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RESUMO

MARTINS, E. S. Farmacocinética de efavirenz administrado na forma de
microparticulas inorganicas em coelhos. 2018. 112 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

Um dos esquemas iniciais da terapia antirretroviral (TARV) da AIDS envolve a
administracao da associacao tenofovir (TDF), lamivudina (3TC) e efavirenz (EFV). O
EFV pertence a classe Il no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica e apresenta
perfil interindividual variavel de biodisponibilidade em humanos devido a influéncia de
fatores como solubilidade aquosa e taxa de dissolucdo. Esta biodisponibilidade
erratica contribui para a variabilidade de resposta ao tratamento da doenca, o que
ressalta a importancia do desenvolvimento de formulagcdes que proporcionem o
processo de absor¢cdo menos susceptivel as caracteristicas interindividuais e mais
reprodutiveis em termos de concentracbes plasmaticas. Fontes et al. (2016)
propuseram a aplicacdo de hidroxidos duplos lamelares (HDL) como excipientes
funcionais em microparticulas inorganicas para otimizar a taxa de dissolucdo do EFV,
com expectativas de reducdo da dose e a frequéncia das administracdes, além de
diminuicdo do risco de efeitos adversos por minimizacdo da variabilidade das
concentragdes plasmaticas. A avaliacdo do perfil farmacocinético do EFV veiculado
pelo sistema HDL proposto em modelo animal é uma importante etapa para propor
estudos clinicos. No presente trabalho foi desenvolvido e validado um método
bioanalitico para a determinacéo de EFV em plasma por UPLC e o método foi aplicado
na avaliacdo da disposi¢do cinética do farmaco administrado em coelhos albinos
machos neozelandeses (2,5 - 3,8 kg). Os animais receberam o farmaco em dose Unica
(n=7 por grupo) por administragéo intravenosa bolus [grupo | - 2,7 mg/kg do insumo
farmacéutico ativo (IFA) do EFV] e por administracdo oral na forma de capsulas [grupo
Il — IFA do EFV (50 mg); grupo Ill — EFV (50 mg) veiculado pelo HDL; grupo IV —
associacdo EFV-IFA/TNF/3TC (50 mg, 25 mg e 25 mg, respectivamente); grupo V —
associacdo EFV-HDL/TNF/3TC (50 mg, 25 mg e 25 mg, respectivamente)]. A
biodisponibilidade do EFV para o modelo animal foi elevada (100%), o que pode estar
relacionado com a elevada taxa de secrecao biliar do modelo animal, que minimiza os
problemas de solubilidade do ativo. Em todos os grupos que receberam o EFV por via
oral foi observada alta variabilidade nas concentracdes plasmaticas. A analise
farmacocinética ndo apontou diferencas significativas entre os parametros do EFV
guando administrado com ou sem HDL, administrado isoladamente ou em associacao,
sugerindo que ndo ha vantagens na utilizacdo do sistema para a veiculagdo deste
ativo. No entanto, é possivel que a investigagdo em outro modelo animal, como
macacos, que apresentam similaridade de secrec¢éo biliar com o homem, evidencie
beneficios suficientes sobre a solubilidade, como demonstrado nos estudos in vitro,
gque tornem o sistema promissor para a continuidade do desenvolvimento do produto
farmacéutico.

Palavras-chave: Antirretroviral. AIDS. Hidroxidos Duplos Lamelares. Perfil

farmacocinético



ABSTRACT

MARTINS, E. S. Pharmacokinetics of efavirenz administered in the form of inorganic
microparticles in rabbits. 2018. 112 f. Dissertation (Master degree in Pharmaceutical
Sciences)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista,
Araraquara, 2018.

One of the early AIDS antiretroviral therapy (ART) schemes involves administration of
the combination of tenofovir (TDF), lamivudine (3TC) and efavirenz (EFV). EFV is
classified as class Il on the Biopharmaceutics Classification System (BCS) and
presents a variable interindividual profile of bioavailability in humans due to the
influence of factors such as aqueous solubility and dissolution rate. This erratic
bioavailability contributes to the variability of response to disease treatment, which
highlights the importance of developing formulations that makes the absorption
process less susceptible to interindividual characteristics and more reproducible in
terms of plasma concentrations. Fontes et al. (2016) proposed the application of
layered double hydroxides (LDH) as functional excipients in inorganic microparticles to
optimize the dissolution rate of EFV, with the expectation of reducing the dose and
frequency of administrations, as well as reducing the risk of adverse effects by
minimizing the variability of plasma concentrations. The evaluation of the
pharmacokinetic profile of the EFV proposed by the animal model is an important step
in proposing clinical studies. During this study, a bioanalytical method has been
developed and validated for the determination of EFV in plasma by UPLC and this
method was applied to evaluate the kinetic disposition of the drug administered in New
Zealand male albino rabbits (2.5 - 3.8 kg). Groups were given the single dose (n =7
per group) by intravenous bolus [group | - 2.7 mg/kg of active pharmaceutical
ingredient (API) of EFV] and by oral administration in capsule form [group Il - API of
EFV (50 mg); group Il - EFV (50 mg) delivered by LDH; group IV - EFV-API / TNF /
3TC combination (50 mg, 25 mg and 25 mg, respectively); group V - EFV-LDH / TNF
/ 3TC combination (50 mg, 25 mg and 25 mg, respectively)]. A bioavailability of EFV to
the animal model was high (100%), which may be related to a high rate of biliary
secretion of animal model, which minimizes the solubility problems of the animal. It
was observed high variability in plasma concentrations in all groups receiving oral EFV.
Pharmacokinetic analysis didn't reveal meaningful alterations for the performance of
EFV when administered with or without LDH, given alone or in combination, suggesting
that there are no advantages in using the system for the display of this pharmaceutical
active. However, it is possible that investigating other animal model with biliary
secretion similar to humans, like monkeys, could point enough benefits on solubility,
demonstrated in the in vitro studies, that makes the system promising for continuing
the development of the pharmaceutical product.

Key words: Antiretroviral. AIDS. Layered Double Hydroxides. Pharmacokinetic profile.
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1 Introducéo

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € o estagio mais avangado
da infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que é transmitido através de
relacdes sexuais desprotegidas; transfusao de sangue e compartilhamento de agulhas
contaminadas, seringas ou outros instrumentos cortantes. Também é possivel ocorrer
a transmisséo vertical durante o periodo de gestacdo, parto e aleitamento materno
(BRASIL, 2015b).

O HIV infecta células do sistema imune, especialmente os linfécitos T CD4+, e
pode provocar uma deterioracdo progressiva, levando a "deficiéncia imunoldgica”
(CDC, 2015). O sistema imunolégico é considerado deficiente quando sua capacidade
de combater as infeccbes e doencas é prejudicada. Por isto, € comum ocorrer
infeccbes associadas com a imunodeficiéncia adquirida, as chamadas "infeccdes
oportunistas"”, pois 0s agentes infecciosos encontram um ambiente mais susceptivel
para o seu desenvolvimento quando o sistema imunoldgico esta enfraquecido (WHO,
2015). Até 2013, mais de 35 milhdes de pessoas viviam com HIV/AIDS em todo
mundo, e mais de 1,5 milhdes de pessoas morreram com doencas relacionadas a
AIDS (WHO, 2015). Por isso, € importante diagnosticar precocemente a infeccao pelo
HIV, para que os soropositivos iniciem o tratamento adequado e, assim, melhorem a
expectativa e qualidade de vida (BRASIL, 2015a).

A terapia antirretroviral (TARV) tem como objetivo diminuir a morbidade e
mortalidade das pessoas com HIV/AIDS, uma vez que estes farmacos ndo sao
capazes de erradicar a infeccdo pelo HIV. O tratamento de primeira linha proposto
pelo “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da Infecgao pelo HIV
em Adultos” formulado pelo Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais do
Ministério da Saude estabelece a combinacdo de trés antirretrovirais, sendo dois
inibidores de transcriptase reversa analogos de nucleosidicos (ITRN) e um inibidor da
transcriptase reversa ndo-analogo de nucleosidicos (ITRNN). Dessa forma, o
esquema de terapia inicial consiste na administracao de tenofovir (TDF) e lamivudina
(3TC) como ITRN; e efavirenz (EFV) como ITRNN. Varios fatores foram importantes
na escolha dos trés medicamentos. Um fator preponderante foi a notéria preferéncia

do uso de EFV como opcao inicial de ITRNN nos esquemas de tratamento e também
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pelo uso de TDF, como uns dos ITRN, ser considerado cada vez mais uma opg¢éo
segura de primeira linha (BRASIL, 2015c).

O antirretroviral efavirenz € o ITRNN mais utilizado clinicamente devido a sua
potente atividade antiviral e eficacia clinica quando combinado com dois ITRN de
terapia de primeira linha (GULICK et al., 2006).

E comercializado com os nomes de Sustiva® (Bristol-Myers Squibb) nas formas
farmacéuticas de capsulas gelatinosas nas doses de 50 mg, 100 mg e 200 mg e
comprimidos na dosagem de 600 mg (DRUGBANK, 2015); e Stocrin nas formas
farmacéuticas de capsulas nas dosagens de 50 mg, 100 mg e 200 mg, comprimidos
revestidos na dosagem de 50 mg, 200 mg e 600 mg e solucéo oral na dosagem de 30
mg/mL (Merck Sharp & Dohme) (MICROMEDEX, 2015). Em 2007, o governo
brasileiro decretou a licengca compulsoéria da patente do EFV que pertence a Merck
Sharp & Dohme. Com isso, a producdo local desse farmaco e da formulagéo
correspondente foi viabilizada. Atualmente, o Laboratério Nacional Farmanguinhos e
o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) estdo encarregados
da producédo do medicamento efavirenz, cujo insumo farmacéutico (IFA) € produzido
pelas empresas Globequimica, Cristalia e Nortec (BRASIL, 2012).

O EFV pertence a classe Il no Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB)
por apresentar alta permeabilidade e baixa solubilidade em agua (8,3 pg/mL em pH
1-8) (CRISTOFOLETTI et al., 2013). A biodisponibilidade oral (Foral) absoluta do EFV
em humanos apresenta um perfil variavel entre individuos devido a influéncia de
fatores como solubilidade aquosa e taxa de dissolucdo (SAVJANI et al.,, 2012).
Entretanto, Balani e colaboradores (1998), em estudos pré-clinicos, observaram
biodisponibilidade em ratos e macacos de 16% e 42%, respectivamente, apds a
administracao de suspenséao oral.

Os efeitos adversos mais comuns observados em estudos de seguranca e
tolerdncia ao EFV séo os efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC), sintomas
psiquiatricos e erupcdes cutaneas. De 1008 pacientes que receberam medicamentos
contendo EFV, quase 53% relataram sintomas relacionados aos efeitos centrais como
tontura, insbnia e alucinagdes; dos quais 2% foram classificados como graves e
resultaram na interrup¢do do tratamento. Os sintomas psiquiatricos com frequéncia
maior que 2% foram depressao, ansiedade e nervosismo (FDA, 2005). Os efeitos

adversos sobre o SNC estdo associados a niveis elevados de EFV no sangue e
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tendem a ser mais prevalente em pacientes com concentra¢cdes maiores que 4 pg/mL
(MARZOLINI et al., 2001). Quanto as reacdes cutaneas, 26% dos adultos e 45% dos
pacientes pediatricos desenvolvem erupcdes cutaneas maculopapulares de algum
grau, justificando a interrupcdo do tratamento em 1,7% dos adultos e 8,8% das
criancas, contudo, no restante dos pacientes, as reacfes desaparecem com a
continuacao do tratamento (FDA, 2005).

A sobredosagem de EFV € incomum. Nos casos de intoxicagcdo aguda, nao sao
descritas sequelas graves e 0s sintomas apresentados sdo semelhantes aos que
ocorrem em doses terapéuticas, como agitagcdo psicomotora e irritabilidade
(FDA,2005).

Farmacocinética néo linear foi relatada no estudo de Balani e colaboradores
(1998) em que se observou reducao do clearance (Cl) apos alta dose intravenosa (15
mg/kg) em ratos e macacos, indicando saturagdo do metabolismo. Outro fato
observado foi o aumento desproporcional na area sob a curva (ASC) em doses
elevadas administradas pela via oral, sugerindo prolongamento da absorcdo. A
cinética n&o linear associada a baixa solubilidade do farmaco resultam em
biodisponibilidade erratica, caracteristica que pode contribuir para a variabilidade de
resposta ao tratamento (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU et al.; 2004d), o que
ressalta a importancia do desenvolvimento de formulacdes que proporcionem
melhores condi¢cdes de solubilizagdo in vivo do farmaco para tornar o processo de
absorcao menos susceptivel as caracteristicas interindividuais e mais reprodutiveis
em termos de concentracdes plasméticas obtidas.

E um grande desafio desenvolver formulacdes inovadoras para o EFV que
sejam capazes de promover alta biodisponibilidade com menores doses. A tecnologia
farmacéutica oferece muitas estratégias para isso e pesquisadores em todo mundo
tem trabalhado nesta direcdo. Avachat e Parpani (2015) delinearam um sistema de
liberacdo oral com microparticulas de cristais liquidos (cubossomas) composto por
fitantriol, tendo EFV incorporado para promover sua liberacdo controlada no meio
aquoso. O produto delineado foi vantajoso, pois melhorou a solubilidade do EFV em
agua e aumentou significantemente a biodisponibilidade do farmaco, demonstrando
gue houve correlacgéo in vitro/ in vivo. Kotta e colaboradores (2014) também avaliaram
a correlagao in vitro/ in vivo de uma nanoemulsao formulada com monocaprilato de

propilenoglicol como fase oleosa. A nanoemulsdo de EFV atingiu o objetivo de
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melhorar a biosdiponibilidade e reduzir a variabilidade dos parametros
farmacocinéticos. No Brasil, 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 formulacdes
para a terapia anti-HIV. Dentre as pesquisas realizadas, esta a de Vieira (2011) que
obteve e caracterizou o complexo de inclusdo com ciclodextrinas, assim como, a
formacdo de sistema de multicomponentes de ciclodextrinas com polimeros
hidrofilicos para incrementar a solubilidade aquosa de EFV; e a pesquisa de Fontes e
colaboradores (2016), que utilizou hidroxidos duplos lamelares (HDL) como
excipientes funcionais em microparticulas inorganicas com o objetivo de otimizar a
taxa de dissolucdo e aumentar a biodisponibilidade, com perspectivas de reduzir a
dose e a frequéncia das administracdes, além de diminuir o risco de efeitos adversos.

Diante do exposto, particularmente considerando a expectativa de um perfil de
absorcédo mais efetivo e homogéneo para o novo produto proposto, este trabalho teve
a finalidade de avaliar a farmacocinética de EFV veiculado por uma microparticula
inorgénica complexada com EFV (EFV-HDL) e comparou com a farmacocinética do
ativo livre.

A execucgéao deste trabalho resultou em informac¢des que permitem verificar se
h& vantagens do ponto de vista farmacocinético que justifique a continuidade do

desenvolvimento do novo produto.
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2 Fundamentacdo Tedrica
2.1 HIV
2.1.1 Descoberta e aspectos gerais

A identificag@o do virus associado a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) foi feita em 1983 pelos virologistas franceses Francgoise Barré-Sinoussi e Luc
Montagnier. A descoberta do virus, que mais tarde tornou-se conhecido como Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV), ocorreu em meio a intenso esfor¢o global para
encontrar a causa da nova epidemia apds os primeiros relatos de casos de AIDS
(NOBEL, 2008; BARRE-SINOUSSI et al, 2013).

A epidemia de HIV surgiu apos infeccdes zoondticas com virus da
imunodeficiéncia de simio a partir de primatas africanos e acredita-se que 0s primeiros
a serem infectados foram os consumidores de carne de animais selvagens
(MAARTENS et al, 2014). O HIV é um virus que pertence a familia Retroviridae e a
subfamilia Lentiviridae, sendo considerado altamente evoluido porque pode replicar-
se em células hospedeiras pelo processo de transcricdo reversa. Existem dois tipos
principais de HIV: HIV-1 e HIV-2 (menos comum). Os tipos de virus podem ser
facilmente distinguidos por diferencas de reatividade do anticorpo para a glicoproteina
de envelope (gp 120) (BARON, 1996; IWEALA, 2004).

O principal alvo do HIV séo os linfécitos T CD4 ativados e a infec¢cao depende
da interacdo de alta afinidade entre células que expressam o receptor CD4 e a
glicoproteina de superficie do HIV, levando a uma perda progressiva dessas células.
Isto gera desregulacdo imunoldgica e perda de competéncia imunolégica em
individuos infectados, correlacionando-se com a ocorréncia de infec¢cdes oportunistas
e desenvolvimento de AIDS (BOUR et al, 1995; MAARTENS et al, 2014).

O genoma do HIV codifica as principais enzimas estruturais e ndo estruturais.
Existem trés genes estruturais gag (grupo especifico de antigeno), env (glicoproteina
do envelope) e pol (polimerase) comuns aos retrovirus, 0os genes regulatérios tat,
rev e nef, e, ainda, os genes acessorios vif, vpr e vpu (HIV-1) ou vpx (HIV-2). Os
genes estruturais codificam as poliproteinas gag, env e pol, que sé&o
subsequentemente clivadas pelas proteases virais em proteinas individuais (FREED,
2001).
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Os componentes estruturais que formam o capsideo e o envelope viral sdo as
guatro proteinas gag, MA (matriz, p17), CA (capsidio, p24), NC (nucleocapsidio, p7)
e p6; e as duas glicoproteinas env, SU (superficie, gp120) e TM (transmembrana,
gp4l). As trés proteinas pol possuem funcdes enzimaticas essenciais e sdo
encapsuladas com a particula viral, sdo elas: PR (protease, pll), TR (transcriptase
reversa, p66/p51) e IN (integrase, p32) (FERREIRA et al.; 2010).

2.1.2 Ciclo de Replicacéo do Virus

O ciclo de replicacdo do HIV inicia com a adsor¢do de particulas virais na
superficie dos linfocitos T CD4+ através da interacao especifica entre a glicoproteina
de revestimento viral (gp120) e o dominio N-terminal da molécula CD4. Entretanto,
apenas esta interacdo ndo € suficiente para a entrada do HIV na célula, sendo
necessaria a ligacédo entre a gp120 com os co-receptores CCR5 ou CXCR4 sobre a
superficie da célula alvo (KOROLEV et al., 2011; BARRE-SINOUSSI et al., 2013).
Apoés a ligacdo da gpl120 com os co-receptores, ocorre uma alteracdo conformacional
e a glicoproteina gp41l é incorporada na membrana celular, resultando na fusédo do
revestimento viral e da membrana celular, produzindo um poro através do qual o
nudcleo viral penetra no citoplasma da célula (FREED, 2001; MARTEENS et al., 2014).
Apés a fusao, o virus perde seu revestimento, e 0 processo de transcricao reversa
comeca. A transcricao reversa do RNA gendmico é realizada por meio da enzima viral,
transcriptase reversa (TR), no citoplasma. O produto da transcrigéo reversa, o DNAc
de cadeia dupla, é transportado para o interior do nucleo pelo complexo de pré-
integracdo, a qual compreende uma série de proteinas virais, tais como a integrase
(IN), a proteina da matriz (MA), a transcriptase reversa, a nucleocapside proteina
(NC), e a proteina reguladora Vpr (proteina viral R) (FERREIRA et al., 2010). Depois
de ser transportada para o nucleo, uma cépia de DNA é integrada, isto €,
covalentemente incorporada no genoma da célula hospedeira devido a atividade
catalitica da IN. Entdo, o HIV-1 inicia a expressao regulada do genoma pro-viral; em
seguida, ocorre o processamento de proteinas virais sintetizadas pela protease viral,
seguindo-se a montagem de novos virions, que séo libertados a partir da célula para

infectar novas células alvo, encerrando o ciclo de vida do virus (FREED, 2015).



24

2.1.3 Fases da infeccé&o pelo HIV e sintomas

A infeccdo pelo HIV-1 percorre um amplo espectro de apresentacdes clinicas,
desde a fase aguda até a fase avancada da doenca. A fase aguda ocorre durante as
primeiras semanas da infeccdo até o aparecimento dos anticorpos anti-HIV
(soroconversao), que costuma ocorrer em torno da quarta semana. Muitas pessoas
desenvolvem a Sindrome Retroviral Aguda (SRA) e os sintomas incluem febre,
adenopatia, faringite, exantema, mialgia e cefaleia. A SRA é autolimitada e a maior
parte dos sinais e sintomas desaparece de trés a quatro semanas. Durante este
periodo inicial da infeccao, uma grande quantidade de virus esta sendo produzida e o
individuo torna-se altamente infectante (BRASIL, 2015; CDC, 2016).

A fase de laténcia clinica, as vezes chamada de infeccdo por HIV
assintomatica, é caracterizada pela reproducéo do HIV em niveis mais baixos, mas
sendo ainda ativo. A medida que a infec¢éo avanca, os sintomas constitucionais como
febre baixa, perda de peso ponderal, sudorese noturna e fadiga tornam-se mais
frequentes. Nesse periodo, a carga viral de uma pessoa comeca a subir e ja é possivel
encontrar diminuicdo na contagem de linfécitos T CD4+, progredindo para AIDS (USA,
2016).

A AIDS é a fase mais avancada da infeccéo pelo HIV e ocorre quando o sistema
imunoldgico esté seriamente danificado, tornando o organismo vulneravel a infeccbes
oportunistas e neoplasias. Entre as infeccdes oportunistas destacam-se: tuberculose
pulmonar atipica ou disseminada, meningite criptocécica e retinite por
citomegalovirus. As neoplasias mais comuns sdo sarcoma de Kaposi, linfoma néo
Hodgkin e céncer de colo uterino, em mulheres jovens (IWEALA, 2004; BRASIL,
2015).

2.1.4 Forma de transmissao

O HIV estd presente nos fluidos corporais como sangue, sémen, fluidos
vaginais, fluidos retais e leite materno. Estes fluidos tém de entrar em contato com as
membranas mucosas ou tecido danificado ou penetrar diretamente na corrente
sanguinea a partir de uma agulha ou seringa para ocorrer a transmissao do virus.
Geralmente, acontece a transmissdo horizontal através de relacdes sexuais

desprotegidas, compartilhamento de drogas injetaveis, e também pode ocorrer apés
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transfusdo de sangue ou transplante de érgdos de um doador infectado pelo HIV. O
HIV pode ser transferido a partir da mée infectada para o bebé, este tipo de
transmissao € conhecido como vertical (BARON, 1996; CDC, 2015).

2.1.5 Diagnostico

O diagnostico soroldgico da infeccdo por HIV é obtido por meio da deteccao de
anticorpos para HIV no sangue ou em outros fluidos corporais. Os anticorpos
geralmente aparecem entre a terceira e sexta semana apos a infeccdo. Durante a
janela imunoldgica, periodo em que os anticorpos ndo séo detectados, o diagnéstico
do HIV pode néo ser feito de forma precisa, utilizando testes que se baseiam apenas
em anticorpos. Nao obstante os esfor¢cos da comunidade cientifica, ainda ndo existem
métodos analiticos ou biomarcadores que possam ser utilizados para diagnéstico
neste periodo de ocorréncia da janela imunolégica (WHO, 2013).

O principal teste utilizado no diagnostico sorolégico do HIV é o ensaio
imunoenzimatico, conhecido como ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Nas ultimas décadas, foram desenvolvidas quatro geracdoes de ensaios
imunoenzimaticos. O ensaio de primeira gerac¢do utilizava lisados virais como
antigenos e o de segunda geracdo empregava antigenos mais especificos na forma
de peptideos sintéticos ou proteinas recombinantes, entretanto, ainda nao
identificavam respostas precoces de anticorpos na forma de IgM (imunoglobulina M).
O ensaio de terceira geracdo tem o formato “sanduiche” e adicionou a deteccdo de
IgM. A caracteristica desse ensaio € utilizar antigenos recombinantes ou peptideos
sintéticos tanto na fase solida quanto sob a forma de conjugado. Por ultimo, o ensaio
de quarta geracdo detecta simultaneamente o antigeno viral p24 e anticorpos
especificos anti-HIV, sendo no formato “sanduiche” também. Essa técnica é
amplamente utilizada como teste inicial para detec¢édo de anticorpos contra o virus,
devido a sua alta sensibilidade (CDC, 2014; ALEXANDER, 2016).

Apesar dos ensaios serem muito sensiveis e especificos, resultados falso-
positivos ou falso-negativos podem ocorrer. Os ensaios confirmatérios foram
desenvolvidos para certificar os resultados positivos iniciais e incluem os ensaios de
imunofluorescéncia indireta (IFI), western blot (WB) ou u imunoensaios em linha (LIA)
(WHO, 2013).
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O ensaio de IFI consiste na reagdo de soros ou plasmas humanos com células
infectadas pelo HIV fixadas em laminas de microscopia de fluorescéncia. A reacao
entre o antigeno fixado e o anticorpo presente nas amostras € visualizada apos a
adicdo de anti-imunoglobulina humana (lg), conjugada com isotiocianato de
fluoresceina e a leitura da reagéo é feita em microscopio de fluorescéncia. A IFI foi
muito utilizada como teste complementar durante a primeira década da epidemia de
HIV, mas atualmente foi substituida pelo WB e LIA. (LENNETTE et al, 1987; IWEALA,
2004).

O ensaio de WB envolve a separacdo de uma mistura de proteinas virais com
base no peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguida da
transferéncia eletroforética dos antigenos para uma membrana de nitrocelulose. A
membrana € incubada com o soro do paciente, onde as reacfes antigeno-anticorpo
séo detectadas por meio da reagdo com anti-imunoglobulina humana, conjugada com
uma enzima. Apds uma reacdo de oxirreducdo e de precipitacdo, as proteinas virais
sao visualizadas sobre a fita de nitrocelulose. Esse teste € utilizado para confirmacao
do resultado reagente ao teste Elisa e apresenta alta especificidade e sensibilidade
(MAHMOOD et al., 2012). O ensaio de LIA é similar ao ensaio de WB, mas utiliza
proteinas ou peptideos recombinantes purificados, imunologicamente importantes
para o diagnostico. Os WB e LIA sdo caros e requerem interpretacdo para estabelecer
um diagnostico baseado na combinagcdo de anticorpos para antigenos especificos
presentes no sangue (WHO, 2013).

O HIV também pode ser diagnosticado por meio da deteccéo direta do virus ou
de componentes virais (antigeno p24, RNA ou DNA pro-viral). A deteccéo do antigeno
p24 ou do RNA ou DNA do HIV desempenha um papel importante quando nao é
possivel realizar o diagndstico com base em anticorpo, como em criangcas expostas
no momento perinatal ou a deteccdo de infeccdo aguda em adultos antes do
desenvolvimento de anticorpos para HIV (BRASIL, 2013). A deteccéo direta do virus
ou de componentes virais é feita através de tecnologias de amplificacdo molecular,
como o PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), uma ferramenta Gnica para um
diagnéstico mais direto e de maior sensibilidade na infeccdo por HIV (HAMMER,
1993). O método baseia-se na amplificagdo de &cido nucleico que permite a deteccéo
de DNA viral integrado no DNA gendmico de células do hospedeiro ou a deteccdo de

RNA no sangue (como um componente de particulas virais livres e RNA intracelular).
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Além do teste diagndstico de HIV, laboratérios podem também oferecer teste de PCR
guantitativo de RNA (carga viral), que é usada para ajudar a determinar o inicio da
terapia e monitorar a eficacia da terapia (HART et al.1988, FEARON, 2005).

A amplificacdo do acesso ao diagndstico € um desafio aos programas de saude
publica. Os testes laboratoriais convencionais sdo mais complexos operacionalmente,
exigem profissionais especializados, laboratério com infraestrutura fisica e maquinas
apropriadas. Também, o prazo para entrega dos resultados dos testes pode ser longo,
levando o individuo a desistir do resultado do teste e a conseguinte perda deste pelo
sistema de salde (BRASIL, 2013).

Os testes rapidos sdo ensaios imunoenzimaticos simples cuja execucao, leitura
e interpretacdo dos resultados sao realizados em até 30 minutos. Ha varios formatos
de testes rapidos e o0s mais utilizados sd&o: dispositivos (ou tiras) de
imunocromatografia (ou fluxo lateral), imunocromatografia de dupla migracéo (DPP) e
dispositivos de imunoconcentracdo e fase sdlida. Podem ser realizados com fluido
oral, soro, plasma ou sangue total (0 que permite 0 uso de amostras obtidas por
puncédo digital). Com isso, o diagnodstico do HIV atualmente pode ser realizado em
ambientes laboratoriais e n&o laboratoriais, permitindo ampliar o acesso ao
diagnéstico (IWEALA, 2004; WHO, 2013; ALEXANDER, 2016).

2.1.6 Terapia antirretroviral

A descoberta e implantacdo da terapia antirretroviral (TARV) para a infec¢éo
pelo HIV é uma das realizagbes mais extraordinarias na histéria recente da medicina
(FAUCI et al., 2014). Somente quando o HIV foi identificado como o virus responsavel
pela doenca e teve seu ciclo de vida caracterizado, as comunidades médicas e
cientificas foram capazes de comecar a investigar abordagens de antirretrovirais
(BARRE-SINOUSSI et al, 2013).

Os principais alvos previstos foram: a transcricdo reversa, catalisada pela
transcriptase reversa (TR) (DNA polimerase RNA-dependente), uma enzima viral
especifica que faz transcri¢éo reversa do RNA viral de cadeia simples para DNA viral
de cadeia dupla; o processamento proteolitico pela protease viral, que cliva a proteina
viral precursora em proteinas virais maduras menores; a fusao de células com virus e

interacdo do virus com 0s seus co-receptores; e a integracao do DNA viral ao genoma
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da célula hospedeira, um processo realizado por uma enzima viral especifica, a
integrase, que determina se a célula infectada com HIV e todas as células filhas
resultantes carregardo o material genético do virus (DE CLERCQ, 2009).

Desta forma, a classificagdo dos agentes antirretrovirais é dividida de acordo
com as enzimas que inibem: Inibidores de Transcriptase Reversa Analogo de
Nucleosidicos (ITRNs), Inibidores de Transcriptase Reversa N&o-Analogo de
Nucleosidicos (ITRNNs), Inibidores de Protease (IP), Inibidores de Fusao (IF),
Inibidores de Integrase (IIN) (PECANHA et al., 2002).

A inibicdo da enzima transcriptase reversa (TR) foi primeiro alvo a ser testado,
devido a auséncia de uma enzima analoga a TR em células humanas e o
conhecimento prévio de inibidores de TR, utilizados no tratamento de retroviroses
animais (SHIMADA et al., 1994). Em 1987, a azidotimidina (AZT) foi o primeiro
antirretroviral aprovado para uso clinico, demostrando em ensaio clinico a diminuicao
da mortalidade e de infec¢cGes oportunistas em pacientes com AIDS (FISCHL et al.,
1987). O AZT era sintetizado inicialmente como um agente antitumoral, porém
verificou-se também que era capaz de bloquear o passo de transcricdo reversa do
ciclo de vida do HIV-1, sendo classificado como um inibidor da transcriptase reversa
analogo de nucleosidico (ITRN). No entanto, a resisténcia viral foi rapidamente
desenvolvida, e assim novos farmacos tiveram de ser desenvolvidos tendo como alvo
o ciclo de replicacéo do virus (BARRE-SINOUSSI et al, 2013).

Isto estimulou a avaliacdo da atividade anti-HIV de diversos ITRNs e
atualmente existem sete aprovados, além do AZT: didanosina (ddl), zalcitabina (ddC),
estavudina (d4T), lamivudina (3TC), emtricitabina (FTC) tenofovir (TDF) e abacavir
(ABC) (FDA, 2016). Estes farmacos precisam ser fosforilados intracelularmente,
convertendo-os para sua forma 5’- trifosfato, para que possam interagir com o sitio de
ligagéo do substrato de TR do HIV e assim, atuar como um inibidor competitivo ou um
substrato alternativo de TR. Se o inibidor for incorporado a cadeia de DNA, torna-se
impossivel a continuidade do crescimento desta e assim, os ITRNs atuam como
terminadores de cadeia (DE CLERCQ, 1995).

A classe dos Inibidores de Transcriptase Reversa N&ao-Andlogo de
Nucleosidicos (ITRNNs) apresenta uma vantagem principal sobre os ITRNs, pois nao
necessitam de uma etapa inicial de ativacao intracelular, como por exemplo a

fosforilagdo. Os ITRNNs nédo interagem com o sitio de ligacdo do substrato de TR,



29

mas sim com um sitio de ligacao alostérico, fixando a enzima em uma conformagéo
inativa (BETHUNE, 2010). A interac&o cooperativa entre estes dois locais proporciona
uma légica para aumentar a eficacia dos ITRNs e ITRNNs e usa-los em terapia de
combinacgéao (DE CLERCQ, 2004). Os primeiros ITRNNs a serem descobertos foram
os compostos HEPTe TIBO, que apresentaram a alta poténcia e especificidade na
inibicdo da TR do HIV-1 (DE CLERCQ, 1995). Atualmente, sdo este 0s compostos
gue aprovados para o tratamento da infeccdo por HIV: nevirapina, delavirdina,
efavirenz, etravirina e rilpivirina (FDA, 2016).

A classe dos inibidores de protease (IP) aborda o principio "peptideomimético”,
isto €, os farmacos contém uma sequéncia sintética que imita uma ligacao peptidica
normal, mas que nédo é hidrolisavel pela enzima. Assim, eles impedem a protease do
HIV de realizar sua atividade enzimética, que é o processamento proteolitico de
proteinas virais precursoras em proteinas virais maduras. Os antirretrovirais
disponiveis para uso sdo saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir,
lopinavir, atazanavir, fosamprenavir, tipranavir e darunavir (DE CLERCQ, 2009).

A classe de inibidor de fusédo (IF) tem como estratégia impedir o processo de
fusdo virus-célula, mediado pela gp 41. O Unico antirretroviral disponivel para o
tratamento de infec¢cdes por HIV € o enfuvirtida, que é um polipeptidio de 36
aminoacidos que interage com a gp4l e impede a fusdo virus célula, bloqgueando
assim a infeccao (DE CLERCQ, 2009).

A classe dos inibidores de integrase (IIN) tem-se apresentado como um
potencial alvo para o desenvolvimento de novos compostos anti-HIV e tem como
mecanismo impedir que, apés o DNA ter sido formado no citoplasma pela TR viral,
seja integrado no DNA gendmico do hospedeiro com o auxilio da IN (KOROLEYV et al.,
2011). O primeiro inibidor de integrase licenciado para uso clinico foi o raltegravir,
aprovado em 2007, e recentemente o dolutegravir em 2013 (FDA, 2016).

No final da década de 90, foi introduzida a terapia antirretroviral que combina
dois inibidores de transcriptase reversa analogos a nucleosideo (emtricitabina ou
lamivudina em conjunto com um de abacavir, tenofovir ou zidovudina) com um inibidor
de transcriptase reversa ndo analogo a nucleosideo ou um inibidor de integrase ou
um inibidor de protease (BARRE-SINOUSSI et al., 2013; MARTEENS, 2014). Deste
modo, é possivel suprimir profundamente a replicacdo viral, com a consequente

reposicdo de células CD4+, o que traz beneficios evidentes para a diminuicdo da
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morbidade e mortalidade associada a AIDS, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes (PALELLA et al., 1998; BARTLETT et al., 2006; MARTEENS, 2014).

E indicado iniciar imediatamente a TARV em todos os individuos sintomaticos,
independentemente da contagem de linfocitos T CD4+ (BRASIL, 2015c). Para os
pacientes assintométicos, a Word Health Organization (WHO) estabeleceu em 2013
uma nova diretriz de tratamento do HIV que recomenda o inicio do tratamento em
pacientes com contagem de células T CD4+ igual ou inferior a 500 células/mmg3,
guando o sistema imune ainda esté forte. Esta recomendacao é baseada na evidéncia
de que o tratamento precoce de pessoas com HIV, pode manté-los mais saudaveis e
reduzir a quantidade de virus no sangue, o que reduz o risco de passa-lo para outro
individuo. Em pacientes com contagem de linfocitos T CD4+ superior a 500
células/mma3 e carga viral superior a 100.000 cépias/mL, recomenda-se monitorizacao
laboratorial frequente e considerar inicio de TARV quando os linfocitos CD4+

estiverem proximo a 500 células/ mm3 (BRASIL, 2015c).
2.1.7 Epidemiologia e medidas de controle da doenca

O mundo tem lutado para conter a propagacédo do HIV. Novas infeccbes e
mortes relacionadas com a AIDS tem diminuido notavelmente desde o pico da
epidemia (UNAIDS, 2016). Em 2014, 36,9 milhdes de pessoas em todo o mundo
viviam com HIV. O numero de pessoas vivendo com o HIV continua a aumentar, em
grande parte porque mais pessoas globalmente tem acesso a terapia antirretroviral e
como resultado estéo vivendo mais tempo e com qualidade de vida. Até o comeco de
2015, 15,8 milhdes de pessoas tinham acesso ao tratamento. Apesar disso, em 2014,
cerca de 2 milhGes de pessoas foram infectadas com o HIV e 1,2 milhdes pessoas
morreram de doengas relacionadas com a AIDS (UNAIDS, 2015).

No Brasil, desde o inicio da epidemia de AIDS em 1980 até junho de 2016,
foram registrados 842.710 casos da doenca e, até dezembro de 2015, foram
registrados 303.353 Obitos cuja causa basica foi a AIDS. Anualmente, uma média de
41,1 mil novos casos sao registrados no pais. Os casos de AIDS estdo distribuidos
principalmente nas regidoes sudeste (53%) e sul (20,1%), no sexo masculino (65,1%)
e na faixa etaria de 25 a 39 anos para ambos 0s sexos. A taxa de deteccao de AIDS

tem-se estabilizado nos ultimos 10 anos e a taxa de mortalidade por AIDS apresentou
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uma leve queda no coeficiente de mortalidade padronizado, porém um aumento
importante de Obitos tem sido observado em alguns estados brasileiros (BRASIL,
2016).

2.2 Efavirenz
2.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

EFV foi descoberto pelos pesquisadores da Merck e desenvolvido em conjunto
pela DuPont e Merck. O farmaco apresenta-se como po cristalino branco ligeiramente
rosa, com massa molecular de 315,68 g/mol e ponto de fusdo entre 138-142°C. Seu
nome  quimico é (4S)-6-cloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-1H-3,1-
benzoxazin-2-ona. A formula empirica do EFV é Ci4HoCIF3sNO2 e sua formula
estrutural é (WHO, 2005):

Figura 1 - Estrutura molecular do efavirenz (EFV).

Fonte: do autor (2018).

A estrutura molecular de EFV apresenta um carbono quiral no anel benzoxazin-
2-ona na configuracdo S. A potente atividade inibitéria sobre a transcriptase reversa
do HIV est& relacionada ao enantibmero-(S), enquanto que, o enantibmero-(R), foi
inativo no ensaio de inibicdo in vitro da TR (YOUNG et al., 1995).

O EFV existe em varias formas cristalinas que foram caracterizadas por
difracdo de raio-X e calorimetria exploratoria diferencial e sdo designadas como

formas 1, 2, 3, 4 e 5. A forma 1 representa a forma substancialmente pura obtida apos
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sintese e a mais estavel termodinamicamente, sendo comumente utilizada em
formulacdes (RADESCA et al., 1999).

A solubilidade intrinseca de EFV é de 8,3 pg/mL (faixa de pH 1-8, somente
espécies ndo-ionizadas), sendo praticamente insolivel em &gua. Entretanto, a
solubilidade aquosa pode ser incrementada com aumento do pH (pH=10), através da
ionizacdo do grupo amina do carbamato que € desprotonado. A constante de
dissociacao acida (pKa) da molécula foi determinada por estudos de solubilidade em
funcdo do pH e espectrofotometria, apresentando um valor de 10,2 (RABEL et al.,
1996). O valor de coeficiente de particao (Log P), determinado por ALMOND et al.
(2005) através do método shake-flask agua/n-octanol, € de 2,07 £0,12; KASIM et al.
(2003) relatam os valores estimados de Log P de 3,68 através de simulacfes
computacionais. Os estudos de permeabilidade em monocamada de células Caco-2
indicam que EFV é altamente permedvel, apresentando um coeficiente de
permeabilidade aparente de 8,92 x 10%cm.s* (TAKANO et al., 2006).

De acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), EFV
pertence a classe Il por ser um composto com alta permeabilidade, mas baixa
solubilidade aguosa e com absorcéo limitada pela taxa dissolugéo (KASIM et al., 2003;
CHIAPPETTA et al., 2010; CRISTOFOLETTI et al., 2012).

2.2.2 Indicacao terapéutica e posologia

Efavirenz € um inibidor de transcriptase reversa ndo-analogo de nucleosidicos
(ITRNN) indicado para terapia antirretroviral combinada de adultos, adolescentes e
criancas com idade igual e superior a 3 anos infetados pelo virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1). Em adultos, a dose recomendada de EFV em associagdo com
ITRNs € de 600 mg por via oral, uma vez por dia. Em pacientes com 3 meses até 17
anos de idade, a dose de EFV em associacdo com ITRNs ¢é ajustada de acordo com
0 peso corporal, podendo alcancar até 600 mg, uma vez ao dia, ou 200 mg, trés vezes
ao dia (EMA, 2016).

2.2.3 Mecanismo de acéao

EFV é uma benzoxazinona do grupo dos ITRNNs que atua como inibidor ndo

competitivo de TR do HIV-1. Seu mecanismo de acdo é dado pela interrupcédo da
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transcricdo reversa do RNA viral para DNA, etapa crucial para a replicagédo do HIV,
devido a ligacdo do farmaco com o sitio de ligacéo alostérico da enzima TR do HIV-1,
0 que bloqueia as atividades das DNA polimerases dependentes de RNA e DNA,
inativando o sitio catalitico da enzima (DE CLERCQ, 2009). Efavirenz € especifico
para TR do HIV-1 e é um inibidor ndo competitivo no que diz respeito a matriz e
trifosfatos basicos ou nucleosideos. EFV néo inibe a TR do HIV-2 e nem as DNA
polimerases q, B, y e & de células eucariéticas (DE CLERCQ, 2004; DELLAMONICA,
2012).

2.2.4 Farmacocinética de EFV

O primeiro estudo farmacocinético de EFV foi realizado em ratos, macacos e
um chimpanzé por Young et al. (1995). Apés administracdo intravenosa (I.V) das
doses de 1 e 2 mg/kg em dimetilsulféxido (DMSO), respectivamente, em macacos e
ratos, o clearance (CI) foi de 11,6 e 68,2 mL/min/kg, o volume de distribuicdo (Vd) foi
de 2,4 e 4,4 L/Ikg e a meia-vida (T12) de 158 e 50 minutos, respectivamente, em
macacos e ratos. O composto foi rapidamente eliminado em ratos, mas a eliminagéao
foi consideravelmente mais lenta em macacos. O EFV é absorvido por via oral,
apresentando valores de concentragdo plasmatica maxima (Cmax) de 0,158 e 0,259
Hg/mL e o tempo para atingir Cmax (Tmax) de 176 e 38 min em macacos e ratos apos
administracdo das doses de 2 e 10 mg/kg preparadas em 0,5% de metilcelulose,
respectivamente. A biodisponibilidade absoluta foi de 42% em macacos e 16% em
ratos (YOUNG et al., 1995).

Em 1998, Balani e colaboradores realizaram também o estudo farmacocinético
do EFV em ratos e macacos. Em ratos, ap0s administracdes .V de 2 e 5 mg/kg em
DMSO, o valor médio de CI, Vd e Ti2 foram 67 ml/min/kg, 5,0 litros/kg e 1 hora,
respectivamente. O farmaco foi metabolizado completamente, e os produtos foram
excretados quase exclusivamente por via biliar. Na dose mais elevada de 15 mg/kg, o
Cl foi reduzido em 36%, implicando saturacdo de processos de metabolismo. Um
fendbmeno similar ocorreu em macacos, em que o Cl diminuiu em 60%, com 0 aumento
das doses L.V de 5 a 15 mg/kg. Apds a administracdo oral, a biodisponibilidade de
EFV em ratos (10 mg/kg) e macacos (2 mg/kg) foi 16% e 42%, respectivamente. As

doses mais elevadas em ambas as espécies levaram a aumentos desproporcionais
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na area sob a curva (ASC) e valores de Tmax mais elevados, sugerindo saturacéo do
metabolismo e/ou prolongamento da absorcdo. O atraso no Tmax foi mais
pronunciado em macacos em que as concentracdes plasmaticas atingiram platés,
mantidos durante 4 a 20 h. O atraso do esvaziamento gastrico foi observado em ratos
e macacos quando 0s animais apresentaram vomitos nas doses de 160 mg/kg, sendo
encontrado no estdbmago uma porcdo substancial da dose apdés 8 horas da
administracdo. Com estes resultados, os autores relataram a ocorréncia de
farmacocinética ndo-linear de EFV em ratos e macacos devido ao esvaziamento
gastrico retardado e a saturacdo dos processos dos metabodlicos (BALANI et al.,
1998).

Estudo em humanos realizado pela companhia Merck Sharp & Dohme Limited
relata Cméax de 0,51 a 2,9 mg/L com Tméax de 5 horas apés doses orais Unicas de 100
a 1600 mg de EFV em voluntarios saudaveis, sendo observado um aumento
proporcional de Cmax e ASC. O periodo de tempo para se atingirem as concentracdes
plasméaticas maximas (3-5 horas) ndo se alterou apos a administracdo multipla e foram
atingidas concentracdes plasmaticas no estado estacionario entre 6 e 7 dias. No
estado estacionario, Cmax média foi de 4,07 + 1,168 pg/mL em 35 pacientes
infectados pelo HIV que receberam 600 mg de EFV uma vez ao dia durante 6 a 10
dias. A concentracao plasmatica minima (Cmin) em estado estacionario foi de 1,77 +
1,01 pg/mL e ASC foi de 58,08 + 23,04 ug.mL.h. EFV liga-se altamente as proteinas
plasmaticas humanas, principalmente a albumina, aproximadamente 99,5 - 99,75 %.
O CI foi estimado em 4,3 L/h, ap6s dose Unica de EFV por via oral em voluntarios
saudaveis, e aumentou para 11 L/h apés a administracao de doses multiplas. Sua T2
e relativamente longa, de pelo menos 52 horas apos doses Unicas e em torno de 40 a
55 horas ap6s doses multiplas. A principal via de eliminacao é através das fezes, tendo
somente 1% de EFV excretado inalterado na urina. No estudo, também foi constatado
gue, em humanos, a infecgéo pelo HIV ndo altera os parametros farmacocinéticos do
EFV.

Estudos em humanos e estudos in vitro, também realizados pela Merck Sharp
& Dohme Limited, utilizaram microssomas hepaticos humanos e demonstraram que o
EFV é metabolizado principalmente pelo sistema do citocromo P450 em metabdlitos

hidroxilados inativos contra o HIV-1. Os estudos in vitro indicam que CYP3A4 e
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CYP2B6 séo as principais isoenzimas responsaveis pelo metabolismo de EFV (figura

2), além de induzir seu proprio metabolismo por ser indutor de CYP3A4 e CYP2B6.

Figura 2 - Principais metabdlitos do EFV obtidos no metabolismo hepético de fase 1 e 2.
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Fonte: adaptado de APOSTOLOVA et al., 2017.

A hidroxilacdo do EFV por CYP2B6 tem sido considerada a principal rota
metabdlica, com a producdo do metabdlito hidroxilado na posi¢cdo 8 (8-OH-EFV).
Também podem ocorrer novas hidroxilagdes de 8-OH-EFV para formar os metabolitos
8,14-OH-EFV e 7, 8-OH-EFV. A hidroxilacdo mediada por CYP2A6 é considerada rota
secundaria do metabolismo do EFV, promovendo a formacdo do metabdlito
hidroxilado na posicdo 7 (7-OH-EFV). O EFV inalterado e seus metabdlitos
hidroxilados séo conjugados para formar complexos glucuronados e sulfatados, cujas
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concentragdes no plasma sédo superiores quando comparadas as concentracdes dos
metabolitos hidroxilados ndo conjugados (APOSTOLOVA et al.,2017).

A isoformas 2B6 e 2A6 do CYP apresentam polimorfismo, o que também
contribui — além das caracteristicas de baixa solubilidade - para a alta variabilidade
interindividual das concentra¢des plasmaticas do EFV na administracdo de doses
padronizadas. Importante ressaltar que o EFV é indutor de 3A4 e 2B6, 0 que determina
diferencas na capacidade metabdlica na exposicao repetida ao farmaco (GRILO et al.,
2017).

O metabdlito 8-OH-EFV tem sido considerado o principal agente responséavel
pela neurotoxicidade na administracdo de EFV, e este efeito € concentracédo
dependente. Assim, é possivel considerar que ha maior expectativa de ocorréncia de
neurotoxicidade em individuos metabolizadores rapidos quando comparados aos
metabolizadores lentos (GRILO et al., 2017).

A acao tdxica do metabdlito do EFV tem sido relacionada a geracédo de radicais
eletrofilicos, como iminoquinona e 7,8-EFV-quinona, que podem desfuncionalizar
irreversivelmente proteinas cerebrais. Esses eletrofilos perdem a acdo neurotéxica
guando ocorre ligagdo com o grupo sulfidrila (tiol) livre de cisteinas ou glutationas,
funcionando como um mecanismo de protecdo que bloqueia os residuos eletrofilicos

e previne reacdes irreversiveis proteinas cerebrais (GRILO et al., 2017).
2.3 Novas formulacdes de efavirenz

Diversos grupos de pesquisa tém desenvolvidos novas formulagdes com o
objetivo de melhorar a solubilidade de EFV, ja que este é o fator limitante de sua
biodisponibilidade (CRISTOFOLETTI, 2013; GAUR et al., 2014), usando sistemas de
liberacdo modificada de farmacos. Por exemplo, Gaur e colaboradores (2014)
desenvolveram microparticulas lipidicas sélidas que aumentam a biodisponibilidade
de EFV incorporado através da modificacdo da taxa de dissolucdo. Senapati e
colaboradores (2017) elaboraram um sistema auto-emulsionavel para liberacdo
modificada de farmacos (SEDDS) baseado na mistura de surfactantes para
incrementar a solubilidade de EFV. Quando esse sistema € introduzido no ambiente
aguoso do trato gastrointestinal (TGI), imediatamente se emulsiona com auxilio da

motilidade e forma uma nanoemulsao de 6leo/agua com tamanho menor que 200 nm.
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Os resultados indicaram que a biodisponibilidade relativa de EFV incorporado no
SEDDS foi otimizada em 263%.

2.3.1 Hidroxidos Duplos Lamelares

Uma alternativa promissora no desenvolvimento de sistemas de liberacdo é a
utilizacao de hidroxidos duplos lamelares (HDL) junto com moléculas biologicamente
ativas. O HDL é uma classe de argila aniénica, conhecido também como compostos
do tipo hidrotalcita, que podem ser naturais ou sintetizadas em laboratério com
facilidade e baixo custo (CREPALDI et al., 1998).

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura dos HDL (se An- € o ion
carbonato e M2+/M3+ é Mg e Al (3:1), o HDL é a hidrotalcita).
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Sua estrutura bidimensionalmente organizada e com poros flexiveis do HDL
apresenta férmula generalizada [M?* (1-xyM3* x(OH)2](A")xn-zH20 em que M?* e M3* sdo
ions metélicos divalentes e trivalentes, respectivamente, e A™ € o0 anion interlamelar
(BAO et al., 2016), conforme esta representado na figura 3. Os dois ions metélicos
ocupam o centro de octaedros que possuem anions hidroxila em seus vértices e

compartilham suas arestas, formando camadas planas e neutras mantidas juntas por
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ligagBes de hidrogénio. O excesso de cargas positivas nas lamelas é compensado por
anions interlamelares e moléculas de agua, proporcionando eletroneutralidade. O
empilhamento das lamelas é mantido, ndo sO pelas ligacbes de hidrogénio, mas
também pela atracdo eletrostatica entre as lamelas positivamente carregadas e 0s
anions interlamelares (CUNHA et al., 2010). Diversas interacdes como interagdes
eletrostéticas, pontes de hidrogénio, troca idnica e outras podem ocorrer entre HDL e
os farmacos, ja que uma das propriedades do HDL é a sua capacidade de adsorcao
de moléculas independente de sua carga (TAKAHASHI e YAMAGUCHI, 1991).

Em geral, materiais inorganicos apresentam propriedades promissoras como
boa biodisponibilidade, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade, capacidade de
intercalacdo de espécies idnicas, possibilidade de funcionalizacdo da superficie,
aumento da estabilidade das espécies inseridas e promocao de liberacdo sustentada
(CUNHA et al., 2010).

O HDL jA é empregado comercialmente para uso terapéutico, sendo
encontrado com o nome Talcid®, um antiacido patenteado pela empresa Bayer AG.
Além de ser usado como o principio ativo, também pode ser aplicado como excipiente
farmacéutico para intercalar biomoléculas carregadas negativamente (CUNHA et al.,
2010). Farmacos, proteinas e genes intercalados com HDL sdo chamados hibridos
organicos-inorganicos, que tém se destacado como excelentes carreadores por
conferir incremento das propriedades de dissolucédo (PERIOLI et al., 2011; FONTES,
2016), estabilidade térmica (GAO et al., 2014), controle da taxa de liberacdo de
farmacos (ALl et al., 2012; YADOLLAHI, 2015; XU, 2016; ANDREA, 2017; RAY,
2017), e apresentar biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (CHOY, 2000; BAO,
2016). Ainda, o HDL tem sido amplamente aplicados na area ambiental e biomédica
como catalisador (CASTRO, 2016), material eletroativo (PRASAD, 2010), agente
adsorvente (AHMED, 2017), biosensor (QIAO, 2015) entre outras aplicagdes.

O mecanismo de liberagcdo da substancia intercalada pode ocorrer pela
solubilizacéo das lamelas do HDL promovida pela reducdo do pH e/ou pela reacéo de
troca anidnica com espécies existentes no organismo. No caso de administracéo oral,
a liberacdo da substancia pode ocorrer pela dissolucdo do material hibrido no suco
gastrico do estbmago ou pela reagdo de troca ibnica no intestino delgado, contanto
gue o material seja recoberto com um revestimento protetor entérico adequado. No

uso topico, pode ser liberada por troca ibnica com espécies do fluido da transpiracéao
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(NaCl, por exemplo). Na administracdo intravenosa, a particula do hibrido pode ser
levada para o interior da célula por endocitose, onde a liberacdo da substancia
acontece por dissolucéo parcial ou a troca aniénica no HDL em raz&o da presenca de
ions H* e CI. Os endossomas podem se fundir com os lisossomos, promovendo uma
dissolucéo lenta em func¢éo do pH do meio de aproximadamente 4-5. Também, o HDL
intacto pode escapar do endossoma, permanecer no citoplasma e reagir com espécies

anibnicas presentes no citosol (pH aproximadamente 7,4) (CUNHA et al., 2010).
2.3.2 Sistema EFV-HDL

Tendo em vista a aplicacdo de HDL como um excipiente funcional na area
farmacéutica, Fontes e colaboradores (2016) desenvolveram um sistema para
incorporacao de EFV ao HDL, capaz de incrementar a solubilidade deste farmaco. O
processo de obtencéo do sistema de EFV-HDL se inicia pela sintese do HDL através
da coprecipitagdo de solugbes dos sais de nitrato de calcio e nitrato de aluminio em
meio alcalino sob agitacéo vigorosa. Posteriormente, o sistema segue para as etapas
de secagem, caracterizacao e incorporacao do farmaco em diferentes proporcoes (10,
20, 30, 50, 60 e 70 %) (FONTES et al., 2016), conforme descrito na figura 4.

Figura 4 - Processo de obtencédo do sistema EFV-HDL.
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A caracterizagdo dos sistemas foi realizada através de técnicas analiticas como
difracdo de raio-X, espectroscopia de infravermelho, analise térmica por calorimetria
diferencial exploratéria. Além disso, foram realizados testes de dissolucao in vitro e
atividade anti-proliferativa em linhagens de células de macréfagos humanos.

Na figura 5 estdo apresentados os sistemas obtidos com diferentes
proporcdes de farmaco; dentre eles, o sistema 30% EFV-HDL obteve maior destaque
por proporcionar um aumento da solubilidade de cerca de 558% do EFV quando
comparado ao farmaco sozinho. Esse incremento da solubilidade é decorrente do
fendbmeno de amorfizagcédo, que implica na perda do estado cristalino do composto,
tornando-se amorfo. Isto aumenta a capacidade de solubilizagdo em meio aquoso,
sendo um fato muito importante para melhorar absor¢cdo do EFV. O fenbmeno é
confirmado pela auséncia do ponto de fusdo do farmaco, que indica que o estado
cristalino das particulas EFV desapareceram, resultando em um composto amorfo; e
pode ser observado nos sistemas contendo até 30% de EFV (FONTES et al., 2016).

Figura 5 - Perfis de dissolucdo do EFV e dos sistemas EFV-HDL
com diferentes proporc¢des.
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2.4 Farmacocinética

2.4.1 Processos e parametros farmacocinéticos

Ainda que as propriedades farmacodinamicas sejam atributos fundamentais no
desenvolvimento de novos medicamentos, é necessario que as propriedades
farmacocinéticas sejam conhecidas para se obter resultados validos em ensaios pré-
clinicos e clinicos (FAN et al., 2014).

A farmacocinética (PK) é a ciéncia que descreve o movimento dos farmacos no
corpo apos administracdo e é compreendida através do estudo dos processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo (ADME). Enquanto, a
farmacodinamica (PD) é o estudo dos efeitos bioquimicos e fisiolégicos dos farmacos
no organismo; incluindo os mecanismos de acao e a relacdo entre concentracdo e
efeito (JANG et al., 2001; FAN et al., 2014).

Absorcdo € o processo pelo qual as moléculas do farmaco inalterado se
deslocam do local de administracdo para a circulagcéo sistémica. A administracdo oral
é considerada a via mais importante devido seu frequente uso, facilidade e seguranca.
A absorcdo do trato gastrointestinal (TGI) para circulagdo sistémica envolve um
processo complexo e requer que o farmaco seja capaz de permear as membranas do
TGl e alcance o sangue sem gue seja metabolizado durante a passagem pelo sistema
porta-hepatico (eliminacdo pré-sistémica) (STORPIRTIS et al., 2011).

O processo de absor¢cao depende de propriedades fisico-quimicas do farmaco,
como solubilidade, lipofilicidade, tamanho molecular e carga. Antes de serem
absorvidos, os compostos forem veiculados por formas farmacéuticas sélidas, estas
devem ser desintegradas para expor os compostos ao meio biolégico e submeté-los
aos fluidos capazes de converté-los em particulas menores, permitindo a dissolucao
no TGI e disponibilizando as moléculas para absor¢cédo (FAN et al., 2014). Pequenos
compostos lipofilicos geralmente sédo absorvidos por meio de difusdo passiva a favor
do gradiente de concentracdo. Compostos grandes, altamente polares ou carregados
dependem da presenca de transportadores ativos de influxo, por terem sua
capacidade de particdo nas bicamadas lipidicas da membrana limitada (AZEREDO et
al., 2009; STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014). A velocidade e a eficiéncia da

absorcéo sao influenciadas pela via de administracéo e da forma farmacéutica, bem
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como por fatores como pH do TGlI, pKa do farmaco, motilidade intestinal, tempo de
esvaziamento gastrico, presenca de alimentos, eliminacdo pré-sistémica (hepatica,
microbiota intestinal, enzimas metabolicas intestinais como citocromo P450 e
glicoproteina-P) (BOROUJERDI, 1995). Em geral, a velocidade de absorcao é mais
elevada para farmacos em solucdo, seguido por farmacos contidos em capsulas e,
por fim, farmacos contidos em comprimidos (BROCKS, 2010; STORPIRTIS et al.,
2011).

A absorcao é caracterizada pelos parametros farmacocinéticos: concentracdo
maxima (Cmax); tempo de ocorréncia da Cmax (tmax); biodisponibilidade oral (Foral),
gue reflete a proporcéo de farmaco que é absorvido e disponibilizado para circulagcéo
sistémica, sendo calculada a partir da area sob a curva (ASC); constante de absorcéo
(Ka), que caracteriza a velocidade com que ocorre o processo de absorgdo; meia vida
de absorcdo (Ti2a), que reflete o desaparecimento do farmaco do local da
administracdo; tempo de absorcdo médio (MAT), que indica o tempo médio que uma
molécula gasta no sitio de entrada antes de ser absorvido; e tempo para o inicio da
absorcéo, conhecido no inglés como “lag time” (Tiag) (CUTLER, 1978; TOUTAIN e
BOUSQUET-MELOU, 2004d; BENEDETTI et al., 2009; STORPIRTIS et al., 2011).

Distribuicdo € o processo de transferéncia reversivel do farmaco dos liquidos
de circulacao para os diversos tecidos e 6rgdos. A concentracao plasmatica de um
farmaco é relacionada ao quanto ele € distribuido para sitios extra vasculares. Isto é
influenciado pelas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, bem como pelo fluxo
sanguineo nos o6rgdos e tecidos, extensdo da ligacdo a proteinas plasmaticas,
diferencas de pH nos véarios tecidos e coeficiente de particdo 6leo-agua do farmaco
(log P). Essas caracteristicas definirdo a afinidade do farmaco em se distribuir para
determinado tecido ou 6rgdo (FAN et al., 2014, RANG E DALE, 2016).

O parametro farmacocinético que descreve a distribuicdo € o volume de
distribuicdo (Vd), que representa o volume aparente necessério para conter todo
farmaco do organismo na concentracdo observada no plasma. Diversos tipos de Vd
podem ser calculados: volume de distribuicdo no compartimento central (V¢) ou
volume de distribuicao inicial (Vi), que representa a distribuic&o inicial de um farmaco
no sangue e em tecidos com alta perfusdo sanguinea; volume de distribuicdo
calculado pelo método de area sob a curva (Vdarea), que estima a distribuicdo de

farmacos em tecidos por todo corpo em pseudo-equilibrio; e o volume de distribuicédo
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no estado estacionério (Vss), representa a distribuicdo do farmaco no estado de
equilibrio entre as fases farmacocinéticas, pois contempla a taxa de entrada e de saida
do farmaco dos tecidos. Para os farmacos cuja distribuicdo ocorre imediatamente,
situagdo caracteristica ao modelo monocompartimental, os trés volumes de
distribuicdo terdo valores similares. Ja os farmacos que se distribuem para mais de
um compartimento, geralmente seguem a ordem Vdarea > Vss > Ve (TOUTAIN e
BOUSQUET-MELOU, 2004c).

A eliminacéo é processo de remogéo irreversivel de um farmaco ou de seus
metabolitos do organismo, regido predominantemente pelos processos de
metabolismo e excrecdo. Metabolismo ou biotransformacdo é o processo de
conversédo do farmaco em metabdlitos mais solUveis para excrecao biliar ou renal. O
principal 6rgdo metabolizador é o figado, contudo o metabolismo também pode
ocorrer nos pulmdes, rins, TGl e até mesmo no sangue. As reacdes metabdlicas sao
catalisadas por sistemas enzimaticos, responsaveis pelos processos biogquimicos
classificados como reacOes de fase | e fase Il. As reacdes de fase | envolvem a
transformacédo da estrutura molecular pela introducéo ou modificacdo de um grupo
funcional, através de reacbes de oxidacdo, reducdo, carboxilacdo ou hidrélise,
catalisadas pelas enzimas do citocromo P450. As rea¢0es de fase Il séo responsaveis
pela conjugacdo dos metabdlitos de resultantes da fase | com &cido glucurénico,
sulfato, ou aminoacidos através de enzimas conhecidas como transferases
(BOROUJERDI, 1995; FAN et al., 2014). Por outro lado, a excrecdo representa a
eliminacdo do farmaco inalterado. As principais rotas de excrecdo sao pela via renal
e biliar, mas também pode ocorrer pela saliva, leite e ar exalado (BOROUJERDI, 1995,
TOZER et al., 2009). A excrecao renal geralmente envolve um ou mais dos trés
processos distintos: filtracdo glomerular, secrecdo e reabsorcao tubular renal. A
excrec¢do biliar € um processo facilitado pelo sistema de transporte ativo localizados
na membrana canalicular do hepatdcito, sendo um importante caminho de eliminacéo
hepética para muitos compostos.

Um dos parametros farmacocinéticos relacionado a eliminacéo é o clearance
(CI), que reflete a capacidade do organismo em eliminar o farmaco ou de um Unico
orgao em eliminar o farmaco (por exemplo, Clhepatico € Clrenar) € € definido como volume
de plasma do qual o farmaco é eliminado por unidade de tempo (BOROUJERDI, 1995;
TOUTAIN E BOUSQUET-MELOU, 2004; FAN et al., 2014). A somatéria do Cl de todos
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0s orgdos eliminadores corresponde ao clearance total (Clt), representado pela
equacéao 1:
(Eq. 1)
Cly = Clhepatico + Clrenal + ---

O CI pode ser alterado em individuos com insuficiéncia hepética e/ou renal,
promovendo mudangas significativas também no paradmetro meia-vida de eliminacéo
(T12). Desta forma, para farmacos com estreita margem terapéutica, € necessario que
haja ajuste de dose e, em casos de farmacos nefrotoxicos ou hepatotdxicos, o
monitoramento de marcadores renais e hepaticos (TOUTAIN e BOUSQUETMELOU,
2004a).

A T12 € 0 tempo necessario para que a concentragdo plasmatica decline para
a metade. E considerado um parametro hibrido, pois depende do Cl e Vd. Quando o
processo de absorcéo é um fator limitante, a Tiz2reflete a taxa e extenséo da absorgéo
e ndo o processo de eliminagcdo (farmacocinética flip-flop). A velocidade com que o
ocorrem 0s processos de eliminacdo do farmaco (biotransformacdo e excregcédo) €
caracterizada pela constante de eliminacao (Kei).

Os parametros de tempo médio permitem observar quanto tempo o farmaco
permanece inalterado no organismo. Estes parametros (tempo de transito médio —
MTT e tempo de residéncia médio - MRT) permitem elucidar o tempo médio de
movimento das moléculas de farmaco (na forma inalterada) no organismo desde o
inicio da sua introducéao, incluindo a absorcéo (MTT) ou ap0s a absorcao praticamente
terminada (MRT). No caso de administracdo intravenosa ou intrarterial, o MRT é igual
ao MRT.

2.4.2 Modelos farmacocinéticos

O estudo dos processos e parametros farmacocinéticos é baseado na curva de
concentracdo plasmatica do farmaco versus tempo. A partir da andlise da curva,
modelos matematicos sédo aplicados para explicar e predizer o comportamento do
farmaco no organismo. Essa correlacdo matematica é conhecida como modelos

farmacocinéticos, descritos na literatura como modelos compartimentais ou né&o
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compartimentais, sendo o primeiro o mais aplicado para calcular os parametros
farmacocinéticos (BOROUJERDI, 1995; STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014).

No modelo compartimental, o organismo é constituido por compartimentos que
0 representam no ponto de vista cinético, mas ndo possuem significado anatémico ou
fisiolégico. O modelo tem como premissa a homogeneidade de distribuicao e equilibrio
instantaneo das concentracdes dentro do compartimento. Podem ser classificados
como modelos: monocompartimental (compartimento Unico) ou multicompartimentais
(dois ou mais compartimentos). A escolha do modelo compartimental que melhor se
ajusta a disposicéo cinética do farmaco é feita através da transformacgéo dos valores
de concentracéo plasmatica em logaritmo natural (“In”) e sua plotagem versus tempo
(STORPIRTIS et al., 2011).

O modelo de compartimento Gnico ou monocompartimental € o mais simples e
assume que o farmaco € distribuido de forma instantdnea e homogénea pelo por todos
os liquidos e tecidos do organismo. Desta forma, o Unico processo que rege 0O
decaimento das concentracdes € a eliminacéo, existindo apenas uma velocidade de
decaimento que caracteriza a constante de eliminacédo, denominada (Kel). Entretanto,
esse padrdo homogéneo de distribuicdo nao significa que sua concentracdo é a
mesma em todos os tecidos, mas sim, que as diferentes concentracdes estdo em
equilibrio (STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014). Esquematicamente, o modelo
e caracterizado pelos processos de entrada, distribuicdo e saida (eliminag&o), como
esta representado na figura 6.A e tem seu perfil de “In” da concentragao do farmaco
versus tempo apresentado por uma unica reta de decaimento das concentragées,
podendo inferir que disposicdo cinética € monocompartimental (DHILLON et al.,
2006).

Figura 6 - Representacdo esquematica (A) e representacao grafica do decaimento das
concentracfes (B) no modelo monocompartimental.
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Os modelos multicompartimentais sdo 0os mais adequados para interpretar o
comportamento de muitos farmacos no organismo. Semelhantemente ao modelo
monocompartimental, os modelos de varios compartimentos sao avaliados pelos
valores de “In” da concentracdo plasmatica versus tempo, sendo o numero de retas
apresentadas na fase de eliminacdo correspondente ao nimero de compartimentos.
O modelo mais empregado é o bicompartimental (dois compartimentos), seguido dos
modelos tricompartimentais (trés compartimentos), que ja se tornam muito complexos
(BOROUJERDI, 1995; STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014).

O modelo de bicompartimental considera o organismo em um compartimento
central e um compartimento periférico. Os compartimentos sao conjuntos de tecidos
diferentes que possuem graus de afinidade diferentes dependendo das caracteristicas
do farmaco e da perfusdo de sangue do 6rgdo. Embora esses compartimentos néo
sejam um conjunto fixo de tecidos e ndo possuam significado fisiolégico ou anatémico,
€ assumido que o compartimento central compreende tecidos altamente perfundidos
como coracao, pulmdes, rins, figado e cérebro. O compartimento periférico
compreende tecidos com perfusdo sanguinea menor, como musculo, gordura e pele
(DHILLON et al, 2006; STORPIRTIS et al., 2011). A distribuicdo do farmaco é mais
rapida no compartimento central quando comparada ao periférico, desta forma
existem duas velocidades de decaimento das concentracdes que caracterizam
constantes de eliminacdo diferentes: constante de distribuicdo a (composta pelas
microconstantes Ki2 e Kz1), representa a fase de distribuicdo, e constante de
eliminacdo B, representa a fase de eliminacdo do farmaco. Esquematicamente, o
modelo é caracterizado pelos processos de entrada, distribuicdo central, distribuicéo
periférica e saida (eliminacdo), como esta representado na figura 7.B e tem seu perfil
de “In” da concentragdo do farmaco versus tempo apresentado por duas retas de
decaimento das concentracdes, podendo inferir que disposicdo cinética é
bicompartimental (DHILLON et al., 2006).
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Figura 7 - Representacdo esquematica (A) e representacdo grafica do decaimento das
concentragdes (B) no modelo bicompartimental.
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2.4.3 Ordem cinética

Os processos fisiologicos ADME seguem uma cinética de transferéncia do
farmaco através do organismo, que € caracterizada por meio de constantes de
velocidade relacionadas a uma determinada ordem cinética (primeira ordem ou ordem
zero). A ordem cinética é definida como o modo pelo qual a concentracdo do farmaco
se relaciona com a velocidade envolvida no processo de transferéncia do farmaco
através do sistema bioldgico.

A cinética de primeira ordem ou cinética linear ocorre quando a velocidade dos
processos é diretamente proporcional as concentragdes plasmaticas e 0S processos
ndo sdo saturaveis. Nestes casos, a ASC € diretamente proporcional a dose
administrada, e a alteracédo de dose nao implica em modificacdes nos valores de meia-
vida de eliminacao, Cl ou Vd. Em geral, os processos ADME seguem a cinética de
primeira ordem nas doses empregadas usualmente na terapéutica. (DHILLON et al,
2006; STORPIRTIS et al., 2011).

A cinética de ordem zero é descrita como cinética dose dependente ou néo
linear e ocorre quando a velocidade do processo € constante, independente da
concentracdo do farmaco. Diversos fatores podem promover a cinética nao linear,
como baixa solubilidade do farmaco, alteragdes no esvaziamento gastrico bem como
a saturacao de processos enzimaticos (cinética de Michaelis-Menten) envolvidos nos
processos ADME. Nos casos de cinética de saturacéo, a meia-vida de eliminacéo, por
exemplo, tende a ser maior quando a dose administrada € maior (BOROUJERDI,
1995; DHILLON et al, 2006; STORPIRTIS et al., 2011).
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2.3.4 Farmacocinética pré-clinica no desenvolvimento de novos farmacos

e medicamentos

O desenvolvimento de novos medicamentos € um processo extenso que pode
envolver inovacao radical, que consiste na descoberta de uma nova molécula, ou
inovacao incremental, que busca o aprimoramento de caracteristicas fisico-quimicas,
farmacodinamicas ou farmacocinéticas em formulagdes ja existentes no mercado. A
vantagem da inovagdo incremental € o menor tempo de desenvolvimento e a maior
probabilidade de sucesso, pelo fato de se trabalhar com moléculas que ja tiveram
estudos concluidos das etapas pré-clinicas e clinicas. No entanto, o produto em
desenvolvimento necessita de estudos elaborados que podem levar anos até que se
encontre resultados viaveis para os ensaios clinicos (KHANNA, 2012; PETROVA,
2014).

A farmacocinética pré-clinica € um processo importante na decisdo de
prosseguimento do desenvolvimento de novo farmaco ou formulagéo para os estudos
clinicos. Um perfil farmacocinético favoravel aumenta a probabilidade de o produto ser
mais eficaz e seguro. Desta maneira, a avaliacdo farmacocinética pré-clinica deve ser
abrangente o suficiente para auxiliar na escolha do produto mais adequado e, assim,
garantir que ndo ocorram falhas na cadeia de desenvolvimento (SINGH, 2006;
SHANG et al, 2012).

2.5 Modelo animal

O desenvolvimento de medicamentos envolve a utilizagdo de modelos
experimentais in vivo. Apesar da reducado drastica do uso de animais, 0os estudos in
vivo ainda séo cruciais para fornecer informacdes para o prosseguimento dos estudos
clinicos, pois permite predizer aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos do
produto no organismo (SINGH, 2006; SHANG et al, 2012).

Entretanto, existem muitas diferencas entre espécies animais e entre animais
e humanos. Diferencas anatémicas e fisiologicas sdo os fatores principais que causam
discrepancia entre animais e 0 homem em relacéo a disposi¢ao cinética do composto
em estudo. Em raz&o disso, é muito importante conhecer o modelo animal selecionado
(ZWART et al.; 1999).
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As espécies de animais geralmente usadas nos estudos de farmacocinética
sdo camundongos, ratos, coelhos, cachorros e macacos. O modelo animal
selecionado foi o coelho, devido a facilidade de administracdo de forma farmacéutica
sélida, baixo custo em relacdo a animais maiores e pela disponibilidade de biotério
com instalacéo apropriada para o modelo escolhido.

O coelho de laboratério (Oryctolagus cuniculus) durante muito tempo pertenceu
a ordem Rodentia, porém, atualmente pertence a ordem Lagomorpha, por causa da
diferenca anatdomica de sua denticdo. Dentre as racas mais utilizadas para fins
laboratoriais, esta a raca Nova Zelandia, de reconhecida docilidade, facil reprodugéo
e manejo, e com uniformidade de reacdes nas provas experimentais. Apesar de serem
doceis, sdo susceptiveis ao estresse e assustam-se facilmente (ANDRADE et al.,
2012).

Os coelhos s&o herbivoros e também podem ser alimentados com racéo
peletizada formulada especialmente para coelhos. Agua fresca deve ser fornecida
diariamente e ad libitum. A reingestéo de fezes (coprofagia) € uma pratica frequente
entre coelhos e € importante para manter uma alimentacdo adequada e fisiologia
intestinal normal. O consumo diario de racdo para coelhos adultos da raca Nova
Zelandia é em média de 100 g a 200 g, devendo ser oferecida uma vez ao dia, a fim
de evitar a engorda excessiva dos animais. Os animais devem ser alojados em gaiolas
individuais sob condi¢cdes controladas. O animal deve ser transportado, segurando
com uma das maos a pele do pesco¢co e com a outra as patas traseiras, mantendo-o
junto ao corpo. O manejo e contencéo deve ser feito de forma segura, com o objetivo
de reduzir a irritabilidade do animal, facilitar os procedimentos experimentais e
proteger o pesquisador (CCAC, 1984; ANDRADE et al., 2012).

As caracteristicas gerais do coelho sédo corpo longilineo com peso corporal
entre 2 a 4 kg, cabeca grande provida de largas orelhas, com audi¢éo e olfato bem
desenvolvidos e amplo campo de visdo. A temperatura média do corpo é 38,3°C,
podendo flutuar consideravelmente com a excitacdo causada pelo manuseio ou
mesmo quando outros sinais de perturbacdo ndo sao 6bvios. A urina de coelho é
normalmente alcalina, espessa, turva e contém material cristalino (CCAC, 1984;
ANDRADE et al., 2012).

Diferencas e semelhancas em caracteristicas anatémicas e fisioldgicas entre

coelhos e humanos foram reportadas por De Zwart e colaboradores (1999).
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Comecando pela boca, onde se inicia a digestéo e absorcéo, a estrutura, composi¢cao
e fisiologia da cavidade e mucosa oral mostraram-se semelhantes ao dos humanos.
O coelho € monogastrico, ou seja, ndo ruminante e sem regides especializadas,
apresentando uma morfologia simples com pequena capacidade de armazenamento.
Ao contrario dos humanos, os coelhos s&o “comedores continuos” e nunca estdo com
0 estdbmago vazio. O esvaziamento gastrico nos coelhos € lento e variavel comparado
ao dos humanos, influenciando significativamente a entrada dos farmacos no
intestino. O pH estomacal é baixo (pH £1,9) e, por isso, a microbiota do estbmago &
peguena e semelhante ao dos humanos. O intestino delgado com cerca de 2 a 3,5 m,
pode ser dividido em duodeno, jejuno e ileo. O intestino grosso inicia-se pelo ceco,
orgdo muito desenvolvido que representa cerca de 40% do tubo digestivo,
responsavel por uma consideravel fermentacdo bacteriana e sintese de vitaminas. O
intestino grosso continua pelo célon, que pode ser dividido anatomicamente em quatro
partes, terminando no reto do anus. O pH intestinal € préximo ao neutro, tendendo ao
alcalino no estado alimentado. A motilidade intestinal é similar ao dos humanos
(KARARLLI, 1995; DE ZWART et al., 1999).

A vesicula biliar dos coelhos é localizada na mesma regidao que a dos humanos.
Contudo, o fluxo biliar (130 mL/d/kg) é muito maior comparado com os humanos (2,2
— 22,2 mL/d/kg) e outras espécies. A importancia do fluido biliar na absorcao é
reconhecida, pois melhoram a taxa de dissolucdo e solubilidade de compostos
lipossoltveis. Ainda, pode ser a principal rota de excrecdo de farmacos com peso
molecular maior que 400. A circulacdo de sais biliares é restrita a circulacao entero-
hepética, portanto farmacos excretados pela bile podem ser reabsorvidos, através da
hidrélise de glucuronideos conjugados ao farmaco pela microbiota intestinal
(KARARLI, 1995).

O processo de metabolismo também apresenta diferengas interespécies. Em
geral, pequenos animais tendem a eliminar os farmacos mais rapidamente do que os
seres humanos quando comparado com uma base de peso-normalizado. Os
citocromos P450 (CYP) pertencem a uma familia de enzimas reconhecida pelo seu
importante papel no metabolismo, principalmente nas reagdes de fase I. Apesar dos
membros desta superfamilia possuirem cadeias de aminoacidos altamente
conservadas, pequenas diferencas podem originar modificagdes na especificidade do

substrato e na atividade catalitica. Assim, as diferencas nas isoformas do CYP entre
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as espécies sao a principal causa de diferengcas do metabolismo de um farmaco
(MARTIGNONI et al., 2006).

A isoforma mais importante envolvida no metabolismo de xenobidticos de todas
as espécies € CYP3A (MARTIGNONI et al., 2006). No entanto, a isoforma CYP2C
parece ser a mais importante nos coelhos, assumindo o papel das CYP3A nos
humanos. A CYP1A2 e CYP2E1 é homodloga ao dos humanos e o ortélogo humano
CYP2B6 nado € amplamente expressado nos coelhos. A isoforma humana CYP2D6
também ndo tem uma CYP andaloga nos coelhos. Curiosamente, uma enzima CYP2E2
€ expressa em muitos animais jovens, tendo estrutura e especificidade do substrato
guase idénticas. Portanto, o metabolismo de um ter¢co dos medicamentos utilizados
em humanos envolve outras isoformas da CYP. (ZUBER et al., 2002).

Ressalte-se que, para o EFV administrado no homem, a isoforma CYP2B6
apresenta 0 mais importante papel no metabolismo. Em humanos, a familia CYP2B
inclui CYP2B6 e CYP2B7, e estima-se o conteudo de CYP2B6 no tecido hepético
humano é de 2 a 10% (MARTIGNONI et al., 2006); por outro lado, em coelhos, a
subfamilia 2B é representada principalmente pelas isoformas 2B4, 2B5.

Devido as diferencas dependentes da espécie na sequéncia de aminoacidos
das diferentes isoformas do CYP, h& expectativas de diferencas na efetividade da
acao sobre substratos especificos, o que determinaria capacidade metabdlica
significativamente diferente entre estas espécies. No caso do EFV, esta diferenca
sobre a subfamilia B do citocromo P450 pode levar a diferencas significantes sobre o
perfil cinético porém, é importante ressaltar que a sele¢cdo do modelo experimental (o
coelho) n&o reside somente na semelhanca deste com o modelo alvo (neste caso o
homem), mas também no conhecimento pleno de suas caracteristicas de
semelhancas e diferencas, que auxiliardo na interpretacdo dos resultados
provenientes do modelo experimental para posterior transposi¢do de hipoteses para

0 modelo alvo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil farmacocinético de EFV veiculado em HDL com ou sem

associacao a lamivudina e tenofovir.
3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar um método bioanalitico para quantificar EFV em plasma
de coelhos por UPLC;

Avaliar o perfil farmacocinético do insumo farmacéutico ativo (IFA) EFV apés
administracdo intravenosa na dose de 2,7 mg/kg em coelhos neozelandeses
(machos, n=7);

Avaliar o perfil farmacocinético do EFV-IFA administrado em dose Unica de 50
mg por via oral em coelhos neozelandeses (machos, n=7);

Avaliar o perfil farmacocinético do EFV-HDL administrado em dose Unica de 50
mg por via oral em coelhos neozelandeses (machos, n=7);

Avaliar o perfil farmacocinético do EFV-IFA em associagdo a lamivudina e
tenofovir administrado em dose Unica (50 mg, 25 mg e 25 mg, respectivamente)
por via oral em coelhos neozelandeses (machos, n=7);

Avaliar o perfil farmacocinético do EFV-HDL em associacédo a lamivudina e
tenofovir administrado em dose Unica (50 mg, 25 mg e 25 mg, respectivamente)
por via oral em coelhos neozelandeses (machos, n=7);

Calcular a biodisponibilidade oral do EFV-IFA e para EFV-HDL utilizando como
referéncia a administracao intravenosa;

Comparar os parametros farmacocinéticos entre os grupos através de analise

estatistica.
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4 Material e Métodos

4.1 Matéria-prima, reagentes e solventes

Acetonitrila (J. T. Backer), EUA;

diazepam (insumo farmacéutico ativo concedido pela UNESP), Brasil;
Dimetilsuféxido (Synth), Brasil;

efavirenz (insumo farmacéutico ativo concedido pela UFPE-LTM), Brasil;
Etanol (J. T. Backer), EUA;

Heparina sédica (Blausiegel), Brasil;

lamivudina (insumo farmacéutico ativo concedido pela LAFEPE), Brasil;
Metanol, J. T. Backer, EUA;

Sistema microparticulado HDL (Ca-Al) — EFV, UFPE-LTM, Brasil,
tenofovir (insumo farmacéutico ativo concedido pela FUNED), Brasil;

Trietilamina (Sigma-Aldrich), Bélgica.
4.2 Equipamentos

UPLC Acquity®, Waters;

Agitador magnético com aquecimento, Ethiktechnology;
Banho ultrassonico, Ultrasonic Cleaner 2840DA, odontobras;
Vértex AP56, Phoenix;

Centrifuga Sorval Biofuge, Thermo scientific;

MiniVac Sample Concentrator, GeneVac;

Mini-centrifuga, Gilson;

Banho-maria 1147, Fanem;

4.3 Correlatos

CSH C18, 1,7um, 2,1x100mm;
Pré-coluna CSH C18, 1,7um, 2,1x 5mm;

Filtro de seringa PTFE, didametro 13mm, poro 22um, Analitica.
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4.4 Softwares

e Empower 3, Waters®
e Graphpad Prism® verséo 5.0

e Origin® versao 7
4.5 Desenvolvimento do método bioanalitico

O desenvolvimento do método bioanalitico foi realizado em conjunto com o
mestrando Jonata Augusto de Oliveira, que desenvolveu o trabalho intitulado
“Farmacocinética do efavirenz em coelhos: estudo comparativo de formas
farmacéuticas solidas” nesta mesma instituicAo sob orientacdo da Prof. Dra.

Rosangela Gongalves Peccinini.
4.5.1 Sistema Cromatogréfico

A andlise do EFV em plasma foi realizada em um sistema de cromatografia
liguida de ultra performance (UPLC) Acquity® Waters equipado com detector UV-VIS
operando a 245 nm. A separacao dos analitos foi feita em coluna CSH C18, 1,7 ym,
2,1x100 mm com pré-coluna CSH C18, 1,7 ym, 2,1x5 mm. A fase movel foi constituida
de metanol, acetonitrila e trietilamina 0,1%, pH 4 (20:50:30) com fluxo constante de

0,30 mL/min em modo isocratico e volume de injecdo de 2 pL.

4.5.2 Preparo da amostra

O preparo da amostra de plasma para a extracdo do EFV iniciou-se com 100
puL de plasma adicionado de EFV e adicdo de 10 pL de solucdo de diazepam em
acetonitrila (25 pg/mL) como padrdo interno. A extracdo do EFV compreendeu a
precipitacdo das proteinas realizada com 200 pL de acetonitrila gelada e, em seguida,
a amostra foi agitada por 30 segundos e centrifugada a 15294 g durante 15 minutos a
4°C. Recolheu-se 250 pL do sobrenadante que foi filtrado em membrana de PTFE
0,22 um, que foi evaporado a secura em concentrador — Mivac. As amostras foram
ressuspendidas em 50 uL de fase mével e injetadas no sistema de UPLC nas

condicOes descritas anteriormente.
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4.6 Validacdo do método bioanalitico

O processo de validacéo foi realizado segundo as normas estabelecidas pela
ANVISA (RESOLUCAO-RDC n° 27 de 17 de maio de 2012) e pela Food and Drug
Administration (FDA) através do Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation
de maio de 2001 e do Draft Guidance de setembro de 2013. Os parametros
fundamentais para se determinar os limites de confianga do método, segundo a
ANVISA séo: limite de deteccado (LD), limite inferior de quantificagcdo (LIQ),
seletividade, efeito residual, curva de calibracédo, precisdo e exatidao intracorrida e

intercorrida, recuperacao e estabilidade de armazenamento.
a) Limite de Deteccéo (LD)

Esse parametro € estabelecido através da analise de amostras de
concentracdes conhecidas e decrescentes de EFV, até o que o sinal detectado seja

pelo menos 3 vezes maior que o ruido da linha de base.
b) Limite Inferior de Quantificagao (LIQ)

O limite de quantificacdo (LIQ) é determinado mediante analises de amostras
de concentracfes decrescentes de EFV até que a menor concentracdo que seja
precisa (0-20%) e exata (80-120%) em, no minimo, 5 replicatas. O LIQ é considerado
como a concentracdo, ho minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia da

amostra branco no tempo de retencédo ao do analito.
c) Seletividade

A seletividade do método é a capacidade do método de analisar o analito e o
padréo interno (Pl) na presenca dos componentes enddégenos comuns a matriz
biol6gica de interesse, garantindo a pureza dos picos cromatograficos. Tem-se que
analisar amostras de plasma de, no minimo, 6 fontes distintas, sendo quatro amostras
normais, uma lipémica e uma hemolisada. As respostas dos picos interferentes
préximos ao tempo de retencdo do EFV devem ser inferiores a 20% da resposta de
EFV nas amostras do LIQ e as respostas dos picos interferentes préximo ao tempo

de retencéo do Pl devem ser inferiores a 5% do valor do PI.
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d) Efeito residual

O ensaio de efeito residual analisa a ocorréncia de contaminagbes de uma
injecdo de amostra para outra. Consiste de analisar uma amostra branco seguida de
uma amostra do maior ponto da linearidade e novamente se analisa a amostra branco
mais duas vezes. Deve ser observado se ha picos interferentes no tempo de retencéo
do analito, que seja superior a 20% da resposta do analito, e do padréo interno, que

seja 5% superior a resposta do padréo interno.
e) Curva de calibracao (Linearidade)

A curva de calibracao foi obtida a partir da razdo da area do pico do analito e
do PI (area do analito/area do PI) em relagdo a concentragcdo nominal do analito. A
analise das amostras foi feita em triplicata contendo diferentes concentracdes de EFV
adicionadas de PI, incluindo a andlise da amostra branco e da amostra zero. Os
critérios de aceitagao da linearidade incluiram um coeficiente de correlagéo = 0,98 e
exatidao de 85% a 115%, exceto para o limite inferior de quantificacdo (LIQ), para o
gual a exatidao deve estar entre 80% e 120%.

A partir da curva de calibracéo, foram escolhidos os controles de qualidade
baixo (CQB), médio (CQM), alto (CQA) e diluido (CQD) que serviram para determinar

a precisao e a exatidao.
f) Precisdo e Exatidao

A preciséo e exatiddo foram avaliadas por, no minimo 5 replicatas, abrangendo
as concentracdes LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD em intracorridas e intercorridas. A
precisdo é expressa pelo desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variacédo
(CV%) e a exatiddo pode ser obtida pelo erro padréo relativo (EPR). Os critérios de
aceitacdo sao de 0-15% para a preciséo, exceto para o LIQ que admite valores até
20% e de £15% para a exatidao, exceto para o LIQ que admite valores de £20%.

g) Recuperacao

A recuperagéo expressa a eficiéncia do procedimento de extragdo da amostra

em relacdo ao analito no extrato final do procedimento de preparo, extraido e nao
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extraido (solucdo). A recuperacao foi calculada pelo percentual da area da amostra
extraida de CQA e CQB em relacdo a amostra ndo extraida das mesmas

concentragoes.

h) Estabilidade de Armazenamento

A estabilidade foi avaliada em funcdo da necessidade de armazenamento das
amostras apds cada coleta e processamento (tempo em que amostra permanece
dentro do equipamento). Foi realizado uma analise inicial em triplicata de CQB e CQA
recém-preparados. Apos 0 armazenamento, o analito foi considerado estavel quando
nao houve desvio maior que 15% do valor obtido nas amostras recém-preparadas.

A estabilidade de curta duracéo foi verificada ap0s as amostras permanecerem
em temperatura ambiente por tempo superior ao que as amostras em estudo serao
mantidas nessas condi¢cdes no decorrer do estudo, sendo entdo, processadas e
analisadas.

A estabilidade de longa duracdo foi demonstrada apos as amostras serem
armazenadas por tempo superior ao intervalo compreendido entre a coleta da primeira
amostra e analise da Ultima, por conseguinte, processadas e analisadas. A
temperatura utilizada para o ensaio sera a mesma temperatura de armazenamento
das amostras do estudo.

A estabilidade pOs-processamento avaliou a estabilidade do analito na amostra
processada para analise, incluindo o padrdo interno, na temperatura sob a qual o teste
serda feito e por tempo superior & duragédo da corrida analitica. Os resultados serédo
comparados com os obtidos da analise das amostras recém-preparadas.

A estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento foi
determinada apds as amostras serem congeladas a temperatura indicada e mantidas
por 12h, depois sendo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente.
Esse processo foi repetido até contemplar 3 ciclos, quantificando o analito apés o
terceiro ciclo.

A estabilidade da solucéo-estoque do farmaco e do padrdo interno séo
estabelecidas apds serem mantidas sob as mesmas condicbes a que serdo
submetidas as solugdes durante uso e armazenamento. Os resultados serdo

comparados com os obtidos utilizando solu¢des recentemente preparadas.
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4.7 Protocolo Experimental

O protocolo abaixo descrito foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara

através do parecer n°® 15/2016 (anexo ).
4.7.1 Modelo Animal

Foram utilizados coelhos machos albinos da raca Nova Zelandia, com peso nha
faixa de 2,5 a 3,8 kg, provenientes do biotério central da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). A escolha deste modelo animal se deu devido a facilidade de
administrac@o de forma sélida e o uso desta espécie em diversos outros estudos de
farmacocinética pré-clinica de farmacos administrados na forma sélida (CHOWDARY
et al., 2012)

Os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Principios
Ativos Naturais e Toxicologia (PANT) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara, onde foram mantidos em condicdes 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
medicamentos e por 4 horas apds a administragdo. Ao final dos experimentos, foi
realizado a eutanasia dos animais por exposicdo a gas carbonico (CO2), conforme
recomendacdo do anexo | da Resolucdo n° 1000/2012 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria.

Foram utilizados 35 animais distribuidos nos seguintes grupos:

e Grupo Farmacocinética I, tratados com insumo farmacéutico ativo (IFA) EFV,
dose Unica, IV bolus (n=7; 2,7 mg/kg). O EFV foi solubilizado em 9,09% de
tween 80, 9,09% de dimetilsulféxido (DMSO) e 81,82% de tampado de
trietanolamina (TRIS) estéril (pH 8,8), tendo volume total de administracao de
1100 uL. A dose intravenosa foi obtida através da extrapolacdo alométrica para
coelhos a partir do trabalho de Balani et al (1998), que usou dose de 5 mg/kg

em ratos wistar;
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e Grupo Farmacocinética Il, tratados com EFV-IFA, dose unica, V.O na forma de
capsula (n=7, 50 mg);

e Grupo Farmacocinética lll, tratados com EFV-HDL na forma de cépsula, dose
Gnica, V.0 (n=7, 50 mg);

e Grupo Farmacocinética IV, tratados com associacdo de EFV-IFA, lamivudina e
tenofovir, dose Unica, V.O na forma de cépsula (n=7, 50 mg, 25 mg e 25 mg);

e Grupo Farmacocinética V, tratados com associacédo de EFV-HDL, lamivudina e

tenofovir, dose Unica, V.O na forma de capsula (n=7, 50 mg, 25 mg e 25 mg);

A dose oral do experimento foi calculada por extrapolacdo alométrica com base
na dose maxima em humanos (70 Kg), de 600 mg (8,6 mg/Kg) e 300 mg para
lamivudina e tenofovir (4,3 mg/kg).

O célculo da dose por extrapolacdo alométrica € feito com base na taxa
metabdlica basal (TMB) do animal em fungdo do peso metabdlico (M?7%) multiplicado
pela constante da espécie (K), como estd demonstrando a equagéao 2:

(Eq. 2)
TMB = K x M%7>

Em que “K”é a constante tedrica de proporcionalidade dependente da espécie
e baseada na temperatura corporal, “M”¢é a massa corporal e “0,75” € a inclinacdo da
curva de relagdo entre as variaveis massa e taxa metabdlica, conhecida como “Lei de
Kleiber” ou Lei da poténcia %”.

Os grupos | e Il foram conduzidos em conjunto com o0 mestrando Jonata
Augusto de Oliveira, que desenvolveu o trabalho intitulado “Farmacocinética do
efavirenz em coelhos: estudo comparativo de formas farmacéuticas sélidas”, nesta

mesma instituicdo sob orientacdo da Prof. Dra. Rosangela Goncgalves Peccinini.
4.7.2 Capsulas de EFV

Neste estudo foram utilizados quatro tipos diferentes de capsulas de EFV que
foram produzidas e cedidas pelo Laboratério de Tecnologia de Medicamentos (LTM)

da Universidade Federal de Pernambuco.
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e Grupo farmacocinético II: foram preparadas cdpsulas (n° 00) contendo 50
mg de EFV puro.

e Grupo farmacocinético lll: foram preparadas capsulas (n° 00) contendo 50
mg de EFV incorporados ao sistema HDL, descrito por Fontes e
colaboradores (2016).

e Grupo farmacocinético 1V: foram preparadas capsulas (n° 00) contendo 50
mg de EFV, 25 mg de TNF e 25 mg 3TC.

e Grupo farmacocinético V: foram preparadas capsulas (n° 00) contendo 50
mg de EFV incorporados ao sistema HDL (FONTES et al., 2016), 25 mg de
TNF e 25 mg 3TC.

4.7.3 Célculo amostral

Para o célculo do tamanho da amostra adotamos aquele estabelecido pela
regulamentacdo da ANVISA (RE 898/2003); que se baseia na publicacédo de Chow e
Liu (2000). Tal procedimento considera o nivel de significAncia, o poder do teste e
coeficiente de variacdo do parametro a ser estudado. Calculou-se o tamanho amostral
minimo, com um intervalo de confianca de 95% e poder de 80% para detectar uma
diferenca superior a 20% entre os grupos de animais que serdo utilizados. O
coeficiente de variagéao (CV) considerado foi de 13,24 %, considerando a variabilidade
dos parametros farmacocinéticos do EFV apresentados no estudo de Balani et al
(1998).

Iniciou-se o calculo com a proposta inicial de 5 replicatas e assim calculou-se a
iteracdo para a obtencao do valor de n:

n 2 [t(a, 2n-2) + t((1 — B)/2, 2n-2)]? x (CV/20)?
n [t (0,05,8) +t(0,1, 8)]? x (13,24/20)?
n=7,6-> n=8

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

Utilizou-se o resultado obtido para a iteracao:

n [t (0,05, 14) + t(0,1, 14)]? x (13,24/20)?
n=6,7 n=7

Utilizou-se o resultado obtido para a iteragao:
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n [t (0,05, 12) + t(0,1, 12)]? x (13,24/20)?
n=6,86 n=7
Consideramos o numero minimo de 7 replicatas por tempo para obtencdo de

resultados de qualidade sob o ponto de vista estatistico.
4.7.4 Administragéo por via oral

As cépsulas de EFV foram administradas em dose Unica na porcao inicial do
es6fago dos coelhos utilizando um pill dispenser (dispositivo utilizado na clinica
veterinaria para administracdo de comprimidos), com volume fixo de 10 mL de agua
filtrada, apos jejum de 6 horas, com livre acesso a agua e racdo 4 horas apés a
administracdo do farmaco. Este procedimento permite a administracdo de capsulas
sem a ocorréncia de trituracdo devido a mastigacdo da forma solida pelo animal,
mantendo assim a forma farmacéutica intacta para que ndo ocorram alteracdes nos
processos de desintegracdo e dissolucdo das capsulas e, consequentemente, na

absorcao do farmaco.
4.7.5 Administracdo intravenosa

Os animais deste grupo receberam o insumo farmacéutico ativo EFV por
administracdo IV bolus na veia auricular marginal, em dose Unica, apos jejum de 6
horas, com livre acesso a agua e racao 4 horas apés a administracdo do farmaco. O
grupo 1V foi acrescido ao estudo para o célculo de biodisponibilidade absoluta (Fora)
EFV. Como veiculo para administragdo IV, foi utilizado 9,09% de dimetilsulfoxido
(DMSO0), 9,09% de tween 80 e 81,82% de tampao de trietanolamina (TRIS) estéril (pH
8,8), tendo volume total de administragdo de 1100 pL. Esta pré-formulacdo para
administracdo IV foi necesséaria devido a baixa solubilidade aquosa do EFV. A
porcentagem do co-solvente DMSO foi estabelecida de acordo com o trabalho de
Galvéo e colaboradores (2014), que considera que concentra¢cdes menores que 10%
de DMSO néao apresentam toxicidade relevante, permitindo sua utilizagdo como co-

solvente universal.
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4.7.6 Coleta de sangue

Apés a administracdo, foram realizadas coletas seriadas de sangue em tubos
heparinizados (5 uL de heparina 50% Liquemine® 5000 Ul Roche) através da artéria
auricular central, utilizando seringas de 1 mL com agulha 29G %2 (13 mm x 0,33 mm).

O sangue foi coletado nos seguintes tempos estabelecidos para cada grupo:

e Grupo farmacocinética | (administracdo intravenosa de EFV-IFA): tempos de 5;
15; 30; 45; 60; 90; 120; 180; 240; 360; 480; 600; 720; 1080; 1440 minutos apos
administracao;

e Grupo farmacocinética Il (administracdo oral de EFV-IFA): tempos de 10; 20;
30; 45; 60; 90; 120; 180; 240; 360; 480; 600; 720; 1080; 1440 minutos apds
administragao;

e Grupo farmacocinética Il (administracéo oral de EFV-HDL): tempos de 10; 20;
30; 45; 60; 90; 120; 180; 240; 360; 480; 600; 720; 1080; 1440, 1800; 2880
minutos apos administracao;

e Grupo farmacocinética IV (administracéo oral de EFV-IFA associado a TNF e
3TC): tempos de 10; 20; 30; 45; 60; 90; 120; 180; 240; 360; 480; 600; 720;
1080; 1440, 1800; 2880 minutos apds administracao;

e Grupo farmacocinética V (administracdo oral de EFV-HDL associado a TNF e
3TC): tempos de 10; 20; 30; 45; 60; 90; 120; 180; 240; 360; 480; 600; 720;
1080; 1440, 1800; 2880 minutos ap6s administracao.

Aliguotas de 500 uL de sangue foram centrifugadas a 6.000xg por 3 minutos e
100 pL de plasma foram retirados em duplicata e imediatamente estocados a -20°C
por periodo previamente testado nos estudos de estabilidade da validacéo
bioanalitica. O volume de sangue coletado de cada animal ndo ultrapassou o volume
maximo recomendado (7,5% do volume total) (DIEHL et al., 2001), permitindo assim,
gue os animais ficassem em condi¢cdes hematoldgicas e fisioloégicas normais durante

todo o experimento.
4.7.7 Andlise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos foram obtidos a partir das curvas de

concentracdo plasmatica versus tempo. ApoOs inspecdo visual e avaliagdo do
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coeficiente de correlagdo das curvas, o modelo farmacocinético escolhido foi o

monocompartimental. Os parametros foram calculados como esta demonstrado na

tabela 1:
Tabela 1 — Descricdo dos parametros farmacocinéticos
Parametros pescrigéo Equacdo ou método de célculo
ASCo- Area sob a curva de zero ao ultimo Métodos dos Trapezoides
tempo quantificavel
ASCo-~ Area sob a curva de zero extrapolado ao  ASCo-t+ Cn/kel, Cn é a Gltima
infinito concentragao quantificavel
ASMCo-t Area sob 0 momento da curva de zero Método da Estatistica dos Momentos
ao Ultimo tempo quantificavel
ASMCo-~ Area sob 0 momento da curva de zero ASMCo-~ + ((Cn x tn)/kel) + (Cn/kel?), tn &
extrapolada ao infinitp o tempo de ocorréncia de Cn
Kel Constante de eliminacéo Método gréfico
T Meia-vida de eliminacéo Ln 2/kel
Ka Constante de absorcdo Método gréfico
T1/2ab Meia-vida de absorcéo Ln 2/ka
Tiag Tempo para inicio da absorgéo Ln (A/B)/(A-B)
MTT Tempo de transito médio ASMCo-=/ASCo-w
MAT Tempo médio de absor¢éo 1/ka
MRT Tempo de residéncia médio MTT — MAT
Cl Clearance total DOSE x F / ASCo-»
Vdarea Volume de distribuicdo calculado pela Cl/kel
ASC
Vc Volume de distribuic&o central DOSE xF/ AouB
Cmax Concentragao plasmatica maxima Método gréfico
tmax Tempo para ocorréncia da Cmax Método gréfico
Foral Biodisponibilidade absoluta ASCo.- (oral)xDOSE(i.v) / ASCo- »

(.vV)XDOSE(oral)

Fonte: do autor.

Os parametros farmacocinéticos foram calculados pelo Excel® e confirmados

pelo Phoenix®.
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4.7.8 Andlise estatistica

Os resultados dos parametros farmacocinéticos de cada grupo estao
apresentados através das médias e intervalo de confianca 95%. Foi empregado o
teste de Kruscal-Wallis, uma andlise de variancia ndo paramétrica utilizada na
comparacao de trés ou mais amostras independentes. A diferenga foi confirmada
através do teste de comparag6es multiplas de Dunn, com nivel de significancia fixado
em 5% para a comparacao entre os grupos. Também foi aplicado o teste t ndo pareado
e ndo paramétrico (Mann-Whitney test) para comparacdo de parametros entre o0s
grupos. As comparacdes estatisticas foram realizadas através da aplicagdo dos

softwares GraphPad Instat® e Origin®.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Validac&o de método bioanalitico em plasma de coelhos
5.1.1 Seletividade

O ensaio de seletividade avaliou a capacidade do método em diferenciar e
guantificar os analitos de interesse na presenca de outros componentes na amostra.
O método bioanalitico mostrou-se seletivo como pode ser visto na figura 8, em que
esta apresentado a sobreposicdo de cromatogramas de amostra de plasma branco,
zero e de EFV na concentracédo de 8,0 ug/mL. O tempo de retencgédo (Tr) do PI foi em
1,80 minutos e Tr de EFV foi de aproximadamente 2,40 minutos. O plasma branco
apresentou respostas de picos interferentes proximos aos tempos de retencéo do Pl
e de EFV de 3% e 10%, respectivamente, sendo inferior ao limite estabelecido de 5%
da area do Pl e 20% da é&rea do LIQ (0,078 pg/mL). Outros componentes como
lamivudina (Tr = 0,8 min) e tenofovir (Tr = 1,08 min) também n&o interferiram na

seletividade do método (figura 9).

Figura 8 - Cromatogramas sobrepostos de amostras branco, zero e de
EFV (8 ug/mL).
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Figura 9 — Cromatogramas de solu¢fes de tenofovir, lamivudina e
efavirenz (10 pg/mL).
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Fonte: do autor (2018).
5.1.2 Curva de calibracéo

A curva de calibracdo foi construida plotando-se a razdo da area do pico de
EFV pela area do pico do padrdo interno no eixo y e as concentracées nominais do
analito no eixo x. Assim, obteve-se a equacdo por regressao linear que permite
calcular a concentracdo de valores desconhecidos do analito pela interpolacdo das
razbes de &rea e padréo interno na equacéo da reta. Na figura 10, esta apresentado
a curva de calibracdo construida com 9 niveis de concentracdes diferentes em

triplicata.



Figura 10 - Curva de calibracdo de EFV em plasma
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Fonte: do autor (2018).

A equacdo da reta foi y= 6,8257x + 0,0656, obtida por ponderacéo (1/x?) e seu
coeficiente de determinacdo (r?) foi de 0,9965. Na tabela 2, sdo apresentadas as
concentra¢gdes nominais da curva de calibragédo e seus valores de precisao e exatidao
obtidos a partir do ajuste pelo modelo de regressdo ponderado para normalizar a

tendéncia da reta.

Tabela 2 - Concentracfes da curva de calibracado

Concentrac@es (ug/mL) Precisédo (CV%) Exatiddo (ERP)

0,078 4,41 -1,55
0,156 1,86 2,73
0,313 5,03 2,61
0,625 2,34 2,72
1,25 5,32 -3,16
2,5 1,25 0,69
5,0 6,62 5,20
8,0 1,88 0,52
10,0 7,59 -4,32

CV%-= coeficiente de variacdo [(desvio padrdo/média) x 100]
ERP= [concentracdo experimental - concentracdo nominal / concentracdo nominal) x 100]
Fonte: do autor (2018).
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A curva de calibracdo atendeu os critérios de aceitacdo, apresentando erro
padréo relativo na faixa de -4,32% e 5,20%. O LIQ foi de 0,078 pg/mL, pois foi a menor
concentracdo com precisdo (CV%= 4,41) e exatiddo (ERP= -1,55%) dentro dos

critérios de aceitacao.
5.1.3 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas por meio do LIQ (0,078
Mg/mL) e dos controles de qualidade CQB (0,15 ug/mL), CQM (1,25 pg/mL), CQA (8,0
pMg/mL) e CQD (2,0 uyg/mL) de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 - Precisdo e exatiddo do método bioanalitico

Concentragdo nominal (ug/mL)
0,078 0,15 1,25 2,0 8,0
LQ CQB COM COD CQA

Precisédo (CV%) 8,20 4,64 4,12 4,31 4,07
Exatiddo (ERP) -400 -0,16 -1,28 -48 -2,775
Preciséo (CV%) 16,39 1085 7,50 6,18 641
Exatidéo (ERP) 4,96 5,6 9,36 3,20 0,30
CV %= coeficiente de variacao [(desvio padrdo/média) x 100]
ERP= [concentracdo experimental - concentracdo nominal / concentracdo nominal) x 100]
Fonte: do autor (2018).

intracorrida (n=5)

intercorrida (n=15)

5.1.4 Efeito Residual

No ensaio de efeito residual, ndo foram observados picos residuais no tempo
de retencdo do analito e do padréo interno apos injecdo do CQA seguido de amostra

branco.
5.1.5 Recuperacao

A eficiéncia do método de extracdo foi observada através dos resultados
obtidos de amostras de CQB, CQM e CQA processadas e comparadas com solucéo
padréo do analito, que representaram 100% de recuperacédo. A recuperacao de EFV
do plasma foi acima de 60%, embora o ideal seja proximo de 100%, foi satisfatorio
para analise farmacocinética. Na tabela 4, estdo apresentados os resultados de

recuperacao e seus respectivos valores de precisdo (CV%) e exatiddo (EPR%).
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Tabela 4 - Ensaio de recuperacdo de EFV em plasma.

Controle de Qualidade Recuperacao CV%*
CQB 60,48 13,64/ 1,637908
CQM 83,82 10,62/ 2,610909
CQA 83,87 14,21/0,813003
Média 76,06

*. CV da triplicata de CQ em plasma / CV da triplicata em solucgéo.
Fonte: do autor (2018).

5.1.6 Estabilidade de armazenamento

O ensaio de estabilidade de armazenamento em plasma na validacdo do
método bioanalitico tem a funcdo de determinar em que condi¢cdes as amostras que
serdo quantificadas podem ser estocadas. Portanto, apos a coleta de uma amostra
ela deve ser armazenada em uma condi¢do que tenha sido avaliada neste ensaio. Na
tabela 5, estdo apresentados os resultados dos ensaios de estabilidade de EFV em

plasma.

Tabela 5 - Estabilidade de armazenamento de EFV em plasma.

COB COA
Curta duracéo (6h em temperatura ambiente)
N=3
ERP (%) +2,08 +1,84
CV (%) 12,41 7,33
Longa duracéo (27 dias a -20°C)
N=3
ERP (%) +2,08 +2,14
CV (%) 6,10 3,31
P6s processamento (3h a 10°C)
N=3
ERP (%) +5,44 4639
CV (%) 3,89 5,52
Ciclo de Congelamento e Descongelamento (-20°C)
N=3
ERP (%) +14,00 -8,55
CV (%) 1,55 6,28

CV %= coeficiente de variacéo [(desvio padrdo/média) x 100]
ERP= [concentracdo experimental - concentracdo nominal / concentracao nominal) x 100]
Fonte: do autor (2018).



70

Os resultados obtidos estavam dentro dos limites aceitaveis considerando a
legislacdo vigente e, assim, as condicdes de armazenagem testadas foram

consideradas adequadas para evitar a degradacao do analito em plasma.
5.2 Andlise Farmacocinética
5.2.1 Grupo farmacocinética | (administracdo intravenosa de EFV)

A administracdo intravenosa de 2,7 mg/kg de EFV nos coelhos permitiu a
construcdo de uma curva de concentracdo plasmatica versus tempo obtida através da
andlise das amostras coletadas. Na tabela 6, estdo representados os valores de
concentracdo plasmética média versus tempo dos animais do grupo.

Tabela 6 - Valores de concentragdo plasmatica de EFV versus tempo na administracdo
intravenosa em dose Unica de 2,7 mg/Kg (média, n = 7, DP= desvio padrao).

Tempos (min) placé(r)nnéctiecnatr(a:gé/(r)nL) +DP
5 2,124 0,068

15 1,359 0,212

30 1,000 0,188

45 0,778 0,203

60 0,595 0,308

90 0,467 0,264

120 0,269 0,171

180 0,208 0,126

240 0,179 0,127

*Tempo “0” foi obtido a partir da extrapolagdo da reta ao eixo y.
Fonte: do autor (2018).

Na figura 11, esta a representacao grafica do perfil farmacocinético de EFV

obtido na administragao intravenosa da dose de 2,7 mg/Kg em coelhos.
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Figura 11 - Perfil farmacocinético de EFV na administracéo intravenosa em dose Unica de 2,7
mg/Kg em coelhos (média = DP, n = 7).
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Fonte: do autor (2018).
A analise do perfil farmacocinético de EFV no grupo intravenoso mostra uma

velocidade de decaimento, permitindo utilizar o modelo monocompartimental para o

célculo dos parametros farmacocinéticos (tabela 7).

Tabela 7 - Parametros farmacocinéticos da administracéo |V de EFV em dose Unica de 2,7
mg/Kg em coelhos (n = 7, média + IC 95).

Parametros Unidade Média (x IC 95)

Kel Mint 0,0132 (0,0081 — 0,0182)
T Min 60,85 (36,80 — 84,90)

ASC o-inf pg/mL.min 133,45 (76,87 — 190,02)

Cl mL/min/kg 22,64 (16,68 — 28,60)

Vdarea mL/kg 1791,85 (1485,80 — 2097,90)
Ve mL/kg 1826,89 (1512,80 — 2141,00)
MRT Min 87,81 (53,11 — 122,51)

Kei: constante de eliminagao, T12: meia-vida de eliminacdo, ASC o.in: area sob a
curva do tempo zero ao infinito, Cl: clearance total, Vdarea: volume de distribuicdo
calculado pela ASC, Vc: volume de distribuicdo central, MRT: tempo de
residéncia médio.

Fonte: do autor (2018).
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5.2.2 Grupo farmacocinética Il (administracdo oral de EFV-IFA)

A administracdo oral de 50 mg de EFV-IFA na forma farmacéutica de cdpsulas
permitiu a construcdo de uma curva de concentracdo plasmatica versus tempo obtida
através da analise das amostras coletadas. Na tabela 8, estdo representados os
valores de concentracdo plasmatica média versus tempo dos animais do grupo. Nota-
se uma alta variabilidade interindividual das concentragdes conforme ja descrito na
literatura devido a absorgéo errética do farmaco pela sua baixa solubilidade na luz do
trato gastrointestinal. Isto pode aumentar o risco de efeitos adversos no sistema
nervoso central (SNC) ou falha viroldgica (MARZOLINI, 2001; CHO, 2011).

Tabela 8 - Valores de concentragdo plasmatica de EFV versus tempo na administragéo
de cépsulas de 50 mg de EFV-IFA em coelhos (média, n = 7, DP= desvio padrédo).

Tempos plnsmatica £ 0P
(Mg/mL)

0 0 0
60 0,115 0,095
120 0,382 0,186
180 0,497 0,343
240 0,716 0,705
360 1,140 0,929
480 1,170 1,036
600 1,057 0,886
720 0,839 0,752
1080 0,473 0,336
1440 0,265 0,193

Fonte: do autor (2018).

Na figura 12, esta a representacao gréfica do perfil farmacocinético de EFV
obtido na administracédo oral da dose de 50 mg de EFV-IFA em coelhos e, a seguir,
estdo apresentados os parametros farmacocinéticos calculados para este grupo de

animais (tabela 9).
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Figura 12 - Perfil farmacocinético de EFV na administracdo de 50 mg de
EFV-IFA em dose Unica em coelhos (média £ DP, n = 7).
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Fonte: do autor (2018).

Tabela 9 - Parametros farmacocinéticos da administracdo oral de EFV-IFA em dose
Unica de 50 mg em coelhos (n = 7, média £ IC 95).

Parametros Unidade Média (x IC 95)
ASC o-int pg/mL.min 1106,42 (394,99 — 1817,90)
Kel Min? 0,0022 (0,0006 — 0,0037)
T Min 624,28 (2,758 — 1245,80)
Ka Mint 0,0037 (0,0009 — 0,0065)
Tiza Min 290,72 (65,22 — 516,22)

Tiag Min 0,75 (-0,092 — 1,59)
MTT Min 900,84 (3,98 — 179,70)
MAT Min 419,50 (94,11 — 744,90)
MRT Min 677,18 (-78,64 — 1433,00)
Tmax Min 370 (254,45 — 485,55)
Cmax ug/mL 1,46 (0,5 — 2,41)

Cl mL/min/kg 29,76 (6,85 — 52,65)
Vdarea mL/kg 20517,97 (2441,00 — 3895,00)

Vc mL/kg 16460 (-2903,80 — 35824,00)

Foral % 1,34 (0,50 — 2,19)

Kei: constante de eliminagdo, Ti2: meia-vida de eliminagéo, Ka: constante de

absorcéo, T1z2a: meia-vida de absor¢éo, Tiag: tempo para o inicio da absordo, MRT:

tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absor¢cdo médio, MTT: tempo de transito

médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cméax, Cmax: concentracdo plasméatica

maxima, Cl: clearance total, Vdaea: volume de distribuicdo calculado pela ASC, Vc:

volume de distribui¢é@o central, F: biodisponibilidade.Fonte: do autor (2018).
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5.2.3 Grupo farmacocinética lll (administracdo oral de EFV-HDL)

A administracdo oral de 50 mg de EFV incorporado em HDL na forma
farmacéutica de capsulas permitiu a construcdo de uma curva de concentracdo
plasmatica versus tempo obtida através da analise das amostras coletadas. Na tabela
10, estdo representados os valores de concentracao plasmatica média versus tempo
dos animais do grupo. Nota-se que a variabilidade das concentracbes de EFV foi
menor quando comparado ao grupo Il, o que indica que houve melhora da solubilidade
do farmaco incorporado ao HDL, além de garantir o sucesso do tratamento e evitar

efeitos toxicos.

Tabela 10 - Valores de concentragdo plasmatica de EFV versus tempo na administracao
de cépsulas de 50 mg de EFV-HDL em coelhos (média, n = 7, DP= desvio padréo).

Tempos (min) Concentragdo plasmatica (ug/mL) + DP
0 0 0
45 0,088 0,040
60 0,101 0,057
90 0,152 0,076
120 0,413 0,627
180 0,380 0,230
240 0,445 0,251
360 0,574 0,493
480 0,403 0,416
600 0,385 0,537
720 0,499 0,556
1080 0,212 0,186
1440 0,232 0,191
1800 0,146 0,166

Fonte: do autor (2018).

Na figura 13, esta a representacao gréafica do perfil farmacocinético de EFV
obtido na administracdo oral da dose de 50 mg de EFV-HDL em coelhos e, a sequir,
estdo apresentados os parametros farmacocinéticos calculados para este grupo de

animais (tabela 11).
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Figura 13 - Perfil farmacocinético de EFV na administracdo de 50 mg de EFV-HDL em dose
Unica em coelhos (média + DP, n = 7).
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Fonte: do autor (2018).

Tabela 11 - Parametros farmacocinéticos da administracao oral de EFV-HDL em dose
Unica de 50 mg em coelhos (n = 7, média + IC 95).

Parametros Unidade Média (+ IC 95)

ASC o-inf pg/mL.min 379,55 (201,57 — 557,52)

Kel Mint 0,0032 (0,0005 — 0,0059)

T Min 339,83 (109,99 — 569,68)

Ka Min 0,0098 (0,0012 — 0,0184)

Tiza Min 127,37 (19,97 — 234,76)

Tiag Min 1,86 (0,32 — 3,39)

MTT Min 812,21 (421,44 — 1203,00)
MAT Min 183,79 (28,82 — 338,76)

MRT Min 628,42 (200,86 — 1056,00)
Tmax Min 411,43 (243,63 — 579,22)
Cméx pg/mL 0,84 (0,38 — 1,29)

Cl mL/min/kg 25,68 (9,64 —41,73)

Vdérea mL/kg 13941,22 (-840,37 — 28723,00)
Ve mL/kg 13529,46 (-4849,10 — 31908,00)
Fora % 0,44 (0,21 -0,67)

Kel: constante de eliminagdo, T12: meia-vida de eliminagéo, Ka: constante de absorcéo, Tuz a:

meia-vida de absor¢éo, Tiag: tempo para o inicio da absoréo, MRT: tempo de residéncia médio,

MAT: tempo de absor¢cao médio, MTT: tempo de transito médio, Tmax: tempo de ocorréncia de

Cmax, Cmax: concentracdo plasmatica maxima, Cl: clearance total, Vdaea: volume de
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distribuicdo calculado pela ASC, Vc: volume de distribuicdo central, Fora: biodisponibilidade.
Fonte: do autor (2018).

5.2.4 Grupo farmacocinética IV (administracdo oral de EFV-IFA associado
a TNF e 3TC)

A administracao oral de 50 mg de EFV-IFA associado a TNF e 3TC na forma
farmacéutica de capsulas permitiu a construcdo de uma curva de concentracao
plasmatica versus tempo obtida através da analise das amostras coletadas. Na tabela
12, estdo representados os valores de concentracao plasméatica média versus tempo
dos animais do grupo. Nota-se que que a variabilidade das concentracdes de EFV foi
menor quando comparado ao grupo |l e semelhante ao grupo Ill, o que sugere melhora

da solubilidade devido a mistura de p6s dos farmacos em associacao.

Tabela 12 - Valores de concentragdo plasmatica de EFV versus tempo na administracao
de cépsulas de 50 mg de EFV-IFA + TNF/3TC em coelhos (média, h = 7, DP= desvio padrao).

Tempos (min) Concentragdo plasmatica (ug/mL) + DP

0 0 0
10 0,0245 0,040
20 0,0908 0,057
30 0,107 0,062
45 0,172 0,167
60 0,203 0,196
90 0,224 0,226
120 0,266 0,265
180 0,393 0,285
240 0,674 0,452
360 0,656 0,263
480 0,633 0,272
600 0,652 0,220
720 0,657 0,328
1080 0,314 0,235
1440 0,208 0,170
1800 0,112 0

Fonte: do autor (2018).
Na figura 14, esta a representacao gréafica do perfil farmacocinético de EFV

obtido na administracdo oral da dose de 50 mg de EFV-IFA + TNF/3TC em coelhos e,
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a seguir, estdo apresentados os parametros farmacocinéticos calculados para este

grupo de animais (tabela 13).

Figura 14 - Perfil farmacocinético de EFV na administracdo de 50 mg de EFV-IFA + TNF/3TC
em dose unica em coelhos (média £ DP, n = 7).
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Fonte: do autor (2018).

Tabela 13 - Parametros farmacocinéticos da administracdo oral de EFV-IFA + TNF/3TC
em dose Unica de 50 mg em coelhos (n = 7, média = IC 95).

Parametros Unidade Média (z IC 95)

ASC oin pg/mL.min 784,03 (457,75 — 1110,3)
Kel Min 0,0019 (0,0013 — 0,0025)
Tz Min 398,88 (285,93 — 511,82)
Ka Mint 0,0049 (0,0009 - 0,0088)
Ti2a Min 189,73 (107,76 — 271,70)
Tiag Min 2,56 (1,84 — 3,29)

MTT Min 834,88 (622,27 — 1047,50)
MAT Min 273,78 (155,50 — 392,06)
MRT Min 520,78 (362,30 — 679,28)
Tmax Min 462,86 (288,21 — 637,50)
Cmax ug/MI 0,95 (0,74 — 1,17)

Cl mL/min/kg 24,26 (14,25 — 34,27)
Vdarea mL/kg 12723,34 (8888,8 — 16558,0)
Ve mL/kg 7890,52 (5362,5 — 10419,0)
Foral % 1,00 (0,57 — 1,43)
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Kei: constante de eliminagdo, Ti2: meia-vida de eliminacdo, Ka: constante de
absorcéo, T12a: meia-vida de absorcao, Tiag: tempo para o inicio da absordo, MRT:
tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absorcdo médio, MTT: tempo de transito
médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cmax, Cmax: concentracdo plasmética
méxima, Cl: clearance total, Vdarea: Volume de distribui¢do calculado pela ASC, Vc:
volume de distribuicéo central, Fora: biodisponibilidade.

Fonte: do autor (2018).

5.2.5 Grupo farmacocinética V (administragdo oral de EFV-HDL associado
a TNF e 3TC)

A administracao oral de 50 mg de EFV incorporado ao HDL e associado a 25
mg de TNF e 3TC na forma farmacéutica de capsulas permitiu a construcdo de uma
curva de concentracdo plasmatica versus tempo obtida através da analise das
amostras coletadas. Na tabela 14, estdo representados os valores de concentracao

plasméatica média versus tempo dos animais do grupo.

Tabela 14 - Valores de concentracdo plasmatica de EFV versus tempo na administracéo
de capsulas de 50 mg de EFV-HDL+ 25mg de TNF/3TC em coelhos (média, n = 7, DP= desvio
padrdo).

Tempos (min) Concentracdo plasmatica (ug/mL) = DP

0 0 0
45 0,041 0,036
60 0,085 0,067
90 0,034 0,030
120 0,059 0,049
180 0,062 0,084
240 0,109 0,136
360 0,215 0,121
480 0,241 0,191
600 0,317 0,216
720 0,258 0,199
1080 0,369 0,404
1440 0,193 0,332
1800 0,291 0,378
2880 0,0211 0

Fonte: do autor (2018).
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Na figura 15, esta a representacdo gréafica do perfil farmacocinético de EFV
obtido na administracdo oral da dose de 50 mg de EFV-HDL + 25 mg de TNF/3TC em
coelhos e, a seguir, estdo apresentados os parametros farmacocinéticos calculados
para este grupo de animais (tabela 15).

Figura 15 - Perfil farmacocinético de EFV na administracdo de 50 mg de EFV-HDL + 25
mg de TNF/3TC em dose Unica em coelhos (média + DP, n = 7).
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Fonte: do autor (2018).

Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos da administracdo oral de EFV-HDL + TNF/3TC
em dose Unica de 50 mg em coelhos (n = 7, média = IC 95).

Parametros Unidade Média (z IC 95)
ASC o.in Hg/mL.min 529,53 (99,89 — 959,13)
Kel Min 0,0028 (0,0015 — 0,0040)
Tz Min 302,27 (176,73 — 427,81)
Ka Mint 0,0040 (0,0024 — 0,0057)
Tiza Min 212,45 (106,28 — 318,21)
Tiag Min 0,78 (-0,146 — 1,7)
MTT Min 895,39 (33,86%)
MAT Min 306,27 (153,36 — 459,18)
MRT Min 589,12 (406,72 — 771,53)
Tmax Min 651,43 (351,86 — 951,00)
Cmax Hg/MI 0,90 (0,23 — 1,58)
Cl mL/min/kg 38,16 (12,76 — 63,56)
Vdarea mL/kg 15831 (3055,80 — 28607,00)
Ve mL/kg 17167 (-15449 — 49583)

Foral % 0,70 (0,14 - 1,26)
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Kei: constante de eliminacdo, T2 meia-vida de eliminacdo, Ka: constante de
absorcéo, T12a: meia-vida de absorgéo, Tiag: tempo para o inicio da absorédo, MRT:
tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absor¢cdo médio, MTT: tempo de
transito médio, Tméax: tempo de ocorréncia de Cméax, Cmax: concentracdo
plasmatica maxima, Cl: clearance total, Vdaea: volume de distribuicdo calculado
pela ASC, Vc: volume de distribuicdo central, Fora: biodisponibilidade.

Fonte: do autor (2018).

5.3 Discusséo e comparacdao estatistica

Na figura 16, estdo plotados os perfis farmacocinéticos dos grupos avaliados.
A relagcéo de ASCo-t e ASCo.int foi superior a 0,8 em todos os grupos, indicando que o
planejamento do estudo foi adequado (apéndice 1).

Figura 16 - Perfis farmacocinéticos dos grupos de animais avaliados (média £+ DP,n=35; n=7
por grupo).
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Fonte: do autor (2018).
Na tabela 16, estdo apresentados os resultados da analise estatistica dos

grupos pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos de todos os grupos e comparacao estatistica (média;
CV%, n=35, n=7 por grupo).

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V
EFV-IFA + EFV-HDL +
Parametros Unidades LV. EFV-IFA EFV-HDL TNF/3TC TNF/3TC
(50 mg; . (50 mg, 25mg, (50 mg, 25mg,
(2,7 mglkg) V.0) (50 mg; v.0) 25mg; V.0) 25mg; V.0)
ASC Lmin 13345  110642%7 379,557 784,03 A2 529,537
o Hg/ML. (45,84%)  (61,26%)  (44,67%) (44,99%) (87,72%)
« - 0,0132 0,0022A2  0,0032 7 0,00194 2 0,0028 ?
¢ (41,36%)  (67,90%) (80,54%) (33,56%) (48,17%)
. 60,85 624,28 A2 339,832 398,88 A2 302,272
T Min
(42,72%)  (94,85%) (64,44%) (30,62%) (44,91%)
< Min a 0,0037 0,0098 0,0049 0,0040
: ' (73,19%) (83,91%) (77,09%) (44,78%)
T Min a 290,71 127,37 189,73 212,25
vza ' (73,90%) (80,33%) (41,16%) (53,98%)
. 87,81 900,84 A 812,214 834,88 A 895,39 A
MTT Min
(42,72%)  (94,85%) (45,84%) (27,53%) (33,86%)
. 419,50 183,79 273,78 306,27
MAT Min n-a (73,90%)  (80,33%) (41,16%) (53,98%)
— - 87,81 677,18 2 628,42 A2 520,78 42 589,12 A %
; 0 q 0 ] 0 0 0 ) 0
42,72% 106,33% 64,82% 29,00% (33,48%)
T Min o 0,75 1,86 2,56 %Y 0,78
y 0 y 0 y 0 y 0
% ' 107,07% 78,75% 30,72% (128,46%)
Tméx Min a 370 411,43 462,86 651,43
; 0 ] 0 q 0 ) 0
' 29,75% 44,09% 40,80% (49,72%)
Cmé oL o 1,46 0,84 0,95 0,90
y 0 y 0 y 0 ) 0
Mg ' 62,68% 58,57% 24.84% (80,68%)
. 22,64 29,76 25,68 24,26 38,16
Cl mL/min/kg
, 0 , 0 , 0 , 0 9 0
(28,45%)  (73,33%) (59,53%) (44,63%) (71,98%)
Ve, Lk 1791,85  20517,97A2 13941227  12723,31AZW 15831,55 ~2
e g (18,47%)  (83,94%)  (101,02%) (32,59%) (87,25%)
v " 1826,89 164602 13529,46 7890,522 17167,27
¢ 9 (1858%)  (112,08%)  (129,42%) (34,64%) (204,16%)
. o 1,34 0,44 X 1 0,70
n.a
ore ° (59,79%)  (50,09%) (46,70%) (86,70%)

Legenda de parametros: Ke:: constante de eliminagdo, T12: meia-vida de eliminagéo, Ka: constante de absor¢éo,
T2 2 meia-vida de absorcéo, Tiag: tempo para o inicio da absordo, MRT: tempo de residéncia médio, MAT:
tempo de absorcdo médio, MTT: tempo de transito médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cmax, Cmax:
concentragdo plasmética maxima, Cl: clearance total, Vdaea: volume de distribuicdo calculado pela ASC, Vc:
volume de distribuicdo central, Fora: biodisponibilidade. V.O: via oral; n.a: ndo aplicivel. Estatistica de Kruscal-
Wallis: #: p<0,05 comparado ao grupo | (intravenoso). Estatistica de Mann-Whitney: %: p<0,05 comparado ao
grupo | (intravenoso); Xp<0,05 comparado ao grupo Il (EFV-IFA); ¥: p<0,05 comparado ao grupo V (EFV-HDL +
TNF/3TC); W: p<0,05 comparado ao Vc do grupo IV (EFV-IFA+ TNF/3TC).

Fonte: do autor (2018).
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5.3.1 Clearance plasmatico (Cl)

O clearance plasmatico (Cl) indica o volume de plasma do qual o farmaco é
completamente eliminado por unidade de tempo pelos processos de metabolismo e
excrecdo (CURRY, 2011). Os principais o6rgaos eliminadores séo figado e rins, mas
também podem incluir outras rotas de eliminagéo. Fatores fisioldgicos influenciam o
clearance plasmético: débito cardiaco (DC) e taxa de extracdo (E) (TOUTAIN e
BOUSQUETMELOU, 2004a).

O débito cardiaco é uma propriedade especifica de cada modelo animal e pode

ser calculado através da equacéo 3:
(Eq. 3)

DC (mL/min/kg) = 180 x massa corporal (kg)~%°

O débito cardiaco médio dos animais deste estudo foi de 146,09 mL/min/Kg,
considerando massa corporal média de 3,0 kg. O valor maximo de Cl sera préximo ao
valor do débito cardiaco no 6rgédo eliminador. Sabe-se que o fluxo de sangue para
figado e rins é aproximadamente 50% do débito cardiaco (TOUTAIN e
BOUSQUETMELOU, 2004a), portanto, o valor maximo de Cl é de 73, 04 mL/min/Kg.

A taxa de extracdo (E) expressa, em valores numéricos entre 0 e 1, a
capacidade intrinseca do orgéo eliminador em depurar o farmaco durante uma unica
passagem (equacéo 4) (TOUTAIN e BOUSQUETMELOU, 2004a). Devido ao fato do
fluxo de sangue para figado e rins ser aproximadamente 50% do débito cardiaco, o
valor maximo da taxa de extracdo para esses orgaos é de 0,5.

(Eq. 4)

_cl
- DC

E

Devido auséncia de diferenca significativa entre os valores médios de Cl dos
grupos I, 11, 1ll, IV e V, assumiu-se o valor médio entre eles (28,1 mL/min/kg). O valor
médio de CI de 28,1 mL/min/kg e a taxa de extracdo de 0,192 sdo considerados
intermediérios porque representam uma depuracdo menor que 73,04 mL/min/kg e

taxa de extracdo menor que 0,5. Semelhantemente, Balani e colaboradores (1998)
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relataram valores de Cl plasmatico baixos em ratos (67 mL/min/kg) e macacos (11,5

mL/min/kg).
5.3.2 Volume de distribuicéo (Vd)

O volume de distribuicdo (Vd) € uma medida que relaciona a quantidade de
farmaco existente no organismo a sua concentracdo no plasma. Conceitualmente, se
define como o volume no qual o farmaco deve estar contido para que a sua
concentracgéo se iguale a do plasma (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004c). Este
parametro pode ser calculado como Vdarea € Ve.

O valor minimo de Vd para um farmaco corresponde ao proprio volume do
plasma, caso ndo seja distribuido nos elementos figurados do sangue e no espaco
extravascular (STORPIRTIS, 2011). Desta forma, para interpretacao deste parametro
€ preciso considerar o volume plasmatico da espécie em estudo. Para um coelho de
massa corpérea de aproximadamente 3 kg, o volume sanguineo é em torno de 168
mL ou 56 mL/kg.

Os valores de Vdaea dos grupos orais (I, lll, IV e V) nao foram
significativamente diferentes entre si, mas foram diferentes em relacdo ao grupo
intravenoso (I). Para o grupo |, o Vd foi de 1791,85 mL/kg e, para 0s grupos orais,
assumiu-se o valor médio de 14218,20 mL/kg. Essa diferenca entre o grupo
intravenoso e os grupos orais (Il, Ill, IV e V) ocorreu devido a via de administracéo e
forma farmacéutica diferentes. Em todos os casos, o valor de Vd foi muito superior ao
volume sanguineo, o que indica acumulo extravascular. Os valores de V¢ dos grupos
orais (I, lll, IV e V) ndo foram significativamente diferentes entre si, mas os grupos Il
e IV foram diferentes em relacdo ao grupo intravenoso (I).

Balani e colaboradores (1998) relataram Vd de 5500 mL/kg e 3800 mL/kg apés
administracao intravenosa de 5 mg/kg em ratos e macacos, respectivamente, sendo
maiores que o volume sanguineo das espécies. O acumulo extravascular é coerente

com alta lipofilicidade de EFV.
5.3.3 Meia-vida de eliminagé&o (T12) e constante de eliminacéo (Ker)

A meia-vida de eliminacdo (T12) € o parametro farmacocinético mais

frequentemente relatado e indica o tempo necessario para que a concentracao
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plasmatica diminua pela metade apos atingir o equilibrio de distribuicdo. (TOUTAIN e
BOUSQUET-MELOU, 2004b). Sua principal utilidade clinica é na selec&o do intervalo
de dose apropriado em um regime posologico, ja que a relacéo entre tiz e intervalo de
dose determina a amplitude das flutuagBes das concentracdes do farmaco no plasma
(TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004b).

O valor de T2 do grupo intravenoso (I) foi de 60,85 min, sendo considerada
uma T2 curta. Os valores de T2 dos grupos orais (Il, 1ll, IV e V) ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa entre si, portanto assumiu-se o valor médio de T2
de 416,31 min (6,94 h), um valor considerado intermediario. Esses valores estdo
proximos ao publicados por Balani e colaboradores (1998), que obteve uma T12 média
de 67,8 min (1,13 h) quando administrado pela via intravenosa em ratos; Gaur e
colaboradores (2014) obtiveram um valor de 495 min (8,25 h) em ratos pela via oral.

A meia-vida de eliminagcédo depende do Vd e do Cl como estd demonstrado na

equacéo 5:

(Eq. 5)

In2xVd
ty2 = Y

Entretanto, Cl e T2 ndo transmitem a mesma informacgao sobre a eliminagéo
de farmacos. Por exemplo, T12 diferentes podem ser observadas para farmacos que
possuem o mesmo Cl (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004a). Isto ocorre porque
o Vdtem impacto direto sobre a T12 e, consequentemente, na duragcédo de sua acao:
quanto maior o Vd, maior a Ty2 (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004c). Este
carater hibrido torna a ti2 um parametro fraco e pouco robusto, ndo sendo apropriado
para avaliar influéncia de fatores fisioldgicos ou patoldgicos (insuficiéncia renal e
hepatica) na disposicdo do farmaco (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004b). Como
dito anteriormente, os valores de Cl foram estatisticamente iguais em todos 0s grupos,
porém os valores de Vdarea dos grupos II, 1, IV e V foram diferentes em relacao ao
grupo | e isto proporcionou valores de Tu2 diferentes nos grupos Il, lll, IV e V também.

A constante de eliminacéo (Ke)) corresponde a inclinacdo da reta terminal e

caracteriza a velocidade de eliminacdo do farmaco, expressando a eficiéncia de
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eliminacéo por unidade de tempo (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004b). Este

parametro possui relagéo direta com a ti2, sendo obtido pela equacéo 6:

(Eq. 6)
In2
kel = —
t1/2
As constantes de eliminagdo dos grupos orais (I, Ill, IV e V) ndo foram

significativamente diferentes entre si, assumindo um valor médio de Ke de 0,0025 min
!, Entretanto, os grupos orais foram diferentes em relacdo ao grupo intravenoso (I),
gue teve um Ke de 0,0132 mint. Isso significa que 0,25% e 1,32% de EFV foi
eliminado por minuto durante a fase de eliminacdo nos grupos orais e intravenoso,

respectivamente.

5.3.4 Tempo de residéncia médio (MRT), tempo de transito médio (MTT),

tempo de absor¢cdo médio (MAT) e tempo para inicio da absorg¢éo (Tiag).

O tempo de residéncia médio (MRT) é o parametro que estima o tempo que as
moléculas do farmaco residem no organismo apos ser completamente absorvido e
antes de ser eliminado (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004d). A distribuicéo e
eliminacdo do farmaco deve ser precedida pela sua dissolucdo e absorgcédo. O tempo
médio que farmaco transita no organismo desde o inicio de sua absorcdo até sua
completa eliminacao é chamado de tempo de transito médio (MTT). Na administracéo
intravascular, o MRT € igual ao MTT. Porém, na administracao extravascular, o MTT
€ a soma de MRT com o tempo médio de absorcado (MAT) (BONATE et al., 2004). O
MAT é tempo médio para que um farmaco seja absorvido e pode ser conceitualmente

definido pela equacéo 7:

(Eq. 7)
MAT = MRT,, — MRT;

Os valores de MRT dos grupos orais (ll, lll, IV e V) n&o foram estatisticamente
diferentes entre si, desta forma assumiu-se o valor médio de 603,88 minutos. Este

valor foi significativamente diferente em relacdo ao grupo intravenoso (I) que
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apresentou MRT de 87,81 minutos. Essa diferenca demonstra que a fase de absorc¢éo
€ limitada pela baixa solubilidade de EFV, influenciando os processos de distribuicéo
e eliminacdo (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004d). Esses resultados est&o
proximos ao publicados por Gaur e colaboradores (2014) que obtiveram um valor
médio de MRT de 714 minutos em ratos pela via oral na forma de suspensao.

A comparacao estatistica dos valores de MAT nao revelou nenhuma diferenca
significativa, indicando que o perfil de absorcéo foi semelhante em todos os grupos.
Com relacdo ao MTT, os valores dos grupos orais (ll, lll, IV e V) foram estatisticamente
iguais entre si, porém foram diferentes do grupo intravenoso (l). Isto é esperado, pois
além dos processos de distribuicdo e eliminacdo, também ocorre o processo de
absorcéo na via extravascular, fazendo com que aumente o MRT.

Outro parametro avaliado foi o tempo para inicio da absorcéo (Tiag). Numa
administrac&o oral, o farmaco n&o é imediatamente absorvido para o sangue, mas sim
apos um certo tempo devido aos processos de desintegracao e dissolucdo do ativo
gue ocorrem antes do inicio da absorcdo propriamente dita (BRETT et al., 2003).
Diferencas estatisticas foram observadas no valor de Tiag do grupo IV (EFV-IFA +
TNF/3TC) em relacéo ao grupo Il (EFV-IFA) e V (EFV-HDL + TNF/3TC). Todavia,
essas diferencas nédo sdo clinicamente relevantes visto a pequena magnitude da

alteracéo, que ndo passam de 5 minutos de atraso.

5.3.5 Concentracdo plasmatica maxima (Cmax) e tempo para atingir Cmax
(Tméx)

A concentracdo plasmatica maxima (Cmax) € um parametro farmacocinético que
indica a exposi¢cdo maxima do organismo ao farmaco e se relaciona com a intensidade
dos efeitos farmacolégicos ou toxicolégicos (JANG, 2001). A Cmax € uma variavel
influenciada pela dose administrada e pelas constantes de absorcdo e eliminacao. A
Cmax € atingida quando a velocidade de absorcéo e de eliminacdo se igualam e Tmax €
0 tempo necessario para que este equilibrio seja atingido (TOUTAIN e BOUSQUET-
MELOU, 2004d).

Os valores médios de Cmax dos grupos orais (Il, lll, IV e V) ndo apresentaram
diferenca estatistica, sendo assim, assumiu-se o valor médio de 1,04 pg/mL. O

resultado foi semelhante ao encontrado no estudo de Gaur e colaboradores (2014),
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gue obteve um valor de Cmax de 0,791 £ 0,33 pg/mL apds administragdo de 10 mg de
EFV em ratos. Os valores de Tmax dos grupos I, Ill, IV e V ndo apresentaram diferenca

estatistica tambéem.
5.3.6 Avaliacdo da biodisponibilidade absoluta (Foral)

A biodisponibilidade € o parametro farmacocinético que descreve a proporcao
de farmaco absorvida e disponibilizada para a circulagdo sistémica quando
administrado por vias extravasculares (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004d). A
biodisponibilidade é uma propriedade inerente do produto farmacéutico e pode haver
diferencas entre formulacdes contendo um mesmo farmaco para a mesma via de
administracdo, resultando em diferencas na efetividade terapéutica dos produtos
(SHARGEL, 20186).

A biodisponibilidade pode ser descrita como biodisponibilidade absoluta (Forar)
gue é a porcentagem da dose administrada que realmente atinge a circulacéo
sistémica e varia de 0 a 100%. Sabe-se que quantidade total de farmaco que atinge
circulacdo sistémica € diretamente proporcional a ASC, desta forma Foa €
determinada comparando a respectivas ASCs do produto de teste e do produto
administrado pela via intravenosa, em que se assume ser 100% disponivel
(CHERESON,1996; TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004d). Desta forma, foram
utilizados os valores de area sob a curva extrapolada ao infinito (ASCo-«) e as doses
corrigidas pelo peso (ug/kg) para os calculos desse parametro, aplicando a equacao
8:

(Eq. 8)

_ ASCy_o (oral) x dose (iv)
~ ASCy_o(iv) x dose (oral)

Balani e colaboradores (1998), relatam Forar de 16% em ratos e 42% em
macacos. Neste trabalho, os valores de Foral encontrados para os grupos orais (11, IlI,
IV e V) foram 134%, 44%, 100% e 70%, respectivamente, e ndo foram diferentes
estatisticamente entre si, apesar da alta variabilidade entre grupos. Os altos valores
de Foral podem estar relacionados ao maior volume de fluido biliar secretado pelos
coelhos. Kararli e colaboradores (1995) apontam as diferencas da secrecao biliar

entre modelos animais e demonstram maior fluxo em coelhos (130 mL.dt.kg?) do que
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em ratos (48-92 mL.dt.kg?) e macacos (19-32 mL.d1.kg?). A bile é importante na
absorcdo de compostos lipofilicos devido a melhora da taxa de dissolucédo e de
solubilidade (KARARLI, 1995). Além disso, farmacos que sofrem excrecao biliar, como

o EFV, podem ser reabsorvidos através da circulacdo enterohepética (CHO, 2011).
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6 Consideracfes Finais

As opinibes, hipoteses e conclusbes ou recomendacdes expressas neste
material sdo de responsabilidade do(s) autor(es) e ndo necessariamente refletem a
visdo da FAPESP.

Processo n° 2015/23843-9, Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP)

6.1 Conclusao

O método bioanalitico desenvolvido apresentou limites de confianca
adequados para a quantificacdo de EFV em plasma, podendo ser aplicado nos
estudos em farmacocinética.

Diferente dos estudos in vitro de Fontes et al (2016), que apontam um
incremento de 558% na solubilidade do EFV-HDL em relacdo ao EFV-IFA, a analise
farmacocinética, ndo apontou diferencas significativas entre os parametros do EFV
guando administrados com ou sem HDL, sugerindo que ndo ha vantagens na
utilizacdo do sistema para a veiculacéo deste ativo neste modelo animal.

A biodisponibilidade oral do EFV para o modelo animal foi elevada (100%) e
acredita-se que isto ocorreu devido ao fato do modelo animal apresentar abundante
secrecado biliar, minimizando os problemas de solubilidade do EFV e impedindo a

observacédo de possiveis beneficios do HDL na solubilidade do ativo.
6.2 Perspectivas

Prosseguir a avaliacdo em outro modelo animal, como o macaco, que possuli
similaridade de secrecédo biliar com o homem e pode evidenciar os beneficios para

continuidade do desenvolvimento do produto.
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APENCIDE A - Resultados individuais do grupo | (administraco intravenosa de 2,7 mg/kg de EFV)

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Dose L.V. =2,7mg/Kg
Peso (kg) 2,79 2,74 2,69 2,55 2,91 2,75 3,21
Dose I.V. 7,533 7,398 7,263 6,885 7,857 7,425 8,667
Parametros Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Média E:j:/gl‘z
Ker (Min™) 0,0226 0,0114 0,0062 0,0183 0,0106 0,0116 0,0116 0,013186 0,005454181
T2 (Min) 30,66371681 60,78947368 111,7741935 37,86885246 65,37735849 59,74137931 59,74137931 60,85091 25,99864431
ASC 0-t (ug/mL.min) 95,6388876 103,5872901 236,3856126 82,39600002 118,9724905 105,8987202 103,3552123 120,8906 52,11191656
ASC 0-inf (ug/mL.min) 103,0543512 115,2808241 268,6921608 87,08185527 131,4174762 117,5104207 111,0905856 133,4468 61,17271452
R &reas 0,928043178 0,898564796 0,879763711 0,946190223 0,905301897 0,901185781 0,930368777 0,912774 0,022880369
Cl (mL/min/kg) 26,19976709 23,42106782 10,04867426 31,00531094 20,54521269 22,97668568 24,30448975 22,64303 6,443004899
Vd (mL/kg) 1159,28173 2054,479634 1620,753913 1694,279286 1938,227612 1980,748766 2095,214634 1791,855 330,9204602
MRT (min) 4424778761 87,71929825 161,2903226 54,64480874 94,33962264 86,20689655 86,20689655 87,80795 37,51608126
ASMCoq. (ug/mL.min) 3140,384497 6561,228547 27257,35952 3520,877105 8310,693195 6431,247553 6896,590317 8874,054 8316,866332
ASMCo.inf (ug/mL.min)  4358,35799 10393,42529 44098,45049 4620,388714 12471,54503 10219,06433 9419,922435 13654,45 13763,69258
Vc (mL/kg) 1179,29679 2102,639981 1630,237894 1754,271977 1947,209 2052,295531 2122,307813 1826,894 339,5871134

Legenda de parametros: Ke: constante de eliminagéo, T1/2: meia-vida de eliminagdo, Ka: constante de absor¢éo, Ti2 a: meia-vida de absor¢éo, Tiag: tempo para o inicio da
absordo, MRT: tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absor¢do médio, MTT: tempo de transito médio, Tméax: tempo de ocorréncia de Cméax, Cmax: concentragéo plasmatica
méaxima, Cl: clearance total, Vdarea: volume de distribui¢cdo calculado pela ASC, VC: volume de distribuicdo central, Foral: biodisponibilidade. V.O: via oral; n.a: ndo aplicavel.

Fonte: do autor.



APENCIDE B - Resultados individuais do grupo Il (administrac&o oral de 50 mg de EFV-IFA)
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Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 5 Animal 6 Animal 7
Dose (ug/Kg) 14534,88372 16025,64103 15832,80557 15673,98119 16286,64495 16835,01684
Peso (kg) 3,44 3,12 3,158 3,19 3,07 2,97
Parametros Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Média Desvio Padréao
Ke (Min) 0,0022 0,0043 0,0005 0,003 0,0026 0,0005 0,002183333 0,001482453
T12 (Min) 315 161,1627907 1386 231 266,5384615 1386 624,283542 592,1510874
ASCo.t (ug/ml.min) 280,7952185 425,1819145 432,615 1479,407278 1173,797222 953,1150039 790,8186061 483,5888686
ASCo.int (ug/ml.min) 305,6257332 433,3596277 910,615 1594,026517 1359,729224 2035,169895 1106,420999 677,808729
R areas 0,918755157 0,981129499 0,475080028 0,928094522 0,863258067 0,468322083 0,772439893 0,235943359

Cl (mL/min/kg)

63,72743546

49,55320616

24,94123686

13,17615145

16,05033109

11,08454022

29,75548354

21,81985284

Vd (mL/kg) 28967,01612 11524,00143 49882,47373 4392,050483 6173,204266 22169,08045 20517,97108 17222,63441
MTT (min) 454,5454545  232,5581395 2000 333,3333333 384,6153846 2000 900,842052 854,4748736
ASMC 0-t (ug/mL.min) 201033,224 129831,8175 296532,6 645192,9234 612562,5791 664527,3169 424946,7435  242828,0086
ASMC 0-inf (ug/mL.min) 248075,7627 140565,5415  1940852,6 807188,114 884881,4496 4386796,142 1401393,268 1596454,743
F 0,415997393 0,534989541 1,062916292 2,012002299 1,651707174 2,391659597 1,344878716  0,804138245
Ka (min) 0,0027 0,0085 0,0049 0,0027 0,0022 0,0010 0,003666667  0,002683778
t 12 absorcao (MiN) 256,6666667 81,52941176 141,4285714 256,6666667 315 693 290,7152194 214,842551
MAT (min) 370,3703704 117,6470588 204,0816327 370,3703704 454,5454545 1000 419,5024811  310,0181111
Tméx (min) 480 180 360 360 480 360 370 110,0908716
Cméx (ug/ml) 0,612299692 1,717545006 0,488 2,763950049 2,178857668 0,983952556 1,457434162  0,913600896
MRT (min) 441,3275195 206,7152779 1927,282995 136,0127454 196,2322401 1155,493825 677,1774338  720,0941334
Tiag (Min) 0,635747742 0,335442907 2,217736624 0,118287864 0,138576458 1,030596562 0,746064693 0,79883696
Ve (mL/kg) 12385,43068 6741,283621 50590,46007  2485,7959  3024,489005 23532,69094 16460,02504  18448,62142

Legenda de parametros: kel: constante de eliminagdo, t1/2: meia-vida de eliminagdo, ka: constante de absor¢éo, t1/2 a: meia-vida de absor¢do, Tlag: tempo para o inicio da
absordo, MRT: tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absor¢do médio, MTT: tempo de transito médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cméax, Cmax: concentracédo plasmatica
maxima, Cl: clearance total, Vdarea: volume de distribui¢éo calculado pela ASC, VC: volume de distribuicdo central, Foral: biodisponibilidade. V.O: via oral; n.a: ndo aplicavel.
Fonte: do autor.
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APENCIDE C - Resultados individuais do grupo Ill (administrac&o oral de 50 mg de EFV-HDL)

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 7

Dose (ug/KQ) 15772,87 17985,61 16051,36 18382,35 20593,08 18221,57

Peso (kg) 3,17 2,78 3,115 2,72 2,428 2,744

Parametros Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 7 Média E:g:/ég

Ke (Min) 0,0042 0,0015 0,0019 0,0026 0,001 0,0079 0,003183333 0,002564
T12 (Min) 165 462 364,7368 266,5385 693 87,72152 339,8328038 218,9844
ASCo.7 (ug/mL.min) 300,356 131,3858 605,4363 424,9991 213,3836 334,6515 335,0353795 166,5444
ASCo.ne (Ug/mL.min) 307,8247 144,1461 650,2972 469,9864 341,2217 363,8161 379,5486945 169,5635
R areas 0,975737 0,911476 0,931015 0,904279 0,625352 0,919837 0,877949464 0,126298
Cl (mL/min/Kg) 22,54551 54,90034 10,86057 17,20951 26,55445 22,03721 25,68459851 15,29086
Vd (mL/Kg) 5367,978 36600,22 5716,091 6619,042 26554,45 2789,52 13941,21835 14082,98
F 0,394865 0,162156 0,819701 0,517297 0,335252 0,403972 0,438873744 0,219838
ASMCo.: (ug/mL.min) 110693,6 90514,81 702418,3 324839,5 101595,8 116125,8 241031,3092 242729,7
ASMCo.int (ug/mL.min) 120538 121990,3 855228,6 406924,1 367499 137316,4 334916,0485 285416,5
MTT (min) 391,58 846,2963 1315,135 865,8209 1077,009 377,4334 812,2125118 372,3033
Ka (min™?) 0,0101 0,0026 0,0251 0,0028 0,0097 0,0084 0,009783333 0,00821
T1/2 absorgao (MiN) 68,61386 266,5385 27,60956 247,5 71,4433 82,5 127,3675306 102,3178
MAT (min) 99,0099 384,6154 39,84064 357,1429 103,0928 119,0476 183,7915305 147,6447
Tmax (min) 360 360 240 720 240 360 411,4285714 181,4229
Cméx (ug/ml) 0,749901 0,253131 0,611444 0,76608 0,465879 1,540269 0,837316631 0,490431
MRT (min) 292,5701 461,6809 1275,294 508,6781 973,9166 258,3858 628,4209813 407,3512
T 1ag (Min) 0,574724 4,256888 0,831237 2,650592 2,199777 0,63305 1,857711456 1,462957
Ve (mL/kg) 2431,666 26829,46 6947,556 1573,877 43066,02 328,167 13529,45659 17509,94

Legenda de parametros: kel: constante de eliminagdo, t1/2: meia-vida de eliminagéo, ka: constante de absorcéo, t1/2 a: meia-vida de absorgdo, Tlag: tempo para o inicio da
absordo, MRT: tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absor¢do médio, MTT: tempo de transito médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cmax, Cmax: concentragao plasmatica
méaxima, Cl: clearance total, Vdarea: volume de distribui¢do calculado pela ASC, VC: volume de distribuicdo central, Foral: biodisponibilidade. V.O: via oral; n.a: ndo aplicavel.
Fonte: do autor.
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APENCIDE D - Resultados individuais do grupo IV (administrac&o oral de 50 mg de EFV-IFA+TNF/3TC)

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Média

Dose (ug/kg) 17985,61 16655,56 15078,41 15862,94 13157,89 18089,73 16425,76 16179,41

Peso (kg) 2,78 3,002 3,316 3,152 3,8 2,764 3,044 3,122571

Parametros Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Média Saeg:/g"g

Ke (Min't) 0,002 0,0014 0,0024 0,0019 0,0013 0,003 0,0013 0,0019 0,000638
T12(min) 346,5 495 288,75 364,7368 533,0769 231 533,0769 398,8772 122,1191
ASCo.7t (ug/mL.min) 365,5054 1109,35 545,8275 581,619 843,2295 537,5425 692,2656 667,9056 243,924
ASCo.ne (Uug/mL.min) 425,5022 1463,597 567,4494 637,2822 929,2962 557,1585 907,9295 784,0307 352,7792
R areas 0,858998 0,757961 0,961896 0,912655 0,907385 0,964793 0,762466 0,875165 0,086312
Cl (mL/min/Kg) 42,26914 11,37989 26,57225 24,89155 14,15493 32,46783 18,09144 24,261 10,82823
Vd (mL/Kg) 21134,57 8128,49 11071,77 13100,82 10888,41 10822,61 13916,5 12723,31 4145,981
MTT (min) 901,0369 1091,505 484,71 659,2938 946,3994 684,6989 1076,496 834,8772 229,8739
ASMCo.t (ug/mL.min) 266999,4 834373,7 234903,7 310704,7 658360,2 346700,1 500931,7 450424,8 224936,9
ASMCo.int (ug/mL.min) 383393,2 1597523 275048,4 420156,2 879485,4 381485,8 977382,9 702067,8 478759,1
Foral 0,478666 1,777942 0,761425 0,812837 1,428971 0,623164 1,118362 1,000195 0,467076
Ka (min™?) 0,0028 0,0033 0,0123 0,0049 0,0026 0,0032 - 0,00485 0,003739
T 172 absorgao (MIN) 2475 210 56,34146 141,4286 266,5385 216,5625 - 189,7285 78,09392
MAT (min) 357,1429 303,0303 81,30081 204,0816 384,6154 312,5 - 273,7785 112,6896
Tméx (min) 600 720 240 240 360 600 480 462,8571 188,831

Cmax (ug/mL) 0,620447 1,313627 1,113695 1,113474 0,857096 0,773134 0,891359 0,95469 0,237188
MRT (min) 543,894 788,4747 403,4092 455,2122 561,5158 372,1989 - 520,7841 151,0003
T 1ag (Min) 2,836334 1,151742 2,542984 3,315723 3,529821 2,275368 2,295193 2,563881 0,78767

Vc (mL/kg) 8805,885 4648,229 9201,966 10353,22 8768,416 3394,974 10060,92 7890,517 2733,326

Legenda de parametros: kel: constante de eliminagdo, t1/2: meia-vida de eliminagdo, ka: constante de absor¢éo, t1/2 a: meia-vida de absorgdo, Tlag: tempo para o inicio da
absordo, MRT: tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absorgdo médio, MTT: tempo de transito médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cmax, Cmax: concentracéo plasmatica
méxima, Cl: clearance total, Vdarea: volume de distribui¢do calculado pela ASC, VC: volume de distribuicdo central, Foral: biodisponibilidade. V.O: via oral; n.a: ndo aplicavel.
Fonte: do autor.
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APENCIDE E - Resultados individuais do grupo V (administrac&o oral de 50 mg de EFV-HDL+TNF/3TC)

Animall Animal2 Animal3 Animal4 Animal5 Animal6 Animal7 Média

Dose (ug/kg) 14285,71 13248,54 13766,52 17507 16733,6 16181,23 13248,54 14995,87901

Peso (kg) 3,5 3,774 3,632 2,856 2,988 3,09 3,774 3,373428571

Parametros Animall Animal2 Animal3 Animal4 Animal5 Animal6 Animal7 Média FI?:S:%?)

Ke (Mint) 0,0024 0,0015 0,0014 0,005 0,0028 0,0022 0,0041 0,002771429 0,001335
T12(min) 288,75 462 495 138,6 2475 315 169,0244 302,26777 135,7359
ASCo.t (ug/mL.min) 175,9309 125,0324 811,173 585,3583 339,0743 1326,194 119,5366 497,4714439 447,7608
ASCo.ne (Uug/mL.min) 175,9309 146,4651 954,3814 590,0805 383,7378 1335,799 120,2975 529,5274934 464,5308
R areas 1 0,853667 0,849946  0,991997 0,88361 0,99281 0,993675 0,937957859 0,071516
Cl (mL/min/Kg) 56,8405 63,31872 10,09718 20,76819 30,52481 8,479463 77,09204 38,16012777 27,46772
Vd (mL/Kg) 23683,54 42212,48 7212,274 4153,637 10901,72 3854,301 18802,94 15831,55516 13813,4
MTT (min) 475,491 953,1829 1221,143 959,0067 677,8429 1303,794 677,3086 895,3955433 303,1768
ASMCo.t (ug/ml.min) 83653,57 94456,56 805369,1 564946,8 195926,2 1709579 81292,95 505032,0758 600827,2
ASMCo.int (ug/ml.min) 83653,57 139608 1165436 565891,2 260113,9 1741607 81478,53 576826,8742 643344,2
F 0,24917 0,223677 1,402663 0,681954 0,463982 1,670264 0,183715 0,696489274 0,603845
Ka (min™) 0,007 0,0034 0,0016 0,0051 0,0039 0,0024 0,0047 0,004014286 0,001798
T 12 absorgao (MiN) 99 203,8235 433,125 135,8824 177,6923 288,75 147,4468 212,2457141 114,5719
MAT (min) 142,8571 294,1176 625 196,0784 256,4103 416,6667 212,766 306,2708717 165,3274
Tmax (min) 240 480 720 1080 480 1080 480 651,4285714 323,9047
Cmax (ug/mL) 0,374989 0,217934 0,909314 0,880242 0,605468 0,900607 2,436328 0,903554479 0,72896
MRT (min) 332,6339 659,0653 596,1427 762,9283 421,4326 887,1273 464,5426 589,1246716 197,2237
T ag (Min) 1,531942 2,727278 0,324322 0,004331 0,364271 0,058715 0,430231 0,777298453 0,998497
Vc (mL/kg) 15368 95759,19 3125,651 53,07575 1207,938 665,1123 3991,902 17167,2667 35049,02

Legenda de parametros: kel: constante de eliminag&o, t1/2: meia-vida de eliminac&o, ka: constante de absorcéo, t1/2 a: meia-vida de absorgdo, Tlag: tempo para o inicio da
absordo, MRT: tempo de residéncia médio, MAT: tempo de absor¢do médio, MTT: tempo de transito médio, Tmax: tempo de ocorréncia de Cmax, Cmax: concentracéo plasmatica
maxima, Cl: clearance total, Vdarea: volume de distribui¢do calculado pela ASC, VC: volume de distribuicao central, Foral: biodisponibilidade. V.O: via oral; n.a: ndo aplicavel.
Fonte: do autor.



ANEXO A - Protocolo CEUA/FCF/CAr

CERTIFICADO

Cerfificamos que a proposta intitulada "Farmacocinética do efavirenz administrado
na forma de nanoparticulas inorganicas em coelhos”, registrada com o Protocolo
CEUA/FCHCAr: 152016, sob a responsabilidade de Evelin dos Santos Martinsg a
Profa. Dra. Rosangela Gongalves Peccinini - que emvolve a produgiio, manutengao
ou utiizagae de animais pertencenias ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (excaeio
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
o8 proceitos da Lei n? 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15
de julho de 2009, 2 com as normas editadas pelo Conselho Macional de Confrole de
Exparimentagdo Animal (COMNCEA), e foi aprovade adreferendum pela Vice-
coordenadora da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraguara da UMESP em 27 de julho da
2016.

Finalidadea { } Ensino (X) Pazquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizacio Abril de 2018

Espécie/linhagemraga Coelho Neczelandés

M® da animais 35

Peso/ldade 3 Kg !/ 6 semanas

Saxo Macho

Origem Biotério Cantral do Campus da
Botucaiu da UNESP

Araraquara, 27 de julho de 2016.
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