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RESUMO

O praziquantel (PzZQ) €& farmaco de escolha no tratamento da
esquistossomose, porém, sua baixa solubilidade em &gua pode ser um
problema nas administragbes orais. O PZQ, ainda, sofre extenso
metabolismo pré-sistémico, 0 que leva a expectativa de que 0s niveis
plasmaticos atingidos na administracdo oral apresentem alta variabilidade,
com reflexos significativos sobre o desfecho clinico. Formulagcbes com
hidroxidos duplos lamelares (HDL) como excipientes funcionais em
microparticulas inorganicas tém sido desenvolvidas com a finalidade de
melhorar o perfil de dissolucéo e a biodisponibilidade oral de farmacos. Neste
estudo, o objetivo foi avaliar o impacto de uma nova formulacdo desenvolvida
como sistema PZQ-HDL, pelo Laboratério de Tecnologia de Medicamentos
da Universidade Federal de Pernambco (UFPE), sobre o perfil
farmacocinético do PZQ em ratos wistar. Foi desenvolvido e validado um
método bioanalitico para a determinacdo de PZQ em plasma de ratos por
HPLC/UV. O farmaco foi administrado em quatro grupos de animais:por
via intravenosa (IFA, 20 mg/kg) e por via oral (IFA dispersdo sem adjuvantes
funcionais, suspenséo oral comercial - SO e PZQ carreado por HDL; 200
mg/kg), com coleta seriada de sangue para a quantificacdo do PZQ no
periodo de até 360 e 480 minutos, respectivamente. Ndo foram observados
niveis quantificaveis de PZQ no grupo de que recebeu IFA disperséo pela via
oral. Os pardmetros farmacocinéticos principais estimados para o grupo 1V,
PZQ-HDL e Suspenséao comercial foram: Kel (min-1) — 0,038, 0,006 e 0,005;
t 1/2 (min) — 18,2, 115,50 e 136,6; ASCO-t

(ug/mL.min) — 329,99, 1278,50 e 522,7; ASCO-inf (ug/mL.min) — 379,6,
1346,74 e 585,4; ClI (mL/min/Kg) — 12,64, 52,69 e 52,7; Vd (mL/Kg) —
332,78, 8780,94 e 10537,1; MRT (min) — 28, 153,07 e 196,7. Observou-se
gue, a partir dos 10 minutos iniciais, o grupo que recebeu a formulacdo HDL
apresentou concentracfes plasmaticas de PZQ sempre superiores,
demonstrando que o processo de absorcdo foi incrementado quando
comparado com a administracéo da formulagdo SO. A biodisponibilidade oral
(F%) foi de 36,2 e 16,1 para HDL e SO, respectivamente. Este resultado nos
permite inferir que as particulas inorganicas aumentaram a quantidade de
farmaco absorvida, o que representa éxito na proposta da formulacéao.
Ensaios com outros modelos animais devem ser realizados para o avancgo
do desenvolvimento do produto farmacéutico com perspectivas promissoras.

Palavras Chave: praziquantel; farmacocinética; hidroxidos duplos lamelares;
HPLC.



ABSTRACT

Praziquantel (PZQ) is the drug of choice in the treatment of schistosomiasis,
however, its low water solubility can be limiting for its oral administration. PZQ
also undergoes extensive pre-systemic metabolism, which leads to the
expectation that the plasma levels reached after oral administration will show high
variability, with significant effects on the clinical outcome. Formulationswith
lamellar double hydroxides (HDL) as functional excipients in inorganic
microparticles have been developed with the aim of improving the dissolution
profile and oral bioavailability of drugs. In this study, the objective was toevaluate
the impact of a new formulation developed as a PZQ-HDL system, developed by
the Medicinal Technology Laboratory of the Federal University of Pernambco
(UFPE), on the pharmacokinetic profile of PZQ in Wistar rats. A bioanalytical
method for the determination of PZQ in rat plasma was developed and validated
by HPLC/UV. The drug was administered in four groups of animals: intravenously
(IFA, 20 mg/kg) and orally (IFA suspension without functional adjuvants,
commercial oral suspension - SO and PZQ carried by HDL; 200 mg/kg), with
serial blood collection for PZQ quantification within 360 and 480 minutes,
respectively. No quantifiable levels of PZQ were observed in the group that
received IFA suspension orally. The main pharmacokinetic parameters estimated
for group IV, PZQ-HDL and commercial suspension were: Kel (min-1) — 0.038,
0.006 and 0.005; t 1/2 (min) - 18.2, 115.50 and

136.6; AUCO-t (ug/ml.min) - 329.99, 1278.50 and 522.7; AUCO-inf (ug/ml.min) -
379.6, 1346.74 and 585.4; Cl (mL/min/Kg) - 12.64, 52.69 and 52.7; Vd (mL/KQ)
- 332.78, 8780.94 and 10537.1; MRT (min) - 28, 153.07 and 196.7. It was
observed that, during the initial 10 minutes, the group that received the HDL
formulation had always higher plasma concentrations of PZQ, demonstrating that
the absorption process was increased when compared to the administrationof the
SO formulation. The oral bioavailability (%F) was 36.2 and 16.1 for HDL and SO,
respectively. This result allows us to infer that the inorganic particles increased
the amount of drug absorbed, which represents the success of the formulation
proposed. Assays with other animal models should be carried out toadvance the
development of the pharmaceutical product with promising perspectives.

Keywords: praziquantel; pharmacokinetics; double lamellar hydroxides; HPLC
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca que acomete cerca de 78 paises
no mundo, cerca de 250 milhdes de pessoas, além disso, quase o triplo
dessa populacdo vive juntamente em regibes de grande foco de
contaminacdo. No Brasil estima-se que existam, em média cerca de 1,5
milhdes de infectados. No estado de Alagoas e Minas Gerais ocorrem 0S
maiores indices de contaminacdo pela doenca, seguidos pelo estado de
Pernambuco. Existem diversos fatores relacionados a prevaléncia da doenca
nessas regidoes como, por exemplo, a precariedade na higienepessoal e do
saneamento basico além do habito de uso recreacional de lagoas e represas
(Brasil. Ministério da saude, 2018). Ainda, amigracdo da populacdo para
regidbes centrais, em busca de emprego e melhores condicdes de vida
incrementa a disseminacao nas grandes cidades.

O estado de Pernambuco vem se aprimorando no combate e na
prevencao da doenca através de estudos com base de dados estatisticos.
O programa denominado SISPCE (Sistema de informacéo do Programa de
Controle da Esquistossomose) e o programa Sanar (Plano para Reducéo e
Eliminacdo das Doencas Negligenciadas no Estado de Pernambuco)
realizam coleta de dados para as regides de maior indice da doenca e orienta
as organizacoes de saude para o seu combate (Araujo Soares et al., 2019).

Entre 2007 e 2015 o percentual de casos positivados de
esquistossomose cairam de maneira significativa, visto que em 2007 era de
10,3% e 2015 houve uma regressédo para 3%. Esse resultado mostra a
importancia desses programas na participacdo direta com a populagao
afetada e busca imediata pelo tratamento, para que n&o ocorra disseminagao
de casos (Arauljo Soares, 2019)

A esquistossomose, ho homem, é causada por trematddeos do género
Schistossoma cujos principais agentes etioldgicos sdo as espécies
S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Pordeus, 2008). O tratamento
da esquistossomose consiste na reducdo ou diminuicdo da carga parasitaria

do hospedeiro, impedindo a evolucao para as formas
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graves da doenca, além de minimizar a producao e a eliminacdo dos ovos
para impedir a sua transmissao.
O primeiro farmaco empregado no tratamento da esquistossomose foi
o tartaro emético (tartarato de antiménio e potassio), administrado porvia
endovenosa. Efeitos adversos como nauseas, vomitos, diarreia, anorexia,
alteracbes cardiacas e hepéticas e disturbios dermatolégicos foram
observados. Ainda, foram relatados episédios letais devidos a sincope
cardiaca ou choque anafilatico com a administracdo do farmaco (Rath et
al.,2003). O dimercaptossuccinato de sodio e o di-(pirocatecol-2,4-
dissulfonato) de sédio, conhecido como estibofeno, surgiramposteriormente
como alternativas ao tratamento da esquistossomose, mas 0S inumeros
efeitos adversos, principalmente relacionados as discrasias sanguineas,
resultaram no abandono do uso terapéutico desses produtos. Na década de
60, produtos como o niridazol, hicantona, oxamniquina e metrifonato foram
introduzidos no mercado. No entanto efeitos adversos como lesbes
hepaticas e renais e efeitos centrais levaram a inutilizacdo desses produtos,
com excecdo da oxamniquina. Na década de 70 foram descobertos o
amoscanato, o oltipraz e o praziquantel (Mourédo, 2001; Novaes; Souza;
Araujo,1999).
O praziquantel (PZQ) e oxamniquina consistem o atual arsenal
terapéutico anti-helmintico disponivel, com administracdo das doses de 50
mg/kg e 15 mg/kg em dose Unica, respectivamente (Vitorino et al., 2012). A
oxamniquina possui atividade somente contra S. mansoni e apresenta
efeitos adversos centrais, efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(Ferrari et al., 2003; Mouréo, 2001; Shaohong et al., 2006).
O PZQ é o farmaco de escolha no tratamento (Katz e Almeida 2003) e
é efetivo contra todas as espécies de Schistossomas patogénicos ao homem
(Matsumoto, 2002; Gryseels et al. 2006). Ainda, o farmaco é eficaz contra
todos os estagios da infeccao pelo Schistossoma, tanto na fase aguda como
na fase crénica, que pode estar associada ao envolvimento hepatoesplénico
(Olliaro; Delgado-Romero; Keiser, 2014).
No mercado ha trés apresentacdes do farmaco: Cestox® (Merck Sharp
and Dohme; 150 mg), Cistid® (Merck Sharp and Dohme; 500 mg) e
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Praziquantel - Farmanguinhos (Fiocruz- Laboratorio Farmacéutico Federal
Farmanguinhos, Laboratério Oficial do Ministério da Saude; 600 mg). A dose
usual para adultos € de 50 mg/kg via oral, um ou duas vezes ao dia e, para
criancas, 60mg/kg. (Malhado et al., 2016).

A literatura mostra associacbes do PZQ com a cimetidina e o
omeprazol, tornando mais lento o metabolismo do farmaco com consequente
aumento da concentracdo plasméatica e efeito sinérgico (Diekmann et al.
1989). O mesmo efeito sobre o metabolismo do praziquantel foi observado
guando administrado concomitantemente ao cetoconazol e miconazol
(Diekmann et al. 1989).

Existem alguns problemas relacionados ao PZQ, como o fato de que
o farmaco ndo é capaz de agir sobre os ovos nem as formas jovens do
Schistossoma mansoni e, assim, inepto para a eliminagao total do parasita
do organismo. Outro problema relevante recentemente relatado € o
surgimento de casos de resisténcia de algumas cepas de Schistossomas.

Ainda, a natureza estrutural do farmaco permite a existéncia de
enantiomeros e os medicamentos disponiveis no mercado consistem de
misturas racémicas (Novaes et al., 1999). O estereoisdbmero R apresenta
efeito contra a esquistossomose, ja o isdbmero S € inativo, sendo que a
mistura racémica apresenta gosto extremamente amargo, 0 que representa
um problema na administracdo oral do farmaco. A separacdo dos
estereoisomeros nao é realizada em decorréncia do impacto do processo
sobre o custo do produto final; os comprimidos sdo grandes e de dificil
degluticdo, principalmente para criancgas, significativamente afetadas pela
doenca (Pimenta, 2018).

O PZQ sofre extenso metabolismo de primeira passagem hepatica e
apresenta baixa biodisponibilidade oral, trazendo expectativa de alta
variabilidade nas concentracbes plasmaticas quando o farmaco é
administrado por esta via. O farmaco apresenta baixa solubilidade e alta
permeabilidade, caracteristicas de classe Il, segundo o Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (SCB). A baixa solubilidade em dgua pode ser
um problema nas administragbes orais de medicamentos, se houver
significativa influéncia sobre o processo de absorcdo, com a obtencédo de

niveis plasmaticos insuficientes para o efeito terapéutico pleno.
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Uma das estratégias que permite otimizar a dissolucdo e aumentar a
biodisponibilidade oral é a utilizagdo de sistemas contendo hidroxidos duplos
lamelares (HDL) como excipientes funcionais em microparticulas inorganicas.
O Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos (LTM) do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), tem
trabalhado com o desenvolvimento de novas formulagdes utilizando HDL, por
exemplo, para a terapia anti-HIV. (Vieira, 2011)

Considerando a expectativa de melhorar o perfil de absorcao do PZQ, este
trabalho teve a finalidade de avaliar a farmacocinética do farmaco veiculado por
microparticula inorganica (PZQ-HDL), e comparar com a farmacocinética do
ativo livre disperso em agua (IFA) e com uma formulacdo na forma de
suspensao, disponivel no mercado. Para realizar este estudo de farmacocinética,
foi desenvolvido de validado um método analitico para a determinacéo de PZQ
em plasma de ratos por HPLC.

O método analitico desenvolvido e validado no presente estudo pode ser
utilizado em outros estudos de farmacocinética do PZQ neste modelo animal
ou em outros modelos, ou matrizes biolégicas, com as devidas adaptacdes.

A informagdo obtida neste trabalho, ainda, tem como objetivo,
fundamentar a continuidade do desenvolvimento desta nova formulacdo de
PZQ e o planejamento de futuros ensaios pré-clinicos e clinicos, com base nos
parametros farmacocinéticos obtidos no modelo animal deste estudo

extrapolados a outros modelos animais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Esquistossomose: a doenca e o tratamento

A esquistossomose, no homem, é causada por trematdédeos do género
Schistossoma cujos principais agentes etioldgicos sdo as espécies
S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Pordeus, 2008). A transmissao
da doenca envolve moluscos de agua doce e, particularmente no Brasil, trés
espécies do género Biomphalaria: B. glabrata; B. tenagophilae B. straminea.
O homem infectado elimina os ovos do Schistossoma pelasfezes que, ao
alcancar reservatoérios de agua doce, eclodem e liberam o miracidio — larva
ciliada — que é responsavel por infectar o hospedeiro intermediario, o
caramujo. Apds algumas semanas, as larvas atingem a forma de cercaria
que, livres no ambiente aquatico, sdo capazes de penetrarpela pele e
mucosas do homem (Silva et al., 2011). Apo6s infeccdo no hospedeiro
definitivo, em algumas semanas, o homem infectado passa a eliminar, pelas
fezes, os ovos do parasita, que novamente podem atingir o ambiente
aquatico.

As manifestacbes clinicas da doenca envolvem processos
inflamatérios no tecido hepatico e outros 6rgaos, que se relacionam a
deposicéo dos ovos do Schistossoma nestes locais.

Embora em muitos casos a doencga possa permanecer assintomatica
(Cantanhede, 2011), os achados clinicos mais frequentes possuem relacao
com as fases do desenvolvimento do parasito no organismo humano, e a
enfermidade pode ser dividida em duas fases. A fase aguda, manifestada
nos primeiros dias por dermatite cercariana decorrente dapenetracéo das
cercaria na pele e posteriormente manifestacdées comofebre, anorexia, dor
abdominal e cefaleia (Queiroz, 2012). Nesta fase €& possivel detectar
hepatoesplenomegalia no exame fisico. Apos alguns meses, a manifestacéo
cronica da doenca demonstra o0 acometimento de varios 6rgdos nas formas
intestinal, hepatointestinal, hepatoesplénica eneuroldgica. A doenga tem seu
periodo de incubacdo entre 1 a 2 meses ap0s o dia da infeccdo, que

corresponde a penetracdo da cercaria, desde
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de seu desenvolvimento até a formacédo de vermes adultos (WorldHealth
Organization et al., 2009).

O periodo de transmissao é extremamente longo, visto que o homem,
apos estar infectado, pode eliminar ovos de S. mansoni durante anos, cerca
de 5a 10, e dessa forma, apds a eliminacdo de miracidios, elespenetram nos
tecidos dos caramujos e seus esporocitos sdo multiplicados por geracoes.
As cercarias sdo eliminadas pelo caramujo e caem novamente na agua,
penetrando na pele do ser humano, perdem a cauda,e as schistosumulas
entram na corrente sanguinea, migram para o figado ese tornam adultas.
Alguns adultos vao para as veias mesentérias do intestino e sédo eliminados
nas fezes, outras sao eliminados na urina, pois vao para o plexo venoso da
bexiga urinaria. (Vitorino, 2012).

Os sintomas de hospedeiros infectados sucessivamente tendem a ser
cada vez mais brandos, mesmo que a carga parasitaria seja elevada. Isso
ndo significa que ha um grupo especifico de pessoas que possuiquadro
assintomatico, e sim que um grupo variado de pessoas, sem distingao étnica,
de idade, peso, entre outras caracteristicas, portador sem manifestacdes
clinicas, acarretando um problema maior de disseminacdo da doenca
(Vitorino, 2012).

A doenca pode ser confundida com dermatites exantematicas, visto
gue a esquistossomose causa dermatite. No caso da esquistossomose
aguda, o quadro em relacdo a doencas como malaria, hepatite e febre tifoide
deve ser atentamente comparado. Na fase cronica, os sintomas de
desconforto intestinal possuem semelhancas com doencas como amebiase,
giardiase, bem como a hepatoesplenomegalia, que no caso de leucemia,
linfomas e calazar também geram esse processo.

Existem testes diretos e indiretos utilizados para a diferenciacdo dos
sintomas e diagndstico da doenca. Os testes diretos sédo feitos para
identificar os ovos, partes do parasito e até mesmo o proprio parasito, com
coleta de fezes, PCR e biopsia retal. Os exames de deteccéo indireta sao
dependentes de testes bioquimicos, imunoldgicos e ultrassonograficos. O
teste de PCR auxilia no diagnostico de pacientes com baixa carga parasitaria
e possui sensibilidade relativamente alta para a doenca. A ultrassonografia

€ muito utlizada devido a eficiéncia, no entanto so é feita
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apos o exame de fezes na pesquisa dos ovos de S mansoni resultar
negativo (Vitorino, 2012)

O tratamento da esquistossomose consiste na reducéo ou diminuicao
da carga parasitaria do hospedeiro, impedindo a evolucdo para as formas
graves da doenca, além de minimizar a producdo e a eliminacdo dos ovos
para impedir a sua transmisséo, e o farmaco de escolha para este tratamento
€ o praziquantel (Katz e Almeida 2003), efetivo contra todas as espécies de
Schistossomas patogénicos ao homem (Matsumoto,2002; Gryseels et al.,
2006).

O PZQ e oxaminiquina consistem o atual arsenal terapéutico anti-
helmintico disponivel, com administracédo das doses de 50 mg/kg e 15 mg/kg
em dose Unica, respectivamente (Vitorino et al., 2012).

A oxamniquina possui atividade somente contra S. mansoni e
apresenta efeitos adversos centrais, efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(Ferrari et al., 2003; Mouréo, 2001; Shaohong et al., 2006).

A literatura mostra associacdes do PZQ com a cimetidina e o
omeprazol, tornando mais lento o metabolismo do farmaco com consequente
aumento da concentracdo plasméatica e efeito sinérgico (Diekmann et al.
1989). O mesmo efeito sobre o metabolismo do praziquantel foi observado
guando administrado concomitantemente ao cetoconazol e miconazol
(Diekmann et al., 1989).

2.2. Praziquantel: aspectos biofarmacéuticos, farmacoldégicos e
toxicologicos

O praziquantel ((RS)-2-(Ciclohexilcarbonil) -1,2,3,6,7,11b-hexahidro-
4H-pirazino (2,1-alfa) isoquinolin-4-ona), CAS 55268-74-1 (Figura 1) é um
farmaco que pertence a classe dos compostos organicos
tetrahidroquinolinas, com férmula quimica C19H24N202 e massa molarde
312.4 g mol-1. O ponto de fusdo da molécula esta na faixa de 136-142° C,
apresenta baixa solubilidade em agua (0,4 mg.mL™) (Lindenberg; Kopp;
Dressman, 2004), alta solubilidade em etanol (96%) e diclorometano
(Farmacopéia Brasileira 62. Ed, 2019) e LogP 2,5. O farmaco apresenta baixa
solubilidade e alta permeabilidade, caracteristicas
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de classe Il segundo o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica e, sendo assim,
possui uma baixa taxa de dissolucdo, o que € um fator limitante para sua
aplicacao terapéutica.

A molécula praziguantel contém um carbono quiral com duas formas

enantiomeéricas, apresentando os enantiomeros R-PZQ e S-PZQ.

Figura 1 - Estrutura quimica e formas enantiomericas do Praziquantel.
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Extraido de Mattos, 2017

Segundo (Ribeiro da Silva et al., 2017), a biodisponibilidade oral do PZQ
em humanos é de 80% e sua concentracdo plasmatica maxima é atingida entre
1 a 3 horas apés administracao. No entanto o farmaco nao pode ser administrado
de forma intravenosa em seres humanos e, dessa forma, a determinacédo dos
valores de F% (biodisponibilidade absoluta) é complexa,envolvendo a analise do
produto em sangue e urina, sem a garantia de resultados precisos, uma vez que
a excre¢do do farmaco na forma inalteradana urina € menor do que 10%
(Toutain, 2004).

No trabalho de (Zdesenko e Mutapi, 2020) realizaram meta-analise de
revisao sistematica com estudos experimentais publicados até 2019 (n=40) para
avaliartrés fatores que poderiam influenciar os niveis plasmaticos de PZQ, com
consequéncias sobre a eficacia do tratamento: a farmacocinética, a
farmacogenética e as interacdes com outros farmacos. Os autores utilizaram as
plataformas Web of Science, PubMed e EMBASE, com os termos ([praziquantel
ou PZQ)] ([eschistosoma ou bilharzia] e [farmaco]), incluindo modelos animais e
experimentais, exclusivamente com roedores(camundongos, ratos e hamsters).
Os parametros farmacocinéticos elucidadosnestes trabalhos para a comparacao

da exposicéo apds administracao de
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diversas doses foram: meia vida de eliminacao (ti2), concentracdo plasmatica
méxima (Cmax), tempo de ocorréncia de Cmax (Tmax) e &reas sob a curva da
concentracdo plasmatica pelo tempo (ASC). A biodisponibilidade oral nao foi
determinada em qualquer um desses estudos, mas somente a biodisponibilidade
relativa. Nestes estudos, observaram-se concentracdoes plasmaticas de PZQ
mais elevadas em modelos animais infectados e atribui-se este fato a reducao
da capacidade metabdlica hepética. Doses orais de 10 mg/kg de PZQ em ratos
nao infectados atingem Cmax entre 168 e 377 ng/ml, enquanto em animais
infectados apontam-se valores em torno de 900 ng/ml. Na dose de 500 mg/kg,
os valores de Cmax obtidos foram na faixa de 10 a 14 ug/ml e 18 a 33 ug/ml,
para animais néo infectados e infectados, respectivamente (Zdesenko e Mutapi,
2020). Ainda, nesta revisdo, os autores afirmam que o PZQ apresenta baixa
biodisponibilidade e solubilidade, apontam que ha extenso metabolismo de
primeira passagem e que o farmaco possui uma ligacéo a proteinas plasméaticas
de 85%.

A solubilidade do PZQ é de 400 mg/L (https://www.drugbank.ca, acesso
entre os dias 01 de janeiro a 24 de fevereiro 2021) e, de acordo com a
classificagcdo de solubilidade da Farmacopeia Brasileira, o PZQ pode ser
considerado como um farmaco de baixa solubilidade (muito pouco soluvel — 1 g
soltvel em 1.000 a 10.000 ml) (Cruz, 2010).

A solubilidade avaliada a partir do Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (SCB) considera que o farmaco de “alta solubilidade” é aquele
cuja maior dose disponivel no mercado € soluvel em 250 ml de agua. A maior
dosagem de PZQ no mercado é a de 600 mg, quantidade que, sob a forma de
Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) sem adjuvantes para incrementar a
solubilizag&o, n&o é soluvel no volume de 250 ml. Assim sob esta classificagéo,
também podemos considerar a solubilidade do PZQ um fator critico a sua
dissolugéo, com consequéncias sobre o processo de absorcéo, particularmente
pela via oral. Ainda, é possivel constatar publicacdes cientificas em periodo
recente cujos esfor¢cos estdo centrados no desenvolvimento de formulagbes
capazes de melhorar o perfil de absor¢édo do PZQ, seja em extensdo, ou em
reprodutibilidade, o que refor¢ca que este processo farmacocinético € uma das
etapas criticas para o desfecho favoravel no uso terapéutico deste produto
(Zdesenko e Mutapi, 2020).


http://www.drugbank.ca/
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Outro aspecto relevante a absorcdo oral do PZQ € a influéncia da
presenca e da qualidade do alimento na luz do trato digestério no momento da
administracdo do medicamento. (Castro et al., 2000) avaliaram a exposi¢cao ao
PZQ apo6s administracdo oral de 1,8 g em 9 voluntarios sadios jovens (média de
33 anos) com indice de massa corporal normal, com dietas hiperlipidicas e rica
em carboidratos, e verificaram aumento nos niveis plasméticos em 243 e 515 %,
respectivamente, e aumento na area sob a curva (ASC), no periodo de 8 horas,
em 180 e 271 %, respectivamente. Os autores atribuem o0 aumento da exposi¢cao
a melhora da desintegracédo do comprimido eda dissolucéo, e consideraram que
este efeito pode ser principalmente atribuido aos carboidratos (Castro et al.,
2000).

Na revisdo de (Zdesenko e Mutapi, 2020) sdo apontados dezessete
metabdlitos do PZQ elucidados a partir de quatro publicacdes: 8 metabdlitos
mono-oxidados, 2 desidrogenados mono-oxidados, 3 metabdlitos di-oxidados e
4 metabdlitos de glicuronideo, sendo 4-OH-PZQ o principal metabdlito, dotado
de atividade farmacologica. Estudos in vitro apontam que o farmaco é substrato
das isoformas CYP3A4, CYP1A2, CYP2C9, CYP219 e CYP2D6. Considerando
que algumas dessas isoformas séo polimérficas, ha possibilidade da existéncia
de metabolizadores lentos ou extensivos. Alguns alimentos inibidores da CYP
450 e suas isoenzimas interferem na capacidade de metabolismo e podem
ocasionar aumento na biodisponibilidade do farmaco (Ribeiro Da Silva et al.,
2017).

A meia vida de eliminacdo em humanos é de 2,5 horas e de seus
metabdlitos é de 4 horas.

Os principais metabolitos na excrecédo do PZQ, que ocorre pela via renal
em até 80%, sdo derivados hidroxilados, outra parte desses compostos sao
eliminados pela bile.

Parametros farmacocinéticos do PZQ em camundongos, na
administracao oral de 500 mg/kg, foram obtidos por Botros et al. A meia vida de
eliminagdo, neste modelo, foi de cerca de 1 hora e a média da concentragéao
plasmatica maxima foi de cerca de 14 ug/ml (Botros et al., 2011).

(Sun et al., 2016) e (Tang et al., 2012), obtiveram valores de meia vida do
PZQ em bovinos e suinos, respectivamente, de cerca de 26 horas, apos a
administracao intramuscular de 30 mg/kg. (Sun et al., 2016) obtiveram valores
de
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meia vida de eliminacdo do PZQ em bovinos de cerca de 7 horas, apos
administracao oral da dose de 150 mg/kg.

O praziquantel € um farmaco usado em larga escala por ter relativo
baixo custo quando comparado a oxaminiquina, e amplo espectro no tratamento
da doenca (Cioli et al., 2014).

Uma das caracteristicas do farmaco é o gosto amargo, caracterizado pelo
enantiomero S, inefetivo farmacologicamente e principalmente relacionadoaos
efeitos adversos. A dificuldade de degluticdo do medicamento é retratada no uso
animal em experimentos com ratos sob forma de suspenséo oral, visto que o
animal muitas vezes tende a regurgitar o produto (Cugovcan et al., 2017).

O PZQ esta disponivel em doses de 150, 500 e 600 mg no mercado e o
esquema posologico deve ser ajustado com o peso do paciente e suas
comorbidades, além de uso concomitante de outros farmacos (Ribeiro Da Silva
et al., 2017).

O Praziquantel, em comprimidos de 600 mg, € administrado por via
oral (em dose Unica de 50 mg/kg de peso para adultos e de 60 mg/kg de
peso para criancgas), apés a refeicdo, com indice de cura aproximado de 80%
para os adultos e de 70% para as criancas (Farmacopéia Brasileira 62. Ed.,
2019). Efeitos adversos como gosto metdlico, dor abdominal, diarréia,
cefaléia e vertigens sdo relativamente frequentes, porém o farmaco é
considerado relativamente seguro e de baixaexpectativa de resisténcia de
cepas dos parasitas (Cruz, 2016). Comrelagao ao sistema nervoso, relatou-se
sonoléncia e reacdes secundarias comoerup¢des cutaneas, febre, fadiga sao
menos frequentes (Ribeiro da Silva et al., 2017).

O mecanismo de agéo do PZQ ainda néo é totalmente elucidado e alguns
estudos apontam que o farmaco causa contragdes no parasita devidoao influxo
de calcio, inibicdo da bomba de sédio e potassio dos esquistossomas(Cioli et al.,
2014; Da Paixao Siqueira, 2017). Algumas pesquisas mostram 0 aumento da
permeabilidade de membrana do helminto, envolvendo principalmente o calcio,
e iSso gera aumento da atividade do farmaco e contragdo muscular, resultando
numa paralisia espastica (Zheng et al., 2014).A despolarizacdo da membrana

tegumentar pode levar a atividade da ATPase
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e captura da glicose, além disso, as producdes de ovos pelas fémeas também
sao reduzidos. (Santos, 2011).

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL) sao produtos também conhecidos
como argilas aniénicas e se organizam de maneira bidimensional em estruturas
lamelares. Também sdo conhecidos como compostos hidrotalcita, e tem
capacidade multifuncional, pois existem trabalhos mostrados sua acdo como
moduladores de liberacdo de farmacos, removedor de poluentes em industrias,
substancias ativas, e carreadores de farmaco.

No presente trabalho, o principal interesse é sua acdo como carreador de
farmaco pois, incorporado ao praziquantel em uma proporcao de 4:1, o objetivo
€ aumentar a dissolucdo do PZQ, solucionando a questdo do uso de doses
elevadas para que se tenha efeitos desejado.

A obtencdo do sistema HDL ocorre de forma relativamente simples
(Ferencz et al., 2015; Meng et al., 2017; Sipos; Palinkd, 2016). Uma
grande vantagem do HDL é apresentar grande capacidade de sorcédo, além de
biocompatibilidade, baixa toxicidade e estabilidade.

Outro fator que viabiliza o uso do HDL para melhorar formulacdes é que
sua estrutura anionica pode ser alterada e, assim, pode aumentar sua
capacidade de modificar as particulas fisico-quimicas do HDL.

O uso do HDL nas novas formulacBes possibilita um avanco na
farmacologia, visto que promove um aumento na dissolucdo de farmacos e
sucessivamente uma melhor biodisponibilidade.

Em um estudo realizado por Tian e colaboradores (2015), houve éxito na
aplicacao do desse sistema em formulacdes contendo metotrexato, através da
observacédo do grau de supressao tumoral (Tian et al., 2015).

O desenvolvimento de novas técnicas para melhorar a solubilidade, a
taxa de dissolugdo e a biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis em
agua €é de grande importancia no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, em especial para aqueles administrados por via oral (Emara
et al., 2002; Sethia; Squillante, 2003).

Na area farmacéutica e da toxicologia, com énfase na cinética, esses
materiais apresentam grande relevancia, e o0 seu uso pode aumentar a
solubilidade dos farmacos e sucessivamente sua biodisponibilidade,

principalmente dos que pertencem a classe Il, como o PZQ (Pagano et
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al., 2018).

Diante do exposto, o Laboratorio de Tecnologia de Medicamentos
(LTM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) vem se
empenhando nos estudos de formulacGes para o PZQ, o que resultou no
desenvolvimento de um sistema HDL para carreamento do PZQ com a
principal finalidade de melhorar seu perfil de dissolugcdo e com expectativas
de aumento de sua biodisponibilidade oral.

Estudos preliminares in vitro (dados n&o publicados) mostraram que
esse novo sistema (HDL: PZQ) foi capaz de gerar uma desorganizacdo na
estrutura cristalina do PZQ, levando o farmaco a sua forma amorfa,
interferindo positivamente na sua taxa de dissolu¢cdo quando comparado ao
insumo farmacéutico ativo (IFA).

A reducao do tamanho de particula é outro relevante fator que propicia
0 aumento da area superficial do farmaco, possibilitando o aumentode sua
absorcdo. Com relacdo ao processo de dissolugdo, os resultados se
mostraram promissores, uma vez que os sistemas HDL apresentam boa
solubilidade em meios acidos favorecendo a liberacdo imediata da forma
mais soluvel (amorfa) do PZQ.

A grande importancia desse presente trabalho é avaliar a disposi¢cao
cinética do PZQ carreado pelo HDL e compara-la com a disposicao
observada na administracdo do insumo farmacéutico ativo (IFA) em modelo
animal por via intravenosa e oral, e na administracado do produto comercial
em suspensdao por via oral. As informacfes obtidas sdo Uuteis ao
planejamento de outros ensaios para a continuidade do desenvolvimento
deste produto com potencial aplicacdo terapéutica no tratamento da

esquistossomose.

2.3. Farmacocinética e suas relagdes com a fase biofarmacéutica e os
efeitos farmacoldgicos

A farmacocinética envolve varias etapas desde a administracdo do
farmaco até que seja completamente eliminado. Assim, para que o farmaco

atinja o local de acdo desejado, existem etapas que ocorrem
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simultaneamente e que influenciam os niveis sanguineos do farmaco no
decorrer do tempo apés sua administracdo. As etapas que constituem esse
movimento do farmaco no organismo sdo a absorcdo, distribuicao,
metabolismo e excrecdo - ADME (Huisinga et al., 2006).

Apo6s a administracdo extravascular do farmaco, ocorre 0 processo
de absorcéo, no qual ocorre elevacéo progressiva do nivel de concentracao
plasmatica do farmaco. Ja os processos de distribuicdo, metabolismo e
excrecao trazem o decaimento das concentracfes plasmaticas do farmaco,
uma vez que esses processos estao relacionados a disperséo extravascular
do farmaco, as reac¢des quimicas que podem ocorrer e alterarsua estrutura
original para formar metabdlitos ou a sua retirada irreversivel da circulagao
sanguinea por diferentes vias, como a renal, intestinal, pulmonar ou por
secrecoes.

A administracdo direciona o farmaco para a circulacao sistémica e a
mais usual é a oral, devido a facilidade e seguranca. No entanto essa via
pode acarretar absorcdo inadequada de determinados farmacos, visto a
possivel influéncia de fatores relacionados ao trato gastrintestinal e da
passagem pelo sistema porta-hepatico (Shoenwald, 2002).

Fatores como a presenca ou auséncia de alimentos, bebidas, de
outros farmacos, inibicdo ou ativacdo de enzimas/isoenzimas, microbiota e
esvaziamento gastrico podem influenciar de maneira direta na absorcao
dos farmacos. Alguns farmacos podem ter uma melhor absorcdo com o
individuo alimentado frente ao jejum, ou a absorcédo pode ser favoravel em
jejum (Winter, 2012).

Existem alguns parametros que podem ser determinados para avaliar
0 processo da absorcdo, obtidos através da curva de concentracao
plasmatica versus tempo, como Cmax (concentracdo maxima) e Tmax
(tempo de ocorréncia de Cmax), além da meia vida de absorc¢ao (tu2 a), area
sob a curva (ASC), constante de absorcédo (ka), tempo médio de absorcéo
(MAT) e biodisponibilidade absoluta (F) e relativa (RBA) e TLAG (Winter,
2012).

O Cmax é o pico plasmatico, momento no qual ocorre maior
concentracdo do farmaco na corrente sanguinea do farmaco administrado. A

Cmax do farmaco é estimada a partir da curva de concentracdo pelo
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tempo e varia de acordo com a via de administracdo, dose utilizada, tempo
decorrido do inicio da exposicao, sua distribuicdo e eliminacado. Isso ocorre
juntamente com o Tmax, momento no qual ocorre o Cmax (Tozer e
Rowland, 2009).

A éarea sob a curva, expressa por ASC é a medida da exposicao
sistémica total. De modo geral, a ASC, possui uma unidade convencional em
mg.h/L, é obtida por meio do método dos trapezdides, no qual a
concentracao total do farmaco é dividida em partes de acordo com os tempos
avaliados. Cada area dividida é calculada a partir da concentracdo média
multiplicada pelo seu intervalo de tempo e a somatéria de todas as areas
individuais determina a ASC total sendo medida a partir do tempo zero ao
infinito (Tozer e Rowland, 2009).

A constante de absor¢cdo mostra a fracdo do farmaco presente no
organismo que € absorvida a cada momento (Tozer e Rowland, 2009)

O tempo de absorcdo médio (MAT), representa o tempo médio para que
ocorra a absorc¢ao, recurso utilizado para avaliacdo da absorcéo de um farmaco
a partir de diferentes formulagdes.

RBA é definida como biodisponibilidade relativa que ocorre quando
se compara as ASC de uma formulacdo referéncia com uma formulacédo
teste, podendo haver necessidade de aplicar correcées quando ha doses
diferentes (Toutain e Bousquet-Mélou, 2004)

A F(oral), biodisponibilidade absoluta, € utilizada para representar a
extensdo de absorcdo de uma determinada formulacédo, quando ha a ASC
da administracdo intravenosa representando 100% (Federico et al., 2017).

Tlag € o tempo médio entre administracdo e surgimento de
concentragcdes plasmaticas €é denominado tempo de laténcia, ou
simplesmente t0. Esse parametro sofre influéncia de alimentos, bem como
a motilidade gastrica, podendo atrasar ou estender a absor¢cdo do farmaco
no organismo (Federico et al., 2017).

O farmaco, apoés ser absorvido, pode ser distribuido inicialmente nos
tecidos e orgaos de alta perfusdo sanguinea, uma vez que a entrega do
farmaco neste tecido € mais prontamente realizada. O coragao, pulmdes e

figado sdo orgaos que recebem grande perfusdo sanguinea e rapidamente
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atingidos (Oga, 2003; Storpirtis et al., 2009). Pode ocorrer também a
distribuic&o para tecidos de baixa perfusdo com caracteristicas favoraveis a
captacdo do farmaco em questdo. Esse processo de distribuicdo €
dependente das caracteristicas das moléculas, como por exemplo
solubilidade, lipofilicidade, tamanho de molécula e PKA, sendo que todos
esses fatores séo intrinsecos e ndo podem ser alterados.

O farmaco absorvido pode sofrer alteracdo na distribuicdo devido ao
pH do meio, ligacdo a proteinas plasmaticas e outras caracteristicas.

O processo de distribuicdo pode ser avaliado pelo parametro volume
de distribuicdo (VDC, VDSS, Vdérea), a partir do qual se pode evidenciar a
tendéncia de acumulo extravascular e a velocidade de chegada nos
diferentes compartimentos do organismo. O VDC é o volume de distribuicdo
inicial do farmaco, que é atingido rapidamente apds sua administracao,
VDSS é o volume de distribuicdo no estado de equilibrio de todas as fases
da farmacocinética, obtido a partir da administracdo do farmaco por infusao
intravenosa continua até o estado de equilibrio, e Vdarea é o volume de
distribuicdo em pseudoequilibrio, considerado como o valor mais préximo do
VDSS mas calculado a partir da area sob a curva da concentracdo
plasmatica versus tempo (ASC) por administracbes intravenosas ou
extravasculares em dose Unica ou dose mudltipla. O parametro
farmacocinético VD pode ser utilizado na clinica para o célculo da dose de
ataque para que o farmaco tenha efeito desejado logo na primeira
administracéo (Bjornsson, 1997)

O metabolismo e excrecao estdao diretamente ligados aos processos
de saida do farmaco do organismo (eliminacéo) e parametros como meia
vida de eliminagéo, constante de eliminagéo e clearance estéo relacionados
a esses processos (Ruiz-Garcia et al., 2007). O metabolismo do farmaco
ocorre com a acao de diversas enzimas, principalmente aquelas capazes de
transformar uma estrutura quimica inicial em outra. Nesta alteracéo
estrutural, a molécula obtida pode ter efeito inferior ou superior ao farmaco
principal, assim como efeito toxico (metabdlito ativo ou téxico). As enzimas
do citocromo P450 s&o as mais importantes nesse processo de metabolismo,
principalmente aquelas localizadas no tecido hepético (Winter, 2012). No

entanto ainda pode ocorrer metabolismo em outros
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orgaos como rins, pulmdes e trato gastrintestinal.

Os metabolismos de farmacos envolvem as reacdes de fase |, que sao
catalisadas por enzimas através de mecanismos de oxidacao, hidrolise ou
reducdo, e reacOes de fase Il, através de mecanismos de sintese e
conjugacao para gerar conjugados hidrossoluveis, que em geral facilitam a
eliminacao (Winter, 2012).

O metabolismo pré-sistémico, ou de primeira passagem, pode ocorrer
principalmente na administracdo oral de farmacos, e se caracteriza pela
entrega do farmaco ao sistema porta (veia porta) antes que ele seja entregue
a circulacado arterial sistémica e possa atingir os 6rgaos alvo, com ocorréncia
de metabolismo significativo neste momento (Winter, 2012).

O clearance € um parametro que pode ser definido como a quantidade
de sangue que fica livre do farmaco, de forma irreversivel, por unidade de
tempo. Trés tipos de clearance podem ser determinados em um estudo
farmacocinético: o hepatico, o renal e o total (ou plasmatico) (Toutain e
Bousquet-Mélou, 2004). A determinacao destes clearances, separadamente,
auxilia na avaliacdo da contribuicdo de cada processo (metabolismo ou
excrecdo inalterada) para a eliminacdo do farmaco do organismo, e a
definicdo de populacdes suscetiveis ao ajustede dose.

O clearance é considerado um parametro muito importante na
farmacocinética, visto que o mesmo pode ser usado como referéncia para
determinar uma dose de administracdo a fim de manter uma concentragao
plasmatica desejada do farmaco, corrigir problemas de dose e posologia
em pacientes com problemas hepaticos ou renais, principalmente, além de
outras patologias que necessitam de atencao especial no controle da terapia
medicamentosa (Davanco, 2015). E um parametro muito robusto, de baixa
variabilidade e influenciado por fatores como débito cardiaco e aspectos
funcionais do 6rgéo eliminador. O clearance, embora guarde intima relacéo,
€ um parametro independente do VD pois € um parametro farmacocinético
primario.

A meia vida de eliminagdo expressa o0 tempo necessario para que a
concentracdo plasmatica do farmaco absorvido caia pela metade. Este

parametro auxilia na analise da administracdo de farmacos e na construgcao
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de regimes posoldgicos, para avaliar a ocorréncia do estado de equilibrio
do farmaco no sangue, intervalo de doses corretas e grau de flutuacdo da
concentracao entre as administracdes (Bjornsson, 1997).

A constante de eliminacdo é considerada a velocidade de
transferéncia do farmaco da circulagéo para fora do sistema biol6gico através
do processo de eliminacao (Ruiz-Garcia et al., 2007).

O tempo de residéncia médio, MRT é o tempo médio em que o farmaco
reside no organismo, sendo assim, um parametro que sofre influéncia da via de
administracao e forma farmacéutica pré-selecionadas, levando em consideracao
todos os processos farmacocinéticos envolvidos, com excecdo da absorcgéo.

No caso do MTT, tempo de transito médio, é o tempo apds a
administracdo de farmaco em qualquer via. Assim, ele representa o tempo médio
que uma molécula gasta no corpo desde o inicio da absor¢cédo até a conclusao
de sua eliminagéo.

Os modelos farmacocinéticos sdo expressados por equacoes
matematicas que conseguem prever a concentracdo plasmatica do farmaco no
organismo apoés ser administrado (Fan et al., 2014). Modelos denominados
compartimentais sdo modelos simples e homogéneos em sua distribuicéo,
frequentemente utilizados para avaliar a farmacocinética de compostos(Gallo
Neto, 2012)

O modelo monocompartimental presume que o farmaco administrado seja
absorvido e distribuido de forma homogénea em termos de velocidade e, assim,
guando se observa um grafico tracado através de uma curva nesse tipo de
compartimento, observa-se uma reta com inclinacdo Unica (Valle, 1988).

O modelo bicompartimental expressa duas velocidades de decaimento
em suas concentracdes plasmaticas e, dessa forma, o organismo possui dois
compartimentos no qual o farmaco se distribui com velocidades diferentes.
Quando o farmaco € introduzido no organismo, ocorre a distribuicdo do
compartimento central para regides periféricas e, em determinado momento,
ocorre equilibrio entre os dois compartimentos (Frezza, 2012). Apos o equilibrio
da distribuicdo, o decaimento das concentracdes plasmaticas ocorre mais
lentamente. (Delucia et al., 2014)

O desenvolvimento de novos farmacos e compostos, bem como a
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modificacdo dos produtos acabados disponiveis no mercado tem como principal
objetivo melhorar suas caracteristicas terapéuticas. A tecnologia e inovacao sao
de fundamental importancia, visto que muitos farmacos, usados em larga escala
e com efeitos terapéuticos comprovados, muitas vezes medicamentos de
primeira escolha no tratamento de doencas, porem comaplicacdo restrita por
propriedades farmacocinéticas inadequadas ou toxicoldgicas inaceitaveis (Lima,
2006). Assim, os estudos pré-clinicos sao utilizados para avaliar novas
formulagbes e suas caracteristicas in vivo e invitro. No entanto esse
desenvolvimento demanda tempo e sdo necessarias diversas etapas para que
se obtenha um produto compativel com os requisitos de qualidade e seguranca
exigidos pelas agéncias regulatérias de cada pais.

A inovacao radical, nesse processo de desenvolvimento, consiste em
comecar uma pesquisa inovadora com moléculas inexistentes no mercado e nos
farmacos de tratamento. Normalmente sdo compostos descobertos e
sintetizados com grande investimento financeiro.

Outra forma de inovacdo é a incremental, sendo essa a mais usual nos
dias de hoje, visto que a mesma se baseia no melhoramento de uma formulacéo
pré-existente no mercado, como o caso do PZQ+HDL, sendo que o PZQ é um
farmaco de escolha no tratamento da esquistossomose e o HDL um
complemento com objetivo de melhorar a dissolucédo do farmaco (Khanna, 2012;
Petrova, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparacdo do perfil farmacocinético do PZQ carreado por

microparticulas inorganicas (HDL) com o PZQ livre em ratos wistar.

3.2 Objetivos especificos

. Desenvolvimento e validagdo de método bioanalitico para a
quantificacdo do PZQ por UHPLC.
. Avaliacdo do perfil farmacocinético do PZQ em ratos

Wistar apés administracéo intravenosa do IFA, em dose Unica (20mg/kg).

. Avaliacdo do perfil farmacocinético, em ratos Wistar, do PZQ
administrado por gavagem, na forma de Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) na
forma de suspensdo em agua sem adjuvantes, em dose unica (200 mg/kg);

. Avaliacdo do perfil farmacocinético, em ratos Wistar, do PZQ
administrado por gavagem, na forma de suspensdo oral com adjuvantes,
disponivel no mercado para uso veterinario, em dose Unica (200 mg/kg).

. Avaliacdo do perfil farmacocinético, em ratos Wistar, do PZQ
carreado por HDL (nova formulacdo produzida pelo LTM/UFPE) apdés
administracdo por gavagem, em dose Unica (200 mg/kg);



34

4 MATERIAIS E METODOS

Compostos utilizados nas formulagdes administradas nos animais

Os grupos de farmacos usados nos experimentos animais foram
praziquantel — insumo farmacéutico ativo (PZQ IFA) para administracao
intravenosa e administracao oral em dispersao sem adjuvantes em agua, e
administracéo oral em sistema com o HDL (disponibilizados pelo Laboratério
de Tecnologia de Medicamentos da Universidade Federal de Pernambuco -
LTM em parceria com o Laboratério Farmacéutico do Estadode Pernambuco
(LAFEPE). Foi utilizada uma suspenséo oral comercial de PZQ adquirida em
farmacia de manipulacdo e com adicdo de adjuvantes (CMC, Sorbato de
potassio, Nipagin, Benzoato de sdédio, Nipasol e agua q.s.p), para do
farmaco. Foi utilizado o PZQ do lote ATOON147001.

Obtencéo e caracterizagdo do sistema PZQ-HDL

O sistema PZQ-HDL foi obtido pelo laboratério de Tecnologia de
Medicamentos da UFPE da seguinte forma: O farmaco foi completamente
dissolvido em acetona e posteriormente adicionado o CaAl-HDL.

O sistema formado foi colocado em recipientes abertos e submetido
a agitacdo em mesa agitadora por 1 hora, para evaporacao do solvente, a 60
rom. ApOs a evaporacdo do solvente, o residuo passou pelo processode
secagem em estufa a 60 °C para evaporacao total desse solvente. -

No trabalho realizado por Timoéteo (T.R.R, 2018), a obtencdo do sistema
e mistura fisica (MF) envolveu a adicdo dos componentes, inicialmente, em
diferentes propor¢cées molares HDL:PZQ (1:1, 2:1, 4:1), pela técnica de co-
solubilizagdo e homogeneizagdo utilizando almofariz e pistilo. Os materiais
obtidos foram caracterizados pelas técnicas de difracdo de raios-X (DRX),
termogravimetria (TG), calorimetria  exploratéria  diferencial (DSC),
espectroscopia no infravermelho (FTIR), analise elementar, tamanho de
particula, area superficial e cinética de degradacédo, sendo realizado, também,

ensaio de liberacao in vitro. Os resultados obtidos apontaram que a sintese do
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CaAl-HDL foi obtida com éxito e a area superficial obtida proporcionou uma alta
capacidade de adsorcdo do farmaco ao CaAl-HDL, demonstrando sua
aplicabilidade como carreador de farmacos. O estudo de cinética de degradacao
térmica do sistema 4 apresentou resultados promissores, evidenciando a
auséncia de incompatibilidade entre o HDL e o PZQ. Os resultados dos ensaios
de dissolucéo in vitro, sob condi¢cdes sink e non-sink, demonstram que o0s
hidréxidos duplos lamelares sdo bastante promissores, promovendo o
incremento de solubilidade quando comparado ao PZQ isolado. Com grande
potencial para a aplicagdo em medicamentos, inclusive para o desenvolvimento
de formas farmacéuticas, com o intuito de otimizar a terapial atual.

Diante dos resultados obtidos, o sistema 4:1 foi selecionado para a

realizacdo dos estudos de farmacocinética pré-clinica.

Solugdes padrdes, solventes e reagentes

O padrao de PZQ, fornecido pela LAFEPE, para desenvolvimento
do método analitico, foi solubilizado em metanol, com preparo das solucdes
estoque na concentragao de 100 ug/mL. O padréao interno (PIl) diclofenaco foi
fornecido pela Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP) e as solugbes
estoques foram preparadas utilizando metanol como solvente para atingir a
concentracao final de 25 yg/mL. Outros solventes e reagentes utilizados:

- Agua deionizada obtida a partir de sistema Mili Q com condutividade
18,2 uS.cm-1;

 Acetonitrila grau HPLC, J. T. Baker- México; lote 17120498, validade
09/2021

« Acido formico 98%, Scharlab, S.L. — Espanha;

* Metanol grau HPLC, J. T. Baker- México; lote 17120502, validade
02/2023

- Eter-metil terc-butilico (Merck KGaA — Alemanha); lote19992, validade
06/2021.
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Equipamentos, produtos de laboratorio e materiais para canulacao
femoral

o HPLC®Acquity Waters modelo 2965 acoplado com detector UV-
Visivel modelo 2487;

e Banho ultrassénico, Ultrassonic Cleaner 2840DA, Odontobras®;

e Vortex AP56, Phoenix®

e Sistema Mili Q®; Millipore®;

e Ultracentrifuga marca Hermele®, modelo Z326K;

e Balanca digital analitica modelo AY220, marca Shimadzu®;

e Centrifuga 5810 R, Eppendorf®;

e Coluna cromatografica: Sunfire C18 5 ym, 4,6x 250mm com pré coluna
Waters® C8 5 um, 2,1 x 5mm;

e Filtros descartaveis para seringas PTFE, porosidade 0,22 pum,
Analitica®;

e Seringas descartaveis, B D®;

e Evaporador a vacuo (miVac Duo Concentrador, Genevac®), modelo
MST-12060-CO00;

e Refrigerador marca Sanyo®, modelo Medicool;

e Pipetas marca Rainin®, modelo Pipet-Lite XLS;

e Eppendorfs 1,5 mL marca Kasvi®;

e Ponteiras marca Olen®;

e Eter-metil terc-butilico (Merck KGaA — Alemanha);

e Freezer -20°C marca Sanyo®, modelo MDF-U333

e Tesoura iris reta >> 1C-010;

e Tesoura iris curva >> 1C-011;

e Pinga iris dente de rato >> IC-480;

e Pinca iris lisa curva >> IC-481;

e Pingairis c/ serrilha ponta romba >> 1C-492;

e Porta agulha Mayo Heger >> 1C-600;

e Tesoura oftalmica >> IC-150;

e Pinga Adson c/ serrilha >> 1C-450;

e Tesoura Cirurgica Oftalmica Castrovejo Westcott 11,5 cm curva,
e Canula PE 50 E PE 10;
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e Arame inoxidavel rolo de 10 metros, bitola de 0,20 mm marca fishtex;

e Seringas de insulina de 1 mi;
OBS seringas: Corta-se a ponta da agulha com um motor de dentista e
um pequeno disco de corte;

e Anestésico Isoflurano, medicamento inalatorio, solugdo, 1ml/ml, frasco
240 ml (referéncia: Isoforine);

e Alfinete, para tampar a canula durante a coleta. Cortar a cabeca do
alfinete com alicate. Vende de caixa em loja de costura;

e Heparina — Hepamax. Heparina no eppendorf, volume de 15ul na coleta
do sangue do animal. Hepaina 2% em salina para injetar logo apés as
coletas;

Softwares

+ Software Waters MassLynx MS®
+ Graphpad Prism® 5.0

* Graphpad Instat® 3.0

* Minitab 19® Statistical Software
+ Office® versao 2019.

4.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico para a
determinacdo do PZQ em amostras de plasma

Sistema cromatogréfico

A determinagao do PZQ foi realizada em sistema de cromatografia

liquida HPLC®Acquity Waters modelo 2965 acoplado a um detector UV-
Visivel modelo 2487, operando a 210 nm.

A separacdo do analito foi feita em coluna Sunfire C18 5 um, 4,6 x

250mm Waters®, com pré-coluna Sunfire C8 5 ym, 2,1x5mm Waters®.
A fase movel utilizada foi composta de acetonitrila e acido férmico
65:35, em modo isocratico, com fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida de 15

minutos. O PZQ é um farmaco fotossensivel e hidrofébico, sua
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concentracdo na solucdo estoque em geladeira foi de 100 ug/mL, em

metanol sob protecéo da luz.

Validacdo do método bioanalitico

O método foi validado segundo o Guia para Validacdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) de acordo com a resolucdo RDC n°27, de 17 de maio de 2012; e
do Food and Drug Administration (FDA), Guidance for Industry: Bioanalytical
Method Validation. Os limites de confianca avaliados na Validacdo do

método foram:

Linearidade

Na validacéo, o primeiro ensaio realizado foi o de linearidade, no qual foi
avaliada a resposta do farmaco de interesse (analito) submetido ao sistema
cromatografico nas mais variadas concentracdes obtidas por diluicdo seriada. A
partir das solugbes padrdes foram realizadas diluicbes seriadas para obter
diferentes niveis de concentra¢des no intervalo de 0,3125 ug/mL a 10 ug/ml. A
curva foi realizada em quintuplicata, com 6 niveis de concentracdo. Para avaliar
se as respostas analiticas sdo, de fato, proporcionais as concentracées dos
analitos, os dados de concentracdo e resposta analitica foram avaliados por
regressao linear, com obtencéo da equacéao da reta, coeficiente de correlacao e
com representacdo grafica. Como critérios de aceitacao da linearidade, a curva
deve apresentar coeficiente de correlagcdo acima de 0,98, exatiddo variando
entre 85 e 115%, podendo apenas o limite inferior de quantificagédo variar entre
80 e 120% do valor nominal. Os 6 niveis de concentracdo foram 0,3125 ug/mL;
0,625 ug/mL; 1,25 ug/mL; 2,5 ug/mL; 5 ug/mL e 10 ug/mL. Os controles de
qualidade adotados para o método foram - controle de qualidade baixo (CQB —
0,625 ug/mL), médio (CQM — 2,5 ug/mL) e controle de qualidade alto (CQA - 8
ug/mL).
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Limite inferior de quantificacao (LIQ)

O limite inferior de quantificacéo (LIQ), € a menor concentracdo doanalito
gue pode ser quantificada com precisdo de 80-120%, devendo apresentar uma
resposta no minimo cinco vezes superior a qualquer ruido da amostra branco no
tempo de retencdo do farmaco. A determinacdo do LIQ foi realizada em
quintuplicata, no qual a precisdo pode ter uma variacdo de precisdo de 80% a
120% e exatidao de 0% a 20%. Esse valor deve serobrigatoriamente
superior a qualquer valor da amostra branco no tempo de retencdo do farmaco

de interesse, nesse caso, o0 PZQ.

Precisdo e Exatidao intra e interdias

A precisdo é a avaliagdo da variabilidade dos resultados obtidos e a
exatidao é a avaliacdo da proximidade do resultado analitico com o valornominal
(valor tedrico de referéncia). A preciséo e a exatidao foram avaliadas através da
andlise de cinco replicatas (FDA, 2018). Ambos os ensaios foram realizados
utilizando o LIQ (0,3125 ug/mL), os controles de qualidade baixo (CQB — 0,625
ug/mL), médio (CQM — 2,5 ug/mL), alto (CQA — 8 ug/mL). Para aprovacao, 0s
valores de precisdo devem se encontrar entre 0 e 15% e os de exatidao entre 85
e 115%. O ensaio interdia foi realizado em uma Unica corrida analitica, os

ensaios inter-dia foram realizados em trés dias diferentes e ndo consecutivos.

Recuperacéao

A recuperacdo expressa a eficiencia do procedimento de extracdo da
amostra em relacdo ao analito no extrato final do procedimento de preparo,
extraido e ndo extraido (solugcéo). A recuperacao foi calculada pelo percentual
da area da amostra extraida de CQA (8 ug/mL) e CQB (0,625 ug/mL) em relacéo
a amostra ndo extraida das mesmas concentracdes. E desejavel que a

recuperacao esteja 0 mais proximo possivel de 100%, embora resultados
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significantemente inferiores ndo sejam proibitivos para a aplicagdo do método
em estudos farmacocinéticos, desde que haja sensibilidade e reprodutibilidade

de resultados. O estudo de recuperacéo foi realizado em trés replicatas.

Efeito residual

O ensaio de efeito residual analisa a possibilidade de ocorréncia de
contaminagdes de uma injecdo de amostra para outra e consiste em analisar
uma amostra branco seguida de uma amostra do maior ponto da linearidade
(10 ug/ml, neste caso) e, novamente, analise da amostra branco por mais duas
vezes subsequentes. Deve ser observado se ha picos interferentes no tempo
de retencdo do analito, que seja superior a 20% da resposta do analito, e do

padrao interno, que seja 5% superior a resposta do padréo interno.

Estabilidade de armazenamento

A estabilidade foi avaliada em funcéo da necessidade de armazenamento
das amostras apdés cada coleta e processamento (tempo em que amostra
permanece dentro do equipamento). Foi realizada uma analise inicial, em
triplicata, de CQB (0,625 ug/mL) e CQA (8 ug/mL) recém- preparados. Apés o
armazenamento, o analito foi considerado estavel quando ndo houve desvio
maior que 15% do valor obtido nas amostras recém- preparadas. O tempo

previsto de cada amostra mantida no interior do equipamento foi de sete horas.

Estabilidade curta duragéo

A estabilidade de curta duracdo foi verificada apdés as amostras

permanecerem em temperatura ambiente por tempo superior ao que as
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amostras em estudo serdo mantidas nessas condi¢cdes no decorrer do estudo,
sendo entdo, processadas e analisadas. As amostras nas concentragoes de
0,625 ug/ml e 8 ug/ml, em 3 replicatas, permaneceram em cima da bancada
por um periodo de sete horas a temperatura ambiente, e posteriormente foram
analisadas. O analito foi considerado estavel quando nédo houve desvio maior

que 15% do valor obtido nas amostras recém-preparadas.

Estabilidade longa duracéao

A estabilidade de longa duracdo foi avaliada ap6s as amostras serem
armazenadas por tempo superior ao intervalo compreendido entre a coleta da
primeira amostra e andlise da Ultima, por conseguinte, processadas e
analisadas. A temperatura utilizada para o ensaio foi a mesma temperatura de
armazenamento das amostras do estudo, - 80°C, por periodo de cinco meses e
apos isso foram processadas para avaliar se houve alteracdo no analito. Foram
avaliadas amostras nas concentragdes de 0,625 ug/ml e 8 ug/ml em 3 replicatas.
O analito foi considerado estavel quando ndo houve desvio maior que 15% do

valor obtido nas amostras recém-preparadas.

Estabilidade pds processamento

O equipamento de cromatografia liquida foi usado para fazer as analises,
dessa forma o0 mesmo possui 0 modo auto sampler que manter a amostra em
temperatura de 10°C, assim, foi processada uma curva de calibracdo juntamente
com os controles. O tempo de corrida das amostras deve sercalculado e
multiplicado pelo nimero de amostras que serdo injetadas, afim de determinar o
tempo total da corrida para assim, esperar esse tempo e novamente reanalisar
as amostras controle, injetando-as novamente.

Os resultados das analises foram positivos, no entanto, nos experimentos
feitos com animais, as amostras sao injetadas de dois animaispor vez,
sucessivamente CQA (8 ug/mL), COB (0,625 mg/mL) e CMQ (2,5 mg/mL) e

assim por diante, para garantir a estabilidade das amostras.
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Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

A estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento foi
determinada apos as amostras serem descongeladas e mantidas a 10°C por 3
horas e serem congeladas a -20°C mais duas vezes e processadas
sucessivamente. As amostras avaliadas nesse teste de estabilidade ocorreram
com os controles pré-determinados, CQA e CQB, que sdo os controles de
qualidade alto e baixo dos pontos da curva de calibracdo do analito. No caso do
PZQ os controles escolhidos como baixo e alto foram os valores 0,625 ug/ml
como baixo e 8 ug/ml como alto. O analito foi considerado estavel quando néo

houve desvio maior que 15% do valor obtido nas amostras recém-preparadas.
Processamento das amostras

O processamento das amostras envolveu 200 ul de plasma e aadicao
de 50 ul do padréo interno P.I (diclofenaco 25 ug/ml em &gua). A mistura foi
colocada em microtubos de 1,5 ml, adicionando-se 1 ml de solvente extrator
(metil terc butil eter). Apos agitacdo em vortex durante 30 segundos, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm. Apdés a
centrifugagao, as amostras foram filtradas e levadas ao evaporador por volta
de uma hora e meia para sucessiva evaporacdo, ressuspensaoem 100 ul
de fase movel (acetonitrila e acido féormico 0,1%) na proporcdo 65:35,
respectivamente, no vial, e injecdo de 20 ul no HPLC. Foram realizadas
corridas analiticas de 15 minutos.

As analises das amostras de animais foram intercaladas com controles
branco, CQA, CQB e CQM, de forma a verificar possiveis desviosanaliticos
durante a avaliacdo da farmacocinética, com maior garantia na qualidade dos

resultados das amostras.

4.2 Avaliacéo do perfil farmacocinético do PZQ em ratos Wistar

Animais, Manipulacéo e Preparo

Foram utilizados ratos Wistar (20 por grupo; 80 animais no total),

com peso aproximado de 250g provenientes do biotério central da
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Universidade Estadual Paulista-UNESP de Botucatu e transferidos para o
biotério do DFM (Departamento de farmacos e Medicamentos) da FCFAR.

A escolha deste modelo animal se deu devido a facilidade de
administracdo e a disponibilidade de infraestrutura para os estudos em
farmacocinética com este modelo, além da quantidade reduzida de farmaco
e formulagbes requeridos para estudo, e obtencdo de resultados
significativamente relevantes ao objetivo do estudo proposto.

Os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de
Farmacos e Medicamentos (DFM) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UNESP de Araraquara, onde foram mantidos em condi¢cdes controladas
de temperatura (23 + ou — 1° C), umidade (55 + ou - 5%) e luz (ciclo 12/12h,
luzes acesas as 07h) e tiveram alimento e agua a vontade. Os experimentos
iniciaram na fase claro e os animais foram privados de alimento por 6 horas
anteriores a administracdo dos compostos e por 4 horas apos a
administracdo. Ao final dos experimentos, os animais foram expostos a
sobredose anestésica de ketamina e xilazina para eutanasia, conforme
recomendacao do anexo | da Resolugao n°® 1000/2012do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria.

Os animais forma mantidos com agua, alimento a vontade até a
realizacdo dos experimentos, acomodados em caixas, em grupos de 5 ratos
cada, em salas com ciclo de luz de 12 em 12 horas e temperatura em 23°C.
Os experimentos sempre foram delineados e ocorreram em 10 animais por
vez, sempre gque possivel. No dia posterior a chegada do Biotério Central esses
animais, apos se alimentarem e hidratarem, foram pesados e ficaram por
volta de 6 dias ganhando peso até passarem pela cirurgia de canulacao da
artéria femoral. No caso do grupo de administracdo intravenosa, a veia
femoral também recebeu a canula.

A canulacdo femoral ocorreu um dia antes da administracdo dos 4
grupos. Nesse dia, apdés a canulagdo, os animais ficaram em caixas
individuais, para n&o ocorrer a roedura da canula.

O procedimento da canulacdo é invasivo e deve ser procedido com
cautela, visto que nesse momento pode haver o rompimento da artéria
femoral do animal ou até mesmo a parada respiratoria decorrente da

anestesia.
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A tricotomia é o primeiro passo do procedimento da canulacédo, é o
momento no qual os animais sdo depilados na regido da virilha e cabeca
para que haja espaco para o procedimento cirdrgico e espaco para utilizacao
da canula. Apds a tricotomia, os animais sdo anestesiados para iniciar a
incisdo da pele, com um pequeno corte na regido femoral do rato,
localizando-se a artéria femoral (e veia, quando for o caso), que se encontra
muito proxima da regido denominada NAV (nervo-artéria-veia). Apos a
separacao dessas trés estruturas, € feito o isolamento e elevacédoda artéria
(e veia, quando for o caso) com uma linha, fazendo-se uma perfuracao
superficial, sem rompimento da artéria, e se inicia a insercdo da canula na
artéria, que sera fixada através de amarracdo com linha. Apés fixacdo da
canula arterial, é feito o fechamento da incisdo da regido femoral. Com um
pequeno corte na regido posterior da cabeca do animal a canula é transposta
ao longo do comprimento do corpo do animal, com nova fixacdo na parte
posterior da cabeca por amarracdo com fios. Nesta posicao, a canula ficara
inacessivel para a roedura pelo préprio animal. Os animais sdo mantidos em
isolamento e caixas ap0Os este procedimento. O procedimento anestésico

envolve a administracao de isoflurano 1 ml/ml.

Protocolo experimental

O protocolo experimental (09/2019) foi previamente submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP/Araraquara e aprovado (anexo).

Foram planejados quatro grupos de animais, sendo um grupo de PZQ
pela via intravenosa, e 0s outros trés grupos de PZQ via gavagem.

Administracdo intravenosa (I.V.): Os animais passaram por
implantacéo de canulas na veia femoral para administracdo do farmaco e na
artéria femoral para coleta de sangue no dia anterior ao experimento e, apos
24h de recuperacao, ocorreu administracdo intravenosa de PZQ (20 mg/kg,
extrapolagdo alométrica considerando a dose de 5 mg/kg no homem).

Administragdo via gavagem do insumo farmacéutico ativo (IFA):

Os animais passaram por implantacdo de canulas na artéria femoral para
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coleta de sangue no dia anterior ao experimento e, apos 24h de recuperacao,
ocorreu administracdo por gavagem de PZQ (200 mg/kg, extrapolagao
alométrica considerando a dose de 50mg/kg no homem).

Administracéo via gavagem da suspensdao oral 25 mg/ml (SO): Os
animais passaram por implantagcéo de canulas na artéria femoral para coleta
de sangue no dia anterior ao experimento e, apds 24h de recuperacao,
ocorreu administracdo por gavagem de PZQ (200 mg/kg, extrapolacao
alométrica considerando a dose de 50mg/kg no homem).

Administracdo via gavagem da formulagdo com microparticulas
inorganicas (HDL 4:1): Os animais passaram por implantacdo de canulas
na artéria femoral para coleta de sangue no dia anterior ao experimento e,
apos 24h de recuperacéo, ocorre administracao por gavagem de PZQ (200
mg/kg, extrapolagdo alométrica considerando a dose de 50mg/kg no
homem).

Apés a administracdo do farmaco, em todos os grupos, foi realizada
a coleta seriada de sangue para a determinacdo do PZQ pelo método
bioanalitico previamente validado. Os tempos e periodos de coleta foram
determinados apds realizacdo de ensaio piloto.

As amostras de sangue foram coletadas nos tempos 5, 10, 20, 30,
45, 60, 180 e 360 minutos para os animais IV e nos tempos 10, 20, 30, 45,
60, 180, 360 e 480 minutos para os animais que receberam administracao
via oral. Abaixo, na tabela 1 estd demonstrado o planejamento das coletas

de sangue.
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Tabela 1 - Planejamento das coletas sanguineas no dia do experimento

formafarm
X ouy

Tempo e 10 20° 30° 45° 60' 180" 360° 480"

Rato 1 . D 3 .

Rato 2 . D . .

Rato 3 c 0 0 c

Rato 4 O o 0 0

Rato 5 . . D .

Rato 6 . . . .

Rato 7 . . . .

Rato 8 . . . .

Rato 9 . . D .

Rato 10 . . . .

Fonte: Elaborada pelo autor

Calculo Amostral

Para o célculo do tamanho da amostra adotamos aquele estabelecido
pela regulamentacdo da ANVISA (RE 898/2003); que se baseiana publicacao
de (Chow e Wang, 2001). Tal procedimento considera o nivelde significancia,
o poder do teste e coeficiente de variagdo do parametro a ser estudado.
Calculou-se o tamanho amostral minimo com um intervalo de confianca de
95% e 80% de poder do teste para detectar uma diferenca superior a 20%
entre os grupos de animais.

O coeficiente de variacdo (CV) considerado foi de 15,97%,
considerando a variabilidade dos parametros farmacocinéticos do PZQ
apresentados no estudo de Mandour et. al (1990). Iniciou-se o calculo com
a proposta inicial de 5 replicatas para a obtencao do valor de n:

n 2 [t(a, 2.n-2) + t((1 — B)/2, 2.n-2)]2 x (CV/20)?
n =t (0,05,8) +1(0,1,8)]2 x CV dotado/20)?

n = [2,31+1,86]2 x (15,97/20)2

n=17,3889 x 0,6376

n=11,09 n=12

em que: a = nivel de significancia; B = poder do teste; e CV = coeficiente de variagéo.

Utilizou-se o resultado obtido para a iteracao:



47

n [t (0,05,22) + t(0,1,22)]2 x (15,97/20)2
n = [2,074+1,717]2 x 0,7081

n=14,3717 x 0,6376

n=916 n=10

Nova iteragao:
n =t (0,05,18)+t(0,1,18)]2 x (15,97/20)?
n=[2,101+1,734]2 x0,6376
n= 14,7072 x 0,6376
n=9,38
n=10.

Desta forma, consideramos o niumero minimo de 10 replicatas por
tempo como necessarias para que tenhamos resultados de qualidade sob o
ponto de vista estatistico.

Considerando a limitacdo do volume sanguineo para o modelo animal
utilizado (méximo de 1,7 mL) (Diehl, 2001), o nimero de animais utilizados
no estudo para compor 10 curvas de concentracao plasméatica por tempo foi

80 (20 animais por curva; 4 grupos).

Analise farmacocinética

O perfil de concentracdo plasmatica vs tempo dos compostos foi
avaliado segundo o modelo monocompartimental, que melhor se adaptou
aos resultados. A area sob a curva da concentracao plasmatica pelotempo
(ASCO-T) foi obtida usando a regra dos trapezoides e a area sob a curva
da concentracéo plasmatica pelo tempo extrapolada ao infinito (ASCO-«)
foi obtida pela soma da ASCO-T adicionando-se a extrapolac¢éo ao infinito por
meio da divisdo da dultima concentracdo plasmatica pela constante de

eliminacao (Cpn/kel). A relacéo entre as areas (r) foi calculada
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para avaliar o periodo de determinacdo das concentracdes plasmaticas,
sendo desejavel que r seja maior ou igual a 0,8. A constante de eliminagao
(kel) foi calculada como a inclinacdo da regressao log- linear da fase terminal
da curva de concentracdo-tempo. A meia vida de eliminacdo (t1/2) foi
calculada dividindo o logaritmo natural de 2 por kel. O clearance (Cl) foi
calculado dividindo a dose por AUCO-«~, e o volume de distribuicdo (Vd) foi
calculado dividindo Cl por kel. Para a administracdo extravascular foi
calculada a biodisponibilidade (F), através da relacdo das AUCO-« obtida
com a administracdo intravenosa. Foram calculados os parametros MRT,
MTT e MAT (tempos médios de residéncia, transito e de absorc¢éo), utilizando
estatistica dos momentos. Tlag (lag time) foi calculado para a via
extravascular, utilizando a relacdo dos catetos para obter Cp0. A RBA ou
biodisponibilidade relativa foi calculada entre os grupos que receberamPZQ
pela via oral, comparando-se as ASCO0-.

Os parametros farmacocinéticos foram calculados através da
utilizacdo do software Excel®. Os valores de Cmax e Tmax foram obtidos
diretamente dos dados experimentais. Os parametros farmacocinéticos

calculados e sua forma de obtencao estéo relacionados na tabela 2.

Tabela 2 - Parametros farmacocinéticos e sua forma de obtencéo.

Parametro un Descricao Equacao
concentracdo plasmatica experimental
Cmax Hg/mL mqéxinEa p
Tmax min tempo para atingir Cmax experimental
. I = grafico log da concentragcéo
Kel min? constante de eliminacao plasmativa vs tempo
. . . o 0,693
ti min meia vida de eliminag&o K.
ASCo.t pg/mL.min areajsobjajclinvajdelzerofac) método dos trapezoides
ultimo tempo quantificavel
. C
: area sob a curva de zero LPn
ASCo_; +
ASCo-« Hg/mL.min extrapolada ao infinito o-t (K z)
area sob o momento da curva
ASMCo pg/mL.min de zero ao ultimo tempo método da estatistica dos momentos
guantificavel
- Cpn n Cpn
ASMC pg/mL.min area sob o momento da curva ASMCo—¢+ ( Lf—-'i——( )
0= de zero extrapolada ao infinito Ket KeixKe;
Cl L/min/k Cl Dose x F
mL/min/kKg earence ASCofw
cl
Vdarea mL/kg volume de distribuigdo K
el
o DosexF
Vc mL/kg volume de distribuicdo central AouB
Ao Cgral ~ sruscy
Eo biodisponibilidade absoluta o “¥ % 100
oral ASC;, X Doseyral
ASCy_co(testey X DOS€C orerencia
RBA biodisponibilidade relativa ASCy_o(referenciay X DOSe€ogte
x 100
) o o ASMC
MTT min Tempo de transito médio ASCo o
MRT min Tempo de residéncia médio MTT - MAT
ka mint constante de absorcéao método dos residuos
0,693
ti2abs min meia vida de absorgao Ka
ASCo_¢
Rareas relagéo entre as areas ASCo_o
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MAT min tempo médio de absorcéo 1/Ka

. PP ~ L b. a d. 1 a
T lag min tempo para o inicio da absorg&o n (fase absorgdo/fase de eliminagio

fase absorcao — fase de eliminagao

Fonte: Elaborada pelo autor

4.3 Andalise estatistica

Os resultados dos parametros farmacocinéticos obtidos estdo
apresentados através das médias e medianas com intervalo de confianca de
95%. A distribuicdo dos resultados foi avaliada por teste de normalidade para
determinar o uso de um teste t paramétrico ou nao paramétrico (Mann-
Whitney), sendo que em ambos os casos foram considerados um nivel de
significancia de 0,05 para avaliar as diferencas obtidas nos parametros

farmacocinéticos do PZQ entre os grupos. Para analise estatistica foi

empregado o programa GraphPadInstat®. O programa GraphPadPrism®

5.0 foi utilizado para producao de graficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e validacdo do método analitico

Sistema cromatografico

O sistema cromatografico desenvolvido foi capaz de separar
adequadamente os analitos de interesse. Na figura 2 estd representado o
cromatograma obtido a partir do software Masslyinx MS®, demonstrando os
tempos de retencao e intensidade do sinal gerado para PZQ (na concentracao
de 10 ug/ml) e Padr&o interno (diclofenaco 25 ug/ml). E possivel verificar que o
tempo de retengcdo para os compostos foram: PZQ: 3,30 min; PI: 4,30 min;
apresentando boa resolucédo e separacdo entre os picos. Importante ressaltar

gue os dois primeiros picos do cromatograma sdo desconsiderados por serem
residuos do plasma.

Figura 2 - Cromatograma do PZQ e PI na concentracdo de 100 pg/mL e 25 ug/mL
respectivamente.

06-25-2019 SOLUCAO PZQ 100ug + DIC 25ug em H20
313,
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1
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2: Diode Array
Range: 3.606e-1
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Legenda: pico 1 — PZQ 100 ug/mL pico 2 diclofenaco 25 ug/mL

Fonte: Elaborada pelo autor
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Curva de calibracdo e parametros da validacdo do método bioanalitico

A curva analitica do composto foi construida em quintuplicata,
compreendendo o intervalo de 0,3125 ug/mL a 10 ug/mL. Para avaliar se as
respostas analiticas sao, de fato, proporcionais as concentracdes dos analitos,
primeiramente os dados de concentracdo e resposta analitica foram plotados,
com obtencdo de uma reta como representacdo grafica mostrada abaixo na
figura 3.

Figura 3 — Curva de calibragdo do método bioanalitico

Linearidade

2,5
= X vy =0,216x - 0,003 °
ot R2=0,9992
N
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g 15
o
o
£ 1 [
o
g,
£ 0,5 ®
()
2 °

o @ e

0 2 4 6 8 10

Concentracdo PZQ (ug/mL)

Fonte: Elaborada pelo autor

A linearidade foi avaliada a partir da constru¢cdo de uma curva analitica
plotando os resultados das relagces de areas dos picos do farmaco PZQ com o
padrao interno e as concentracdes de PZQ, através de regressao pelo método
dos minimos quadrados. Obteve-se a equacdo da reta com coeficiente de
determinacdo de 0,9992. A curva apresentou exatiddo média de 96%, valores
aceitaveis, uma vez que o critério de aceitacdo € de 85 a 115%, exceto para o
LIQ, que pode apresentar exatiddo entre 80 e 120%.

A curva foi construida resultando em coeficiente de correlacdo de 0,9992

e a equacao da reta: y = 0.216x - 0.003.
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O LIQ, ou menor concentracdo do analito que pode ser quantificada com

precisdo e exatidao aceitaveis, foi de 0,3125 pg/mL.
Precisdo e exatidao interdia e intradia

Os ensaios de exatidao e precisédo intra e interdia foram realizadosatravés
da analise de cinco replicatas, utilizando o LIQ (0,3125 ug/ml), controle baixo
(CQB - 0,625 ug/ml), médio (CQM — 2,5 ug/ml) e alto (CQA — 8 ug/ml).O
ensaio intradia foi realizado com uma corrida analitica, e o interdias envolveua
andalise em trés dias consecutivos, com n final de 15 replicatas. Os resultados
foram avaliados e, de acordo com os resultados apresentados na tabela 3, a

exatidao e precisdo das amostras estdo de acordo com os valores preconizados.

Tabela 3 - Precisdo e exatiddo das curvas intradia e interdia do método bioanalitico

LiQ cQB caMm CQA

Concentragdo nominal PZQ(ug/mL)  0,3125 0,625 2,5 8
n 5 5 5 5

Intradia Precisdo (%) 4,157 2,932 2,255 3,622
Exatiddo (%) 113,487 96,067 114,85 103,303

n 15 15 15 15

Interdia Precisdo (%) 1,116 0,269 2,162 1,766
Exatiddo (%) 113,621 95,643 112,743 104,16

Fonte: Elaborada pelo autor

Recuperacéao

O ensaio de recuperacéo foi realizado por meio da analise, em triplicata,
do PZQ em plasma nos controles baixo, médio e alto e sucessiva extragdo. Apos
isso, foram feitas analises nas mesmas concentra¢fes, porém somente extracao

com fase moével.

Os resultados obtidos mostraram alta recuperacédo no procedimento de
extracdo, tanto do analito (PZQ), quanto do padréo interno (Diclofenaco) e,

mesmo ndo sendo uma recuperacdo de 100%, os niveis de exatidado e precisao
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estdo dentro dos valores de referéncia aceitaveis para a aplicacdo do método

nos estudos de farmacocinética.

Abaixo, na tabela 4, estdo apresentados os resultados em porcentagem
dos controles baixo e médio e alto com suas respectivas recuperagoes.

Tabela 4 - Porcentagem das recuperag¢des dos controles baixo, médio e alto (0,625 ug/mL, 2,5

ug/mL e 8 ug/mL, respectivamente).

Controles de qualidade Recuperagao %
CaB 86,08
camMm 90,79
CQA 88,67

Fonte: Elaborada pelo autor

Efeito residual

Nesse experimento foram feitas trés injecbes da mesma amostra
contendo plasma branco, isento de PZQ e diclofenaco (P.lI). Duas dessas trés
amostras foram injetadas previamente, depois, foi feita uma injecdo do limite
superior de quantificacdo (LSQ — 10 ug/ml), e sucessivamente outra injecdo da
amostra branco. A resposta de picos interferentes no tempo de retencéo do
analito foram inferiores a 20% da resposta do LIQ e as respostas de picos
interferentes no tempo de retencdo do P.l foram inferiores a 5% da reposta do
diclofenaco. Assim, devido a baixa porcentagem de interferentes, pode-se
verificar que ndo ha interferéncia significativa de amostras de injecdes anteriores

nas analises sucessivas e, portanto, ndo ha efeito residual.

As injecbes das amostras que ocorreram no teste de efeito residual

estdo na tabela 5 abaixo.
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Tabela 5 - Resultado do efeito residual, raz&o entre PZQ/DIC

Amostras Razdo entre PZQ/DIC
BRANCO 1 0.12896
BRANCO 2 0.1533

LSQ (10 ug/mL) 2.040
BRANCO 3 0.120

Fonte: Elaborada pelo autor

Ensaios de Estabilidade
Estabilidade de armazenamento

Os ensaios de estabilidade s&o realizados para avaliar as mais adversas
condi¢bes nas quais podem ser submetidas as amostras contendo farmaco e
plasma. Dessa forma, sao realizados diferentes experimentos cujo objetivo &
mimetizar essas condicbes adversas, e avaliar se os resultados de analise
dessas amostras sdo validos para o estudo. Os ensaios seguiram as
regulamentacdes da RDC27/2012 e os valores dos resultados se mostraram
inferiores a 15% referente ao desvio padrao.

Estabilidade de curta duracdo (ECD)

As amostras permaneceram a temperatura ambiente no periodo de tempo
gue normalmente ficam durante o periodo de extracéo e analise. O periodo foi
de sete horas, no qual o plasma com farmaco incorporado ficou sob a bancada
aguardando processamento. Apos esse periodo, foi adicionado o padrao interno,
solvente extrator, e todo restante do processamento normal da amostra até o

momento da injecao.

O resultado obtido apresentou coeficiente de variagdo abaixo de 15%, o

gue evidencia estabilidade adequada nessas condicoes.
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Estabilidade p6s processamento (EPP)

O equipamento de cromatografia liquida utilizado possui amostrador
(autosampler), que pode manter a amostra em temperatura de 10°C, assim, foi
processada uma curva de calibragdo juntamente com os controles e o tempo de
corrida das amostras foi calculado. ApGs primeira analise e o tempo total de
corrida, foram realizadas novas analises para as mesmas amostras. Os
resultados garantiram que seria possivel a anélise de amostras de dois animais
por vez, com andlise sucessiva de CQA (8 ug/mL), CQB (0,625 mg/mL) e CMQ
(2,5 mg/mL).

Estabilidade de longa duragéo (ELD)

As amostras preparadas de CQA (8 ug/mL) e CQB (0,625 ug/mL) foram
diluidas em plasma e armazenadas em freezer em temperatura de -80°C, por
um periodo de cinco meses. Apés esse tempo, foram descongeladas e

submetidas ao processamento normal.

O resultado da extracdo mostrou que as amostras se mantiveram estaveis
nesse periodo de tempo, visto que seus valores de precisdo e exatiddo

corresponderam dentro do valor preconizado.
Estabilidade ap0s ciclo de congelamento e descongelamento (ECCD)

Nessa situacéo foi avaliada a estabilidade da amostra contento plasma e
farmaco apo6s trés ciclos de congelamento e descongelamento. As mesmas
contendo CQB (0,625 ug/mL) e CQA (8 ug/mL) passaram por congelamento a -
20°C e foram descongeladas, isso tudo em periodo de 24 horas. ApOs esses trés
ciclos as amostras foram processadas e injetadas. O resultado desse
experimento mostrou que a precisdo e exatidao obtiveram valores inferiores a
15%, indicando estabilidade.

Adiante, na tabela 6, estdo apresentados os resultados dos estudos de

estabilidade supracitados.
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Tabela 6 - Preciséo e exatidédo das estabilidades avaliadas na validagdo do método bioanalitico

Estabilidade de armazenamento

ECD ELD EPP ECCD

n=3
CQB
Exatiddo (%)
(0,625 pg/mL)
Precisao(%)

n=3
CQA
Exatiddo (%)
(8 ug/mlL)
Precisao(%)

101,681 106,836 105,229 103,706

3,259 2,464 3,940 2,039
96,038 99,230 105,742 108,21
4,766 2,343 ,908 2,396

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda das estabilidades:

ECD - Estabilidade de curta duracéo (7 horas)

ELD - Estabilidade de longa duragéo (5 meses)

EPP — Estabilidade pés-processamento (4,5 horas)

ECCD - Estabilidade ciclo de congelamento e descongelamento (3 dias)

Com base nos resultados dos limites de confianca obtidos para o

método bioanalitico desenvolvido, foi possivel sua aplicacdo nos estudos de

farmacocinética pré-clinica pretendidos. Com isso, podemos definir que

todos os ensaios de estabilidade realizados ocorreram de forma positiva,

mostrando além de valores dentro do preconizado, uma facilidade de

manuseio desse farmaco em bancada a ponto de nao sofrer degradacdes

frente a varios ambientes e condi¢Oes distintas e especificas.

5.2 Avaliagéo do perfil farmacocinético do PZQ em ratos Wistar

No grupo intravenoso (IV), os animais receberam a dose de 20 mg/kg de

PZQ IFA, dissolvido em DMSO puro, na concentragédo de 120 mg/mL. O volume

do produto administrado na veia dos animais foi de 40 microlitros, adequado ao

modelo e ao tipo de solvente utilizado, de acordo com (Diehl, 2001) e

(Neervannan, 2006). Foi possivel realizar a coleta e quantificar o PZQ
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em amostras de plasma de oito animais e, assim, obter uma curva meédia de
concentracfes plasmaticas pelo tempo, estimando os valores dos parametros
farmacocinéticos com base nesta curva. Representamos o perfil de

concentracéo plasmatica do PZQ pelo tempo no grupo IV na figura 4.

Na tabela 7 estdo demonstrados os valores dos parametros
farmacocinéticos estimados para 0 PZQ com base nos resultados da analise em
8 animais que receberam o IFA pela via intravenosa. N&o foi possivel completar
0s estudos neste grupo, tendo em vista a grande ocorréncia de mortalidade dos

animais, de forma que os parametros foram apenas“estimados”.

A grade mortalidade dos animais ocorreu pela precipitacdo do
praziquantel na veia do animal, mesmo que solubilizado em DMSO, ao entrar em

contato com a corrente sanguinea retorna a sua fase dispersa e mata o animal.

Figura 4 - Concentracéo plasméatica em funcao do tempo — grupo intravenoso ( n= 8; 20 mg/kg).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Como apontado anteriormente, a administracdo do PZQ no grupo

dos animais pela via intravenosa resultou em alta mortalidade e, desta
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forma, optamos pela descontinuidade da avaliagcdo do grupo e realizamos a
estimativa dos parametros farmacocinéticos finais (n=8).

No grupo que recebeu a administracdao oral do insumo farmacéutico
(IFA) PZQ, nédo foram observados niveis quantificaveis de PZQ nas amostras
de sangue coletadas no periodo, levando a conclusdo de que a absorcéo
oral do composto sem adjuvantes € insignificante. Optamos também pela
descontinuacéo da administracao oral do IFA. No grupo que recebeu o PZQ
na forma de suspensao oral comercial (n=20) foi possivel calcular os
parametros farmacocinéticos.

Na figura 5 apresentamos o perfil do grupo da suspensao oral (SO),

apresentacdo comercial de uso veterinario.

Figura 5 - Perfil farmacocinético do PZQ administrado em ratos wistar, por gavagem, da
suspensao oral ( n= 20 ; 200 mg/kg).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Foi possivel observar niveis plasméaticos de PZQ dentro das
concentracgdes quantificaveis pelo método desenvolvido durante oito horas
apos a administracdo. A partir deste periodo, os niveis plasmaticos néao
apresentaram valores abaixo do limite de quantificagéo (0,3125ug/ml).

Observou-se decaimento de concentracdes plasmaticas com apenas
uma velocidade, caracterizando modelo monocompartimental. A partir

destes resultados, foi possivel calcular os parametros farmacocinéticos do
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PZQ da administracéo oral.

Na tabela 7, a seguir, apresentamos os parametros farmacocinéticos
estimados para o grupo de animais que recebeu o PZQ pela via intravenosa
(n=8, 20 mg/kg) e os parametros farmacocinéticos calculados para o grupo
de animais que recebeu o0 PZQ por gavagem da suspensao oral (SO) (n=20,
200 mg/kg).

Tabela 7 - Parametros farmacocinéticos (Grupo IV n= 8 ; 20 mg/kg; grupo SO ( n= 20; 200

mg/kg). Valores expressos como média.

Parametro farmacocinético Grupo SO Grupo Iv*
(200 mg/Kg; n=20) (20 mg/Kg; n=8)

Kel (min) 0,0051 0,038
t 1/2 (min) 138,6 18,2
ASC 0-t (ug/mL.min) 537,11 320,99
ASC 0-inf (ug/mL.min) 614,05 379,60
r areas 0,87 0,85
Cl (mL/min/Kg) 52,69 52,69
Vd (mL/Kg) 10537,13 1386,50
ASMC 0-t (ug/mL.min) 79214,17 5958,82
ASMC 0-inf (ug/mL.min) 131916,4 11017,99
MTT (min) 220,35 29,02
F % 16,1 -
Cmax (ug/ml) 4,37 12,67
tmax (min) 46,5 )
Ka (min?) 0,0697 -
t 1/2 a (min) 15,19 -
MAT (min) 21,91 -
MRT (min) 199,52 29,02

*Valores estimados
Fonte: Elaborada pelo autor

Na figura 6 apresentamos o perfil do PZQ no grupo que recebeu a

formulagéo PZQ-HDL (HDL).
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Figura 6 - Perfil farmacocinético do PZQ administrado em ratos wistar, por gavagem, da
formulacdo PZQ-HDL ( n= 20 ; 200 mg/kg).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Foi possivel observar niveis plasmaticos de PZQ dentro das
concentragdes quantificaveis pelo método desenvolvido também durante oito
horas apds a administracdo. A partir deste periodo, os niveis plasmaticos
ndo apresentaram valores abaixo do limite de quantificacdo (0,3125ug/ml).
Ainda, como ocorreu nho grupo SO, também se observou decaimento de
concentracdes plasmaticas com apenas uma velocidade, caracterizando
modelo monocompartimental. A partir destes resultados, foi possivel calcular
os parametros farmacocinéticos do PZQ apdés administracdo oral do PZQ
carreado por particulas inorganicas.

Na tabela 8, a seguir, apresentamos os parametros farmacocinéticos
estimados para o grupo de animais que recebeu o PZQ pela via intravenosa
(n=8, 20 mg/kg) e os parametros farmacocinéticos calculados para o grupo
de animais que recebeu o PZQ por gavagem da formulacdo PZQ-HDL (n=20,
200 mg/kg).
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Tabela 8 - Parametros farmacocinéticos (Grupo IV n= 8 ; 20 mg/kg; grupo PZQ-HDL ( n= 20;

200 mg/kg). Valores expressos como média.

Parametro farmacocinético Grupo PZQ-HDL Grupo IV*
(200 mg/Kg; n=20) (20 mg/Kg; n=8)

Kel (min?) 0,0061 0,038
t 1/2 (min) 115,17 18,2
ASC 0-t (ug/mL.min) 1293,074 320,99
ASC 0-inf (ug/mL.min) 1373,39 379,60
r areas 0,94 0,85
Cl (mL/min/Kg) 52,69 52,69
Vd (mL/KQ) 8755,85 1386,50
ASMC 0-t (ug/mL.min) 202022,68 5958,82
ASMC 0-inf (ug/mL.min) 254279,55 11017,99
MTT (min) 183,3714 29,02
F % 36,20 )
Cmax (ug/ml) 7,33 12,67
tmax (min) 54
Ka (min?) 0,0306 -
t 1/2 a (min) 23,67 -
MAT (min) 34,16 -
MRT (min) 151,73 29,02

*Valores estimados
Fonte: Elaborada pelo autor

Importante ressaltar que os parametros farmacocinéticos do grupo IV
foram estimados a partir da constru¢cdo de uma curva de concentracdes
plasmaticas versus tempo com 8 animais que, sob o ponto de vista
estatistico, ndo € satisfatorio para estudos comparativos. No entanto, em
decorréncia da grande mortalidade de animais que recebem PZQ por esta
via, optamos pela descontinuidade deste grupo, tomando os valores apenas
como referéncias.

Também é importante ressaltar que o grupo de animais que recebeu
PZQ (IFA) disperso em agua sem adjuvantes por gavagem nao apresentou
niveis plasmaticos quantificaveis, o que inviabilizou a construcdo de curvas
de concentragbes plasmaticas versus tempo e o célculo de parametros
farmacocinéticos. E possivel afirmar, portanto, que sob essas condicdes, a
absorcdo do PzZQ pela via oral é insuficiente; e este fato ressalta a
importancia da utilizagdo de recursos farmacotécnicos para promover o

processo de absorcdo e melhorar os niveis plasmaticos do farmaco para a
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administracao por esta via.

Os valores dos parametros farmacocinéticos sdo importantes para a
construcdo do regime posolégico e do controle terapéutico, e a interpretacéo
desses parametros € de suma importancia durante o desenvolvimento de novos
produtos, uma vez que estas interpretacbes auxiliam a identificacdo de
populacées susceptiveis ao farmaco, a verificagdo da necessidade de ajuste de
dose em diferentes situac¢des, entre outros.

Para interpretar os parametros farmacocinéticos, devemos utilizar
referencias apropriadas, de acordo com a abordagem conceitual de cada um
deles.

Além do numero de animais estatisticamente relevante e da obtencéo de
niveis sanguineos adequados para a quantificacdo de parametros, o calculo de
parametros farmacocinéticos exige que, num planejamento de estudo em
farmacocinética, o periodo de coleta e a obtencdo de valores experimentais de
concentracfes plasmaticas ocorram em tempo suficiente para a cobertura de,
pelo menos, 80% da area sob a curva de concentracdo plasmatica pelo tempo
extrapolada ao infinito (ASCO-inf). Em termos praticos, € possivel verificar se o
planejamento experimental esta adequado através da relacao entre as areas (r
areas) da concentracdo plasmatica versus tempo até o ultimo t experimental
(ASCCO-T) e a area sob a curva de concentracdo plasmatica pelo tempo
extrapolada ao infinito (ASCO-inf). Esta relacdo (r areas) deve apresentar o valor
minimo de 0,8. Os grupos IV, SO e HDL apresentam r areas de 0,85, 0,87¢e 0,94;
respectivamente, o que demonstra que o periodo de analise farmacocinética
estd adequado para a realizacdo dos calculos e assumpc¢éao dos parametros para
continuidade dos estudos. Ressalte-se que, no entanto, o grupo IV apresenta
namero de animais inferior ao necessario para as comparacdes estatisticas e
por esta razdo consideramos o0s parametros farmacocinéticos como “valores
estimados”, e ndo “valores determinados”.

O clearance (ou depuragcédo) é um termo usado para indicar a remocéao
completa de um farmaco de um volume especifico de sangue na unidade de
tempo. O clearance é expresso em volume por unidade de tempo (ml/min ou I/h),
e compreende todos 0s processos que resultem na eliminacdo do farmaco do
organismo (Toutain e Bousquet-Mélou, 2004). Dois principais fatores fisiolégicos

interferem significativamente na capacidade de CI: a perfuséo
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sanguinea do orgado eliminador e a capacidade intrinseca deste 6rgédo para
efetivar a eliminacao do farmaco. A perfusdo sanguinea estd intimamenteligada
ao débito cardiaco - quantidade de sangue bombeada pelo coracdo em
litros/minuto — que se expressa pela relacéo entre o volume sistdlico e frequéncia
cardiaca, fatores intimamente relacionados as caracteristicasanatomicas e
funcionais de um organismo. O débito cardiaco pode ser o fator limitante ao Cl
e, em condi¢des fisiologicas ideais de eliminac¢do, o valor numeérico maximo de
Cl sera aproximadamente o valor do débito cardiaco (Toutain e Bousquet-Mélou,
2004)

O calculo do débito cardiaco (DC) pode ser realizado através da equacao:

DC (ml/min.Kg) = 180 x massa corp6rea19

O débito cardiaco (DC) de um rato Wistar de 0,250 g é de 234,24
ml/min.kg. Ocorre que apenas cerca de 50% do fluxo sanguineo sera destinado
aos principais 6rgaos eliminadores — figado e rins — e, desta forma, podemos
considerar que valores de Cl, neste modelo animal, proximos de 117 ml/min.kg
(DC/2) podem ser considerados elevados. O valor de Cl do PZQ encontrado
neste trabalho foi de 52,7 ml/min.kg, cerca de 1/2 do débito dos Orgaos
eliminadores. Consideramos que valores de Cl acima de 35% do DC/2 sé&o
considerados elevados, o que € o caso do PZQ em ratos Wistar.

O processo de distribuicdo de um farmaco pode ser avaliado através do
parametro volume de distribuicdo (Vd), que descreve a relagdo entre a
quantidade do farmaco existente em todo o organismo e a quantidade existente
no plasma e, conceitualmente, se define como o volume no qual o farmaco deve
estar contido para que a sua concentracdo se iguale a do plasma (Toutaine
Bousquet-Mélou, 2004). Quando Vd € pequeno a captacdo pelos tecidos €
limitada, enquanto que altos valores de Vd indicam uma ampla distribuicdo para
os tecidos. E importante ressaltar que através do volume de distribuicdo nédo é
possivel determinar os sitios anatdmicos de distribuicdo, que somente podem
ser determinados por analises diretas das concentracdes nos tecidos. Quando
temos altos valores de Vd, podemos apenas inferir que ha tendénciade
acumulo extravascular do farmaco. Em farmacocinética clinica, o Vd é um

importante parametro empregado na constru¢cdo do regime de dose que sera
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utilizado no paciente. Em conjunto com a concentracdo alvo no estado de
equilibrio pode ser utilizado para calcular a dose de ataque.

A interpretacdo dos valores de Vd deve ser feita a partir do volume
sanguineo previsto para o modelo animal que assumimos como cerca de 7%
do seu peso corporal. Consideramos como volume de distribuicdo baixo, um
valor de Vd igual ou menor que 0,07 L/kg; consideramos Vd intermediério,
valores entre 0,07 e 0,5 L/kg. Valores de Vd acima de 0,5 L/kg demonstram
tendéncia de acumulo extravascular do farmaco. Encontramos, para o PZQ, no
modelo animal estudado, um valor de vd de 0,3 a 10,5 L/kg (IV e oral,
respectivamente). Estes valores nos permitem afirmar que ha tendéncia do
farmaco se distribuir para o organismo a despeito de sua permanéncia na
circulacdo sanguinea, ou acumulo extravascular.

A meia-vida (t12) de eliminacdo é um parametro hibrido do clearance e
do volume de distribuicdo e representa o tempo necessario para que a
concentracdo plasmatica do farmaco decline para a metade (Toutain e Bousquet-
Mélou, 2004). Consideramos farmaco de meia vida longa, aqueles que
apresentam valores deste parametro superiores a 24 horas. O PZQ apresentou
meia vida de eliminacdo de curta, de 18 minutos para a via IV e 2 horas,
aproximadamente, para a via oral. Em estudo realizado por (Botros et al., 2011),
a meia vida de eliminacdo do PZQ em camundongos foi de cerca de 60 minutos.
Este valor também caracteriza o farmaco como de curta meia vida de eliminagao
(Botros et al, 2011).

No estudo feito por (Sun et al., 2016) foram obtidos valores de meia vida
de eliminacdo do PZQ, em bovinos, de cerca de 26 horas, apés a administracao
intramuscular (30 mg/kg) e de 7 horas ap6s administracdo oral (150 mg/kg). A
composicao oleosa da formulacao utilizada para administracéo IM teve impacto
sobre a meia vida de eliminacdo do farmaco, tornando-se um reservatorio de
liberacdo lenta, com consequéncias sobre o perfil de declinio das concentracfes
plasmaticas. Na administracdo oral, no entanto, ainda observamos meia vida
curta, uma vez utilizada a formulagcdo comercial de liberacdo imediata. Estes
aspectos ressaltam a influéncia das caracteristicas daformulacdo e do modelo
animal no perfil farmacocinético do PZQ.

O tempo de transito médio de um farmaco (MTT) é o tempo médio

dispendido para que todos os processos em farmacocinética ocorram, apos
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sua administracao a partir de dada apresentacéo farmacéutica, por determinada
via. Este parametro compreende o tempo médio para que ocorra desde a fase
da absorcao até a fase de eliminacédo do farmaco (MTT=MAT+MRT).

Na administracdo oral, por exemplo, ha processo de absorcéo e, entao,
MTT € maior na administracéo oral do que o MTT observado na administracéo
IV. No presente estudo, o valor de MTT para a via IV foi de cerca de 30
minutos, enquanto que para a via oral, o MTT foi de cerca de 3 horas.

Ja o tempo de residéncia médio (MRT) compreende o tempo meédio
necessario para que o farmaco, apds sua absorcao, se distribua e seja eliminado
(MRT= MTT- MAT). Na administracéo intravenosa, 0o MRT e o MTT apresentam
0S mesmos valores porque ndo ha processo de absorcdo. Os valores de MRT
representam o tempo médio em que ha niveis sanguineos do farmaco
significativos. Para o PZQ, encontramos valores de MRT de cerca de 2,5 horas
na administrag&o oral, e de cerca de 30 minutos para a via IV.

O tempo meédio de absorcdo (MAT) compreende o tempo médio
necessario para que o farmaco seja absorvido. Quanto maior o MRT, maior a
permanéncia do farmaco no organismo, quanto maior o MAT, menor a
velocidade de absorcgéao.

Os parametros MTT, MRT e MAT séo influenciados pelas caracteristicas
do farmaco, do modelo animal estudado, da via de administracdo e das
caracteristicas da formulacdo administrada. Calculados a partir da estatistica dos
momentos, esses parametros valorizam o tempo de permanéncia do farmaco no
organismo, diferenciando formula¢cdes com velocidades deliberacdo do ativo
diferentes, embora, muitas vezes essas formulacbes liberem a mesma
quantidade do farmaco. Formas de liberagéo sustentada aumentam oMRT e o
MAT, quando comparadas com formas de liberacéo imediata.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar se a proposta de
carreamento do PZQ por particulas inorganicas traz impactos sobre o perfil de
absorcdo do farmaco administrado pela via oral, por todos as razdes
anteriormente apresentadas. Para atingir tal objetivo, comparamos o perfil
farmacocinético do PZQ administrado por gavagem, no mesmo modelo animal
e ha mesma dose, a partir de uma formulagéo comercial (suspensédo manipulada

de uso veterinario) com a formulacdo PZQ-HDL.
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Na figura 7, apresentamos os perfis farmacocinéticos dos dois grupos que
receberam PZQ pela via oral (SO e PZQ-HDL).

Foram calculados os tempos de inicio de ocorréncia da absorcao
(Tlags) para as formulacdes administradas pela via oral, através do método
dos catetos, utilizando os valores dos interceptos da reta de eliminagao e
de absorcéo (A e B).

Os valores de Tlag encontrados foram todos inferiores a 1 minuto, o
gue significa que o PZQ apresentou rapida absorcéo apés administracao das
duas formulacBes. Este comportamento € esperado para apresentacoes
liquidas. Tlags significativos sdo esperados para formassolidas e formas de
de liberacéao lenta.

Figura 7 - Perfil farmacocinético do PZQ administrado em ratos wistar, por gavagem, da
formulacdo PZQ-HDL ( n= 20 ; 200 mg/kg) e da suspenséo oral comercial (SO).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Na tabela 9 apresentamos as concentracdes plasmaticas a cadatempo
para o grupo de animais que recebeu o PZQ por gavagem dosistema PZQ-
HDL (n=20, 200 mg/kg) e da suspensao oral comercial (SO) (n=20, 200

mg/kg) e as comparacdes estatisticas entre 0s grupos.

600



Tabela 9 - ConcentracBes plasmaticas versus tempo dos grupos PZQ-HDL (n= 20 ; 200

mg/kg) e SO ( n= 20; 200 mg/kg). Valores expressos como mediana, média (IC95).

PZQ-HDL SO
Mediana Mediana
Tempo
(min) Média (1C95) Média (1C95) valor de P

10 1,70 1,24 0,0892
1,53 (1,22-1,83) 1,29 (1,29-1,39)

20 2,48 1,60 <0,0001*
2,64 (2,35-2,93) 1,58 (1,37-1,79)

30 3,82 2,80 0,0433*
3,77 (3,27-4,27) 3,01 (2,62-3,41)

45 6,68 4,54 0,0001*
7,10 (6,39-7,81) 4,53 (3,72-5,34)

60 6,86 2,32 <0,0001*
6,92 (6,71-7,12) 2,64 (1,78-3,5)

180 2,55 0,69 <0,0001*
2,39 (1,91-2,86) 0,82 (0,64-0,99)

360 1,81 0,54 <0,0001*
1,66 (1,25-2,06) 0,53 (0,47-0,58)

480 0,48 0,37
0,48 (0,43 -0,52) 0,38 (0,36-0,41) 0,0015*

Teste de Mann-Whitney p<0,005 — diferenga estatistica significativa.
Fonte: Elaborada pelo autor
E possivel observar, a partir dos 10 minutos iniciais, no grupo que
recebeu a formulacdo HDL, concentracfes plasmaticas de PZQ sempre
superiores, sugerindo que o processo de absorc¢ao foi incrementado, quando
comparado com a administracéo da formulacdo SO.
Na tabela 10 apresentamos o0s parametros farmacocinéticos
calculados para o grupo de animais que recebeu o PZQ por gavagem da
formulacéo PZQ-HDL (n=20, 200 mg/kg) e da suspenséo oral comercial (SO)

(n=20, 200 mg/kg); assim como as comparacoes estatisticas entre 0s grupos.
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Tabela 10 - Parametros farmacocinéticos (Grupo PZQ-HDL n= 20 ; 200 mg/kg; grupo SO (

n= 20; 200 mg/kg). Valores expressos como mediana, média (IC95).

PZQ-HDL )
Parametros Mediana Mediana valor de P
Média (1C95) Média (1C95)
kel (min-) 0,0060 0,0050 00,0181*
0,0061 (0,0056-0,0066) 0,0052 (0,0048-0,0056)
t 12 (min) 115,50 1386 00,0181*
115,17 (106,21-124,13) 135,135 (124,44-145,83)
ASC 0-t (ug/mL.min) 1278,50 >22,7 <0,0001*
1293,07 (1163,15-1422,99) 531,87 (461,24-602-48)
ASC 0-inf (ug/mL.min) 1346,74 5854 <0,0001*
1373,39 (1238,88-1507,90) 605,60 (538,29-672,91)
) 0,94 0,87
r areas .
0,94 (0,93-0,95) 0,87 (0,85-0,89)
CI (mL/min/Kg) 52,69 527 -
52,69 (52,9-52,69) 52,68 (52,68-52,68)
vd (mLiKg) 8780,94 10537,1 00,0181
8755,85 (8074,30-9437,40) 10273,70 (9460,37-11087,03)
ASMC 0-t (ug/mL.min) 207317,26 741981 <0,0001*
202022,68 (170580,62-233464,73)  77994,16 (70639,40-85348,92)
Asmﬁ_ Onj:ir:]f 250643,14 125207,1 <0,0001*
(ug/mL.min) 254279,55 (218408,21-290150,89) 127974,94 (118022,30-137927,60)
MTT (min) 182,24 2157 0,063
183,37 (173,35-193,39) 216,48 (190,63-242,33)
F (%) 5 20 <0,0001*
36 (33-40) 16 (14-18)
Cmax (ug/ml) 6,86 41 <0,0001*
7,33 (6,71-7,95) 4,44 (3,61-5,27)
tmax (min) 60,00 450 0,0572
54 (49,20-58,80) 46,5 (43,56-49,44)
Ka (min) 0,0310 0,044 0,017%
0,0306 (0,0264-0,0348) 0,049 (0,039-0058)
t 12 a (min) 22,35 13,5 0,017*
23,67 (20,35-27,00) 14,99 (12,29-17,89)
MAT (min) 32,26 234 0,017*
34,16 (29,36-38,97) 22,41 (18,47-26,34)
MRT (min) 153,07 196,7 0,0208 *
151,73 (139,36-164,10) 198,30 ( 167,66-228,94)

Teste de Mann-Whitney p<0,005 — diferenca estatistica significativa.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Conforme ressaltado anteriormente, para realizar analisefarmacocinética
€ importante que relacdo entre as areas (r areas) da concentracao plasmatica
versus tempo até o ultimo t experimental (ASCCO-T) ea area sob a curva de
concentracdo plasmatica pelo tempo extrapolada ao infinito (ASCO-inf)
apresente o valor minimo de 0,8; o que ocorre em ambos 0s grupos. Este
resultado traz evidéncias de que os parametros farmacocinéticos calculados a
partir desses grupos de animais apresentam valores robustos.

Os valores de kel e meia vida de eliminacdo (ti2), embora tenham
apresentado diferencas estatisticas entre os grupos, indicam, em ambos o0s
casos, que o PZQ apresenta meia vida curta neste modelo animal, conforme
discutido anteriormente. As diferencas obtidas, portanto, ndo apresentam
relevancia clinica.

Os valores de Cl ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre os grupos. Cl é um parametro farmacocinético primario, que sofre
influéncia dos fatores fisiologicos relacionados a fase da eliminacéo e, portanto,
diferencas nos valores de Cl sdo pouco esperadas na administracdo de
diferentes formulagdes ou utilizagéo de diferentes vias.

Os valores de Vd apresentaram diferencas estatisticas significativas entre
0S grupos. Este parametro, embora também seja primario, apresenta menor
robustez quando comparado ao Cl e o processo de distribuicdo apresenta uma
dindmica particular na sua relacdo com as concentracdes sanguineas e Cmax,
assim como com o processo de absorcao.

Importante ressaltar, no entanto, que tanto para o parametro Cl como para
0 parametro Vd, as interpretacdes anteriormente colocadas séo validas: o0 PZQ
apresentou, no modelo animal estudado, valores elevados de Cl e tendéncia de
acumulo extravascular.

As areas sob a curva das concentragdes plasmaticas versus tempo
(ASCO-t e ASCO-inf) apresentaram diferencas estatisticas significativas, e séo
maiores para o grupo que recebeu o PZQ-HDL. Este resultado demonstra que
a quantidade de PZQ disponivel na circulacdo sanguinea, neste grupo, € maior.
Em (Botros et al., 2011) foi avaliada a eficacia e o perfil farmacocinético de
diferentes apresentacdes comerciais de PZQ administradas em camundongos

(500 mg/kg; via oral) e observadas diferencas na eficacia entre as
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apresentacoes, que se relacionam diretamente a ASC. A area sob a curva é um
parametro diretamente relacionado as concentracfes plasmaticas e, como visto
anteriormente na tabela 9, as concentracfes plasmaticas na administracao do
PZQ-HDL sao superiores ao longo do periodo apés a administracao.

As concentracdes plasmaticas maximas (Cmax) atingidas também sé&o
superiores na administracdo do PZQ-HDL. Cmax é um parametro que esta
relacionado tanto com a quantidade do farmaco absorvida, quanto com a
velocidade de absorcéo. No entanto, ndo ocorre diferenca estatistica significativa
entre os tempos de ocorréncia de Cmax (Tmax). Este resultado é um forte
indicativo de que Cmax € superior no grupo PZQ-HDL em decorréncia da maior
quantidade de farmaco absorvida, e ndo porque ha maior velocidade de
absorcao.

Embora possamos observar diferencas estatisticas significativas entre
0S grupos nos parametros ka, meia vida de absor¢éo e tempo médio deabsorcao
(MAT), o processo de absorcdo ocorre, em meédia, para 0s doisgrupos, no
periodo de 20 a 30 minutos, com tendéncia a maior velocidade parao grupo da
SO.

A biodisponibilidade (F) é quantidade da dose administrada de um
farmaco que efetivamente atinge a circulacdo sistémica (Toutain e Bousquet-
Mélou, 2004). Este parametro € significativamente influenciado pelas
caracteristicas de solubilidade e permeabilidade de um farmaco. O PZQ € um
farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade (classe Il pelo Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica) e a forma farmacéutica, com seus adjuvantes na
formulacéo, possui alto impacto sobre a biodisponibilidade na administracéo oral
deste farmaco. Existe uma correlacdo proporcional entre menores valores de F
e maior variabilidade nas concentracbes plasmaticasinter sujeito, o que
aumenta o risco no uso terapéutico.

Na administracdo oral do PZQ, na forma de IFA, ndo observamos
concentracdes plasmaticas quantificaveis e este resultado &€ compativel com as
caracteristicas do ativo citadas.

No grupo da suspensdo oral comercial (SO), em que hd emprego de
adjuvantes para incrementar a solubilidade do PZQ, observamos niveis

plasmaticos quantificaveis, com o valor médio de F obtido de 20%. O
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incremento de F aponta para o aumento da reprodutibilidade nas concentracdes
plasmaticas ap0s administracdo de determinada dose.

Na administracdo da formulacdo PZQ-HDL observamos elevacédo
significativa de F, com valor médio de 36%. Este resultado nos permite inferir
que as particulas inorganicas aumentaram a quantidade de farmaco absorvida,
0 que representa éxito na proposta da formulacdo com expectativa de maior
seguranca no seu uso terapéutico.

Na figura 8, temos a comparacdo das trés formulacbes, disperséo

contendo IFA, Suspenséo comercial e sistema HDL.

Figura 8 - Comparacao das formula¢des (IFA, Suspensdo comercial e HDL), respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor
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6 CONCLUSOES

O método bioanalitico desenvolvido e validado apresentou limites de confianca
adequados para sua aplicacdo nos estudos em farmacocinética

O PZQ apresentou absorcdo pobre pela via oral quando administrado em
formulacdes sem adjuvantes, que favorecam a sua dispersdo em agua.

O PzZQ apresentou Cl elevado e meia vida curta em ratos Wistar e o volume de
distribuicdo, neste modelo animal, mostrou tendéncia de acumulo extravascular
do farmaco.

A biodisponibilidade oral do PZQ, quando carreado por particulas inorganicas foi
significativamente incrementada (em cerca de 2 vezes) , mostrando que esta
abordagem € promissora para o desenvolvimento de uma novaformulacao para

uso terapéutico.
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ANEXO A (COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS)

1) Comissdo de Etica no Uso de Animals —

Facudade do Cidncias Famacduficas - UNEER

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Farmacocinética pré-clinica do praziquantel
carreado  por microparticulas  inorgdnicas”, regisirada com o Protocolo
CEUA/FCF/CAr: 09/2019, sob a responsabilidade do pesguisador Eduardo Henrigue
Vivéncio gue envolve a produgdoc, manutengdo ou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubre de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 20089, e
com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA), sendo aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraguara da
UNESP em 23 de Outubro de 2018.

Finalidade { ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao Janeiro 2020
Espécie/linhagem/raga Hato heterogénico Wistar

N? de animais 40

Peso/ldade (150 g} - (3 a 4 semanas)

Sexo Macho

Origem Biotério Cenfral da Unesp/Botucatu
Registro CIAEP 02.00082.2019

Araraquara, 24 de Qutubro de 2019.
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