e S A

NEUROCIENCIAS

©
=
o
=
O

Estudo de bioequivaléncia entre duas
formulacoes contendo oxalato de
escitalopram

Bioequivalence trial between two escitalopram oxalate
20mg coated tablet formulations

Estudo de bioequivalencia entre dos formulaciones de
oxalato de escitalopram

Carlos Sverdloff!, Camila Leles Guimaraes?,
Vinicius Marcondes Rezende3, Amanda Hayashi Yamanouchi#,
Camila Kaori Aihara®, Marcela Ferreira®, Ana Cristina Mazuqueli’,
Thiago de Oliveira Monaco?8, Fernando Bastos Canton Pacheco?

1.ATCGen. Campinas-SP, Brasil. Orcid: https://orcid.org/0000-0001-8676-5431

2.MAGABI Pesquisas Clinicas e Farmacéuticas Ltda. Itapevi-SP, Brasil. Orcid: https://orcid.org/0000-
0002-0116-2517

3.ATCGen. Campinas-SP, Brasil. Orcid: https://orcid.org/0000-0002-6586-0496

4.ATCGen. Campinas-SP, Brasil. Orcid: https://orcid.org/0000-0002-2195-5012

5.Eurofarma Laboratorios S.A. Itapevi-SP, Brasil. Orcid: https://orcid.org/0000-0002-7754-8950

6.CAEP - Centro Avancado de Estudos e Pesquisas Ltda. Campinas-SP, Brasil. Orcid:
https://orcid.org/0000-0003-4013-6511
7.CAEP - Centro Avancado de Estudos e Pesquisas Ltda. Campinas-SP, Brasil. Orcid:

https://orcid.org/0000-0001-9240-3613

8.Eurofarma Laboratodrios S.A. Itapevi-SP, Brasil. Orcid: https://orcid.org/0000-0001-8538-5023

9.CAEP - Centro Avangado de Estudos e Pesquisas Ltda. Campinas-SP, Brasil. https://orcid.org/0000-
0001-9383-3244

Resumo

Objetivo. Avaliar bioequivaléncia entre a formulacdo de oxalato de escitalopram Eurofarma
vs Lexapro® comprimidos revestidos de 20 mg em voluntarios saudaveis sob condicGes de
jejum. Método. Estudo aberto, randomizado, dose Unica, 2x2 cruzado em 36 participantes
adultos sadios sob condigbes de jejum comparando duas formulagdes de escitalopram
comprimido revestido. As concentragdes do analito em plasma humano foram determinadas
utilizando um método validado de cromatografia liquida acoplada ao detector de
espectrometria de massas (LC-MS/MS). Resultados. A andlise estatistica determinou a média
geométrica da razao entre teste/referéncia, os intervalos de confianca, coeficiente de variacao
intra-sujeito e poder do teste para os parametros farmacocinéticos Cmax, ASCo-t, € ASCop-0. OS
intervalos de confianca para a média geométrica (90%CI) do medicamento teste/medicamento
referéncia para escitalopram foram 94,626 a 104,087% para Cmax, 92,006% a 97,992% para
ASCo-t, € 89,949% a 96,600% para ASCo... O poder do teste foi de 100% para todos os
parametros e os CV intra-sujeito foram 10,035% para Cmax, 6,628% para AUCo-t, € 7,504%
para AUCo.».. Conclusdo. As formulagdes apresentaram-se bioequivalentes e, portanto, sdo
intercambiaveis, de acordo com os critérios brasileiros, uma vez que os intervalos de confianca
para as razdes de Cmax € AUCo.t estiveram entre 80% e 125%, como requerido pela resolugdo
Anvisa RE n® 1170/2006.

Unitermos. Escitalopram; bioequivaléncia; HPLC; LC-MS/MS; antidepressivo

Abstract

Objective. To evaluate the bioequivalence between 20 mg escitalopram oxalate Eurofarma vs
Lexapro® coated tablets in healthy subjects under fast conditions. Method. An open label,
monocentric, randomized, 2x2 crossover study in 36 healthy adults under fasting conditions
comparing two formulations of escitalopram coated tablets. Analyte concentrations in human
plasma were determined using a validated liquid chromatography with a tandem mass
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spectrometer detector method (LC-MS/MS). Results. Statistical analysis has determined
geometric mean of test/reference ratio, confidence intervals, coefficient of variation intra-
subject and power of the test to the pharmacokinetic parameters Cmax, AUCo-t, and AUCy-. The
geometric mean ratio (90%CI) of the test drug/reference drug for escitalopram were 94.626
to 104.087% for Cmax, 92.006% to 97.992% for AUCo-t, and 89.949% to 96.600% for AUCo-c.
Power of the test was 100% for all parameters and intra CV were 10.035% for Cmax, 6.628%
for AUCo.t, and 7.504% for AUCy-». Conclusion. Both formulations are bioequivalent and,
therefore, they are interchangeable, according to the Brazilian criteria, since confidence
intervals for Cmax and AUCo-t ratios were within 80% and 125%, according to Anvisa resolution
RE n° 1170/2006.

Keywords. escitalopram, bioequivalence, HPLC, LC-MS/MS, antidepressive

Resumen

Objetivo. Evaluar la bioequivalencia entre la formulacion de oxalato de escitalopram de
Eurofarma vs Lexapro® 20 mg comprimidos recubiertos en voluntarios sanos en ayunas.
Método. Estudio abierto, aleatorizado, de dosis Unica, cruzado 2x2 en 36 participantes adultos
sanos en ayunas que compard dos formulaciones de comprimidos recubiertos de escitalopram.
Las concentraciones de analitos en plasma humano se determinaron utilizando un método
validado de cromatografia liquida acoplada al detector de espectrometria de masas (LC-
MS/MS). Resultados. El analisis estadistico determind la media geométrica de la relacion de
las medicaciones de prueba/referencia, los intervalos de confianza, el coeficiente de variacion
dentro del sujeto y el poder del test para los parametros farmacocinéticos Cmax, AUCO-t y
AUCO-o0. Los intervalos de confianza para la media geométrica (IC del 90 %) del farmaco de
prueba/farmaco de referencia para escitalopram fueron de 94,626 a 104,087 % para Cmax,
de 92,006 % a 97,992 % para AUCO-t y de 89,949 % a 96,600 % para AUCO-co. El poder del
test fue de 100 % para todos los parametros y los CV intra-sujeto fueron de 10,035 % para
Cmax, 6,628 % para AUCO-t y 7,504 % para AUCO-o. Conclusion. Las formulaciones
demostraron ser bioequivalentes y, por lo tanto, intercambiables, de acuerdo con los criterios
brasilefios, ya que los intervalos de confianza para las relaciones Cmax y AUCO-t estaban entre
80% y 125%, como lo exige la resoluciéon Anvisa RE n® 1170/2006.

Palabras clave. Escitalopram, bioequivalencia, HPLC, LC-MS/MS, antidepresivo
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INTRODUCAO

O oxalato de escitalopram é um sal de escitalopram, um
S-enantiomero puro derivado do citalopram racémico; possui
atividade antidepressiva, sendo utilizado para tratamento de
depressdo e distlrbio de ansiedade generalizada. Como um
inibidor seletivo da recaptacao de serotonina (ISRS), o
escitalopram bloqueia o transportador de serotonina,
diminuindo a recaptacdo de serotonina pelos neurbnios do

sistema nervoso central (SNC) e potencializando a atividade
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serotoninérgica do SNC!. O Escitalopram também se
diferencia de outros ISRSs pela acao alostérica em seu alvo
- este pode ser o mecanismo responsavel por sua eficacia
superior observada e inicio mais rapido em comparagao com
outros ISRS2,

O escitalopram foi desenvolvido por Lundbeck e Forest
Laboratories para tratamento de depressao baseado no
conhecimento prévio disponivel de citalopram, que permitiu
um desenvolvimento em curto periodo. O inicio do
desenvolvimento foi em 1997 e dois anos depois 0s primeiros
pacientes estavam participando dos estudos clinicos que
seriam utilizados prover documentacao para autorizagao de
comercializacao®. O processo resultou em aprovacao pelo
FDA em 14/08/2002%. No Brasil, o medicamento Lexapro®,
reconhecido como medicamento referéncia pela ANVISA até
o momento atual, foi registrado como antidepressivo em
18/09/2002 e foi incluido como substancia controlada na
lista C1 da portaria SVS/MS n.° 344/98 em 28/01/2003>5,

Este estudo teve como objetivo avaliar
comparativamente a biodisponibilidade de dois produtos
contendo oxalato de escitalopram, na forma de comprimido
revestido de 20mg, a fim de determinar se sao
bioequivalentes, visando a obtencao e/ou renovacao do
registro como medicamento genérico e/ou similar para o

produto teste.
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METODO
Formulacoes do estudo

O medicamento teste, oxalato de escitalopram, 20mg,
comprimido revestido, foi fabricado por Eurofarma
Laboratérios S/A. O medicamento referéncia utilizado no
estudo foi Lexapro® (oxalato de escitalopram, 20mg,
comprimido revestido), fabricado e registrado no Ministério

da Saude do Brasil por Lundbeck Brasil Ltda.

Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram selecionados
através do banco de dados do centro de pesquisas e
convidados para participar de uma palestra, na qual foram
informados sobre o processo de selecao para o estudo e
decidiram voluntariamente participar do estudo; cada um
dos participantes assinou o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) aprovado previamente pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP em conjunto com o protocolo de estudo (009/2011
— CAAE 1042.146.000-11).

Inicialmente, foram selecionados e randomizados 36
participantes da pesquisa sadios de ambos o0s sexos,
conforme os critérios de inclusdo e exclusao determinados
no protocolo. No entanto, por motivos de exclusoes,
desisténcias e intercorréncias na etapa analitica, um total de
26 participantes da pesquisa foram incluidos na analise

estatistica.
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Todos os participantes retirados da anadlise estatistica
nao finalizaram o estudo devido a critérios pré-
estabelecidos: 3 por vomito, 2 por diarreia, 4 por motivos
pessoais (descontinuacao da participagcao no estudo) e um
por ter violado os critérios de protocolo (utilizacdo de

medicagcao concomitantes proibida).

Desenho do estudo

Estudo de biodisponibilidade relativa, monocéntrico,
aberto, aleatorizado, cruzado (crossover 2x2), com dois
periodos, dois tratamentos (medicamento teste = T e
medicamento referéncia = R), duas sequéncias (RT e TR),
balanceado, de unica dose, comparando duas preparacoes
contendo 20mg de oxalato de escitalopram, comprimido
revestido, em voluntarios de ambos os sexos, adultos,

saudaveis, em condicdes de jejum.

Administracao da medicacao

A administracdo dos medicamentos teste ou referéncia
foi realizada no periodo da manha (aproximadamente as
07:00), apds periodo de jejum de, no minimo, oito horas. A
administracao da medicacao foi realizada sob condicoes de
jejum conforme requerido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria’. O intervalo entre as administracdes dos
medicamentos para cada participante de pesquisa foi de 2
minutos.

Os participantes receberam, em cada um dos periodos

de internacao, um comprimido revestido contendo 20mg de
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oxalato de escitalopram, administrado por via oral em
esquema de dose Unica, com 200mL de agua mineral a

temperatura ambiente.

Coletas de sangue

Foram coletadas as amostras de sangue dos
participantes antes da administracao - 01:00 (basal) e
01:00, 02:00, 02:20, 02:40, 03:00, 03:20, 03:40, 04:00,
04:20, 04:40, 05:00, 05:30, 06:00, 08:00, 10:00, 12:00,
16:00, 24:00, 48:00 e 72:00 apds administracao, utilizando

EDTA como anticoagulante.

Processamento de amostras biolégicas

Imediatamente apds as coletas, as amostras de sangue
foram centrifugadas a 3.500rpm por 10min a 4°C. O plasma
foi separado e transferido para dois tubos criogénicos
previamente identificados para o congelamento em ultra
freezer (-700C).

Quantificacao de escitalopram em plasma
Validagcdo do método

A validacdo do método bioanalitico para quantificacao
de escitalopram em plasma humano utilizando difenidramina
como padrdo interno e anticoagulante EDTA através de
extragcao precipitacao com acetronitrila e cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas foi realizada
atendendo aos critérios de aceitacao para seletividade, curva

de calibracao, precisao, exatidao, efeito residual, efeito
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matriz e testes de estabilidade em solucao e em matriz
bioldgica.

As condigbes cromatograficas adotadas para a
validacdo e quantificacdo das amostras de voluntarios
incluiram uso de coluna cromatografica ACE 5, C8, 5um
(50x4,6mm i.d.), com pré-coluna Gemini, Phenomenex,
C18, 5um (4x30mm i.d.), mantidas a 40°C. As amostras
foram mantidas a 6°C no amostrador automatico durante
toda a analise instrumental. A fase movel utilizada consistiu
em mistura metanol/agua (55/45; v/v) contendo 2,5mM de
acido férmico, em fluxo de 1,0mL/min. O volume de injecao
foi 20uL e tempos de retencao de 1,05+0,16 min para o
analito e 1,15+0,17 min para o padrao interno, sendo 2min
o tempo de corrida.

O método apresentou-se linear entre as concentragoes
de 0,400ng/mL e 40,000ng/mL seguindo um modelo linear

A\ /4

de resposta, com equacao y=a+bx[1/x], onde “y” é a
resposta, “x” € a concentracdo do analito e “1/x” a
ponderacgao selecionada.

O limite inferior de quantificacao (LIQ) estabelecido
para o método foi de 0,400ng/mL e as amostras de controle
de qualidade validadas foram 1,200ng/mL, 16,000ng/mL e
32,000ng/mL.

Os parametros validados estdo apresentados na Tabela
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Tabela 1. Resumo dos parametros validados do método bioanalitico.

Analito Escitalopram
Padrdo interno Difenidramina
Matriz bioldgica Plasma Humano
Anticoagulante EDTA
Linearidade 0,400 ng/mL a 40,000 ng/mL
Equacgado da curva y = a+ bx [1/x]
Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) 0,400 ng/mL
Controle de Qualidade Baixo (CQB) 1,200 ng/mL
Controle de Qualidade Médio (CQM) 16,000 ng/mL
Controle de Qualidade Alto (CQA) 32,000 ng/mL
Tempo de Estabilidade pds processamento 65 horas
Ciclos de congelamento e descongelamento 3 ciclos
Tempo de estabilidade de curta duragao 17 horas
Tempo de estabilidade de longa duracdo 112 dias

Estabilidade

Os testes de estabilidade foram conduzidos em plasma
nas concentracoes de 1,200ng/mL e 32,000ng/mL e
cumpriram com os critérios de aceitacao quando as amostras
foram submetidas a 17 horas a temperatura ambiente
(estabilidade de curta duracao), 65 horas apds o término de
extracao das amostras (estabilidade pds processamento), 3
ciclos de congelamento e descongelamento e 112 dias de

longa duracao a -70°C.

Solugdes padrao e reagentes

Os reagentes utilizados incluiram dagua deionizada
obtida por equipamento de purificagao Millipore, metanol
grau HPLC (Carlo Erba), acetonitrila grau HPLC (Carlo Erba),
acido formico grau analitico (Carlo Erba) e 4&cido
trifluoroacético grau analitico (Mallinckrodt).

Foram utilizados os padroes de referéncia oxalato de
escitalopram (Shangai Pharmatech - China) como analito e

dimenidrinato (USP - EUA) como padrao interno para
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preparo das solugdes padrao primarias em metanol/agua
(50:50; v/v).

Quantificacdao de compostos nas amostras biologicas

Os compostos foram extraidos das amostras de plasma
humano e quantificados por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS/MS) utilizando o
equipamento API 5500 (Sciex/Applied Biosystems),
equipado com fonte de ionizacao electrospray em modo
positivo (ESP+) e detectando analito e padrao interno
utilizando MRM com as transicoes m/z 325,3>109,0 e

256,2>165,1, respectivamente.

Softwares utilizados

Para o calculo das concentragcdes das amostras na etapa
analitica, foi utilizado o software Analyst versao 1.4.2.

O software WinNonlin™ versdo 5.3 e o pacote Microsoft
Office versao 2007 foram utilizados para realizar as analises

estatisticas.

RESULTADOS
Populacao do estudo

O estudo foi concluido com 26 participantes adultos
sadios, com idades entre 19 e 48 anos e com indice de massa
corporal (IMC) entre 18,86 e 29,72kg/m?2, conforme os

critérios de inclusdo e exclusdao determinados no protocolo.
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Analise farmacocinética e estatistica

Os parametros farmacocinéticos Cmax, ASCo-t, ASCo-w
foram determinados utilizando o software WinNonlin™
versao 5.3 e o pacote Microsoft Office versao 2007.

Os parametros farmacocinéticos estdao apresentados
nas Tabelas 2, 3 e 4; e as concentragcdes meédias de
escitalopram ao longo do tempo para cada formulacao estao
apresentadas na Figura 1. Nota-se que as médias aritméticas
das razdes ASCo-t, ASCo- (referéncia=0,838, teste=0,848)
sao maiores que 80%, tanto para o medicamento teste como
para o referéncia, apesar do calculo ter sido feito com

truncamento em 72h, conforme preconizado pela legislagcao8.

Tabela 2. Médias geométricas dos parametros farmacocinéticos calculados para as
formulagdes Teste (Eurofarma) e Referéncia (Lexapro®) (n=26).

T1/2 Tmax Cmax ASCo-t ASCo-inf Asco-t/Asco-inf
Teste 25,112 3,013 23,702 587,666 698,999 0,841
Referéncia 26,507 3,172 23,923 615,858 744,007 0,828

Unidades: T (h), Cmax (ng/mL), ASC (ng* h/mL).

Tabela 3. Médias aritméticas dos parametros farmacocinéticos calculados para as
formulagdes Teste (Eurofarma) e Referéncia (Lexapro®) (n=26).

Ti/2 Tmax Crmax ASCo-t ASCo-inf ASCo-t/ ASCo-inf
Teste 26,762 3,218 24,525 619,168 771,042 0,848
Referéncia 28,826 3,391 24,629 652,461 844,541 0,838

Unidades: T (h), Cmax (ng/mL), ASC (ng* h/mL).

Rev Neurocienc 2023;31:1-16.
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Tabela 4. Média Geométrica, IC (90%), CV e poder do teste para a razédo
(Teste/Referéncia) das médias de Cmax, ASCo-t, ASCo-». Dados transformados em
logaritmo natural.

Razao Média Geométrica IC CV (%) Poder do Teste

(teste / referéncia) (%) (90%) Intra (%)

Crmax 99,244 94,626 - 10,035 100
104,087

ASCo-t 94,952 92,006 - 6,628 100
97,992

ASCo-w 93,215 89,949 - 7,504 100
96,600

A média da concentragdo maxima Cmax Obtida para o medicamento referéncia, Lexapro® foi 24,629ng/mL em 3,4h. Para

o medicamento teste, oxalato de escitalopram, a média da concentragdo méaxima Cmax foi de 24,525ng/mL ocorreu em
3,2h.

Figura 1. Concentracbes médias de escitalopram ao longo do tempo para cada
formulagao.
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Analise de tolerabilidade e seguranca

Foram reportados 45 eventos adversos desde a
internacao até o pds-estudo.

Quanto a relacdo com a medicacdao, 16 eventos

adversos foram classificados como causalidade possivel, 10
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como causalidade provavel, 14 como causalidade improvavel
e 5 como nao relacionado com o medicamento estudado.
Nenhum evento adverso sério foi relatado.

O evento adverso mais comum foi cefaleia,
representando 31% do total de eventos relatados pelos
participantes que constituem a populacao de seguranca. Tal
evento foi classificado como improvavel de ser relacionado
com o medicamento administrado, caracterizando, desta
forma, evento adverso que pode ocorrer devido ao
confinamento dos participantes ou outras condicoes
fisioldgicas. Os demais eventos adversos com alta frequéncia
foram nausea, representando 13%, seguido por diarreia com
11% do total de eventos reportados.

Apenas um evento adverso de diarreia foi considerado
intenso e todos 44 os demais eventos foram leves ou

moderados.

DISCUSSAO

O estudo foi adequadamente planejado e conduzido,
conforme o guia de boas praticas clinicas GCP/ICH (1996)
ICH Topic E6° e Documento das Américas?® (2005), obtendo-
se 0s parametros farmacocinéticos Cmax, ASCo-t;, ASCo-o,
cujos valores do intervalo de confianca (90%) estao contidos
dentro do limite aceitavel, para a razao entre as médias
geométricas dos produtos teste e referéncia (80-125%), de

acordo com a legislacdo brasileira®.

Rev Neurocienc 2023;31:1-16.
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A quantidade de participantes que concluiu o estudo foi
de 26 adultos saudaveis de ambos os sexos, condizente com
estudos publicados por outros autoresii-14,

Embora ndo haja restricdo quanto a administracao de
oxalato de escitalopram em jejum ou com alimentos, o
estudo foi conduzido em condigdes de jejum como requerido
pela legislacdo brasileira’-t2:1>,

Ambas as formulagdes foram bem toleradas durante o
estudo e nenhum evento adverso grave foi reportado. Os
eventos adversos mais frequentes foram cefaleia, nausea e
diarreia, concordando com os achados de outro autor??.

Considerando os alertas de seguranca das agéncias
nacional e internacionais com relacdao a ritmos cardiacos
anormais e prolongamento dose-dependente do intervalo
QT, assim como as contraindicacdoes relatadas na bula do
medicamento referéncia; considerando ainda e o fato de que
apenas 1 participante do estudo apresentou taquicardia de
intensidade leve como evento adverso, é possivel afirmar
gue a dose administrada foi adequada e nao causou eventos
que pudessem colocar em risco a saude e seguranca dos
participantes deste estudo.

O periodo de washout de 14 dias mostrou-se adequado,
ja que praticamente todas as amostras de coleta basal dos
participantes do segundo periodo tiveram concentragao
abaixo do limite inferior de quantificacao (LIQ). A Unica
amostra que apresentou concentracao quantificavel no

tempo 0:00h do segundo periodo correspondeu ao dobro do

Rev Neurocienc 2023;31:1-16.
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LIQ, ou seja, valor muito inferior as demais concentracoes,
0 que nao interferiu no resultado do estudo.

Assim como em outros trabalhos publicados, a técnica
analitica selecionada para o estudo para a quantificacdo de
escitalopram nas amostras de plasma humano foi LC-
MS/M512_14’16_19.

O escitalopram foi quantificado em sua forma inalterada
conforme requerido pela legislagao brasileira®°.

Os medicamentos referéncia e teste apresentaram
média de concentracdo plasmatica maxima Cmix de
24,629ng/mL e 24,525ng/mL, respectivamente, coerentes

com aqueles encontrados em literatural? 14,

CONCLUSAO

A bioequivaléncia entre as formulagdes foi comprovada
tanto em termos de taxa, quanto extensao de absorcao, uma
vez que os critérios requeridos pela autoridade regulatoria
brasileira foram atendidos (IC 90% entre 80-125%). Sendo
assim, a formulacao teste, oxalato de escitalopram,
fabricada pela Eurofarma Laboratérios S/A e a formulagao
referéncia, Lexapro®, ambos na forma de comprimido
revestido de 20mg sao bioequivalentes e, portanto,

intercambiaveis.
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