostra de CQM): amostra de
matriz adicionada do analito em concentragdo préxima a média entre os limites inferior e superior de
quantificacéo;
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VII- amostra em estudo: amostra bioldgica que é objeto de analise;

VIII- amostra hemolisada: amostra biolégica contendo hemacias lisadas em grau pré-definido e
especificado pelo laboratério bioanalitico;

IX- amostra lipémica: amostra com alto teor de lipideos, por exemplo, proveniente de coleta p6s
prandial;

X- amostra processada: amostra pronta para andlise instrumental;
Xl- amostra zero: amostra de matriz processada com adigdo apenas de padréo interno (PI);

Xll- amostras de fontes distintas: amostras biolégicas originadas de diferentes individuos ou de
diferentes lotes de mistura de amostras;

Xlll- analito: composto quimico especifico a ser mensurado em uma matriz;

XIV- corrida analitica das amostras em estudo: analise de um conjunto de amostras processadas
sob as mesmas condi¢des, com quantificacdo por meio da mesma curva de calibracdo e validada pelas
mesmas amostras de CQs;

XV- curva de calibracdo: relacdo entre a resposta do instrumento e a concentracdo conhecida
do analito;

XVI- efeito matriz: efeito na resposta do analito ou Pl causado por componentes da matriz
biolégica;

XVII- efeito residual (carryover): efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do analito
ou PI causado por contaminagéo proveniente de amostras analisadas anteriormente;

XVIII- estudo de estabilidade: ensaio que visa determinar se a concentracdo de um analito se
mantém dentro de limites estabelecidos, numa dada matriz, sob condi¢des especificas;

XIX- exatidao: concordancia entre o resultado de um ensaio e um valor de referéncia;

XX- limite inferior de quantificac&o (LIQ): menor concentragdo do analito na curva de calibragéo
preparada na matriz;

XXI- limite superior de quantifica¢éo (LSQ): maior concentra¢do do analito na curva de calibracdo
preparada na matriz;

XXII- matriz: meio no qual os analitos em estudo seréo quantificados;

XXIlIl- matriz biolégica: meio de origem biolégica no qual os analitos em estudo serdo
quantificados;

XXIV- matriz substituta: matriz que substitui a matriz biolégica das amostras em estudo;

XXV- métodos bioanaliticos: métodos analiticos utilizados na determinacdo quantitativa de
analitos em matrizes biolégicas;

XXVI- métodos cromatogréaficos: métodos que empregam cromatografia para separar o analito
de outros componentes da amostra e quantifica-lo;

XXVII- padréo de calibragédo: matriz a qual foi adicionada uma quantidade conhecida de analito,
utilizado para construir a curva de calibracao;
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XXVIII- padrao interno (PI): substancia quimica proveniente de uma solucdo padrdo de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padrdes de calibracdo, amostras de
CQs e amostras em estudo;

XXIX- precisdo: proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes de mdltiplas
aliquotas de uma Unica fonte de matriz;

XXX- seletividade: capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito e Pl na presenca
de outros componentes da amostra;

XXXI- solugéo primaria: solugéo preparada a partir de substancia quimica de referéncia;
XXXII- solugédo de trabalho: solugdo preparada a partir da diluigcdo da solugcéo primaria;

XXXIII- substancia quimica de referéncia caracterizada: substéncia de referéncia caracterizada
por meio de ensaios adequados, devidamente validados e documentados, possuindo alto grau de
pureza e uniformidade;

XXXIV- substancia quimica de referéncia farmacopeica: substancia estabelecida e distribuida
por farmacopéias ou instituices oficiais autorizadas, possuindo alto grau de pureza e uniformidade;

XXXV- validacdo: confirmacdo por ensaio e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos;

XXXVI- validacéo parcial: realizacéo de parte dos ensaios da validacéo total em decorréncia de
modificacdo no método bioanalitico validado, visando demonstrar a manutencdo do desempenho e
confiabilidade do método; e

XXXVII- validagdo total: realizacédo de todos os ensaios de validacdo de um método bioanalitico.
CAPITULO I
DAS DISPOSICOES GERAIS

Art. 3° Para moléculas passiveis de analise por métodos cromatograficos, estes devem ser a
primeira escolha.

Paragrafo unico. Na hip6tese do caput deste artigo, caso ndo seja utilizado um método
cromatografico, deve ser apresentada justificativa técnica.

Art. 4° Deve ser utilizado Pl sempre que aplicavel.

§ 1° Para métodos de cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de massas, deve ser
utilizado, preferencialmente, Pl marcado com is6topo estavel.

§ 2° O uso de PI pode ser dispensado desde que justificado tecnicamente.

Art. 5° Os ensaios podem ser ajustados ou modificados quando utilizadas técnicas alternativas,
devendo-se atender os fundamentos desta Resolucgéo.

Art. 6° Antes da implementacao de um método bioanalitico, deve ser realizada validagéao total.

§ 1° A validacéo deve conter ensaios de preciséo, exatiddo, curva de calibracéo, efeito residual,
efeito matriz, seletividade e estabilidade, conforme as especificacdes de cada ensaio.
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§ 2° O estudo de estabilidade de longa durag&o pode ser concluido apds a analise das amostras
em estudo, desde que iniciado antes da analise da primeira amostra.

Art. 7° A interferéncia de metabdlitos, farmacos de uso concomitante, produtos de degradacéo
formados durante o preparo da amostra, nicotina, cafeina e outros possiveis interferentes deve ser
avaliada sempre que necessario.

Art. 8° A possibilidade de conversdo de um metabdlito no composto original durante os
procedimentos da analise deve ser avaliada e controlada sempre que necessario.

Art. 9° Sempre que ocorrerem modificagces no método bioanalitico ja validado, deve ser
realizada validacao parcial ou total, de acordo com a relevancia da modificacao.

Paragrafo Gnico. Quando o impacto da modificacdo for desconhecido, deve ser realizada a
validagéo total.

Art. 10. Devem ser utilizadas, preferencialmente, substancias quimicas de referéncia
farmacopeica.

Paragrafo Gnico. Substancias quimicas de referéncia caracterizadas podem ser admitidas, desde
que haja:

| - documentacao emitida pelo fabricante contendo as seguintes informacgdes:
a) nomenclatura (denominagdo comum brasileira ou denominacdo comum internacional);
b) n° CAS;
€) nome quimico;
d) sinonimia;
e) férmula molecular e estrutural;
f) peso molecular;
g) forma fisica;
h) propriedades fisico-quimicas;
i) perfil de impurezas; e
j) cuidados de manipulacdo e conservacgéo; e
II- laudo analitico emitido pelo fabricante comprovando:
a) identidade;
b) teor; e
¢) validade ou data de reteste.
CAPITULO IlI

DOS ENSAIOS DE VALIDACAO
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Secdao |
Seletividade

Art. 11. Devem ser analisadas amostras da matriz biolégica obtidas de, no minimo, 6 (seis) fontes
distintas.

§ 1° Quando a matriz bioldgica for plasma, devem ser empregadas 4 (quatro) amostras normais,
uma lipémica e uma hemolisada.

§ 2° Quando a matriz bioldgica for sangue total, devem ser empregadas 5 (cinco) amostras
normais e uma lipémica.

§ 3° Quando forem utilizadas outras matrizes biol6gicas, suas caracteristicas devem ser
avaliadas e testadas.

Art. 12. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos nas amostras processadas
do LIQ.

§ 1° As respostas de picos interferentes proximo ao tempo de retencdo do analito devem ser
inferiores a 20% (vinte por cento) da resposta do analito nas amostras do LIQ.

§ 2° As respostas de picos interferentes préximo ao tempo de retencéo do Pl devem ser inferiores
a 5 % (cinco por cento) da resposta do PI.

Art. 13. Caso uma ou mais amostras analisadas apresentem interferéncia acima dos limites
estabelecidos no art. 12, novas amostras de, no minimo, outras seis fontes distintas devem ser
testadas.

Paragrafo Unico. Caso uma ou mais amostras do segundo grupo apresentem interferéncia acima
dos limites estabelecidos no art. 12, o método deve ser alterado visando elimina-la.

Secéo |l
Efeito residual

Art. 14. Devem ser realizadas, no minimo, 3 (trés) inje¢cbes da mesma amostra branco, sendo
uma antes e duas logo ap0s a injecdo de uma ou mais amostras processadas do LSQ. § 1° Os
resultados devem ser comparados com aqueles obtidos de amostras processadas do LIQ.

§ 2° As respostas de picos interferentes no tempo de reteng&o do analito devem ser inferiores a
20% (vinte por cento) da resposta do analito nas amostras processadas do LIQ.

§ 3° As respostas de picos interferentes no tempo de retencéo do Pl devem ser inferiores a 5 %
(cinco por cento) da resposta do PlI.

Art. 15. Se o efeito residual for inevitavel, procedimentos especificos devem ser adotados na
execucao do método com o objetivo de controlar seu efeito, evitando que a precisédo e a exatiddo do
método sejam afetadas.

Secao Il
Efeito matriz

Art. 16. Devem ser analisadas amostras de matrizes bioldgicas processadas, posteriormente
adicionadas de analito e PI, e solu¢gBes, nas mesmas concentracdes das amostras de CQB e CQA.
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§ 1° Quando a matriz bioldgica for plasma, devem ser analisadas 8 (oito) amostras de fontes
distintas, sendo quatro normais, duas lipémicas e duas hemolisadas.

§ 2° Quando a matriz bioldgica for sangue total, devem ser analisadas 6 (seis) amostras de fontes
distintas, sendo 4 (quatro) normais e 2 (duas) lipémicas.

§ 3° Quando outras matrizes biolégicas forem utilizadas, devem ser analisadas 6 (seis) amostras
de fontes distintas.

8§ 4° Em estudos conduzidos em pacientes, que apresentem alguma alteracéo nas caracteristicas
da matriz biologica, deve-se empregar esta matriz especifica neste ensaio.

Art. 17. Para cada amostra deve ser obtido o fator de matriz normalizado por Pl (FMN), conforme
a férmula a seguir:

Art. 18. O Coeficiente de variacdo (CV) dos FMNs relativos a todas as amostras deve ser inferior
a 15% (quinze por cento).

Paragrafo Unico. Caso o CV dos FMNs relativos a todas as amostras de plasma seja superior a
15% (quinze por cento) devido ao resultado discrepante das amostras hemolisadas, novo CV dos FMNs
sem estas amostras pode ser calculado e as amostras em estudo hemolisadas ndo poderdo ser
analisadas.

Art. 19. Amostras em estudo com grau de hemolise superior ao grau de hemélise aprovado neste
teste ndo poderédo ser analisadas.

Art. 20. Caso a metodologia bioanalitica ndo permita a avaliagdo do efeito matriz conforme
descrito acima, deve ser aplicado procedimento alternativo.

Secéo IV
Curva de calibragéo

Art. 21. Devem ser construidas e avaliadas, ho minimo, trés curvas de calibragdo que incluam a
andlise da amostra branco, da amostra zero e de, no minimo, 6 (seis) amostras de diferentes
concentracdes do padréo do analito adicionadas de PI.

Paragrafo Unico. As amostras da curva de calibracdo devem ser inicialmente adicionadas do
padrdo do analito e do Pl e depois submetidas ao mesmo procedimento de prepara¢do a que serao
submetidas as amostras em estudo.

Art. 22. A curva de calibracdo deve ser construida utilizando- se a mesma matriz proposta para
0 estudo.

Art. 23. Deve ser apresentada justificativa cientifica para a faixa de concentragdo contemplada
pela curva de calibracéo.

Art. 24. Deve ser apresentada a equacdo que representa a relacdo entre a resposta do
instrumento e as concentra¢gdes conhecidas do analito.

§ 1° As respostas das amostras branco e zero ndo devem ser utilizadas na construcdo da
equacao.

§ 2° Deve ser adotado preferencialmente o modelo matematico mais simples, geralmente o
linear.



88

§ 3° Caso seja proposto um modelo néo linear, deve ser demonstrado matematicamente que o
modelo linear ndo é adequado.

§ 4° Para modelos néo lineares devem ser incluidas no minimo 8 (oito) amostras de diferentes
concentracdes na curva de calibracéo.

§ 5° Caso a variancia do erro ndo seja constante em toda a faixa de quantificagdo do método
analitico, deve ser utilizada a ponderacéo que apresentar o menor valor para soma dos erros relativos
dos valores nominais dos padrées de calibracdo versus seus valores obtidos pela equacédo da curva.

§ 6° A equacao da curva ndo deve incluir padrdes de calibragdo que ndo atendam aos critérios
de aprovacao.

§ 7° Quando um padrdo de calibracdo ndo for aprovado, a curva de calibracdo deve ser
recalculada sem este padréo.

§ 8° Quando um padrdo de calibracdo atender aos critérios de aprovacéo, este ndo deve ser
excluido da equagédo da curva.

Art. 25. Os padrdes de calibracdo estdo aprovados quando atenderem aos seguintes critérios:

| - desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relacdo a concentracdo nominal para os
padrées do LIQ; e

Il - desvio menor ou igual a 15% (quinze por cento) em relagdo a concentragdo nominal para os
outros padrdes de calibracgéo.

Art. 26. A curva de calibracdo deve atender aos seguintes critérios para ser aprovada:

I - no minimo 75% (setenta e cinco por cento) dos padrdes de calibracéo aprovados conforme os
critérios anteriores; e

Il - no minimo 6 (seis) padrdes de calibracdo de concentragdes diferentes, incluindo o LIQ e o
LSQ, aprovados conforme os critérios anteriores.

Secdo V
Precisao

Art. 27. A precisdo deve ser determinada em uma mesma corrida (preciséo intracorrida) e em,
no minimo, 3 (trés) corridas diferentes (preciséo intercorridas).

§ 1° Em cada corrida devem ser realizadas no minimo 5 (cinco) replicatas em, pelo menos, 5
(cinco) concentragdes: LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD.

§ 2° O ensaio de precisao intercorridas deve abranger corridas em dias distintos.

Art. 28. A precisdo deve ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacéo (CV%), ndo se admitindo valores superiores a 15% (quinze por cento), exceto para o LIQ, para
0 qual se admite valores menores ou iguais a 20% (vinte por cento), segundo a férmula a seguir:

§ 1° O CV da preciséo intracorrida e intercorridas deve ser calculado com base em todos os
valores obtidos.

§ 2° Caso o0 CV nao atenda aos limites dispostos no caput, o ensaio devera ser repetido.
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Secao VI
Exatiddo

Art. 29. A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida analitica (exatiddo intracorrida)
e em, no minimo, 3 (trés) corridas diferentes (exatidao intercorridas).

§ 1° Em cada corrida devem ser realizadas no minimo 5 (cinco) replicatas em, pelo menos, 5
(cinco) concentragdes: LIQ, CQB, COM, CQA e CQD.

§ 2° O ensaio de exatiddo intercorridas deve abranger corridas em dias distintos.

Art. 30. A exatiddo é expressa pelo Erro Padréo Relativo (EPR), ndo se admitindo valores fora
da faixa de = 15% (quinze por cento) do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual ndo se admitem
valores fora da faixa de + 20% (vinte por cento) do valor nominal, segundo a férmula a seguir:

8§ 1° A exatidao intracorrida e intercorridas deve ser calculada com base em todos os valores
obtidos.

§ 2° Caso 0 CV nao atenda aos limites dispostos no caput, o ensaio devera ser repetido.
Secéo VI
Estabilidade do analito em matriz bioldgica

Art. 31. Deve ser demonstrada a estabilidade do analito na matriz bioldgica por meio dos
seguintes estudos:

| - estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento;
Il - estabilidade de curta duragéo;

IlI- estabilidade de longa duracéo; e

IV- estabilidade pos-processamento.

Art. 32. As condi¢Bes de realizacdo dos estudos de estabilidade devem reproduzir as condi¢fes
de armazenamento, preparo e analise das amostras em estudo.

Art. 33. Os estudos de estabilidade devem utilizar um conjunto de amostras de matriz biolégica
adicionadas de solu¢fes do analito, Pl e 0 mesmo anticoagulante a ser usado nas amostras em estudo.

Art. 34. Devem ser empregadas no minimo 3 (trés) amostras de CQB e CQA, as quais devem
ser analisadas imediatamente apos sua preparagdo e apos serem submetidas as condi¢des de ensaio
aplicaveis.

Paragrafo Unico. Devem ser empregadas apenas amostras cujo resultado da analise
imediatamente apds sua preparacao estiver dentro de + 15% do valor nominal.

Art. 35. A concentracdo das amostras deve ser determinada por meio de uma curva de calibragédo
recém preparada.

Art. 36. A estabilidade é demonstrada quando ndo se observar desvio superior a 15% (quinze
por cento) da média das concentra¢gdes obtidas com relacdo ao valor nominal.

Paragrafo Ginico. Todas as concentrages obtidas devem ser incluidas no célculo da média.
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Subsecéo |
Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Art. 37. As amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para o armazenamento e
mantidas por no minimo 12 (doze) horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura
ambiente.

§ 1° Quando completamente descongeladas, as amostras devem ser novamente congeladas a
temperatura indicada para o armazenamento por, no minimo, 12 (doze) horas, e assim sucessivamente,
guantificando-se o analito nas amostras apés o Ultimo ciclo.

§ 2° O nimero de ciclos de congelamento e descongelamento deve ser igual ou maior ao nimero
de ciclos a que seréo submetidas as amostras em estudo.

Subsecéo Il
Estabilidade de curta duragéo

Art. 38. As amostras do estudo de estabilidade de curta duracdo devem ser processadas e
analisadas ap0s permanecerem a temperatura ambiente, ou na temperatura de processamento
estabelecida para o método bioanalitico, por tempo superior ao que as amostras em estudo seréo
mantidas nas mesmas condi¢des durante o estudo.

Subsecéo Il
Estabilidade de longa duracéo

Art. 39. As amostras devem ser processadas e analisadas apés serem armazenadas por periodo
que exceda o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra em estudo e a
andlise da ultima.

Paragrafo Unico. A temperatura utilizada no estudo de estabilidade deve reproduzir a temperatura
a que forem armazenadas as amostras em estudo.

Subsecéo IV
Estabilidade pés-processamento

Art. 40. As amostras devem ser processadas e mantidas sob as mesmas condi¢cfes de anélise
das amostras em estudo.

§ 1° O periodo deve ser superior ao intervalo de tempo compreendido entre o término de preparo
das amostras e o final da corrida analitica mais longa.

§ 2° Caso seja realizado algum armazenamento além do auto-injetor, deve ser comprovada a
estabilidade nessas condi¢des.

Secéo VI
Estabilidade do analito e PI em solucdo

Art. 41. Deve ser demonstrada a estabilidade do analito e do Pl em, no minimo, 3 (trés) amostras
da solugédo primaria de maior concentracao e da solugéo de trabalho de menor concentracdo por tempo
superior ao periodo de uso ou armazenamento das mesmas.
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§ 1° As solugbes devem ser analisadas apés serem mantidas sob as mesmas condi¢des a que
serdo submetidas as solu¢des durante seu uso e armazenamento.

§ 2° A estabilidade das solugbes primaria e de trabalho deve ser analisada por meio de uma
diluicdo apropriada levando-se em consideracao a faixa de medic&o do detector.

§ 3° A média das respostas instrumentais provenientes das solu¢cdes em estudo deve ser
comparada com a média daquelas obtidas utilizando-se solucfes recém preparadas do analito e do PI.

§ 4° Caso seja empregado um is6topo estavel como PI, ndo é necessaria a realizagao do estudo
de estabilidade em solucdo do mesmo, desde que comprovada a auséncia de reacbes de troca de
isétopos nas condic8es do estudo de estabilidade.

Art. 42. As solucdes serdo consideradas estaveis quando néo se observar desvio superior a 10%
(dez por cento) de suas respostas em comparagdo com as respostas das solucdes recém preparadas.

Paragrafo Unico. Todas as respostas instrumentais obtidas devem ser incluidas no célculo da
média.

Secédo IX
Métodos em que a matriz bioldgica isenta de analito ndo esta disponivel

Art. 43. Quando a matriz biolégica isenta do analito ndo estiver disponivel, a seletividade pode
ser testada pela comparacao das inclinages de, no minimo, 6 (seis) curvas de adi¢cdo padrdo em 6
(seis) amostras de fontes distintas de matriz bioldgica (contendo um nivel basal do analito) e da curva
padrédo em solugéo ou matriz substituta.

§ 1° O método é considerado seletivo se as inclina¢des das curvas ndo forem significativamente
diferentes.

§ 2° Deve ser definido previamente um modelo estatistico para comparacao das inclinagdes.

Art. 44. Quando a matriz biolégica isenta do analito ndo estiver disponivel, os ensaios de
validagcdo da curva de calibracdo, exatiddo e efeito residual podem ser realizados utilizando padrées
de calibragdo e CQs em solucdo ou matriz substituta, desde que atendido ao disposto no art. 43.

Art. 45. Quando a matriz biolégica isenta do analito ndo estiver disponivel, os ensaios de
validacéo de preciséo e estudos de estabilidade devem ser realizados na mesma matriz biolégica das
amostras em estudo.

Paragrafo Unico. Os estudos de estabilidade devem ser realizados de acordo com um dos
procedimentos a seguir:

| - comparacgao das concentragdes obtidas das amostras recém- preparadas com as obtidas das
mesmas amostras apoés o periodo de estabilidade em estudo; ou

Il - comparacdo com os valores nominais, desde que a matriz seja previamente analisada e o
nivel basal do analito completado a fim de atingir as concentragées do CQB e CQA.

CAPITULO IV
CRITERIOS DE APLICACAO DO METODO VALIDADO

Art. 46. O método aplicado & analise das amostras em estudo deve ser o mesmo método
validado, incluindo a utilizacdo do mesmo anticoagulante, técnica de extracdo e condi¢cbes analiticas.
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Art. 47. Cada corrida analitica das amostras em estudo deve conter:
| - curva de calibracéo;

Il - amostras de CQB, CQM e CQA; e

Il - amostras em estudo de um ou mais voluntarios do estudo.

§ 1° Todas as amostras devem ser processadas como um unico lote.

§ 2° Em estudos de bioequivaléncia/ biodisponibilidade relativa, todas as amostras de um mesmo
voluntario devem ser analisadas numa mesma corrida, com excecéo das amostras de reanalise.

§ 3° O nimero de amostras de CQB, CQM e CQA a ser incorporado em cada corrida analitica
nao deve ser inferior a 5% (cinco por cento) do nimero de amostras em estudo e ndo deve ser inferior
a 6 (seis) CQs, sendo uma duplicata de cada concentracao.

8 4° No caso de corridas de reanalise com amostras diluidas, devem ser incluidas amostras de
CQD.

8§ 5° As amostras de CQB, CQM, CQA e CQD devem ser distribuidas entre as amostras em
estudo de forma balanceada na corrida analitica, sempre em igual nimero de replicatas de cada
concentracao.

§ 6° Caso a curva de calibragdo contemple uma faixa de concentragdo muito ampla em
comparagdo com a concentracdo de todas as amostras dos voluntarios, um controle de qualidade
adicional deve ser incluido na corrida analitica dos voluntarios, para que pelo menos dois CQs estejam
dentro da faixa de concentracfes medidas.

Art. 48. Devem ser consideradas apenas as concentra¢cfes quantificadas entre o LIQ e 0 LSQ.

§ 1° Se os padrbes de calibracao relativos ao LIQ ou LSQ forem reprovados, o LIQ ou LSQ para
esta corrida analitica podem ser considerados os proximos padrdes de calibragdo aprovados.

§ 2° Amostras de concentrag8es superiores ao LSQ devem ser diluidas e reanalisadas.
§ 3° Concentracdes abaixo do LIQ devem ser reportadas como <LIQ.

Art. 49. Para aprovacgédo da corrida analitica, no minimo 67% (sessenta e sete por cento) do total
de CQs e no minimo 50% (cinquenta por cento) dos CQs de cada concentracdo devem apresentar
desvio menor ou igual a 15% (quinze por cento) em relagdo aos seus respectivos valores nominais.

Art. 50. A exatiddo média e a precisdo dos CQs de todas as corridas aprovadas (exatiddo e
precisdo intercorridas) devem ser calculadas para cada nivel de concentracéo.

Paragrafo Unico. Caso a exatiddo média ou a preciséo intercorridas extrapole 15% (quinze por
cento), as causas devem ser investigadas e justificadas, podendo acarretar rejeicdo dos dados.

Art. 51. Para aprovagéo da corrida analitica, sua curva de calibracdo deve atender aos critérios
definidos nos arts. 24, 25 e 26, |.

Paragrafo Unico. Devem ser aprovados, no minimo 6 (seis) padrdes de calibracao de
concentracgdes diferentes, conforme os critérios estabelecidos no art. 25.
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Art. 52. Quando a matriz bioldgica isenta do analito ndo estiver disponivel, para a corrida analitica
das amostras em estudo, devem ser utilizados padrbes de calibracdo e CQs na mesma matriz
empregada na validagéao.

CAPITULO V
REANALISE
Art. 53. As amostras em estudo devem ser reanalisadas quando:
| - apresentarem concentra¢do acima do LSQ;

Il - apresentarem concentracéo entre o LIQ e o padrao de calibracdo adjacente, considerando a
situacao prevista no art. 48, § 19

Il - apresentarem problemas analiticos que impossibilitem ou invalidem a quantificagéo; ou

IV - apresentarem resposta do analito acima do LIQ em amostras do tempo pré-dose, amostras
de grupo placebo e amostras de grupo controle.

Art. 54. Em estudos de bioequivaléncia/ biodisponibilidade relativa, ndo devem ser realizadas
reandlises por motivos farmacocinéticos.

Art. 55. N&do devem ser realizadas reanalises de padrbes de calibracdo e CQs.

Art. 56. Os procedimentos relativos a reanalise devem estar pré-estabelecidos em procedimento
operacional padrao.

CAPITULO VI
DAS DISPOSICOES FINAIS E TRANSITORIAS

Art. 57. Esta resolucdo revogara a Se¢do Métodos Bioanaliticos do Anexo da Resolucédo - RE
899, de 29 de maio de 2003 e alinea "d" do Item 2 do Anexo da Resolugéo - RE 1170, de 19 de abril
de 2006 em de 1° de dezembro de 2012.

§ 1° As empresas ja podem adequar seus procedimentos de acordo com esta Resolugcdo sem
prejuizo da necessidade de observancia da data referida no caput deste artigo.

§ 2° Até a data de 1° de dezembro de 2012 as empresas poderdo protocolar a documentagéo
ainda de acordo com a RE 899/2003 ou poderdo optar por apresentar a documentagdo conforme
previsto nesta Resolucgéo.

§ 3° Na hipétese de optar por apresentar a documentagéo de acordo com esta Resolucao, antes
do prazo obrigatério, a aprovacdo do estudo dependerd da adequacado integral na forma desta
Resolucao.

Art. 58. Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicagéo.

JAIME CESAR DE MOURA OLIVEIRA
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ANEXO IV

RESOLUCAO-RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003
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RESOLUCAO-RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003

O Adjunto da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicéo, que Ihe confere a Portaria n.° 238, de 31 de marc¢o de 2003,

considerando o disposto no art.111, inciso Il, alinea "a" § 3° do Regimento Interno aprovado pela
Portaria n® 593, de 25 de agosto de 2000, republicada ho DOU de 22 de dezembro de 2000,

considerando que a matéria foi submetida a apreciacao da Diretoria Colegiada, que a aprovou
em reunido realizada em 6 de margo de 2003, resolve:

Art. 1° Determinar a publicacdo do "Guia para validacao de métodos analiticos e bioanaliticos"
anexo Art.

2° Fica revogada a Resolucéo RE n° 475, de 19 de marco de 2002.
Art. 3° Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicagéo.

DAVI RUMEL

ANEXO
GUIA PARA VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS METODOS ANALITICOS
1. Consideracdes gerais

1.1. As informacgdes contidas nesse Anexo apresentam as caracteristicas a serem consideradas
durante a validacdo de procedimentos analiticos. O objetivo de uma validacdo € demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacédo qualitativa, semi-quantitativa
e/ou quantitativa de fArmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos.

1.2. Essas informacdes aplicam-se a:

1.2.1. técnicas analiticas que facam uso de métodos de cromatografia gasosa (CG) ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

1.2.2. métodos ndo-cromatogréficos, desde que estes oferecam uma seletividade aceitavel (por
ex. titulometria, espectrofotometria UV-VIS);

1.2.3. testes imunolégicos ou microbiolégicos, desde que observado o grau de variabilidade
usualmente associado a estas técnicas.

1.3. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o0 método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacéo,
exatiddo, adequados a analise.

1.4. Deve-se utilizar substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopéia Brasileira ou, na
auséncia destas, por outros cédigos autorizados pela legislacdo vigente. No caso da inexisténcia
dessas substancias, serd admitido o uso de padrdes de trabalho, desde que a identidade e o teor sejam
devidamente comprovados.

1.5. Para efeito desse guia, considera-se corrida analitica as medi¢8es sucessivas de um mesmo
analito, efetuadas nas mesmas condi¢cdes: método, analista, instrumentacdo, local, condicdes de
utilizacdo e em intervalo de tempo curto entre as medicdes.
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1.6. No caso de metodologia analitica descrita em farmacopéias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada.

1.7. No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada, desde que sejam
avaliados os parametros relacionados a seguir, conforme especificado nas Tabelas 1 e 2.

1.7.1. Especificidade e Seletividade
1.7.2. Linearidade

1.7.3. Intervalo

1.7.4. Preciséo

1.7.5. Limite de detecc¢éo (sensibilidade)
1.7.6. Limite de quantificacdo

1.7.7. Exatidao

1.7.8. Robustez

1.8. No caso da transferéncia de metodologias da matriz para suas subsidiarias no Brasil e/ou
das empresas nacionais para os centro de estudos de equivaléncia farmacéutica, a metodologia sera
considerada validada, desde que sejam avaliados os parametros de precisdo, especificidade e
linearidade. Cépia de toda a documentacéo original da validacdo da metodologia devera ser anexada,
como prova de que a metodologia foi originalmente validada e devera conter, no minimo, todos os
parametros relacionados no item 1.7.

1.9. Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos utilizados na
validacdo devem estar devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e adequadamente
treinados.

1.10. Os testes séo classificados em 4 categorias, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos testes, segundo sua finalidade:

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos

farmacéuticos ou matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e

produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-primas
1l Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberacdo do ativo)

\ Testes de identificacdo
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1.11. Para cada categoria sera exigido um conjunto de testes, relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua finalidade:

Categoria ll
R ) Categoria | Categoria
Parametro Categoria | Ensaio
Quantitativo | I v
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * N&o
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim N&o
Preciséo

Intermediaria * *x N&o i N&o
Limite de deteccéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificacéo N&o Sim N&o * N&o
Exatidéo Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim Nao N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver comprovacao da reprodutibilidade nédo € necessaria a comprovacao da Precisdo
Intermediaria.

1.12. metodologia analitica devera ser revalidada nas seguintes circunstancias:
1.12.1. mudangas na sintese da substancia ativa;

1.12.2. mudancgas na composic¢éo do produto acabado;

1.12.3. mudangas no procedimento analitico.

Determinadas outras mudancas podem requerer validacdo também, dependendo da natureza
das mudancas.

2. Metodologia
2.1. Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradagcédo e componentes da matriz.

2.1.1. Para andlise qualitativa (teste de identificac@o) € necessario demonstrar a capacidade de
selegcdo do método entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve
ser confirmado pela obtencéo de resultados positivos (preferivelmente em relacdo ao material de
referéncia conhecido) em amostras contendo o farmaco, comparativamente com resultados negativos
obtidos com amostras que nao contém o farmaco, mas compostos esruturalmente semelhantes.
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2.1.2. Para analise quantitativa (teor) e analise de impurezas, a especificidade pode ser
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou medicamento)
contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras nhao
contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste nao é afetado por esses materiais. Quando a
impureza ou o padrdo do produto de degradacdo ndo estiverem disponiveis, pode-se comparar 0s
resultados do teste das amostras contendo impurezas ou produtos de degradac@o com os resultados
de um segundo procedimento bem caracterizado (por exemplo metodologia farmacopéica ou outro
procedimento validado). Estas comparacdes devem incluir amostras armazenadas sob condicdes de
estresse (por ex. luz, calor umidade, hidrélise acida/basica, oxidacao).

2.1.3. Em métodos cromatograficos, deve-se tomar as precaucdes necessarias para garantir a
pureza dos picos cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de pico (por exemplo, com auxilio
de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas) sao interessantes para demonstrar
que o pico cromatografico é atribuido a um sé componente.

2.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

2.2.1. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentracdes diferentes. Estas concentragdes devem seguir os intervalos da Tabela 3.

2.2.2. Se houver relacao linear aparente apds exame visual do grafico, os resultados dos testes
deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para determinagdo do coeficiente de
correlagéo, intersec¢do com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da
regressdo linear e desvio padréo relativo. Se ndo houver relagdo linear, realizar transformagéo
matematica.

2.2.3. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagéo (r) deve ser = 0,99.

2.2.4. Deve-se apresentar as curvas obtidas (experimental e a resultante do tratamento
matematico).

2.3. Intervalo O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacéo superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacéo
pretendida do método (Tabela 3). E estabelecido pela confirmacdo de que o método apresenta
exatiddo, precisédo e linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de
substéancias dentro do intervalo especificado.
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Tabela 3. Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de
linearidade para alguns métodos analiticos.

Ensaio Alcance

Determinacdo quantitativa do analito B .
N ) De 80% a 120% da concentracgéo tedrica do
em matérias-primas ou em formas

teste
farmacéuticas
Do nivel de impureza esperado até 120% do
limite méximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicologica ou
Determinacéo de impurezas efeitos farmacoldgicos inesperados, os limites

de quantificagéo e detec¢céo devem ser
adequados as quantidades de impurezas a

serem controladas

) . i De 70% a 130% da concentragéo tedrica do
Uniformidade de contetdo est
este

De * 20% sobre o valor especificado para o
intervalo. Caso a especificacdo para a
Ensaio de dissolugéo dissolucéo envolva mais que um tempo, o
alcance do método deve incluir -20% sobre o

menor valor e +20% sobre o maior valor.

2.4. Precisao

A preciséo é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés niveis.

2.4.1. Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordéncia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentagao.

A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinagdes, contemplando
o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas
cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracao do teste;

2.4.2. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre os resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes.

Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes
com analistas diferentes.

2.4.3. Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados obtidos
em laborat6rios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de
metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopéias. Estes dados ndo
precisam ser apresentados para a concessao de registro.
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A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrao ou desvio padrao
relativo (coeficiente de variacdo) de uma série de medidas.

A precisdo pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacéo
(CV%), segundo a férmula, em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracao do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores
superiores a 5%.

2.5. Limite de Deteccéo

Limite de detecgdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém néo necessariamente quantificado, sob as condicdes experimentais estabelecidas.

2.5.1. O limite de deteccado é estabelecido por meio da analise de solu¢cbes de concentracbes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel;

2.5.2. No caso de métodos ndo instrumentais (CCD, titulacdo, comparacdo de cor), esta
determinacéo pode ser feita visualmente, onde o limite de detec¢do € o menor valor de concentracéo
capaz de produzir o efeito esperado (mudanca de cor, turvacéo, etc).

2.5.3. No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absor¢éo atdmica), a estimativa do limite
de deteccgéo pode ser feita com
base na relacéo de 3 vezes o ruido da linha de base. Pode ser determinado pela equacéo,

DPR:EXIOO

CMD

em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentragdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores
superiores a 5%.

2.5. Limite de Deteccao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém néo necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.

2.5.1. O limite de detecgédo é estabelecido por meio da analise de solu¢des de concentracdes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel,

2.5.2. No caso de métodos nao instrumentais (CCD, titulagdo, comparacdo de cor), esta
determinagéo pode ser feita visualmente, onde o limite de detecgédo € o menor valor de concentragédo
capaz de produzir o efeito esperado (mudanca de cor, turvacéo, etc).

2.5.3. No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorgéo atdmica), a estimativa do limite
de deteccdo pode ser feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de base. Pode ser
determinado pela equacéo,
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_ DPx3
IC

em que: DPa é o desvio padrédo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentragbes do farmaco proximas ao suposto limite de
guantificacéo.

LD

Este desvio padrdo pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da andlise
de um numero apropriado de amostras do branco; IC é a inclina¢do da curva de calibracéo.

2.6. Limite de Quantificacéo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e
exatidao aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas.

O limite de quantificacdo é um par&metro determinado, principalmente, para ensaios
guantitativos de impurezas, produtos de degradagdo em farmacos e produtos de degradagdo em
formas farmacéuticas e é expresso como concentra¢do do analito (por exemplo, porcentagem p/p ou
p/V, partes por milhdo) na amostra.

2.6.1. O limite de quantificacdo € estabelecido por meio da andlise de solu¢des contendo
concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determindvel com preciséo e exatiddo
aceitaveis.

Pode ser expresso pela equacéo,

B DP x10
1C

LD

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentragbes do farmaco proximas ao suposto limite de
quantificacéo.

Este desvio padrao pode ainda ser obtido a partir da curva de calibragcao proveniente da analise
de um apropriado nimero de amostras do branco; IC é a inclinagdo da curva de calibracao.

2.6.2. Também pode ser determinado por meio do ruido.

Neste caso, determina-se o ruido da linha de base e considera-se como limite de quantificacdo
aqguela concentracao que produza relagao sinal-ruido superior a 10:1.

2.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relacdo ao valor verdadeiro.
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Vérias metodologias para a determinacéo da exatiddo estdo disponiveis:
2.7.1. Farmaco

2.7.1.1. aplicando-se a metodologia analitica proposta na andlise de uma substancia de pureza
conhecida (padréo de referéncia);

2.7.1.2. comparagdo dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda
metodologia bem caracterizada, cuja exatiddo tenha sido estabelecida;

2.7.2. Forma Farmacéutica

2.7.2.1. na andlise de uma amostra, na qual quantidade conhecida de farmaco foi adicionada a
uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado);

2.7.2.2. nos casos em que amostras de todos os componentes do medicamento estao
indisponiveis, aceita-se a andlise pelo método de adi¢édo de padrdo, no qual adiciona-se quantidades
conhecidas do analito (padrao de referéncia) ao medicamento.

2.7.3. Impurezas

2.7.3.1. anadlise pelo método de adicdo de padréo, no qual adiciona-se quantidades conhecidas
de impurezas e/ou produtos de degradacdo ao medicamento ou ao farmaco;

2.7.3.2. no caso da indisponibilidade de amostras de certas impurezas e/ou produtos de
degradacgdo, aceita-se a comparacdo dos resultados obtidos com um segundo método bem
caracterizado (metodologia farmacopéica ou outro procedimento analitico validado).

A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade conhecida do analito
adicionado a amostra, ou como diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito,acrescida dos intervalos de confianga.

A exatiddo do método deve ser determinada apés o estabelecimento da linearidade, do intervalo
linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinacdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentragfes, baixa, média e alta,
com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo é expressa pela relagédo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

concentragidao meédia experimental
Exatid30o = - e e e e = X100
concentragao tedrica

2.8. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da robustez.
Constatando-se a susceptibilidade do método a variagdes nas condi¢cdes analiticas, estas deverao ser
controladas e precaugfes devem ser incluidas no procedimento.

A Tabela 4 relaciona os principais pardmetros que podem resultar em variacdo na resposta do
método.
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Tabela 4. Fatores que devem ser considerados na determinacdo da robustez do método
analitico.

*Estabilidade das solugdes analiticas
Preparo das Amostras _
*Tempo de extracao

*Variagao do pH da solugéo
Espectrofotometria *Temperatura

<Diferentes fabricantes de solventes

*Variagao do pH da fase moével

*Variagao na composicao da fase mével
Cromatografia Liquida *Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

*Temperatura

*Fluxo da fase mével

«Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa *Temperatura

*Velocidade do gas de arraste
METODOS BIOANALITICOS
1. Defini¢cdes

Amostra - termo geral que abrange: controles, brancos, amostras processadas e desconhecidas.

Amostra branco - amostra de uma matriz biolégica na qual nenhum analito foi adicionado,
utilizada para avaliar a especificidade do método bioanalitico.

Amostra de Controle de Qualidade (CQ) - amostra de matriz biol6gica adicionada do analito,
usada para monitorar o desempenho de um método bioanalitico e para avaliar a integridade e validade
dos resultados das amostras desconhecidas analisadas numa corrida individual.

Amostra processada - extrato final (anterior a analise instrumental) de uma amostra que foi
submetida a varias manipulacdes (ex.: diluicdo, extracao, concentragao).

Amostra desconhecida - amostra biolégica que € objeto de andlise.

Analito - composto quimico especifico a ser mensurado, podendo ser o farmaco nao-
transformado, biomolécula ou seu derivado, metabdlito ou produto de degradacdo em uma matriz
biologica.

Corrida analitica (ou lote) - conjunto completo de amostras em estudo, com um nuamero
apropriado de padrées e CQs para sua validacdo e que tem sua analise completa nhas mesmas
condicoes.

Especificidade - habilidade do método bioanalitico de medir e diferenciar o analito de
componentes que possam estar presentes na amostra, tais como metabdlitos, impurezas, compostos
de degradacdo ou componentes da matriz.

Estabilidade - parametro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente inalterado
numa dada matriz sob condi¢des especificas, em determinados intervalos de tempo.



104

Exatiddo - representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados e um
valor aceito como referéncia.

Faixa de quantificacéo - corresponde a uma faixa de concentracéo, incluindo o LSQ e o LIQ, que
pode ser confiavel e reprodutivelmente quantificada com exatiddo e precisdo, por meio da relacédo
concentragao-resposta.

Limite de Deteccédo (LD) - menor concentracdo de um analito que o procedimento bioanalitico
consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo.

Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) - menor quantidade de um analito numa amostra que pode
ser determinada quantitativamente com precisdo e exatiddo aceitaveis.

Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) - maior quantidade de um analito numa amostra que
pode ser determinada quantitativamente com preciséo e exatidao.

Linearidade - corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentra¢do da substancia em exame (analito).

Matriz bioldgica - material distinto de origem biolégica, que pode ser amostrado e processado de
modo reprodutivel.

Método - descricdo compreensivel de todos os procedimentos usados em analises de amostras.

Padréo de calibracdo - matriz bioldgica a qual foi adicionada uma quantidade conhecida de
analito. Os padr6es de calibracdo sdo usados para construir a curva de calibragdo, com a qual séo
determinadas as concentracdes do analito nos CQs e nas amostras desconhecidas em estudo.

Padrao Interno (PI) - composto, geralmente com caracteristicas estruturais similares ao analito,
adicionado aos padrbes de calibracdo e amostras em concentragdes conhecidas e constantes, para
facilitar a determinag&o do analito.

Precisao - representa o grau de repetibilidade entre os resultados de andlises individuais, quando
o procedimento é aplicado diversas vezes numa mesma amostra homogénea, em idénticas condi¢bes
de ensaio.

Recuperacao - eficiéncia de extracdo de um método analitico, expressa como a porcentagem da
guantidade conhecida de um analito, obtida da comparagdo dos resultados analiticos de amostras
branco acrescidas de padréo e submetidas ao processo de extragao, com os resultados analiticos de
solugbes padrdo nao extraidas.

Reprodutibilidade - precis@o entre dois laboratérios. Também representa a precisdo do método
sob as mesmas condi¢cfes operacionais, hum curto periodo de tempo.

Validagéo parcial - modificagdo no método bioanalitico validado que n&o requer a necessidade
de uma revalidacao total.

Validacdo total - estabelecimento de todos os parametros de validacdo de um método
bioanalitico, apliciveis & analise das amostras.

2. Considerag0fes gerais

2.1. As informacdes contidas neste guia aplicam-se a métodos bioanaliticos, tais como
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e estas combinadas com
espectrometria de massa (MS) tais como LC-MS, LC-MS-MS, CGMS, CG-MS-MS, utilizados na
determinacdo quantitativa de farmacos e/ou metabdlitos em matrizes bioldgicas, tais como sangue,
soro, plasma ou urina. Também se aplica a outras técnicas analiticas, tais como métodos
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microbiolégicos e imunolégicos, ou para outras matrizes biolégicas, embora, nestes casos, pode-se
observar um alto grau de variabilidade.

2.2. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar precisdo, exatidao, linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacéo, especificidade,
reprodutibilidade, estabilidade e recuperacédo adequadas a analise. Desse modo, é importante ressaltar
que todos os equipamntos e materiais devem apresentar-se devidamente calibrados e os analistas
devem ser qualificados e adequadamente treinados.

2.3. Deve-se utilizar substancias quimicas de referéncia e /ou padrdes biolégicos oficializados
pela Farmacopéia Brasileira ou por outros cédigos autorizados pela legislacéo vigente. Serdo admitidos
estudos utilizando padrdes secundarios desde que seja comprovada sua certificagédo, na auséncia de
substancias quimicas de referéncia e/ou padrdes biologicos farmacopéicos.

2.4. Para os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia deve-se utilizar padréo
interno, sempre que métodos cromatogréficos forem utilizados. Deve-se justificar a impossibilidade de
sua utilizag&o.

2.5. Deve ser realizada validagéo total antes da implementacéo de um método bioanalitico para
a quantificagdo de um farmaco e/ou metabdlitos.

2.6. Devem ser realizadas validacdes parciais quando ocorrerem modificagbes no método
bioanalitico ja validado. Os ensaios de validac¢é@o parcial podem ser desde uma pequena determinacgéo,
como a determinacédo da exatiddo e precisdo intra-ensaio, até proximo de uma validagdo total. As
mudancas tipicas que podem requerer uma validacéo parcial incluem, entre outras:

2.6.1. transferéncias de métodos entre laboratérios e analistas;

2.6.2. mudancas na metodologia analitica, por exemplo, substituicdo do sistema de detecc¢éo;
2.6.3. mudanca de anticoagulante na coleta das amostras;

2.6.4. mudanca de matriz, por exemplo, de plasma para urina;

2.6.5. mudanca no procedimento de preparacdo da amostra;

2.6.6. mudancas relevantes na faixa de concentragéo;

2.6.7. mudancas de instrumentos e/ou "softwares";

2.6.8. demonstracao de seletividade do analito na presenca de medica¢cfes concomitantes;
2.6.9. demonstracao de seletividade do analito na presenca de metabdlitos especificos.

2.7. A avaliacdo da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento do
método. Constatando-se suscetibilidade a variacdes nas condi¢Bes analiticas, estas deverdo ser
adequadamente controladas ou precaucdes deverdo ser incluidas no procedimento. Exemplos de
variacoes:

2.7.1. estabilidade das solug8es analiticas.
2.7.2. tempo de extracdo. Variacbes tipicas em cromatografia liquida:

2.7.3. influéncia da variagcdo de pH da fase moével.
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2.7.4. influéncia da variacédo da composicao da fase mével.

2.7.5. diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes).

2.7.6. temperatura.

2.7.7. velocidade de fluxo. Variag6es tipicas em cromatografia gasosa:
2.7.8. diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes);

2.7.9. temperatura;

2.7.10. velocidade de fluxo.

3. Validagéo pré - estudo

3.1. Especificidade

3.1.1. Deve-se analisar amostras da matriz biolégica (sangue, plasma, soro, urina, ou outra)
obtidas de seis individuos, sendo quatro amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada, sob
condicdes controladas referentes ao tempo, alimentacdo e outros fatores importantes para o estudo.
Cada amostra branco deve ser testada utilizando o procedimento e as condigbes cromatograficas
propostas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos com solu¢do aquosa do analito,
em concentracao proxima ao LIQ.

3.1.2. Qualguer amostra branco que apresentar interferéncia significativa no tempo de retencao
do farmaco, metabdlito ou padrdo interno, deve ser rejeitada. Caso uma ou mais das amostras
analisadas apresentarem tal interferéncia, novas amostras de outros seis individuos devem ser
testadas. Caso uma ou mais das amostras deste grupo apresentarem interferéncia significativa no
tempo de retencdo do farmaco, o0 método deve ser alterado visando elimina-la.

3.1.3. Os interferentes podem ser componentes da matriz biolégica, metabdlitos, produtos de
decomposicdo e medicamentos utilizados concomitantemente ao estudo. A interferéncia da nicotina,
cafeina, produtos de venda isenta de prescricdo e metabdlitos deve ser considerada sempre que
necessario.

3.1.4. Caso o0 método seja destinado a quantificacdo de mais de um farmaco, cada um deve ser
injetado separadamente para determinar os tempos de retencao individuais e assegurar que impurezas
de um farmaco nao interfiram na andlise do outro.

3.1.5. Aresposta de picos interferentes no tempo de retencéo do farmaco deve ser inferior a 20%
da resposta do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco e do padréo
interno devem ser inferiores, respectivamente, a 20% e 5% da resposta na concentracdo utilizada.

3.2. Curva de calibragéol/linearidade

3.2.1. A curva de calibracdo representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a
concentracao conhecida do analito Deve-se gerar uma curva de calibragcao para cada farmaco e corrida
analitica, a qual serd usada para calcular a concentracdo do farmaco nas amostras, utilizando-se a
mesma matriz bioldgica proposta para o estudo. A curva de calibragéo deve incluir a analise da amostra
branco (matriz bioldgica isenta de padrédo do farmaco e do padrdo interno), da amostra zero (matriz
biolégica mais o padréo interno) e de, no minimo, 6 (seis) amostras contendo padrdao do farmaco e
padrdo interno, contemplando o limite de variacdo esperado, do LIQ até 120% da concentracdo mais
alta que se pretende analisar.

3.2.2. Para a determinacdo da curva de calibracdo, deve-se analisar amostras extraidas da
matriz apropriada, no minimo 6 (seis) concentracdes diferentes. Procedimentos alternativos devem ser
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justificados, como na obtencdo de uma correlacdo nao-linear, em que um maior nimero de
concentracdes de padrbes serdo necessarios.

3.2.3. Os resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados como, por
exemplo, o célculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Deve-se apresentar as
curvas obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico), o coeficiente de correlacéo
linear, o coeficiente angular e o intercepto da reta.

3.2.4. Critérios de aceitacdo da curva de calibracéo:

3.2.4.1. desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relacdo a concentracdo nominal para
o LIQ;

3.2.4.2. desvio menor ou igual a 15 % (quinze por cento) em relagcdo a concentragdo nominal
para as outras concentra¢des da curva de calibracao;

3.2.4.3. no minimo quatro de seis concentra¢des da curva de calibracdo devem cumprir com 0s
critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva de calibragéo;

3.2.4.4. o coeficiente de correlacéo linear deve ser igual ou superior a 0,98.
3.3. Preciséo

3.3.1. A repetibilidade do método € verificada utilizando-se, no minimo, 3 (trés) concentragfes
(baixa, média e alta), contemplando a faixa de variagcdo do procedimento, realizando-se, no minimo, 5
(cinco) determinagdes por concentracao.

3.3.2. A precisdo deve ser determinada em uma mesma corrida (precisédo intra-corrida) e em
corridas diferentes (precisao intercorridas).

3.3.3. Pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%),
nao se admitindo valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual se admite valores menores
ou iguais a 20%, segundo a férmula:

DP
DPR = X100
CMD

onde, D P é o desvio padrdo e C M D, a concentragdo média determinada.
3.4. Exatidao

3.4.1. A exatiddo do método deve ser determinada utilizando-se, no minimo, 3 (trés)
concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variacdo do procedimento, realizando-
se, no minimo, 5 (cinco) determinagdes por concentragao.

3.4.2. A exatidao deve ser determinada em uma mesma corrida analitica (exatid&o intra-corrida)
e em corridas diferentes (exatiddo inter-corridas).

3.4.3. O desvio ndo deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificacdo, para o qual se
admite desvios menores ou iguais a 20%.
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3.4.4. A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

concentracao media experimental

Exatidao = x 100
concentracao tedrica

3.5. Limite inferior de quantificacdo (LIQ)

3.5.1. Estabelecido por meio da analise de matriz biolégica contendo concentragdes
decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificavel com precisdo e exatidao aceitaveis.

3.5.2. Pode-se, também, utilizar a razao de 5:1 entre o sinal e o ruido da linha de base, devendo-
se especificar o método utilizado para determinacédo do LIQ.

3.5.3. O LIQ deve ser, no minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia da amostra
branco no tempo de retencao do farmaco.

3.5.4. O pico de resposta do farmaco no LIQ deve ser identificavel e reprodutivel com preciséo
de 20% (vinte por cento) e exatiddo de 80 - 120 % (oitenta a cento e vinte por cento), através da analise
de, no minimo, 5 (cinco) amostras de padrdes.

3.6. Limite de deteccao (LD) Estabelecido por meio da anélise de solu¢des de concentracdes
conhecidas e decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectavel. Recomenda-se que o LD seja de
2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base.

3.7. Recuperacgéo A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacéo do analito e do padréo interno
préximos a 100% sao desejaveis, porém, admite-se valores menores, desde que a recuperacao seja
precisa e exata.

3.7.1. Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de linearidade do
método, com os resultados obtidos com solu¢gbes padrdo ndo extraidas, que representam 100% de
recuperacao.

3.7.2. O calculo da recuperacéo deve ser feito em funcédo da relagao de area do padréo extraido
e nao extraido, tanto para o analito quanto para o padrao interno separadamente.

3.8. Controle de qualidade (CQ)

3.8.1. CQ do limite inferior de quantificacdo (CQ-LIQ): mesma concentracéo de LIQ.

3.8.2. CQ de baixa concentracédo (CQB): menor ou igual 3 x LIQ.

3.8.3. CQ de média concentragdo (CQM): aproximadamente a média entre CQB e CQA

3.8.4. CQ de alta concentracdo (CQA): 75 a 90% da maior concentracdo da curva de calibracgéo.
3.9. Estudo de estabilidade do farmaco em liquidos bioldgicos:

3.9.1. Consideracfes especificas relevantes
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Para a realizacao do estudo de estabilidade devem ser observados os parametros de exatidao,
precisdo, linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, especificidade, limite de variacdo e
robustez, previamente validados.

A estabilidade do farmaco em liquidos biolégicos depende de suas propriedades quimicas, da
matriz biolégica e do material de acondicionamento utilizado. A estabilidade determinada para um tipo
de matriz e de material de acondicionamento especifico ndo pode ser extrapolada para outros.

As condic8es de realizacdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais condicdes de
manuseio e andlise das amostras. Deve ser avaliada a estabilidade do analito durante a coleta e
manuseio da amostra, apds armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duracdo (a
temperatura ambiente), ap6s ciclos de congelamento e descongelamento e nas condi¢cdes de analise.
Deve-se incluir também avaliacdo da estabilidade do analito nas solug6espadrdo, preparadas com
solvente apropriado em concentra¢des conhecidas.

As determinagBes de estabilidade devem utilizar um conjunto de amostras, preparadas a partir
de uma solugdo estoque recente do farmaco em analise, adicionado a matriz biolégica isenta de
interferéncia.

3.9.2. Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Deve-se testar a estabilidade do farmaco apos trés ciclos de congelamento e descongelamento,
utilizando-se, no minimo, trés amostras das concentra¢des baixa e alta determinadas na validagéo do
método analitico, nas seguintes condi¢cdes: as amostras devem ser congeladas a temperatura indicada
para o armazenamento e mantidas por 24 horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as amostras devem ser novamente
congeladas a temperatura indicada para o armazenamento, por 12 a 24 horas e, assim
sucessivamente, até contemplar os trés ciclos, quantificando-se o fArmaco nas amostras apés o terceiro
ciclo. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da anélise das amostras recém-
preparadas.

3.9.3. Estabilidade de curta duragdo Para verificagdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo,
trés amostras das concentra¢ces baixa e alta determinadas na validacdo do método analitico. Cada
uma delas deverd permanecer a temperatura ambiente de 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro) horas
(baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas a temperatura ambiente) e
analisadas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da anélise das amostras recém-
preparadas.

3.9.4. Estabilidade de longa duracéo

3.9.4.1. O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa duragédo deve
exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a andlise da Ultima,
de acordo com o cronograma apresentado no protocolo de estudo de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia.

3.9.4.2. A temperatura utilizada no ensaio deve reproduzir a recomendada para armazenamento
das amostras, normalmente igual a -20 °C.

3.9.4.3. Para verificacdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés amostras das
concentracdes baixa e alta determinadas na validagao do método analitico. As concentracfes de todas
as amostras de estabilidade devem ser comparadas com a média dos valores anteriormente calculados
para as amostras do primeiro dia do teste.

3.9.5. Estabilidade pés-processamento

Em caso de utlizacdo de equipamentos que empregam sistemas automaticos de
amostragem/injecado, deve-se realizar estudo de estabilidade do farmaco, na amostra processada para
andlise, incluindo o adrédo interno, na temperatura sob a qual o teste sera realizado e por periodo de
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tempo superior a duracéo da corrida analitica. Utiliza-se, no minimo, trés amostras das concentracdes
baixa e alta determinadas na validagédo do método analitico. Os resultados devem ser comparados com
aqueles obtidos da andlise das amostras recém-preparadas.

3.9.6. Estabilidade das solucBes-padréo

3.9.6.1. Deve ser avaliada a estabilidade das solu¢des-padréo do farmaco e do padrao interno,
mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas apés preparacao.

3.9.6.2. Em caso de tais solu¢cbes serem armazenadas sob refrigeracdo ou congelamento, a
estabilidade também deve ser avaliada, contemplando a temperatura e o periodo de armazenamento
das mesmas.

3.9.6.3. Os resultados desse teste devem ser comparados com aqueles obtidos utilizando-se
solucdes recentemente preparadas do farmaco e do padréo interno.

3.9.7. Andlise dos resultados

As amostras serdo consideradas estaveis quando ndo se observar desvio superior a 15% do
valor obtido das amostras recém-preparadas, com excec¢édo do LIQ, para o qual se aceita desvio de até
20%. Qualquer que seja o método estatistico utilizado para avaliar os resultados dos estudos de
estabilidade, este deverd estar descrito claramente no procedimento operacional padrdo (POP). 4.
Critérios de aplicacdo do método bioanalitico validado

4.1. A andlise de todas as amostras de um analito em matriz biolégica deve ser concluida dentro
do periodo de tempo para o qual a estabilidade tenha sido determinada.

4.2. Uma corrida analitica deve conter: amostras de CQ, padrdes de calibracdo e amostras
desconhecidas de um ou mais vo- luntarios do estudo. E preferivel que todas as amostras de um
mesmo voluntério sejam analisadas numa Unica corrida.

4.3. Nao é permitido estimar a concentragcao das amostras através de extrapolacdo da curva de
calibracdo abaixo do LIQ ou acima do maior padrdo. Em vez disso, a curva deve ser redefinida ou as
amostras de concentragdes superiores devem ser diluidas e reanalisadas.

4.4. No uso rotineiro do método analitico validado, sua precisdo e exatiddo devem ser
monitoradas regularmente para assegurar a continuidade do desempenho satisfatério. Para atingir este
objetivo, amostras de CQ devem ser analisadas juntamente com as demais amostras, em cada corrida
analitica.

4.5. As amostras de CQ devem ser incorporadas em intervalos adequados, dependendo do
namero total de amostras da corrida, sempre em igual nimero de replicatas de cada concentragcao
(CQB, CQM e CQA).

4.6. O nimero de amostras de CQ (em mudltiplos de trés) a ser incorporado em cada corrida
analitica ndo deve ser inferior a 5% (cinco por cento) do nimero de amostras desconhecidas. Para
corridas analiticas constituidas de até 120 amostras, pelo menos 6 (seis) CQs (uma duplicata de cada
concentracdo) devem estar presentes.

4.7. Os resultados das amostras de CQ servirdo de base para aceitacdo ou rejeicdo da corrida
analitica. No minimo, 67% (quatro de seis) das amostras de CQ devem estar dentro de mais ou menos
15% dos seus respectivos valores nominais, exceto para o LIQ, para o qual se admite desvios menores
ou iguais a 20%; 33% (duas de seis) amostras de CQ podem estar fora destes limites, mas nédo para a
mesma concentracao.



