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RESUMO

A monitoracdo terapéutica de farmacos € uma importante ferramenta
para prever a eficacia terapéutica e a possivel toxicidade dos agentes
antirretrovirais  utilizados no tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Os objetivos deste estudo foram desenvolver e
validar uma técnica de andlise e extracdo para quantificar os antirretrovirais
efavirenz e zidovudina no plasma humano, conhecer o perfil clinico e quantificar
os farmacos efavirenz e zidovudina no plasma dos sujeitos da pesquisa em uso
do esquema terapéutico efavirenz/lamivudina/zidovudina. Amostras de sangue,
coletadas aproximadamente 8 h apos administracdo do AZT e 20 h do EFZ,
foram obtidas de sujeitos adultos com diagnéstico HIV positivo em
acompanhamento no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
com protocolo terapéutico EFZ 600 mg uma vez ao dia e lamivudina 150 mg +
zidovudina 300 mg duas vezes ao dia. Apos extracdo em fase solida utilizando
cartucho Strata C 18E 500mg, 3mL de capacidade, os farmacos e padréo
interno (5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina — MPPH) foram separados em coluna
fase reversa ACE 5, C18 100 x 4,6 mm. A fase mével utilizada foi composta por
acetonitrila e dietanolamina em agua (pH 7,8), vazdo de 0,5 a 2,0 mL/min e
deteccdo no comprimento de onda 249 nm (EFZ), 267 nm (AZT) e 240 nm
(MPPH). A técnica apresentou linearidade no intervalo de 50 a 5000 ng/mL para
ambos os compostos, com recuperacdo média de 84 e 92% para a AZT e EFZ,
respectivamente. O limite de quantificacdo (50 ng/mL), preciséo (coeficiente de
variacdo < 15%) e exatiddo (erros relativos < 15%) estdao de acordo com
exigéncias da ANVISA. Para avaliar a aplicabilidade da técnica, analisou-se
amostras de plasma de sujeitos (n = 12), obtendo uma concentracéo plasmatica
média de 1960 + 766 ng/mL para EFZ e 62,12 £ 16,21 ng/mL para o AZT. A
técnica apresentou parametros analiticos adequados a sua utilizacdo em

monitoracao terapéutica de pacientes em uso de AZT e EFZ.
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ABSTRACT

The therapeutic drug monitoring is an important tool to predict the
therapeutic efficacy and possible toxicity of antirretroviral agents used to treat
infection by human immunodeficiency virus (HIV). The goals of this study was to
develop and validate a method of analysis and extraction to quantify the
antirretrovirals efavirenz and zidovudine in human plasma, to know the clinical
profile and quantify the drugs efavirenz and zidovudine in plasma of volunteers
using treatment regimen efavirenz / lamivudine / zidovudine. Blood samples
were collected approximately 8 h after administration of AZT and 20 h of the
EFZ, were obtained from adult volunteers HIV positive in clinic monitoring at
Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Goias and therapeutic protocol
EFZ 600 mg once daily and lamivudine 150 mg + zidovudine 300 mg twice a
day. After solid phase extraction using cartridge Strata 18E C 500mg, 3 mL
capacity, the drugs and internal standard (5 - (4-methylphenyl)-5-fenilidantoina -
MPPH) were separated by reversed-phase column ACE 5 C18 100 x 4 6 mm.
The mobile phase consisted of acetonitrile and diethanolamine in water (pH 7.8),
flow rate 0.5 to 2.0 mL/min and detection at wavelength of 249 nm (EFZ), 267
nm (AZT) and 240 nm (MPPH). The method showed linearity at concentration
range of 50 to 5000 ng/mL for both drugs, with recovery of 84 and 92% for EFZ
and AZT, respectively. The Ilimit of quantification (50 ng/mL), precision
(coefficient of variation <15%) and accuracy (relative errors <15%) are in
accordance with requirements of ANVISA. To evaluate the applicability of the
method, we analyzed plasma of volunteers (n = 12) with mean plasma
concentration of 1960 + 766 ng/ mL to EFZ and 62.12 + 16.21 ng/mL to AZT.
The method agree analytical parameters suitable for use in therapeutic

monitoring of patients using AZT and EFZ.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ainfeccao pelo HIV

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA, do inglés Acquired
Immunodeficiency Syndrome - AIDS) € uma doenca cuja historia € um exemplo
nao sé de investigacdo epidemioldgica, mas também da preocupacéo politico
social, pois atinge milhares de pessoas em todo o mundo (WHO, 2009).

A epidemia da AIDS configura um dos mais sérios problemas
contemporaneos de saude publica, apresentando alto grau de morbi-
mortalidade e perspectivas de um continuo crescimento e propagacdo em todos
0s continentes. Apesar dos avancgos, as possibilidades de controle e cura dessa
doenca ainda parecem remotas, apesar do desenvolvimento de novas terapias
(WHO, 2009).

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH, do inglés Human
Immunodeficiency Virus - HIV) é o agente causador da AIDS, e pode ser
dividido em dois tipos: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 € 0 mais predominante no
Ocidente e o tipo HIV-2 ocorre primariamente na Africa. A evolucdo natural da
doenca caracteriza-se por intensa e continua replicagdo viral em diversos
compartimentos celulares e anatdomicos, que resulta, principalmente, na
destruicdo e disfuncéo de linfécitos T que expressam o antigeno de membrana
CD4 (linfécitos T-CD4+ ou T-auxiliadores) e de outras células do sistema
imune. A deplecdo progressiva dos linfécitos T-CD4+ leva a imunodeficiéncia,
que em sua forma mais grave manifesta-se pelo surgimento de infeccdes
oportunistas e neoplasias que caracterizam a AIDS (BRASIL, 2007; SOUZA &
ALMEIDA, 2003; SILVA, 2002).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2007

haviam 33 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS no mundo, com
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aproximadamente 2,1 milhdes de mortes causadas pela AIDS. O numero de
novas infec¢des foi de 2,7 milhées em todo o mundo no ano de 2007 (WHO,
20009).

No Brasil, 0 nimero de pessoas vivendo com HIV foi estimado em 730 mil
em 2007, representando 1/3 do numero das pessoas que vivem com AIDS na
América Latina. O Brasil j& conseguiu estabilizar a epidemia da AIDS com uma
taxa de prevaléncia menor que 1% em 2007. Entre 1990 e 2007, estima-se que
tenham ocorrido aproximadamente 200 mil mortes causadas pelo HIV no Brasil,
sendo 15 mil s6 em 2007, numero menor encontrado apenas no ano de 1996,
que foi de 16 mil pessoas. A partir de 1997 os pacientes tiveram um aumento
de sobrevida em virtude do acesso a terapia antirretroviral, através do programa
de distribuicdo gratuita pelo Sistema Unico de Satde (SUS) do Brasil (WHO,
20009).

O tratamento da infeccdo pelo HIV-1 foi iniciado em 1987, com o
langcamento da zidovudina (AZT). Em 1964, o AZT foi sintetizado pela primeira
vez por Horwitz da Fundacdo contra o Cancer em Michigan, apresentando
atividade anticancerigena. No inicio da década de 70 sua atividade foi descrita
pela primeira vez sendo, em 1985, o primeiro composto a apresentar atividade
anti-HIV. Em 1986, o AZT foi aprovado pelo 6rgéo norte-americano de controle
sobre produtos farmacéuticos FDA (Food and Drugs Administration), sendo
comercializado em 1987 pelos laboratorios Burroughs-Wellcome. Com o
advento deste e outros antirretrovirais, observou-se uma melhora significativa
na qualidade de vida dos pacientes. Com isto, a infeccédo pelo HIV passa a ter
caracteristicas de uma doenca crbnica (SOUZA & ALMEIDA, 2003;
FIGUEIREDO et al., 2001).

No Brasil, a distribuicdo universal de medicamentos antirretrovirais foi
iniciada em 1991 no estado de S&o Paulo com a zidovudina. Com a aprovacao
da Lei 9.313 de 1996, garantiu-se a obrigatoriedade de aquisicdo de novos
farmacos antirretrovirais disponiveis. O Brasil foi o primeiro pais da América

Latina a adotar esta politica para a populacdo afetada pelo HIV. A cobertura
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estimada do tratamento antirretroviral entre os brasileiros foi de 80% em 2007
(WHO, 2009; BRASIL, 2007).

O principal objetivo da terapia antirretroviral (TARV) é inibir a replicagédo
viral, para evitar e, possivelmente, reverter a deterioracdo imunoldgica, evitando
infeccdes oportunistas e outras morbidades relacionadas a AIDS. Desta forma,
a TARV visa prolongar a sobrevivéncia e a qualidade de vida da pessoa que
vive com HIV (BRASIL, 2007; SILVA, 2002).

O tratamento da infeccdo pelo HIV depende basicamente dos seguintes
fatores: compreensdo da replicacdo viral, poténcia antiviral, farmacocinética,
toxicidade dos farmacos e interacfes dos farmacos usados nas associagdes
(BRASIL, 2007; RANG et al., 2003; SILVA, 2002).

O inicio da terapia € recomendado, em sintese, em dois casos: pacientes
com manifestacdes clinicas associadas ao HIV, independente da contagem de
linfécitos T-CD4+ e da carga viral plasmatica; e pacientes com contagem de
linfécitos T-CD4+ abaixo de 200 células/mm?, independente da presenca de
sintomas ou da magnitude da carga viral (BRASIL, 2007).

Como o virus HIV compartilha muito dos processos metabdlicos da célula
hospedeira, é dificil encontrar farmacos que sejam seletivos para o patdgeno.
Todavia, existem algumas enzimas que sdo especificas do virus e que podem
constituir alvos potenciais para farmacos. Os agentes antivirais disponiveis sdo
em sua maioria eficazes apenas durante a replicacdo do virus (RANG et al.,
2003).

Os farmacos antirretrovirais atualmente em uso terapéutico pertencem
aos seguintes grupos: (@) inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRN): abacavir, didanosina, estavudina, lamivudina e
zidovudina; (b) inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos
(ITRNt): tenofovir; (c) inibidores da transcriptase reversa nao-analogos de
nucleosideos (ITRNN): efavirenz e nevirapina; (d) inibidores da protease (IP):
amprenavir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir, indinavir, lopinavir, ritonavir e
saquinavir; (e) inibidor de fuséo: enfuvirtida; (f) inibidor da integrase: raltegravir
(BRASIL, 2008; BRASIL, 2007; RENTSCH, 2003; AYMARD et al., 2000).
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O desenvolvimento de novos agentes antirretrovirais e 0 aumento da
resisténcia do HIV levaram a mudancas no tratamento desta infeccdo. O
desenvolvimento de uma terapia antirretroviral altamente ativa (do inglés Highly
active antirretroviral therapy - HAART) aperfeicoou o tratamento da infecgéo
pelo HIV. Este tratamento inclui pelo menos trés farmacos de duas diferentes
classes: dois ITRN associado a um ITRNN ou IP (BRASIL, 2007;
ROUZES et al., 2004; RENTSCH, 2003; PROUST et al., 2000).

A associacdo zidovudina/lamivudina é considerada a dupla de ITRN de
primeira escolha para compor o esquema triplo inicial. O perfil favoravel de
toxicidade, a facilidade de ades&o ao tratamento, a larga experiéncia com uso
destes farmacos e o0 baixo custo justificam esta opcdo. Para compor o
esquema, entre os ITRNN e IP, as taxas de sucesso viroldgico e imunolégico
nos dois grupos sdo, na maioria, equivalentes, porém a posologia nos
esquemas contendo ITRNN é mais simples, o que, provavelmente, facilita a
adesdo ao tratamento. Além disso, os eventos adversos metabodlicos, como
dislipidemias e resisténcia a insulina parecem ser menos freqlientes com o0 uso
de esquemas contendo ITRNN em relacdo a maioria dos IP. Quanto aos
ITRNN, exceto em gestantes, o efavirenz é preferencial em relacdo a nevirapina
devido a elevada poténcia, comprovada eficacia em longo prazo e ao menor
risco de efeitos adversos (BRASIL, 2007).

A avaliacdo da resposta ao tratamento tem como parametros a reducdo
da carga viral e 0 aumento (ou, pelo menos, a interrup¢édo da queda) do nimero
de linfécitos T-CD4+. Embora um dos principais objetivos da terapia
antirretroviral seja obtencéo de carga viral indetectavel dentro de um periodo de
seis meses, deve-se considerar como resultado positivo uma grande reducao
nos seus valores (maior que 90% da carga viral inicial nas primeiras quatro a
seis semanas). A recuperacdo da contagem de linfocitos T-CD4+ geralmente
ocorre de modo mais lento que a reducao da carga viral (BRASIL, 2007).

Fatores como a quantidade de medicamentos diarios, as reacoes
adversas imediatas e a longo prazo, a adesdo, a resisténcia viral prévia, a

necessidade de periodos de jejum, a interacdo farmaco-farmaco, a dificuldade

Introdugdo 4



na compreensao das metas da terapia, da implicacdo do seu uso inadequado, e
outros fatores como co-morbidades contribuem para dificultar o processo
terapéutico, levando a falha terapéutica. Em casos de falha terapéutica, em
geral, ocorre primeiro falha viroldgica, seguida de imunolégica e, por ultimo
clinica (BRASIL, 2007; FIGUEIREDO et al., 2001).

1.2 Os antirretrovirais

1.2.1 Aspectos fisico-quimicos

A zidovudina, também conhecida como Retrovir, azidotimidina, AZT, ZDV
ou 3J'-azido-3’-desoxitimidina, tem nome IUPAC 1-[(2R,4S,5S)-4-azido-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-5-metilpirimidino-2,4-diona. E um analogo da timidina
gque possui um grupamento 3’-azido em lugar de 3’-hidroxila, ativa contra HIV-1
e 2. A férmula molecular deste farmaco é CioH13NsO4, com massa molecular
de 267,2 g/mol. A zidovudina é um sdlido cristalino que se funde a 106-112<T,
com pKa de 9,8, sendo solivel em &agua na concentracdo de 20 mg/mL
(DRUGBANK, 2009; HARDMAN & LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002).

O efavirenz corresponde a 1,4-diidro-2H-3,1-benzoxazin-2-ona, com 0
nome IUPAC (4S)-6-chloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-1H-3,1-
benzoxazino-2-ona. Este farmaco € ativo contra o HIV-1, ndo apresentando
atividade significante contra o HIV-2. Sua formula molecular &€ Cy14HoCIF3NO,,
com massa molecular de 315,7 g/mol. O efavirenz é um sélido que se funde a
139-141C, com pKa de 10,2, e praticamente insolivel em agua, com
solubilidade de 8,55 e mg/mL (DRUGBANK, 2009; HARDMAN & LIMBIRD,
2003).

As férmulas estruturais da zidovudina e efavirenz estéo ilustradas na

Figura 1.
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Figura 1 - Formula estrutural da zidovudina (A) e efavirenz (B)

1.2.2 Farmacodinamica

Apoés entrar na célula do hospedeiro, a zidovudina é fosforilada pela
timidina cinase em monofosfato; em seguida pela timidilato cinase em difosfato;
e, por fim, pelo nucleosidio difosfato cinase em 5-trifosfato de zidovudina ativo.
O trifosfato de zidovudina inibe a transcriptase reversa em competicdo com o
trifosfato de timidina, interrompendo o alongamento da cadeia de DNA. O 5-
trifosfato de zidovudina também inibe fracamente a DNA polimerase-a celular e
a polimerase-mitocondrial, enquanto o monofosfato inibe competitivamente a
timidilato cinase celular, provocando a reducdo do trifosfato de timidina
intracelular. Esses ultimos efeitos podem contribuir para a citotoxicidade e os
efeitos adversos do farmaco (HARDMAN & LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002).

O efavirenz é um inibidor da transcriptase reversa ndo competitivo,
provocando inibicdo alostérica da funcdo enzimética, através da ligagdo em
sitios especificos. Portanto, este farmaco n&o necessita de fosforilacdo ou

processamento intracelular para se tornar ativo (SILVA, 2002).

1.2.3 Farmacocinética

A zidovudina é rapidamente absorvida por via oral com biodisponibilidade

variando de 60 a 70%, obtendo concentracdo plasméatica méaxima de
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aproximadamente 1,6 ug/mL dentro de 0,5 a 1 h. A concentracdo no liquor é
muito variavel, mas, em média, se aproxima de 53% da concentracdo
plasmética em adultos e de 24% em criancas. As concentracfes sanguineas
sdo semelhantes as da saliva, porém levemente mais altas que as do sémem.
Nos recém-nascidos, as concentracdes sanguineas sdo levemente mais
elevadas que as do sangue materno. Ja no fluido amnidtico, as concentracdes
sao diversas vezes mais elevadas que as plasmaticas maternas (HARDMAN &
LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002).

A meia-vida plasmatica de eliminacdo da zidovudina é de
aproximadamente 0,9 a 1,5 h. A zidovudina sofre metabolismo hepético de pré-
sistémico e é rapidamente transformada no metabolito 5-O-glicuronidio, que
possui a mesma meia-vida de eliminacdo, mas € destituido de atividade anti-
HIV. Um outro metabdlito, o 3’-desoxitimidina, pode contribuir para a
mielotoxicidade. A meia-vida do 5-trifosfato de zidovudina ativo € de
aproximadamente 4 h. Na cirrose, aumentam a meia-vida de eliminagéao e as
concentracdes plasmaticas de duas a trés vezes (HARDMAN & LIMBIRD, 2003;
SILVA, 2002).

Apés administracdo oral, recuperam-se zidovudina e seu glicuronidio na
urina, na porcentagem de 14 a 18 e 75%, respectivamente. A excre¢do renal €
feita por filtracdo glomerular e por secrecao tubular. A depuracdo da zidovudina
é de aproximadamente 26 mL/min.kg (HARDMAN & LIMBIRD, 2003; SILVA,
2002).

A ligagdo as proteinas plasmaticas da zidovudina é menor que 25%
(HARDMAN & LIMBIRD, 2003).

O volume de distribuicdo da zidovudina é de aproximadamente 1,4 L/kg.
Como este farmaco atravessa a barreira hematoencefalica, este fato facilita o
tratamento em casos de lesdo neurolégica associada a AIDS (HARDMAN &
LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002).

O Ministério da Saude do Brasil recomenda a dose de 300 mg de
zidovudina duas vezes ao dia. Nos casos de insuficiéncia hepatica, avalia-se 0

ajuste posoldgico de 600 mg para 400 mg por dia. As apresentacdes
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farmacéuticas disponiveis sdo comprimido de 300 mg ou solucdo oral
10 mg/mL, além da associacdo fixa zidovudina+lamivudina 300+150 mg
(BRASIL, 2007).

O efavirenz é bem absorvido por via oral, atingindo concentracdo
plasmética maxima de 4,0 pg/mL em cerca de 4,1 h. Sua meia-vida é de mais
de 24 h, o que permite a administracdo de apenas uma dose por dia
(HARDMAN & LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002).

O efavirenz tem elevada ligacdo protéica, de aproximadamente 99,5%
(HARDMAN & LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002). Ele €& metabolizado
primariamente pelo complexo enzimatico hepético do citocromo P-450, em
particular pelas isoformas CYP3A4 e CYP2B6. Aproximadamente 60% do
farmaco € excretado na urina sob a forma de seu conjugado glicuronideo. O
efavirenz altera o metabolismo de diversos farmacos, reduzindo os niveis
plasmaticos de alguns deles (HARDMAN & LIMBIRD; SILVA, 2002).

Os principais parametros farmacocinéticos referentes a zidovudina e

efavirenz estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros farmacocinéticos da zidovudina e efavirenz, segundo
Hardman & Limbird (2003)

Parametro Zidovudina Efavirenz
Biodisponibilidade (%) 60 80
T B plasmatica (h) 0,8-1,9 5-7
T12 B intracelular do trifosfato (h) 3-4
Ligacao as proteinas plasmaticas (%) 20-38 <35
Metabolismo (%) 60-80 20-30
Excrecao renal do farmaco original (%) 15 70
Depuragéo (mL/min.kg) 26 4,95
Volume de distribuicao (L/kg) 1,4 1,3
Meia-vida de eliminacéo (h) 1,1 911
tmax (D) 0,5-1 0,5-1,5
Cmax (MQ/ML) 1,6 1,0 (0,86-1,2)
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1.2.4 Aspectos toxicologicos

Destacam-se, no Quadro 1, as reacOes adversas aos antirretrovirais em

estudo como sendo o0s aspectos toxicoldégicos mais importantes para a

monitoracao terapéutica (BRASIL, 2007).

Quadro 1 - Principais reacfes adversas provocadas pela zidovudina e efavirenz
(BRASIL, 2007; HARDMAN & LIMBIRD, 2003)

Farmaco Principais efeitos adversos

AZT

Mielossupressao, particularmente anemia e neutropenia. Elevacéo
dos niveis séricos de eritropoetina, folato e vitamina B12. Nausea e
vomito. Astenia, mal estar geral, cefaléia, ins6nia. Anorexia, fadiga,
mialgia. Hiperpigmentacdo cutanea, ungueal e de mucosas.
Miopatia, lesdo muscular. Hepatotoxicidade com ou sem acidose

latica e esteatose hepatica grave (pode ser fatal)

EFZ

Exantema. Sindrome de Stevens-Johnson. Disturbios do sono
(sono agitado, ins6nia, sonoléncia, pesadelos, sonhos vividos).
Tonturas, vertigem. lIrritabilidade, agitacdo, depressao, euforia,
dificuldade de concentracdo, sensacdo de estranhamento,
alteracbes de pensamento, amnésia, alucinacfes. Elevagcdo das

enzimas hepaticas. Dislipidemia. Teratogenicidade

Alguns medicamentos, quando co-administrados com zidovudina e

efavirenz, aumentam as chances de alteracdo das concentracfes plasmaticas

dos farmacos, devido a interferéncia na cinética dos mesmos. As interacdes

mais importantes estéo relacionadas no Quadro 2 (BRASIL, 2007).
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Quadro 2 - Farmacos que afetam a farmacocinética da zidovudina e efavirenz
(BRASIL, 2007; HARDMAN & LIMBIRD, 2003)

Farmacos Agente Mecanismo Comentario
AZT Estavudina Contra-indicado
uso
concomitante
Paracetamol Aumenta risco de neutropenia e Evitar

hepatotoxicidade

Acido valpréico

Aumenta niveis séricos de AZT

Monitorizar

Anfotericina B

Aumenta risco de
mielotoxicidade

Monitorizar

Claritromicina

Diminui niveis séricos de AZT

Considerar
intervalo minimo
de2h

Doxorrubicina

Diminui eficacia e aumenta

mielotoxicidade

Evitar

Fenitoina

Pode haver diminui¢cdo dos
niveis séricos dos 2 farmacos

Fluconazol

Aumenta toxicidade dos 2

farmacos

Ganciclovir,
valganciclovir,
cidofovir,
pirimetamina,
citostaticos,
sulfadiazina,
clotrimoxazol,
dapsona
flucitosina,
vincristina,
vimblastina

Aumenta mielotoxicidade

Monitorizar

Interferon a

Aumenta mielotoxicidade

Monitorizar ou
reduzir dose do
AZT em pelo
menos 50%

Metadona

Aumenta niveis séricos de AZT

Probenecida

Aumenta niveis séricos de AZT

Monitorizar e
avaliar reducao
de dose do AZT

Ribavirina

Inibe a fosforilacdo do AZT

N&o co-
administrar

EFZ

Tenofovir /
didanosina
(TDF/ddl)

Elevado risco de falha precoce
com a associacao TDF/ddI/EFZ
ou NVP em pacientes virgens

de terapia
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Continuacéo do Quadro 2...

Nevirapina Contra-indicada
(NVP) a associacao
Amprenavir Diminui APV
(APV)
Indinavir Diminui IDV Aumentar a dose
(IDV) de IDV
Lopinavir / Diminui LPV Aumentar a dose
Ritonavir de LPV
(LPVIr)
Saquinavir Diminui SQV e EFZ Administrar
(SQV) somente
associado com
RTV

Ritonavir Aumenta RTV
(RTV)
Nelfinavir Aumenta NFV
(NFV)
Alimentos Aumenta a biodisponibilidade

em até 50% do EFZ,

aumentando seus efeitos

adversos
Astemizol, N&o co-
Terfenadina administrar
Atorvastatina, Diminui a concentragcdo sérica  Monitorizar

Lovastatina,
Sinvastatina

dos hipolipemiantes

niveis séricos

Bupropiona

Diminui cerca de 50% da
concentracao sérica de
bupropiona

Carbamazepina,

Fenobarbital,

Potencial risco de reducéo dos
niveis sericos de EFZ e dos

Considerar
alternativas

Fenitoina, anticonvulsivantes terapéuticas
Metadona
Cetoconazol e Diminui os niveis séricos dos N&o co-
Itraconazol antifingicos administrar
Cisaprida N&o co-
administrar
Claritromicina Diminui niveis séricos de Evitar
claritramicina em cerca de 40%
Ecstasy Aumenta niveis séricos do
ecstasy e risco de overdose
Ergotamina e N&o co-
outros derivados administrar

do ergot
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Continuacéo do Quadro 2...

Etinilestradiol Aumenta niveis séricos do Considerar
horménio método
alternativo
Metadona Diminui metadona Ajustar dose da
metadona
Midazolam, Nao co-
Triazolam administrar
Rifabutina Diminui rifabutina Ajustar dose de
rifabutina
Rifampicina Diminui niveis de EFZ em 26%
Warfarin Aumenta toxicidade Monitorizar

niveis séricos do
anticoagulante

Voriconazol Diminui cerca de 77% dos N&o co-
niveis séricos do voriconazol e  administrar
perda da eficacia

1.3 Monitoracao terapéutica de farmacos

A monitoracao terapéutica de farmacos (MTF, do inglés Therapeutic drug
Monitoring - TDM) tem sido usada ha décadas em uma grande variedade de
cenarios clinicos. O interesse na monitoracdo terapéutica de medicamentos
antirretrovirais tem crescido significativamente desde que terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART) foi adotada na pratica clinica (RAKHMANINA et al.,
2004).

O alvo da MTF consiste em individualizar a posologia para obter uma
maxima eficacia do tratamento enquanto minimiza a toxicidade do mesmo
(NOTARI et al., 2006; PROUST at al., 2000).

A principal caracteristica da MTF de antirretrovirais € que multiplos
medicamentos sdo usados concomitantemente em regimes HAART.
Concentracdes inadequadas dos farmacos podem levar a evolugdo da
resisténcia medicamentosa e colocar em perigo atuais e futuras opcgdes de
tratamento. Desta forma, a monitoracdo terapéutica de antirretrovirais tem sido
recomendada quando ha interacdes medicamentosas significantes, resposta

virologica ndo observada ou toxicidade dose-dependente e outros fatores em
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virtude de uma ampla variabilidade entre os pacientes em uso desses farmacos
(DONNERER et al., 2008; NOTARI et al., 2006; RAKHMANINA et al., 2004,
PROUST at al., 2000).

A MTF de antirretrovirais ITRNN e IP tem se mostrado simples e
reprodutivel utilizando diferentes técnicas de andlise. Estudos realizados tém
determinado a concentracdo adequada para a supressao viral, evitando os
efeitos toxicos dos farmacos. Destes, pode-se citar o efavirenz, que teve sua
faixa terapéutica definida entre 1,0 e 4,0 yg/mL (DONNERER et al., 2008).

Os dois principais fatores que tém justificado a necessidade da MTF da
classe dos ITRN, principalmente zidovudina, lamivudina e abacavir, sdo: a
importancia do perfil farmacocinético adequado e a utilidade de uma terapia
com concentracdo controlada destes farmacos. Vale ressaltar que a relacéo
entre a concentracdo destes farmacos e o efeito terapéutico ainda nao foi
claramente definida. Além disso, os farmacos desta classe necessitam ser
fosforilados para se tornarem ativos no interior da célula. Portanto, a MTF desta
classe de ARV tem auxiliado, principalmente, em estudos de adesao
terapéutica e reacbes adversas a medicamentos (DONNERER et al., 2008;
HARDMAN & LIMBIRD, 2003).

Ha uma grande necessidade da MTF, uma vez que 25% dos pacientes
fazem uso inadequado dos medicamentos antirretrovirais, sendo que destes,
24,5% acreditam estar tomando corretamente os medicamentos, quando na
verdade sua prética era diferente da recomendada na prescricdo. Estes
achados reafirmam a existéncia de falhas no seguimento a terapéutica proposta
aos pacientes, assim como uma necessidade de fazer uma MTF que realmente
forneca aos profissionais informagdes seguras para interferirem no tratamento
(BRASIL, 2007; FIGUEIREDO et al., 2001).

O monitoramento terapéutico desses farmacos é recomendado para
evitar e retardar a resisténcia do virus, evitar a ndo adesdo usualmente
subestimada e avaliar interagbes farmacologicas (NOTARI et al.,, 2006;
PROUST at al., 2000).
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Muitos trabalhos publicados apoiam o conceito de MTF em pacientes
infectados com o HIV, mas ¢é importante que ela seja realizada
concomitantemente com outras intervencdes, tais como testes de resisténcia,
acompanhamento de adesdo e aconselhamento ao paciente para que a MTF

seja uma ferramenta eficaz na pratica clinica (RAKHMANINA et al., 2004).

1.4 Analises Cromatogréficas

1.4.1 Principio da Cromatografia

O principio da cromatografia foi inicialmente desenvolvido pelo quimico
David Talbot Day em 1897. Em seus resultados, Day e colaboradores
observaram a separacdo de fracdes do petrleo ao longo de uma coluna
empacotada com solidos (tais como terra ou argila), publicando este trabalho
em 1900 (AQUINO NETO & NUNES, 2003; CIOLA, 2003; SKOOG et al., 2002).
Paralelamente aos estudos de Day, o botanico russo Michael Semenovich
Tswett estudava um método para separar pigmentos de plantas, passando
solucbes destes componentes através de coluna de vidro empacotada com
carbonato de calcio. Em 1903, Tswett criou o termo cromatografia, ndo se sabe
se por ter separado pigmentos de coloracdes (em grego chroma significa cor e
graphein significa escrever) ou porque Tswett significa "cor" em russo, e, em
outras palavras, cromatografia seria a "técnica de Tswett" (AQUINO NETO &
NUNES, 2003; CIOLA, 2003; SKOOG et al., 2002).

Varios outros trabalhos foram publicados posteriormente sobre o método,
merecendo destaque os de A. J. P. Martin e R. L. M. Synge, que lhes valeram o
prémio Nobel de 1952 (AQUINO NETO & NUNES, 2003; CIOLA, 2003;
SKOOG et al., 2002).

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de
métodos que permitem separar componentes semelhantes de misturas
complexas. Desta forma, esta técnica pode ser considerada um método fisico-

quimico de separacdo, onde a amostra é transportada por uma fase movel e
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forcada a passar através de uma fase estacionaria. A fase mével é um fluido
insollvel na fase estacionaria, podendo ser um gas, um liquido ou um fluido
supercritico, que percola através da fase estacionaria. Esta, por sua vez, é
geralmente de grande area, podendo ser um soélido ou um liquido imiscivel e
fixa em uma coluna ou superficie sélida (AQUINO NETO & NUNES, 2003;
CIOLA, 2003; SKOOG et al., 2002).

A escolha das duas fases baseia-se no grau de distribuicdo dos
componentes da amostra entre as fases. Os componentes que tiverem mais
afinidade pela fase movel serdo arrastados pela mesma primeiramente. Os
componentes com maior afinidade pela fase estacionéria ficardo mais retidos,
movendo-se lentamente. Desta forma, os componentes sairdo em momentos
diferentes de acordo com a afinidade pelas fases movel e estacionaria
(AQUINO NETO & NUNES, 2003; CIOLA, 2003; SKOOG et al., 2002).

De acordo com o meio fisico no qual as fases estacionaria e movel entram
em contato, a cromatografia pode ser classificada em coluna ou planar. Na
cromatografia em coluna, a fase estacionaria € mantida dentro de um tubo
estreito, através do qual a fase movel é forcada a passar. Na cromatografia
planar, a fase estacionaria € suportada sobre uma superficie plana ou nos
intersticios de um papel, movendo-se por capilaridade ou por gravidade. Outra
forma de classificar as cromatografias € de acordo com o tipo de fase movel
empregada, podendo ser divido em trés categorias gerais: cromatografia
liquida, gasosa e com fluido supercritico (SKOOG et al., 2002).

1.4.2 Cromatografia liquida

A cromatografia liquida era, no principio, uma técnica demorada, no qual a
fase movel passava pela fase estacionaria por gravidade ou, no maximo, com
pequena pressdo de um gas inerte sobre o solvente. A monitoracdo era visual
ou pela andlise quimica das fracdes coletadas. Com os resultados analiticos,
construia-se um cromatograma através de um grafico em colunas. Até 1966, a

cromatografia liquida permaneceu desta forma, sendo que, a partir de trabalhos
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de Piel e colaboradores, as separagfes cromatograficas passaram a ser
rapidas e com grande eficiéncia. Da cromatografia liquida classica chegou-se,
entdo, a cromatografia moderna, ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE, do inglés High Performance Liquid Chromatography - HPLC) (AQUINO
NETO & NUNES, 2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem esta denominagdo em
virtude de algumas caracteristicas peculiares, podendo-se citar: maior poder de
separagdo cromatografica, maior velocidade de separagdo, monitoragao
continua do efluente da coluna, medicdo quantitativa exata, analises repetitivas
e reprodutivas com a mesma coluna e automacao do procedimento analitico e
do tratamento dos dados. Esta técnica tem se tornado cada vez mais usada
devido a sua sensibilidade, facil adaptacdo para determinagBes quantitativas
acuradas e sua ampla aplicabilidade a substancias de grande interesse para a
industria, para muitos campos da ciéncia e para o publico (AQUINO NETO &
NUNES, 2003; SKOOG et al., 2002).

Os detectores utilizados em cromatografia liquida podem ser de dois tipos
basicos: detectores de propriedades universais, que respondem a propriedades
da fase moével como em todo; e detectores de propriedades do soluto, que
respondem a algumas propriedades do soluto. Os detectores mais comumente
utiizados em HPLC disponiveis comercialmente s&o: absorbancia,
fluorescéncia, eletroquimico, indice de refracdo, condutividade, espectrometria
de massa, IVTF/FTIR e espalhamento de luz. Sabe-se que, aproximadamente
70% dos métodos publicados com cormatografia liquida, utiliza detectores
baseados em absorcao no UV. (SKOOG et al., 2002).

O detector UV de varredura, ou detector fotodiodo (PDA), tem sido cada
vez mais utilizado por suas vantagens em relacdo ao detector UV (monocanal).
Uma destas vantagens que podem ser obtidas com instrumentos multicanais
(PDA) esta diretamente relacionada com o tempo de analise e com o ruido
associado ao sinal medido. A simultaneidade na aquisicdo de dados pode
resultar, em comparacdo com um instrumento monocanal, em uma analise mais

rapida se a razéao sinal/ruido for mantida constante ou em um aumento na razéo
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sinal/ruido se o tempo de andlise for fixado. Portanto, por estes aspectos, a
aplicacdo de um espectrofotdbmetro multicanal com um arranjo de fotodiodos é
particularmente recomendada no estudo com HPLC e na diferenciacdo de
compostos que absorvem em comprimentos de onda bastante proximos
(RAIMUNDO JR & PASQUINI, 1997).

Os detectores PDA possibilitam o desenvolvimento de meétodos mais
sensiveis e seletivos, sendo amplamente aplicados as areas industrial,
farmacéutica e clinica. A obtencdo de um espectro para cada tempo de
retencdo permite ndo sé uma verificagdo mais completa a respeito da pureza do
pico cromatografico e consequentemente da eficiéncia da separacdo, como
também uma analise mais rapida, pois em uma Unica eluicdo todos os
cromoéforos podem, em tese, ser observados. Além disto, espécies mal
separadas cromatograficamente podem ser eventualmente determinadas caso
nao exista uma grande sobreposicdo espectral (RAIMUNDO JR & PASQUINI,
1997).

1.4.3 Extragao

Todo método de determinacdo quantitativa de farmacos (individual ou
simultaneo) envolve o preparo da amostra, que € de fundamental importancia
na andlise. A preparacdo da amostra pode ocorrer através de meétodos
mecanicos, como filtracdo e centrifugacdo, e métodos termodindmicos, como
cristalizagcdo e destilagdo. Na cromatografia moderna, tem-se usado a
precipitacdo protéica, a extracdo liquido—liquido ou fase sdlida, além das
extracdes que utilizam fluidos supercriticos (CIOLA, 2003).

Uma das condigbes exigidas para a amostra a ser injetada no
cromatografo € que a mesma ndo possua interferentes que saiam no mesmo
tempo de retencéo do farmaco em estudo (CIOLA, 2003).

A aplicacdo da extracéo fase soélida (EFS - Solid Phase Extraction, SPE)
do analito de uma matriz biolégica tem sido cada vez mais aceita, permitindo

ndo s6 a extracdo eficiente dos analitos, mas possibilitando também sua
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concentracdo e pré-purificacdo, aumentando tanto a recuperacdo, quanto a
eliminagcdo de alguns interferentes provenientes de co-administracdo de
farmacos (NOTARI et al., 2006; AQUINO NETO & NUNES, 2003).

As principais etapas envolvidas na extracdo fase solida séo: a) Ativacao
do sorvente pela passagem de solvente apropriado para condicionar a
superficie do solido; remogédo do solvente de ativacdo por um liquido de
composicdo similar a amostra. b) Aplicacdo da amostra; idealmente os analitos
séo retidos pelo sorvente. c) Remocéo de interferentes e parte da matriz com
um solvente que ndo remova os analitos. d) Eluicdo dos analitos do sorvente
com um solvente apropriado, de preferéncia que nao desloque componentes da
matriz que ainda estejam associados ao sorvente, coletando o eluato para
eventual concentracdo e posterior analise (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

As vantagens da extracdo fase solida frente a extracdo liquida-liquida
(ELL - Liquid-liquid extraction, LLE), além de extrair, concentrar e purificar os
analitos incluem menor uso de solventes, ndo formar emulsédo, facil automacéo
e geralmente maior rapidez, com reducdo do tempo gasto em até um quinto do
despendido na ELL (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

A selecao criteriosa do par fase movel/fase estacionaria é determinante
para a eficiéncia do processo de separacao, seja ele uma simples extracdo de
um grupo de substadncias ou a separacdo de analitos presentes num
determinado material (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

1.4.4 Analise cromatografica de antirretrovirais

A determinacdo de antirretrovirais em matrizes bioldgicas tem sido feita
por métodos cromatograficos, sendo um dos mais utilizados a cromatografia
liquida de alta eficiéncia que, além das vantagens de eficiéncia na separacéo,
rapidez e simplicidade, permite a separacdo e quantificacdo de diferentes
farmacos em uma Unica anélise (CIOLA, 2003; AYMARD et al., 2000).
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A seguir sera feita uma breve revisdo das principais metodologias em
cromatografia liquida utilizadas na andlise de antirretrovirais, destacando as
andlises de zidovudina e efavirenz.

Ha varias publicacdes que discorrem sobre técnicas cromatograficas
para analise da zidovudina e efavirenz em matrizes biologicas. Verweij-Van
Wissen et al. (2005) validaram uma técnica de quantificagdo de ITRN, incluindo
zidovudina no plasma, sem adicdo de padrdo interno. A técnica extrativa
escolhida foi extracdo fase solida utiizando metanol e agua, seguido da
separagdo e quantificacdo por HPLC-UV a 260 nm. A coluna e pré-coluna
utilizadas foram: C18, com 150 x 4,6 mm e C18, 20 x 3,9 mm, com particulas de
3,5 um, respectivamente. Dois tipos de fases moével foram utilizadas: tampéao
acetato (acetato de potassio 20 mM, pH 4,6 ajustado com &cido acético) —
acetonitrila 95:5 e 76:24 v/v. Os resultados foram lineares no intervalo de 15 a
5000 ng/L.

Rezk et al. (2003) validaram uma técnica cromatografica para quantificar
antirretrovirais, dentre eles zidovudina, utilizando extracdo fase solida dos
farmacos com adicdo do padrdo interno hexobarbital, tampdo acetato de
amonio 100 mM pH 7,0 e eluicho com metanol. A andlise cromatografica
consistiu de HPLC com detector UV, e coluna e pré-coluna: C18, com
150 x 3,9 mm e C18, 20 x 3,9 mm, com particulas de 5 um, respectivamente.
Foram utilizadas como fases movel: tampé&o acetato de amoénio 10 mM (pH 6,5
ajustado com &cido acético), acetonitrila e metanol. Este estudo foi avaliado no
intervalo de 10 ng/mL a 10 000 ng/mL. A técnica mostrou-se exata e precisa,
com recuperacdo maior que 90,0% para zidovudina.

Fan & Stewart (2002) determinaram zidovudina proveniente de plasma
humana usando aprobarbital como padréo interno. A extracdo fase solida foi
realizada utilizando metanol, 4gua, tampéo acetato de amoénio 25 mM pH 7,0 e
agua-acetonitrila 70:30 v/v como eluente. A separacdo e quantificacdo foram
realizadas por HPLC ion-par e deteccdo UV a 265 nm com elui¢do isocratica. A
fase movel utilizada foi composta de tampé&o fosfato de s6dio 20 mM pH 3,2 —

acetonitrila 86:14 v/v. O sistema cromatografico consistiu de coluna e pré-
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coluna C8 150 x 3,9 mm com particulas de 5 um. Esta técnica mostrou-se exata
e precisa, com recuperacao maior que 92% e linear no intervalo de 57,6 ng/mL
a 2.880,0 ng/mL de zidovudina.

Proust et al. (2000) desenvolveram e validaram uma técnica de analise
de farmacos antirretrovirais por HPLC-UV, que determina quantitativamente
seis farmacos antirretrovirais em plasma humano em uma Unica corrida. Dentre
os farmacos estd o efavirenz, utilizando 6,7-dimetil-2,3-di-(2-piridil)quinoxa)
como padrdo interno. As amostras de plasma foram tratadas por extragéo
liquido-liquido com hidroxido de sédio, &cido cloridrico e metil-terc-butil- éter. A
mistura foi separada por HPLC em coluna e pré-coluna C18 com particulas
5 um e deteccdo a 260 nm. A fase movel utilizada consiste de fosfato de sodio
25mM — acetonitrila 55,2:44,8 v/v, modificado com dietilamina 0,9% e
tetrahidroflurano 1%, com pH 3,0 ajustado com &cido ortofosférico. Os autores
avaliaram a seletividade da técnica na presenca de 33 farmacos comumente
usados por pacientes em uso de antirretrovirais, dentre eles antirretrovirais da
classe dos ITRN, antibacterianos, antifingicos, antiinflamatérios ndo-esteroidais
e benzodiazepinicos, observando que o0s mesmos nao interferiram na
determinacdo dos antirretrovirais. A técnica mostrou-se linear, exata e precisa,
com recuperacéao de 83,8%.

Rentsch (2003) desenvolveu uma técnica capaz de quantificar diferentes
IP e o efavirenz, usando o A-86093 ({acido (5S,8S,10S,11S)-9-hidroxi-2-
ciclopropil-5-1-metiletil)-1-[(2-1-metiletil)-4-tiazolil]-3,6-dioxo-8,11-bis(fenilmetil)-
2,4,7,12-tetraaza tridecano-13-0ico, 5-tiazolilmetil éster}) como padrdo interno.
Os antirretrovirais foram extraidos em fase sodlida com metanol e tampéao acido
fosforico 0,1% (pH 7,0 ajustado com hidroxido de sodio). A separacdo e
quantificacdo foi realizada por LC-MS e ionizagdo quimica com pressao
atmosférica, com coluna C18 12,5 cm x 2 mm e particulas 5 pm e pré-coluna
8 x 2 mm. A técnica mostrou-se altamente especifica, sem interferéncia de 37
farmacos comumente co-administrados com o0s antirretrovirais avaliados. A
técnica mostrou-se linear, exata e precisa com recuperacdo do efavirenz de

80% e limite de quantificacdo de 10 ng/mL.
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Dailly et al. (2004) desenvolveram e validaram uma técnica de
determinacédo simultanea de antirretrovirais, incluindo o efavirenz, por HPLC-UV
usando A-86093 ({acido (5S,8S,10S,11S)-9-hidroxi-2-ciclopropil-5-1-metiletil)-1-
[(2-1-metiletil)-4-tiazolil]-3,6-dioxo-8,11-bis(fenilmetil)-2,4,7,12-tetraazatridecano
-13-ico, 5-tiazolilmetil éster}) como padréo interno. As amostras foram extraidas
por extracdo liquido-liquido usando carbonato de sédio decahidratado 0,5 M,
pH 11,7 e acetato de etila/hexano 9:1 v/v. Na analise cromatografica, utilizou-se
coluna C18 250 x 4,6 mm e pré-coluna C18 20 x 3,9 mm, com particulas de
5um. Dois tipos de fase moével foram usadas: acetonitrila — perclorato
tetrametilamonio 0,025 M em acido trifluoroacético aquoso 0,2% (55:45 v/v) e
metanol - perclorato tetrametilamoénio 0,025 M em &cido trifluoroacético
aquoso 0,2% (55:45 v/v). A técnica mostrou- se especifica, exata e precisa, com
limite de quantificacdo de 100 ng/mL para o efavirenz.

Aymard et al. (2000) desenvolveram e validaram uma técnica em HPLC
com deteccgdo UV, usando extracdo solido-liquido sem padréo interno adaptado
aos antirretrovirais em estudo, incluindo zidovudina e efavirenz. Os autores
avaliaram a especificidade da técnica frente a 112 farmacos de diferentes
classes usados amplamente por pacientes com infeccéo por HIV em tratamento
com antirretrovirais. A técnica mostrou-se precisa, exata, especifica e linear,
com recuperacao maior que 70%, com limite de quantificacdo de 5 ng/mL para
zidovudina e 50 ng/mL para efavirenz.

Também baseado em extracdo soélido-liquido e HPLC-UV-Vis, Notari et al
(2006) conseguiram separar e quantificar simultaneamente 16 farmacos
antirretrovirais incluindo zidovudina e efavirenz. Os farmacos foram extraidos
por processo de extracdo fase solida com metanol, agua e fosfato acido de
potassio 0,01 M. A coluna e pré-coluna utilizadas foram: C18 250 x 4,6 mm com
particulas de 5 um e 20 x 3,9 mm, respectivamente. A fase movel foi composta
de acetonitrila e fosfato 4cido de potassio 0,01 M. A recuperacao observada foi
entre 88% e 120%. O limite de quantificagéo foi de 25 ng/mL para zidovudina e

100 ng/mL para efavirenz.
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1.5 Parametros de validacdo da metodologia analitic  a

A validacdo de um método analitico € um processo continuo que comeca
no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. A validagdo de uma técnica cromatografica consiste em uma
série de experimentos comprovando que esta atende todas as exigéncias de
aplicagbes analiticas, produzindo resultados confidveis e apresentando
reprodutibilidade comprovada (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).

Para uma técnica de analise utilizando matriz bioldgica ser considerada
validada segundo a ANVISA, a mesma deve atender uma série de parametros
como precisdo, exatiddo, linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, especificidade e recuperacdo, sendo que esses parametros
devem obedecer a um limite de variacdo dentro das normas aceitas por 6rgaos
oficiais de regulacdo. Segue, a seguir, a descricdo destes parametros (BRASIL,
2003).

1.5.1 Especificidade (Seletividade)

Define-se especificidade ou seletividade como a habilidade de um
método bioanalitico em diferenciar o analito de outros componentes que
possam estar presentes nas amostras a serem analisadas, tais como
metabdlitos, impurezas, excipientes, compostos de degradacdo ou
componentes da matriz, bem como outros compostos de propriedades similares
que possam estar, porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade néo
for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).
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1.5.2 Linearidade e faixa de aplicacdo

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia analisada,
dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004; BRASIL,
2003).

A curva de calibragéo é utilizada para predizer a linearidade da técnica,
fornecendo uma equacdo matematica representativa da relagdo entre a
resposta do instrumento e a concentragdo conhecida do analito. Para métodos
analiticos em quantificacdo simultdnea de mais de um farmaco em uma mesma
analise, deve-se gerar uma curva de calibracdo para cada farmaco, utilizando-
se a mesma matriz biolégica proposta para o estudo (BRASIL, 2003).

De acordo com normas da ANVISA, a curva de calibragdo deve incluir a
analise de amostra branco (matriz biolégica isenta do farmaco e do padréo
interno), amostra zero (matriz biolégica mais padrao interno) e de, no minimo,
seis amostras contendo padréo interno e farmaco, contemplando a faixa de
aplicacdo esperada, do LIQ até 120% da concentracdo mais alta que se
pretende analisar (BRASIL, 2003).

A curva devera cumprir 0s seguintes critérios de aceitacdo: desvio menor
ou igual a 20% em relacdo a concentracdo nominal para o LIQ, e menor ou
igual a 15% para as outras concentracfes. Para que a curva seja aceita, no
minimo quatro das seis contragfes devem estar dentro dos paréametros de
aceitagdo, incluindo o LIQ e a maior concentracdo, além de apresentar um

coeficiente de correlacéo linear igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2003).

1.5.3 Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra sob condi¢bes definidas
previamente. Deve ser avaliada em dois niveis: a) repetibilidade, ou precisdo

intra-ensaio, que representa a concordancia entre os resultados de medicdes
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sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢des; b) precisao intermediaria, ou
precisdo inter-ensaio, indica o efeito das medi¢cdes sob condi¢cbes variadas
(RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).

Para avaliar a precisdo da técnica € necessario analisar, no minimo, trés
concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variacdo do
procedimento e realizar no minimo, cinco determinacdes por concentracao.

A precisdo da técnica pode ser expressa como o desvio padréo relativo
(coeficiente de variacdo) de uma série de medidas realizadas em dias distintos,

de acordo com a seguinte equacao (BRASIL, 2003):

DPR=—+100
CMD

onde, DPR é o desvio padrao relativo, DP é o desvio padrdo e CMD a
concentragcdo média determinada.

O desvio padrédo relativo deve ser menor ou igual a 20% para o LIQ e
menor ou igual a 15% para as demais concentracfes para que 0 mesmo seja
considerado preciso (BRASIL, 2003).

1.5.4 Exatidao

A exatiddo é a proximidade dos resultados obtidos pela técnica em
estudo em relacdo ao valor verdadeiro do analito presente na amostra, devendo
ser determinada apos o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade da técnica. Para avaliar este parametro, no minimo nove
determinacfes de solugBes dos analitos devem ser feitas em 3 niveis diferentes
(alto, médio e baixo) preparadas a partir de plasma branco e analisadas
3 aliquotas de cada solugdo no mesmo dia (exatiddo intra-ensaio) e em dias
diferentes (exatidao inter-ensaio) (BRASIL, 2003).

A exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentragcdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente,

como mostra a equacao seguinte (BRASIL, 2003):
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Exatidao= % 100
CT

onde, CME = concentracdo média experimental e CT = concentracéo teorica.

O coeficiente de variagdo deve ser menor ou igual a 15% para que o
mesmo seja considerado exato, exceto para o LIQ, para o qual se admite
desvios de até 20% (BRASIL, 2003).

1.5.5 Limite de Deteccédo

E um parametro de capacidade de deteccdo da técnica analitica e
corresponde & menor concentracdo do farmaco presente em uma amostra,
porém ndo necessariamente quantificada, sob condigcbes experimentais
estabelecidas. Deve ser estabelecido por meio da andlise de solucdes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel (BRASIL, 2003).

Recomenda-se que o limite de deteccdo seja de duas a trés vezes
superior ao ruido da linha de base, como mostra a equacéo seguinte (BRASIL,

2003):
DPe«3
IC

onde LD é o limite de deteccao, DP o desvio padrdo e IC a inclinacdo da curva

LD =

de calibracéo.

1.5.6 Limite Inferior de Quantificacéo
E o parametro que corresponde & menor concentracdo analisada do
farmaco, com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condi¢cdes estabelecidas.

Deve ser estabelecido por meio da analise de solucbes com concentracdes
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conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel determinavel com
precisdo e exatiddao (BRASIL, 2003).

Recomenda-se que o limite inferior de quantificagcdo seja dez vezes
superior ao ruido da linha de base, como mostra a seguinte equacao (BRASIL,
2003):

L0 = DP.«10
IC

onde LIQ é o limite inferior de quantificagdo, DP o desvio padrdo e IC a

inclinagdo da curva de calibragao.
1.5.7 Recuperagao

A recuperacédo € definida como a propor¢cdo da quantidade da substancia
de interesse, presente ou adicionada na por¢ao analitica do material teste que é
extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).

A recuperacdo absoluta corresponde a percentagem de extracdo do
farmaco adicionado a matriz biolégica, em 3 niveis de concentracéo (alta, média
e baixa) diferentes (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003; VANBEL et al., 1995;
PENG & CHIOU, 1990).

O célculo da recuperacao absoluta deve ser feito em funcéo da relagcédo de
area do padrdo extraido e ndo extraido, tanto para o analito quanto para o

padréo interno separadamente (BRASIL, 2003).

~ C
RecuperacaoAsoluta= —=4—+100
N&ao—Ext

onde Cex € a concentracdo do analito extraido e Cnso-ext; @ CONcentracao

do analito ndo extraido.
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1.5.8 Controle de Qualidade

As amostras de controle de qualidade séo utilizadas em trés niveis de
concentracdo, devendo-se estabelecer as concentragdes dentro do intervalo de
linearidade do método, seguindo a seguinte recomendacao (BRASIL, 2003):

a) Controle de qualidade de baixa concentracdo: concentracdo menor ou

igual a trés vezes o LIQ;

b) Controle de qualidade de média concentracdo: concentracdo de

aproximadamente a média entre CQB e CQA;

c) Controle de qualidade de alta concentracdo: de 75 a 90% da maior

concentracdo da curva de calibragéo.

1.5.9 Estudo de Estabilidade

O estudo de estabilidade visa determinar se o analito permanece
quimicamente inalterado em uma determinada matriz, sob condicdes
especificas por determinado intervalo de tempo. Desta forma, a estabilidade
depende das propriedades quimicas dos farmacos, da matriz biolégica e do
material de acondicionamento utilizado (BRASIL, 2003).

A estabilidade deve ser avaliada nos seguintes momentos: durante a
coleta e manuseio da amostra, ap0s armazenamento de longa (congelamento)
e curta duracdo (temperatura ambiente), apds trés ciclos de congelamento e
descongelamento e nas condi¢cdes de analise (BRASIL, 2003).

Para realizar o teste de estabilidade, deve-se utilizar um conjunto de
amostras preparadas a partir de uma solucdo estoque recente do farmaco em
analise, adicionado a matriz bioldgica isenta de interferéncia (BRASIL, 2003). A
avaliacdo da estabilidade deve ser realizada analisando, no minimo, em
triplicata das concentracdes baixa e alta, determinadas na validacdo (BRASIL,
2003).

Diante do exposto, pensamos em desenvolver uma técnica de analise

cromatogréfica utilizando detector PDA para quantificar no plasma de pacientes
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os principais farmacos utilizados no esquema terapéutico antirretroviral triplo
inicial. Com base nesta pesquisa inicial, espera-se obter dados suficientes para
subsidiar estudos de adesao terapéutica e reacdes adversas a medicamentos e
assim, possibilitar, em um futuro proximo, a implantacdo do servico de
monitoracdo terapéutica de antirretrovirais no Servico de Atendimento
Especializado do HC/UFG.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma técnica capaz de quantificar os niveis de
farmacos antirretrovirais zidovudina e efavirenz presentes no plasma dos
sujeitos portadores de HIV, em acompanhamento da terapia antirretroviral
(TARV) no Servico de Atendimento Especializado (SAE) do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias (HC/UFG).

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver uma técnica de analise e extracdo para quantificar
0s antirretrovirais efavirenz e zidovudina no plasma dos sujeitos;

- Validar a técnica desenvolvida para quantificar os antirretrovirais
efavirenz e zidovudina segundo os parametros da Resolucéo
Especifica nimero 899 de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA);

- Conhecer o perfil clinico dos sujeitos em uso do esquema
terapéutico efavirenz/lamivudina/zidovudina;

- Quantificar os farmacos efavirenz e zidovudina no plasma dos
sujeitos em uso do esquema terapéutico

efavirenz/lamivudina/zidovudina.
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3 METODOLOGIA

O estudo realizado é classificado como analitico, descritivo e documental
desenvolvido na Central Analitica do Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-

Farmacologicas da UFG (NEPET).

3.1 Materiais

3.1.1 Substancias quimicas

» Efavirenz 99,8% (padrao USP)

* Zidovudina 99,0% (padrao USP)

* 5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina — MPPH - 99,0% (padréo Sigma)
« Acido ascérbico (amostra comercial)
* Alopurinol (amostra comercial)

* Atenolol (amostra comercial)

» Diclofenaco (amostra comercial)

» Dipirona (amostra comercial)

* Fluconazol (amostra comercial)

e Lamivudina (padrdo USP)

e Omeprazol (amostra comercial)

» Paracetamol (amostra comercial)

e Quinidina (amostra comercial)

» Sulfametoxazol (amostra comercial)
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3.1.2 Reagentes

» Acetonitrila grau HPLC (Honeywell);

« Agua Ultrapura (Milli-Q);

» Dietilamina — (Cromatografo Produtos Quimicos Ltda);
e Metanol — grau HPLC (J. T. Baker).

3.1.3 Outros materiais

» Sistema de coleta de sangue a vacuo (BD-Vacutainer®);

* Plasma humano livre de antirretrovirais (Instituto Goiano de Hemoterapia
— INGOH);

» Coluna cromatografica ACE 5 C18 100 x 4,6 mm,;

 Membrana 0,45 pm de didmetro de poro, 47 mm de didmetro branca e
lisa (Millipore);

» Cartucho de extragcdo em fase solida Strata C-18E 500mg, 3mL —
(Phenomenex).

3.1.4 Equipamentos
» Agitador magnético com aquecimento (Nova Técnica);
« Balanca Analitica modelo FA2104N (Celtac);
» Centrifuga modelo Excelsa 2 (Fanem Ltda);
» Compressor aspirador modelo 089-CAL (Fanem);
» Concentrador modelo TE-019 (Tecnal);
» Estufa de esterilizagcdo universal modelo 219 (Fabbe-Primar);
» Lavadora ultrass6nica modelo USC 1400 (Unique);
» Purificador de agua modelo Simplicity 185 (Waters Millipore);
» Refrigerador freezer -20°C 300L (Cénsul);
» Refrigerador modelo DC 360L (Eletrolux);
* Voértex modelo AP-56 (Phoenix).
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» Sistema HPLC: HPLC Shimadzu — LC - 20AT Prominence; Auto-injetor
Shimadzu — SIL - 20A Prominence; Detector PDA Shimadzu — SPD -
M20A Prominence; Degaseificador Shimadzu — DGU - 20As Prominence;
Forno de Coluna Shimadzu — CTO - 20A Prominence; Maodulo
Controlador Shimadzu — CBM - 20A Prominence; Computador com

software LC Solution para aquisicdo dos dados.

3.2 Sujeitos

3.2.1 Critérios de inclusdo

Sujeitos com diagnaostico HIV positivo, maiores de 18 anos, de ambos o0s
géneros, em acompanhamento clinico no Servico de Atendimento
Especializado (SAE) do HC/UFG fazendo uso do protocolo terapéutico
antirretroviral efavirenz 600 mg uma vez ao dia e lamivudina 150 mg/zidovudina

300 mg duas vezes ao dia.

3.2.2 Critérios de exclusao

Sujeitos em uso do esquema terapéutico efavirenz/lamivudina/zidovudina
com tempo de tratamento inferior a trés meses foram excluidos do estudo,
assim como aqueles que, apesar do consentimento, ndo tiveram disponibilidade

de comparecer para a coleta de sangue.

3.2.3 Amostra

De todos os pacientes HIV positivo em acompanhamento clinico no
(SAE) do HC/UFG, 120 faziam uso de antirretrovirais em outubro de 2008
quando comecou a coleta de informagfes. Naquela época, dos 120 pacientes
em TARYV, 85 estavam em uso do protocolo terapéutico estudado. Todos estes

85 pacientes foram convidados a participar do estudo, de acordo com critérios
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de inclusao e exclusdo adotados. Apds todos os esclarecimentos, 30 sujeitos
consentiram em participar da pesquisa, recebendo o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e assinando-o em duas vias na presenca de duas
testemunhas. Destes sujeitos, foi possivel coletar sangue de apenas 19, por
indisponibilidade dos demais. A amostra para quantificacdo dos farmacos
consistiu de plasma de 12 sujeitos, uma vez que por problemas técnicos houve
necessidade de desprezar 07 amostras de plasma. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal do HC/UFG, sob o nimero do
protocolo: CEPMHA/HC/UFG 179/2007, datado de 10/04/2008.

3.3 Coleta de dados clinicos e terapéuticos

Os dados relativos a dispensacgao de antirretrovirais nos ultimos 12 meses
foram coletados das fichas de dispensacao de antirretrovirais da Secdo de
Farméacia do HC/UFG. Os dados clinicos, como data do inicio da terapia
antirretroviral, carga viral, contagem de linfocitos T-CD4 e presenca de

infecgBes oportunistas foram coletados dos prontuarios dos sujeitos.

3.4. Preparo das solucdes

3.4.1 Preparo das solugfes contendo padrao primario

As solugbes de trabalho utilizadas durante o estudo foram obtidas a partir
de solucdes estoque de cada substancia: zidovudina e efavirenz. Preparou-se,
para cada substancia, uma solucdo padrdo estoque na concentracao de
1mg/mL, pesando-se 10 mg de padrdo primario e solubilizando em 10 mL de
metanol, armazenando-as em freezer a —20<C.

O padrao interno utilizado foi a 5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina (MPPH).
Foi realizada a pesagem de 10 mg do padrédo priméario de MPPH, solubilizando-
o em 10 mL de metanol e posteriormente armazenando a solucdo em freezer
a—20°C.
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3.4.2 Preparo das solugfes contendo padrdo secundar io

As solucbes contendo padrdo secundario e as obtidas a partir de
medicamentos foram preparadas usando metanol 50% em &gua ultrapura e
posteriormente utilizadas para avaliar a especificidade da técnica

cromatogréfica desenvolvida.

3.4.3 Preparo das solugcbes para curva de calibracéo e controle de

qualidade

Solugdes intermediarias contendo zidovudina e efavirenz foram obtidas a
partir das solucdes estoque para a obtencdo da curva de calibracdo. As
solucdes intermediarias foram preparadas 10 vezes mais concentradas que as
concentragdes utilizadas na curva de calibragdo: 500, 2.000, 5.000, 10.000,
30.000 e 50.000 ng/mL de cada substancia em solugdo de metanol 50% em
agua ultrapura. A curva de calibracao foi construida com oito pontos, a saber:
branco, zero, 50, 200, 500, 1.000, 3.000 e 5.000 ng/mL de zidovudina e
efavirenz.

As solucdes de controle de qualidade correspondem a 100, 2.000 e
4.000 ng/mL dos antirretrovirais para os controles de concentracdo baixa, média
e alta, respectivamente.

A solucdo estoque contendo padréo primario do MPPH foi diluida para
concentragao intermediaria de 40.000 ng/mL, e esta para 4.000 ng/mL, sendo a
ultima adotada como solucéo de trabalho para todas as amostras.

Para a preparacdo da curva de calibragcdo e controles de qualidade
utilizou-se em cada ponto, 500 pL de plasma humano branco previamente
centrifugado, sendo adicionados 50 pL de padrao interno MPPH e 50 pL de
solucdo de trabalho contendo zidovudina e efavirenz. As raz0es area da
solucdo de trabalho dos farmacos/area da solucdo do padrdo interno
constituiram os pontos da curva de calibracdo. Além dos pontos da curva de

calibracdo e controles, foram preparados mais dois pontos: o branco, contendo
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500 pL de plasma humano livre de farmacos, acrescido de 100 pL de metanol
50% em agua ultrapura; e o ponto zero, constituido de 500 pL de plasma
humano branco, adicionado de 50 pL de padréo interno e 50 pL de metanol

50% em &gua ultrapura.

3.5 Obtencao, processamento e conservacao das amost  ras

As amostras de sangue venoso foram coletadas no Laboratério de
Analises Clinicas Rémulo Rocha da Faculdade de Farmacia da UFG utilizando
sistema de coleta de sangue a vacuo contendo anticoagulante EDTA. O plasma
foi separado imediatamente apos a coleta por centrifugagdo a 3.500 rpm por
5min e em seguida armazenado a —20C para posterior analise na Central
Analitica do NEPET.

No dia da andlise por HPLC-PDA das amostras, o plasma foi
descongelado e aquecido a 56° C por 1 h para inativacdo de possiveis
particulas do HIV presentes. Em seguida, as amostras foram extraidas e

submetidas a analise cromatogréfica.

3.6 Desenvolvimento da técnica de extracao

Para a técnica extrativa, testou-se primeiramente a precipitacao protéica e
a extracdo liquida-liquida, por serem técnicas consideradas com custo reduzido,
quando comparado com a extracdo fase solida. Testaram-se estas extracdes
em diferentes faixas de pH e utilizando diferentes solventes. Avaliou-se, ainda a
eficiéncia da extracdo fase sélida das amostras.

As amostras foram preparadas em tubos de ensaio adicionando 500 pL de
plasma, 50 pL do padrdo interno e 50 pL de metanol 50% em agua ultrapura,
homogeneizando-se em vortex durante 10 segundos.

Paralelamente ao preparo das amostras, procedeu-se o condicionamento
dos cartuchos de extracdo. O cartucho foi adaptado em um tubo de ensaio, e 0

conjunto colocado na centrifuga. Para condicionar o cartucho utilizou-se 3 mL
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de metanol, seguido de centrifugacdo a 3500 rpm durante 3 minutos, com
posterior adicdo de 3 mL de agua ultrapura, e centrifugacédo a 3500 rpm durante
6 minutos.

Posteriormente, os conteudos dos tubos de ensaio foram transferidos
para os cartuchos de extracdo em fase sélida, procedendo a nova centrifugacéo
a 3500 rpm durante 3 min, lavagem com 1 mL de &gua ultrapura e
centrifugacdo novamente a 3500 rpm durante 3 min.

Os tubos de ensaio conectados aos cartuchos foram substituidos por
novos tubos limpos. As substancias foram eluidas com 2 mL de metanol e
centrifugadas a 3500 rpm por 3 min. O conteddo do tubo de ensaio foi
totalmente evaporado a 50C com auxilio de um conce ntrador de amostras
acoplado a uma bomba a vacuo e posteriormente ressuspenso com 200 uL de
metanol a 50% em agua ultrapura. Esta solugdo foi transferida para um vial,

consistindo na aliquota a ser injetada no cromatografo.
3.7 Desenvolvimento da técnica analitica

Varios estudos preliminares foram realizados para desenvolver e
estabelecer as condi¢cdes cromatogréficas ideais de quantificacdo da zidovudina
e efavirenz. Os principais parametros avaliados nesta etapa foram: modelo de
coluna cromatogréafica, composi¢cdo da fase movel, tempo de andlise, fluxo da
fase movel, volume de injecdo da amostra, comprimento de onda para a
deteccéo das substancias e padréo interno.

Utilizou-se a coluna cromatografica fase reversa (C18) (100 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno) da marca ACE®.

Utilizaram-se duas fases moveis, assim subdivididas: fase movel A
(acetonitrila), e fase mével B (dietanolamina: agua ultrapura, com pH ajustado
em aproximadamente 7,8). Para a técnica desenvolvida utilizou-se gradiente de
concentracdo das fases moveis A e B e do fluxo. O volume de amostra injetada
foi de 30 pL, tanto para os padrbes quanto para as amostras extraidas dos

sujeitos.
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O detector utilizado foi o UV-Visivel de varredura (PDA), sendo
estabelecido um comprimento de onda especifico para cada substancia

analisada.

3.8 Validagéo da metodologia analitica

Para a definicdo da especificidade da técnica analitica dos antirretrovirais
em estudo, realizou-se um estudo de compostos que pudessem interferir na
analise. Os pacientes em terapia antirretroviral fazem uso de diversos farmacos
concomitantemente, tanto para doencas oportunistas como para indicacoes
diversas. Realizou-se um levantamento, através de consulta aos prontuarios
médicos e bibliografia especializada dos farmacos mais comumente usados por
este grupo de individuos. Dos farmacos comumente prescritos a pacientes em
uso da terapia antirretroviral, os selecionados para analise foram: &cido
ascorbico, alopurinol, atenolol, diclofenaco de sodio, dipirona, fluconazol,
omeprazol, paracetamol, quinidina e sulfametoxazol.

Preparou-se solugdes destes farmacos nas concentracdes de 1 mg/mL em
metanol 50% em &gua ultra pura. Posteriormente, injetou-se 30 pL da solucao
no HPLC em concentracdes decrescentes, partindo da solucao de trabalho. O
tempo de corrida foi extendido de 25 para 60 min, para confirmar a possivel
interferéncia dos farmacos.

As amostras da curva de calibracdo e controles de qualidade preparadas
foram utilizadas para avaliacao da linearidade, precisdo, exatidao, limite inferior
de quantificagdo e recuperacdo absoluta. Para a precisdo e exatidao, realizou-
se a analise em trés dias distintos preparando, para cada dia, uma curva de
calibracao.

Todos os testes de validacao foram realizados conforme exigéncias da RE
n° 899/2003 da ANVISA. A figura 2 ilustra o fluxograma geral do trabalho

desenvolvido.
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento da técnica cromatografica

Para proceder a identificacdo e quantificacdo da zidovudina e efavirenz
em plasma humano, vérios testes consecutivos foram realizados, alternando as
condicdes cromatograficas consideradas ideais para a extracdo e quantificacao.
As condicdes consideradas satisfatorias estdo apresentadas nos Quadros 3 e 4.

Quadro 3 Sumario da técnica de extracdo em fase sélida desenvolvida para

guantificacéo de zidovudina e efavirenz

Cartucho Strata C-18E 500mg, 3mL

Condicionamento 3 mL de metanol, centrifuga £ 3500 rpm, 3 min

3 mL de agua, centrifuga + 3500 rpm, 8 min

Adicado da amostra 500 uL de plasma, centrifuga £ 3500 rpm, 3 min
Lavagem 1 mL de &gua, centrifuga £ 3500 rpm, 3 min
Eluicédo 2 mL de metanol, centrifuga £ 3500 rpm, 3 min
Secagem 50°C sob presséo, + 100 min

Ressuspenséo 200 pL de metanol 50% em &gua ultrapura
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Quadro 4 - Sumaéario da técnica analitica por HPLC-PDA desenvolvida para

guantificacdo de zidovudina e efavirenz

Coluna ACE 5 C18, 100 x 4,6 mm, 5um
Fase movel A Acetonitrila
Fase mével B Dietanolamina: agua ultrapura pH 7,8
Gradiente de FM Tempo (min) %A %B
0,0 14 86
10,0 14 86
13,5 30 70
14,5 60 40
19,0 60 40
20,0 14 86
25,0 14 86
Fluxo Tempo (min) mL/min
0,0 0,5
9,5 0,5
14,5 2,0
19,5 2,0
23,0 0,5
25,0 0,5
Detector PDA AZT A =267 nm
EFZ A =249 nm
MPPH A =240 nm
Volume de injecao 30 uL
Temperatura ambiente
Tempo de corrida 25 min

Legenda: FM = fase movel; AZT = zidovudina; EFZ = efavirenz; MPPH = 5-(4-
metilfenil)-5-fenilidantoina

A definicdo dos comprimentos de onda de absor¢cédo para cada farmaco
foi estabelecida ap0s revisdo bibliografica e realizacdo de testes analiticos do
espectro de absorbancia na faixa do ultravioleta e nos tempos de retencao dos

analitos utilizando o HPLC, escolhendo-se aqueles que apresentassem area
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satisfatéria com menor interferéncia de outros picos. Os espectros UV estédo

ilustrados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Espectro UV da zidovudina
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Figura 4 - Espectro UV do efavirenz

A ordem de eluicdo dos farmacos foi obtida por meio de injecdes
individuais dos padrdes, conforme o0s respectivos tempos de retencdo

representados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Ordem de eluicdo da zidovudina, 5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina e

efavirenz com seus respectivos tempos de retengéo

Farmaco tR (min)
AZT 6,5
MPPH 16,6
EFZ 18,2

Legenda: tR = tempo de retencdo em minutos; AZT = zidovudina; EFZ =
efavirenz; MPPH = 5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina

A separacdo cromatografica dos picos de zidovudina, MPPH e efavirenz

esta ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 - Cromatograma referente a andlise da solucao padréo dos farmacos:
1- zidovudina (3000 ng/mL); 2- MPPH (4000 ng/mL); 3- efavirenz (3000 ng/mL).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,83; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccdo 240 (preto), 249 (vermelho) e

267 nm (rosa)
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4.2 Validagado da técnica cromatografica por HPLC-PD A para a andlise de

zidovudina e efavirenz em plasma

A seguir, estdo descritos os resultados da validacdo obtidos segundo
parametros da RE n°899/2003 da ANVISA.

4.2.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada mediante andlise de plasma branco de
diferentes individuos e de plasma contaminado com o padrao interno (Figuras 6
e 7). Observa-se que ndo houve interferéncia dos componentes do plasma na
amostra. Além disso, analisou-se a possivel intervencdo de onze farmacos
(acido ascoérbico, alopurinol, atenolol, diclofenaco de sodio, dipirona, fluconazol,
lamivudina, omeprazol, paracetamol, quinidina e sulfametoxazol) previamente
selecionados. Destas andlises foram obtidos os cromatogramas representados
nas Figuras de 13 a 22 (Anexo 3). Observou-se que nenhum dos farmacos
avaliados apresentou o mesmo tempo de retencdo dos farmacos estudados,

fornecendo separacao cromatogréfica satisfatéria.
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Figura 6 - Cromatograma referente a andlise de plasma branco. Coluna

ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente acetonitrila:dietanolamina
em agua pH 7,8; vazdo de fase moével: 0,5 a 2,0 mL/min. Volume injetado:
30 uL. Deteccao 240 (preto), 249 (vermelho) e 267 nm (rosa)
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Figura 7 - Cromatograma referente a analise da amostra zero, com o padrédo
interno MPPH (4000 ng/mL). Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel:
gradiente acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazao de fase mével: 0,5
a 2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéo 240 (preto), 249 (vermelho) e

267 nm (rosa)
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4.2.2 Linearidade e Curva de calibracéo

A linearidade da técnica foi avaliada utilizando amostras de plasma
branco enriquecidas com padrdes de zidovudina e efavirenz em seis diferentes
concentragdes (50, 200, 500, 1000, 3000 e 5000 ng/mL). As equacdes da reta e
0s respectivos coeficientes de regressao linear estdo representados na Tabela
3.

Tabela 3 - Parametros de linearidade obtidos na validacdo da técnica

desenvolvida para quantificar zidovudina e efavirenz

Lote Equacéo da reta r
Zidovudina 1 y = 0,002396 x + 0,01456 0,99991
2 y =0,0023717 x + 0,0283 0,99978
3 y =0,0023474 x + 0,07091 099916
Efavirenz 1 y =0,0007755 x £ 0,01641 0,99914
2 y =0,0006519 x + 0,01817 0,99278
3 y = 0,0006681 x + 0,01486 0,99473

Legenda: y = concentracdo do analito; x = razdo da area do analito/padréo

interno; r = coeficiente de correlacao

As Figuras 8 e 9 ilustram as curvas de calibracdo utilizadas nas analises

quantitativas de zidovudina e efavirenz.
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Figura 8 - Curva de calibracdo obtida para zidovudina referente ao lote 1.

Intervalo de concentracao plasmatica avaliado: 50 a 5000 ng/mL
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Figura 9 - Curva de calibracdo obtida para efavirenz referente ao lote 1.

Intervalo de concentracdo plasmatica avaliado: 50 a 5000 ng/mL
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4.2.3 Limite inferior de quantificacdo

A figura 10 ilustra um cromatograma obtido da amostra do limite inferior
de concentracdo de zidovudina e efavirenz a 50 ng/mL e padrdo interno a
4000 ng/mL.
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Figura 10 - Cromatograma referente a andlise da amostra LIQ (50 ng/mL) de

25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 min

zidovudina e efavirenz. Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel:
gradiente acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5
a 2,0 mL/min. Volume injetado: 30 pL. Deteccédo 240 (preto), 249 (rosa) e 267

nm (vermelho)

4.2.4 Recuperagao, Precisédo e Exatidao

A Tabela 4 apresenta os valores de recuperacao e precisédo (coeficiente
de variacdo) e exatiddo (erro relativo) intra e inter-dia, em diferentes

concentracdes de zidovudina e efavirenz, obtidos pela técnica desenvolvida.

Resultados 47



Tabela 4 - Valores de recuperacao, precisdo e exatidado obtidos para zidovudina

e efavirenz utilizando a técnica desenvolvida em HPLC-PDA

Conc. Lotes Conc. Recup Preciséao Exatidao
nominal obtida absol. (CV)% (ER)%

ng/mL (ng/mL) (%) Intra- Inter- Intra-  Inter-

ensaio0 ensaio  ensaio ensaio

AZT LIQ 1 43,36 1,41 9,86 13,27 8,20
(50) 2 43,21 1,17 13,57
3 51,13 4,09 2,25

CQB 1 91,33 88 8,30 4,83 8,67 3,29
(100) 2 99,66 5,36 0,34
3 99,15 5,49 0,85

CQM 1 192492 84 4,29 6,15 3,75 9,64
(2000) 2 1703,83 0,70 14,81
3 1793,05 2,02 10,35

CQA 1 4012,10 79 1,42 3,66 0,30 1,12
(4000) 2 3916,09 3,34 2,10
3  4206,29 6,24 5,16

EFZz LIQ 1 42,35 5,54 17,79 15,30 15,37
(50) 2 42,47 1,09 15,07
3 42,12 4,60 15,76

CcQoB 1 88,01 98 7,75 0,73 11,99 12,72
(100) 2 86,88 3,13 13,12
3 86,94 1,36 13,06

CQM 1 1980,72 92 4,01 7,44 0,96 8,72
(2000) 2 1728,34 2,02 13,58
3 1767,76 1,93 11,61

CQA 1 3989,60 87 0,98 3,45 0,26 3,47
(4000) 2  4151,87 1,36 3,80
3  4274,60 1,45 6,86

Legenda: Conc = concentragdo; CV = coeficiente de variagdo; Recup absol =
recuperacao absoluta; ER = erro relativo; AZT = zidovudina; EFZ = efavirenz;
LIQ = limite inferior de quantificacdo; CQB = amostra de controle de qualidade
de baixa concentracdo; CQM = amostra de controle de qualidade de média

concentracdo; CQA = amostra de controle de qualidade de alta concentragao.
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As amostras de plasma para o teste de recuperacéo foram enriquecidas
com trés diferentes concentracdes dos analitos, sendo que, para cada
concentracao, os testes foram realizados em quintuplicata. Os valores médios
da recuperacdo absoluta para os analitos estdo representados na Tabela 4,

sendo a recuperagdo média do MPPH de 89%.

4.3 Perfil clinico e quantificacdo dos farmacos efa  virenz e zidovudina no
plasma dos  sujeitos em uso do esquema  terapéutico

efavirenz/lamivudina/zidovudina

Para avaliar a aplicabilidade da técnica, foram analisadas amostras de
plasma de sujeitos em tratamento com zidovudina e efavirenz. As
concentracdes obtidas destes farmacos e o perfil clinico dos sujeitos da
pesquisa estao apresentadas na Tabela 5. Um cromatograma representativo da

andlise destas amostras esta ilustrado na Figura 11.
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Tabela 5 - Tempo de terapia antirretroviral, carga viral, contagem de linfécitos
TCD4 e concentragbes plasmaticas de zidovudina e efavirenz obtidos dos 12

sujeitos participantes deste estudo

Sujeito Tempo Carga Viral LTCD4 Concentracdo
TARV (copias/mL) (células/mm ) plasmatica obtida
(meses) antes dltima Antes  (ltimo AZT EFZ
TARV com TARV com (ng/mL) (ng/mL)
TARV TARV
1 52 >500000 <50 343 460 <LIQ 1059,87
2 70 270000 <50 331 822 <LIQ 1860,39
3 13 23464 277 207 128 <LIQ 1868,21
4 08 24117 NC 344 NC 52,30 3599,16
5 42 68368 <50 224 461 <LIQ 2177,53
6 19 149804 <50 251 348 <LIQ 2476,73
7 70 138159 <50 158 309 <LIQ 2940,64
8 05 7979 <50 284 439 <LIQ 1288,49
9 30 18442 <50 199 807 53,22 2025,44
10 53 112613 <50 46 243 <LIQ 1677,50
11 19 193034 <50 122 268 80,83 972,53
12 11 224080 <50 270 558 <LIQ 1569,84
Média+ 33+24 144172 <50 231+92 440+ 62116 1960 +766
DP + 141861 220

Legenda: TARV = terapia antirretroviral; NC = ndo consta a informagédo no
prontuario; LTCD4 = contagem de linfocitos TCD4; AZT = zidovudina;, EFZ =

efavirenz; DP = desvio padréo; LIQ = limite inferior de quantificacdo
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Figura 11 - Cromatograma referente a analise de amostra de plasma de sujeito
em terapia antirretroviral. Concentracdes determinadas: 1 - 80,83 ng/mL de
zidovudina; 2 - 972,53 ng/mL efavirenz. Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm).
Fase movel: gradiente acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazédo de
fase mével: 0,5 a 2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccdo 240 (preto),
249 (rosa) e 267 nm (vermelho)

As infecgbes oportunistas registradas nos prontuarios dos sujeitos estao

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - InfeccOes oportunistas diagnosticadas nos sujeitos participantes
deste estudo fazendo uso do protocolo terapéutico antirretroviral AZT/3TC/EFZ

com acompanhamento clinico no SAE do HC/UFG

Infec¢des oportunistas (n=12)
Citomegalovirus 83,33% (10)
Toxoplasmose 41,67% (5)
Herpes zoster 8,33% (1)
Hepatite C 8,33% (1)
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5 DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento da técnica cromatografica por HPLC- PDA para a

andlise de zidovudina e efavirenz em plasma

No desenvolvimento desta técnica analitica varias condi¢cdes
cromatogréficas foram testadas para obter satisfatoria separagéo
cromatogréafica em um menor intervalo de tempo de corrida. Para a escolha dos
solventes foram consideradas as seguintes caracteristicas: tempo de corrida,
separacao cromatogréfica, custo, compatibilidade com a coluna de fase reversa
e toxicidade dos mesmos.

Duas colunas de diferentes tamanhos foram testadas, uma com 250 mm
e outra com 100 mm de comprimento. Ambas apresentaram separacao
cromatogréfica entre os picos e LIQ satisfatérios, diferindo apenas quanto ao
tempo de corrida. A menor coluna foi escolhida por apresentar praticamente a
metade do tempo de corrida, quando comparado a de 250 mm, sendo este o
critério adotado para escolha. Esta coluna escolhida proporciona resultados
mais rapidos, possibilitando intervencdes terapéuticas em tempo habil.

As fases moveis testadas foram constituidas de agua, metanol,
dietanolamina, acetonitrila, acido acético, acido férmico e de tampdes fosfato
(so6dio e potassio), acetato (sodio, potassio e amdnio) e carbonato de sédio, em
diferentes molaridades, faixas de pH, propor¢cdes e combinagcbes entre os
constituintes das mesmas.

O uso de tampdes, embora muito citado na literatura como fases moveis
para separacao de AZT e EFZ, proporcionou uma linha de base insatisfatoria,
nao permitindo a obtencdo de um LIQ de 50 ng/mL. A reducéo do pH, utilizando
solucbes de acidos em agua, ou tampdes de baixo pH reduziram o tempo de
retencdo do EFZ, porém reduziu também o do AZT. Desta forma, o AZT
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acabava saindo precocemente, de forma que havia interferentes do plasma em
tempos de retencdo muito proximos ao do analito, excluindo-se estas solugdes
como fases moéveis (VERWEIJ-VAN WISSEN et al, 2005; AYMARD et al., 2003;
REZK et al., 2003; RENTSCH, 2003; FAN & STEWART, 2002; PROUST et al.,
2000; TAN & BOUDINOLT, 2000).

O conhecimento do pKa dos compostos (zidovudina, pKa = 9,8 e
efavirenz, pKa = 10,2) permitiu predizer o comportamento dos mesmos na fase
movel e estacionaria, contribuindo na escolha do melhor pH para a fase movel
(DRUGBANK, 2009).

Das fases moveis avaliadas, a acetonitrila: dietanolamina (pH 7,83) foi a
que apresentou os melhores resultados, proporcionando completa separacéo
entre os dois antirretrovirais analisados, e destes com o padréo interno MPPH,
empregado para a analise quantitativa.

A interacdo entre a coluna cromatografica em fase reversa, a fase movel
e 0s analitos contribuiram para a definicdo da ordem de eluicdo dos mesmos.
Desta forma, observa-se que o AZT possui menor afinidade pela fase
estacionaria que o EFZ, fazendo com que o EFZ fique mais tempo retido na
coluna, necessitando maior quantidade de solvente menos polar (ACN) para ser
eluido. Por outro lado, o AZT, por ser uma molécula mais polar, € arrastado
mais facilmente pela fase movel, fazendo com que seu tempo de retencéo seja
menor que do EFZ.

A escolha do padréo interno deve ser baseada na garantia da auséncia
desta substancia na matriz biolégica analisada. Foram testados outros
antirretrovirais (estavudina, nevirapina, atazanavir e didanosina) na certeza de
que eles ndo estariam presentes nas amostras coletadas, jA que nao
constavam no protocolo terapéutico em estudo. Destes, a estavudina
apresentou melhores resultados, porém, devido sua alta polaridade, obteve-se
baixo tempo de retencdo, fazendo com que esta fosse eluida junto com os
interferentes do plasma, proporcionando pouca separacao cromatografica.
Como os pacientes em TARV fazem uso de medicamentos de outras classes

terapéuticas, optou-se por testar uma substancia exdgena ndo dotada de
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atividade farmacoldgica, garantindo a inexisténcia da substancia na matriz
biolégica. A substancia testada, MPPH, foi escolhida por apresentar boa
resolucéo cromatografica (BRASIL, 2003).

Em cromatografia liquida, podem ser utilizados os sistemas de
bombeamento isocratico ou por gradiente. O sistema isocratico possibilita uma
maior estabilidade do equipamento, todavia, nas condi¢des estudadas, tornou-
se conveniente alterar a composicao e o fluxo da fase mével durante a analise
cromatogréfica. Este sistema melhorou a resolugdo entre os interferentes do
plasma e o AZT, além de reduzir o tempo de retencdo do efavirenz, evitando
um longo tempo de corrida analitica (CIOLA, 2003).

Em técnicas cromatograficas, é desejavel pequeno volume de injecéo
para evitar alargamento dos picos e saturacdo do detector, além de permitir
coleta de menor volume de sangue do paciente. Foram testados volumes de
injecdo de 20 a 80 pL. O volume de 20 pL nao forneceu o LIQ desejado de
50 ng/mL, e com volumes acima de 40 pL observou-se um alargamento do pico
devido a saturacdo do detector. Desta forma, foi escolhido o volume de injecéo
de 30 pL, proporcionando separagcao cromatografica e LIQ adequados (CIOLA,
2003).

Paralelo a estes testes realizados otimizou-se a resposta do detector
PDA, estabelecendo os comprimentos de onda especificos para cada farmaco.
O detector UV de varredura utilizado proporciona andalises em diferentes
comprimentos de onda em uma mesma corrida. Foram escolhidos os
comprimentos de onda de 267 nm para o AZT e 249 nm para o EFZ, que
proporcionaram uma menor interferéncia dos componentes do plasma.

Durante o desenvolvimento da técnica analitica, estudou-se o processo
de extracdo dos analitos da matriz biolégica. Trés tipos de métodos extrativos
foram testados: precipitagdo protéica, extragdo liquida-liquida e extracdo em
fase solida.

Primeiramente, tentou-se extrair os farmacos por precipitacdo protéica
utilizando metanol e/ou acetonitrila. Foram feitos testes em meios neutro, basico

e acido para avaliar a recuperacao frente ao diferentes pH. Nao foi possivel
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observar influéncia do pH na extragcdo, uma vez que os produtos da extragéo
nao apresentaram aspecto limpido, o que poderia comprometer o bom
funcionamento do equipamento, além de haver muito interferente do plasma no
cromatograma, reduzindo drasticamente a resolucéo dos picos.

Posteriormente, testou-se extrair os analitos pelo método extrativo
liquida-liquida. Como solventes, foram utilizados metil-terc-butil-éter (MTBE)
e/ou mistura MTBE:diclorometano:acetato de etila (30:30:40) em diferentes
faixas de pH. Foi realizado, entdo, a secagem do extrato, seguida da
ressuspensao com metanol, agua ou acetonitrila em diferentes proporgdes e
combinacdes. Observou-se, ao final deste método, presenca consideravel de
interferentes, impedindo a obtencdo de um LIQ de 50 ng/mL como desejado.
Além disso, este método utiliza solventes toxicos, o que nao é desejavel.

Devido o insucesso dos dois métodos citados anteriormente, testou-se
assim, o método SPE. A eficiéncia dos seguintes cartuchos foi avaliada: Bond
elution C18 Varian, Supelco e Strata C-18E Phenomenex, todos de 500 mg de
fase estacionaria e 3 mL de capacidade. Como critérios de escolha avaliou-se a
separacdo dos picos, resolucdo entre os mesmos, menor efeito dos
interferentes do plasma e custo dos cartuchos. Assim, o cartucho Strata da
Phenomenex foi o escolhido para extrair os analitos deste estudo.

Para acondicionamento dos cartuchos, testou-se metanol, agua e
diferentes solu¢cdes aquosas em diferentes concentracdes e faixas de pH.
Metanol seguido da agua é indicado no condicionamento dos cartuchos, sendo
esta a técnica definida uma vez apresentou melhores resultados em termos de
extracdo (CIOLA, 2003).

Foi verificada a importancia da lavagem do cartucho apds a adicdo do
plasma. Utilizaram-se diferentes solventes e solu¢bes aquosas em diferentes
concentragdes e faixas de pH durante este processo. A lavagem dos cartuchos
com agua diminuiu a presenca de interferentes do plasma sem, contudo, reduzir
a extracao dos analitos. Este fato foi comprovado analisando-se as fragdes de

lavagem e observando que nao havia analitos presentes nas mesmas.

Discussdo 55



Para proceder a eluicdo dos farmacos, foram testados metanol, agua e
acetonitrila em diferentes propor¢cdes e combinacfes. O eluente definido foi o
metanol por ser um bom solvente dos analitos. Estes tiveram maior afinidade
pelo metanol que pela fase estacionéria, sendo mais facilmente arrastados pelo
solvente escolhido. A escolha do eluente metanol pautou-se na observacéao de
maior recuperacdo dos analitos, priorizando um solvente mais facil para
evaporar, contribuindo para a reducdo do tempo total da anélise, além do custo
do solvente.

Na ressuspensédo avaliou-se metanol, agua e acetonitrila em diferentes
proporcdes e combinacgdes. O solvente que proporcionou melhor resultado para
solubilizar os farmacos apés a secagem do eluato foi o metanol 50% em agua
ultra pura.

A partir dos critérios anteriormente discutidos, definiu-se a técnica citada
na Metodologia, considerada satisfatéria para extracdo e analise dos farmacos
estudados. Com o uso da técnica desenvolvida, observou-se que a zidovudina
eluiu antes do efavirenz, requerendo menos solvente organico na fase movel, ja
que aquela é uma sustancia mais polar que o efavirenz.

Para a obtencdo de solucdes de trabalho dos antirretrovirais foi
necessario o preparo de solugdes estoque dos padrdes de zidovudina e
efavirenz, em virtude da dificuldade de preparar solu¢cdes pouco concentradas,
de reduzir erro operacional e de economizar o uso dos padrdes primarios. As
solugcbes estoque foram preparadas analiticamente a uma concentracdo de
1,0 mg/mL, utilizando metanol como solvente e armazenadas em freezer a
-20 °C. Segundo estudos realizados por Aymard et al. (2000), nestas condicdes,

as solucbes sao estaveis, por pelo menos 1 ano.

5.2 Validac&o da técnica cromatogréfica por HPLC-PDA pa ra a andlise de

zidovudina e efavirenz em plasma

A fim de garantir que a técnica desenvolvida fornega informagbes

confiaveis e que os resultados obtidos reflitam a operacdo de procedimentos
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analiticos, foram avaliados neste trabalho sete parametros da validacdo para o
método cromatografico de acordo com a RE n° 899/2003 da ANVISA:
linearidade, especificidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisao,
exatidao e recuperacdo. Porém, fazer a validacdo de uma técnica analitica néo
implica que ela esteja isenta de erros e que possa ser usada
indiscriminadamente, mas permite a obtencédo de informacdes estatisticamente
confidveis, confirmando a adequacao da técnica para o uso proposto (BRASIL,
2003).

O parametro linearidade denota a capacidade da técnica em fornecer
resultados quantitativos diretamente proporcionais a quantidade de analito
presente na amostra. A técnica mostrou-se linear no intervalo de 50 a
5000 ng/mL tanto para zidovudina quanto efavirenz, obtendo resultados de
regressao linear (r) maiores que 0,99. Tais valores estdo de acordo com o
preconizado pela ANVISA, que estabelece um valor minimo de 0,98 para
validagcdo de metodologias analiticas que utilizam matrizes biolégicas
(BRASIL, 2003).

A avaliacdo da especificidade da técnica investigou a interferéncia de 11
farmacos: acido ascorbico, alopurinol, atenolol, diclofenaco de sodio, dipirona,
fluconazol, lamivudina, omeprazol, paracetamol, quinidina e sulfametoxazol.
Nenhuma interferéncia foi verificada, o que demonstra a capacidade da técnica
em quantificar, sem equivoco, os farmacos na presenca destas 11 substancias.
Além disso, amostras de plasma de diferentes individuos foram testadas, para
avaliar interferéncia de substancias endodgenas. Nenhuma variacéo considerada
dos tempos de retencao foi observada.

A menor concentracdo avaliada no estudo corresponde ao limite inferior
de quantificacdo, o qual apresentou variagdo menor que 20%. Desta forma, o
LIQ da técnica validada foi de 50 ng/mL para zidovudina e para o efavirenz. O
coeficiente de variacdo obtido foi de 9,86% e 17,79% para zidovudina e
efavirenz, respectivamente, em concordancia com as normas da ANVISA que
estabelece variagdo méxima de 20%. Alguns estudos com estes farmacos

conseguiram LIQ inferior a 50 ng/mL, sendo que alguns deles utilizaram como
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detector a espectrometria de massa, que consegue detectar concentracdes
bem inferiores a esta , na faixa de 10 ng/mL (JUNG et al., 2007; BRASIL, 2003;
FAN & STEWART, 2002, PROUST et al., 2000).

Uma das formas de calcular o limite de detecc¢éo é dividir o LIQ por 5. Na
técnica desenvolvida, o limite de deteccdo calculado por esta férmula é
10 ng/mL. Observou-se, com esta concentracdo, a deteccdo dos picos,
confirmando o valor tedrico (BRASIL, 2003).

A precisao intra e inter-ensaio apresentou variagdo menor que 8,30% e
7,75% para controles de qualidade de zidovudina e efavirenz, respectivamente.
Estes resultados estéo satisfatorios segundo a ANVISA, que preconiza valores
inferiores a 15% para coeficiente de variagdo, assim como os dados da
literatura, que variam de 0,4 a 14% (VERWEIJ-VAN WISSEN et al, 2005;
DAILLY et al., 2004; BRASIL, 2003; REZK et al., 2003; RENTSCH, 2003; FAN
& STEWART, 2002; PROUST et al., 2000; TAN & BOUDINOLT, 2000). De
acordo com as Tabelas 5 e 6 percebe-se que a técnica utilizada fornece
resultados semelhantes nas trés concentracdes avaliadas de cada farmaco.
Portanto, a técnica mostra-se precisa dentro do intervalo de concentracdo
avaliado para quantificacao de zidovudina e efavirenz em plasma humano.

A exatidao intra e inter-ensaio da zidovudina apresentou variacfes de
14,81% a 5,60% e 8,20% a 1,12%, respectivamente. Para efavirenz, a exatidao
intra e inter-ensaio foi de 15,76% a 6,86% e 15,37% a 3,47%, respectivamente.
Estes resultados sdo satisfatorios segundo a ANVISA, que preconiza variacoes
inferiores a 15% para as amostras de controle de qualidade e 20% para o LIQ,
assim como os dados da literatura, que variam de 11,70% a 1,00%
(VERWEIJ VAN WISSEN et al, 2005; BRASIL, 2003; REZK et al., 2003; FAN &
STEWART, 2002; PROUST et al., 2000; TAN & BOUDINOLT, 2000).

A recuperacao absoluta € obtida pelo quociente das areas de amostras
extraidas e amostras ndo submetidas ao processo de extragdo. Os valores
médios de recuperacdo para zidovudina e efavirenz foram de 84% e 92%,
respectivamente. Estes dados condizem com os achados da literatura, que
variam geralmente de 69 a 102% para o AZT (JUNG et al.,, 2007; VERWEIJ-
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VAN WISSEN et al., 2005; REZK et al., 2003; FAN et al., 2002; SIMON et al.,
2001; AYMARD et al., 2000; TAN et al., 2000) e 80 a 97,2 % para o EFZ
(JUNG et al., 2007; ROUZES et al., 2004; RENTSCH et al., 2003; AYMARD et
al., 2000; PROUST et al., 2000).

5.3 Perfil clinico e quantificagdo de zidovudina e efavirenz no plasma dos
sujeitos

A amostra consistiu de 12 sujeitos, representando 15% dos pacientes em
uso deste protocolo terapéutico no periodo de coleta das amostras. O tempo
médio de terapia antirretroviral dos sujeitos até a data da coleta de sangue foi
de 33 = 24 meses, ndo havendo nenhuma queixa de reagcdo adversa relatada
nos prontuarios neste periodo.

A supressdo viral é essencial para a efetividade do tratamento
antirretroviral, sendo que na supressdo parcial ocorre falha virolégica mais
precoce e emergente resisténcia viral. Portanto, com a poténcia atual da TARV,
a adesdo torna-se uma das mais importantes variaveis que interferem na
efetividade do primeiro esquema antirretroviral, sendo o protocolo de primeira
escolha a associagcdo AZT/3TC+EFZ (BRASIL, 2009; BRASIL, 2008).

Foi avaliado o perfil de dispensacdo de ARV aos sujeitos desta pesquisa,
nos 12 meses anteriores a coleta (ressalta-se que nem todos o0s sujeitos
estavam em TARV ha 12 meses). Observou-se que foram dispensados aos
sujeitos avaliados medicamentos suficientes para 298 + 80 dias, que foram
consumidos em 312 + 88 dias. Com estes dados, observa-se uma omisséo de
15 + 27 % das doses. Ha relatos de pacientes que compartilham medicamentos
com o parceiro, quando fazem uso do mesmo protocolo terapéutico, o que pode
influenciar nestes niumeros. Conforme dados do Programa Nacional DST/AIDS,
para garantir a supressao viral sustentada é necessario que o paciente utilize
mais de 95% das doses prescritas. Desta forma, ha necessidade de um estudo
mais detalhado para acompanhar a adesdo dos sujeitos ao tratamento,
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podendo-se aplicar a monitoracdo terapéutica aos pacientes considerados de
baixa adesao (BRASIL, 2009).

Os principais parametros para estimar o prognéstico da infeccdo pelo
HIV s&o: quantificar a concentracdo plasmatica da carga viral do HIV e
monitorar a evolucdo da contagem de linfocitos T-CD4+, sendo esta Ultima
utilizada internacionalmente como marcador do estado imunologico dos
individuos (BRASIL, 2008).

Todas as coletas de sangue dos sujeitos da pesquisa foram realizadas
no periodo vespertino, correspondendo, em meédia, a 8 h apdés a administragédo
do AZT e 20 h do EFZ. As quantidades de zidovudina encontradas na maioria
das amostras de plasma dos sujeitos estavam em concentragfes abaixo do
LIQ, ou seja, menores que 50 ng/mL. Este fato pode ser facilmente justificado
pela meia vida de eliminacdo do AZT, que fica em torno de 1 hora, assim como
pelo fato do AZT ser um pro-farmaco. Como a coleta de sangue foi realizada
com grande intervalo de tempo apo6s a administracdo da zidovudina, pode-se
sugerir que praticamente todo o AZT foi metabolizado a sua forma ativa 5-
trifosfato de zidovudina. Desta forma, a pequena fragdo de zidovudina nado
metabolizada permitiu a detec¢cdo do AZT em todas as amostras, porém, devido
a fosforilacdo, quantificou-se o AZT em apenas trés delas. A baixa
concentracdo plasmaética ndo foi observada com o efavirenz, uma vez que sua
meia-vida de eliminagdo plasméatica € muito superior a da zidovudina, estando
em torno de 9 h, além deste farmaco ndo ser metabolizado para se tornar ativo
(HARDMAN & LIMBIRD, 2003; SILVA, 2002).

Outro fator indicador da adeséo a terapia antirretroviral destes pacientes,
em particular ao AZT, € o fato de ter observado concentracfes plasméticas do
efavirenz dentro da faixa terapéutica. Sabe-se que, no protocolo terapéutico
estudado, a adesdo ao efavirenz € muito menor que ao AZT/3TC, devido aos
eventos adversos relacionados com o efavirenz, em especial os disturbios do
sono. Desta forma, ao observar uma boa adesdo ao efavirenz, a chance da

adesdo a zidovudina ser maior € muito grande, corroborando com os achados
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nos exames analiticos, onde foi detectado AZT em todas as amostras
(HARDMAN & LIMBIRD, 2003).

Para evitar que a concentracdo de AZT no plasma estivesse muito baixa,
houve vérias tentativas de coletar o sangue dos sujeitos poucas horas apoés a
administracdo da zidovudina, todavia, a indisponibilidade dos sujeitos e também
da sala de coleta das amostras impediu que esta alteragcédo fosse realizada.

A zidovudina foi quantificada no plasma de 3 sujeitos. A meédia das
concentracdes foi de 62,12 + 16,21 ng/mL. O efavirenz foi quantificado em
todas as amostras, obtendo concentragdo plasmatica média de
1960 £ 766 ng/mL, com uma variagdo inter-individual de 41,09%. Nenhum
sujeito estava com concentracdes de efavirenz acima da faixa terapéutica
(1000 - 4000 ng/mL) e apenas 1 sujeito estava com concentracdo ligeiramente
abaixo desta (970 ng/mL). Estes dados podem ser relacionados com os de
dispensacgéo dos antirretrovirais aos sujeitos, que observou uma ades&o maior
que 85%. Conclui-se que, embora estes sujeitos possam estar omitindo
algumas doses, eles estdo fazendo uso dos farmacos prescritos.

Pelos dados clinicos dos sujeitos em estudo observou-se que ocorreu
uma reducdo de 99% da carga viral desde o inicio do tratamento, sendo que
83,33% (10) dos sujeitos apresentaram carga viral indetectavel nos ultimos
exames laboratoriais, ou seja, menor que 50 copias/mL.

A contagem de linfécitos TCD4 aumentou em média 127% com a TARYV,
sendo que houve diminuicdo em apenas um sujeito. No inicio da TARV a
contagem de LTCD4 foi de 231 + 92 célulassmm® aumentando para
440 + 220 células/mm® no dltimo exame, o que reflete melhora da resposta
imunologica dos individuos.

O Unico sujeito com concentracdo plasmética do EFZ abaixo da janela
terapéutica apresentou carga viral controlada (< 50 copias/mL) e aumento de
119,67% no numero de linfécitos TCD4 durante a TARV. Observou-se que a
maior diminuicdo de carga viral (99,99%) foi para o sujeito com concentracéo
plasmatica de 1,06 pg/mL. O 0(nico sujeito com carga viral acima de

50 cépias/mL (277 copias/mL) e com piora na contagem de linfécitos TCD4
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apresentou concentracdo plasmatica (1,87 ug/mL) dentro da faixa terapéutica.
Vale ressaltar que, a coleta de sangue para a Ultima carga viral e contagem de
linfécitos TCD4 foi, em média, 6 meses antes da quantificacdo do EFZ. Desta
forma, a concentragdo plasmatica do efavirenz dentro da faixa terapéutica pode
refletir uma melhora da ades&o ao tratamento e, possivelmente, uma reducdo
na carga viral e aumento da contagem de linfécitos TCD4 no ultimo exame.
Relembrando que, devido as reacdes adversas ao efavirenz serem mais
frequentes em relacdo a zidovudina, espera-se maior adesdo ao uso deste que
do efavirenz. Portanto, como a concentracdo do efavirenz obtida esta dentro da
faixa terapéutica para a maioria dos sujeitos, espera-se 0 mesmo perfil para a
zidovudina.

O aparecimento de infeccbes oportunistas e neoplasias € um dos
parametros para definir a AIDS em pessoas vivendo com HIV. Entre as
infeccdes oportunistas mais comumente presentes nestes individuos destacam-
se: pneumonia por Pneumocystis jirovecii (antigamente P. carinii),
toxoplasmose do sistema nervoso central, tuberculose pulmonar atipica ou
disseminada, meningite criptocOcica e retinite por citomegalovirus. Conforme
observado nos sujeitos do estudo, as infec¢cbes oportunistas mais relatadas nos
prontuérios foram citomegalovirus (83%) e toxoplasmose (46%). Desta forma,
observa-se que os dados encontrados dos sujeitos da pesquisa estdo de
acordo com os citados no guia de recomendacdes para tratamento de adultos
infectados pelo HIV (BRASIL, 2007).
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6 CONCLUSOES

A técnica validada permite analisar amostras de plasma humano
contendo zidovudina e efavirenz para finalidade de monitorag&o terapéutica.

A técnica desenvolvida e validada mostrou-se satisfatéria de acordo com
0s parametros de validag&do analitica preconizadas pela ANVISA para validacéo
de técnica analitica utilizando matriz biolégica.

Observou-se que a carga viral e contagem de linfocitos TCD4+ estédo
satisfatorios para 0s sujeitos em terapia antirretroviral, conforme
recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil.

As concentracfes plasmaticas média de zidovudina e efavirenz obtidas
com a técnica desenvolvida e validada estdo dentro da faixa terapéutica destes

farmacos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Para complementar e reforgar os resultados obtidos ha necessidade de
estudar as causas da perda das amostras dos pacientes.

Para que a técnica ofereca melhores subsidios para decisfes clinicas &
necessario enriquecer os estudos sobre a forma ativa da zidovudina, o 5-
trifosfato de zidovudina. E importante também relacionar a resposta clinica com
as concentracfes plasmatica encontradas para zidovudina e trifosfato de
zidovudina.

Além disso, o desenvolvimento de uma técnica que possibilite a
quantificagcdo simultdanea de outros farmacos antirretrovirais utilizados nos
demais protocolos terapéuticos amplia sua utilizacdo na pratica clinica, assim
como sua aplicacdo em estudos de reacbOes adversas a medicamentos e

adeséo terapéutica.
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9 ANEXOS

9.1 Parecer do Comité de Etica
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9.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCL  E)

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Meu nome €& Amanda Queiroz Soares, sou a pesquisadora
responsavel e minha area de atuacdo € Farmacia Hospitalar. Apds ler com
atencao este documento e ser esclarecido(a) sobre as informacfes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento, que

estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é da pesquisadora responsavel.

Em caso de davida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com 0s
pesquisadores responsaveis, Farmacéutica Amanda Queiroz Soares, nos
telefones (62) 3269-8249 e 8438-3496, Prof° Dr° Lui z Carlos da Cunha, no
telefone (62) 3209-6044 ramal 227 ou Prof?2 Dr2 Kénnia Rocha Rezende, no

telefone (62) 3209-6044 ramal 227. Em casos de duvidas sobre os seus direitos

como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Goias (UFG), nos telefones (62) 3269-8338 e 3269-8426.

Informagdes importantes sobre a pesquisa

Titulo: Monitoragéo dos niveis plasmaticos de farmacos antirretrovirais por
CLAE-UV como ferramenta para controlar a adesao e reagoes adversas

em pacientes sob tratamento antirretroviral.

InformacgBes sobre quem esté aplicando o termo de co  nsentimento: esta
pesquisa sera desenvolvida por mim, Amanda Queiroz Soares, farmacéutica
graduada pela UFG, CRF-GO 5231, area de atuacdo em Farmacia Hospitalar e
aluna do Mestrado em Ciéncias da Saude da Faculdade de Medicina da UFG.
Estarei sob a coordenacdo do Prof° Dr° Luiz Carlos da Cunha e Prof? Dr2
Kénnia Rocha Rezende, professores e pesquisadores da Faculdade de

Farméacia da UFG.
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Objetivos da pesquisa: Desenvolver um método capaz de quantificar e
monitorar os niveis de farmacos (atazanavir, efavirenz, lamivudina, nevirapina,
ritonavir, tenofovir e zidovudina) presentes no sangue dos pacientes com
acompanhamento no ambulatorio de doencas infecto-parasitarias (DIP) do

HC/UFG, como ferramenta para avaliar a adesao ao tratamento antirretroviral.

Detalhamento do procedimento:  coleta de sangue no ambulatério de DIP do
HC/UFG.

Especificacdo dos riscos, prejuizos, desconfortos, lesbes que podem ser
provocados pela pesquisa: podera sentir desconforto durante a coleta de
sangue e/ou nos minutos seguintes. Além disso, podera ocorrer aparecimento

de manchas escuras no local onde foi coletado o sangue.

Informacéo sobre o direito de pleitear indenizacéo em casos de danos
decorrentes de sua participacdao na pesquisa: 0 paciente nédo tera direito de

indenizacéo, visto que os riscos ndo sao graves.

Informacdo sobre o direito de ressarcimento de desp esas pela sua
participacdo: o paciente ndo sera ressarcido pelos gastos que tiver durante a

pesquisa.

Esclarecimento sobre pagamento ou gratificacdo fina nceira pela sua
participacdo: ndo havera nenhum tipo de pagamento ou gratificagdo ao
paciente. Participardo da pesquisa aqueles que se apresentarem de forma

espontanea e voluntaria.

Tratamento: O tratamento atual ndo serda mudado, nao sofrendo influéncia dos

resultados da pesquisa.

Periodo de participacdo: coleta de sangue durante junho de 2007 e setembro

de 2008, com datas previamente agendadas.
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Garantia de sigilo: o sigilo da sua participagcdo sera garantido, somente 0s
pesquisadores terdo acesso ao termo de consentimento e aos dados das

analises.

Garantia da liberdade na participacao: € garantida a liberdade de néo
aceitacado deste convite, bem como abandonar o projeto a qualquer momento

durante a pesquisa, sem qualquer prejuizo da continuidade do tratamento atual.

Dados coletados: o0s dados coletados serdo utilizados apenas para esta

pesquisa e ndo serdo armazenados para estudos futuros.

Farm? Amanda Q. Soares

Prof°Dr°Luiz Carlos da Cunha Prof2 Dr2 Kénnia R. Rezende

Consentimento da participacao da pessoa como sujeit 0 da pesquisa

Eu, , RG ,

CPF , nhumero de prontuario

abaixo assinado, concordo em participar do estudo "Monitoracdo dos niveis
plasmaticos de farmacos antirretrovirais por CLAE-UV como ferramenta para
controlar a adesdo e reacbes adversas em pacientes sob tratamento
antirretroviral”, sob a responsabilidade da Farm. Amanda Queiroz Soares e dos
professores Dr° Luiz Carlos da Cunha e Dr? Kénnia R ocha Rezende como

sujeito voluntario. Fui devidamente informado e esclarecido pela pesquisadora
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Amanda Queiroz Soares sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos,
assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacéo.
Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,

sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgédo de meu tratamento.

Goiania, / /200

Assinatura do participante Farm? Amanda Queiroz Soares

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.

Assinatura da 12 testemunha Assinatura da 22 testemunha
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9.3 Cromatogramas para verificacéo da linearidade d  a técnica
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Figura 12 - Cromatograma referente a analise de sulfametoxazol (tR = 4,08
min). Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Detecgéo 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 13 - Cromatograma referente a analise de omeprazol (tR = 16,16 min).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Detecgéo 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 14 - Cromatograma referente a andlise de fluconazol (tR = 12,30 min).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase mobvel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéao 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 15 - Cromatograma referente a andalise de &cido ascoérbico (iR =
1,80 min). Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéao 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 16 - Cromatograma referente a andlise de paracetamol (tR = 4,18 min).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéao 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 17 - Cromatograma referente a analise de atenolol (tR = 9,35 min).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéao 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 18 - Cromatograma referente a andlise de alopurinol (tR =2,35 e 3,11
min). Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase modvel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéao 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)

Figura 19 - Cromatograma referente a anélise de quinidina (tR = 17,42 min).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Detecgéo 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 20 - Cromatograma referente a andlise de dipirona (iR = 2,25, 2,86 e
13,80 min). Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase movel: 0,5 a
2,0 mL/min. Volume injetado: 30 uL. Deteccéao 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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Figura 21 - Cromatograma referente a analise de diclofenaco (tR = 15,34 min).
Coluna ACE 5 C18 (100 x 4,6 mm). Fase movel: gradiente
acetonitrila:dietanolamina em agua pH 7,8; vazdo de fase moédvel: 0,5 a 2,0
mL/min. Volume injetado: 30 yL. Deteccdo 240 (preto), 249 (rosa) e 267 nm

(vermelho)
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9.4 Perfil s6cio-econdmico dos sujeitos da pesquisa

Dados

(n=12)

Género
Masculino

Feminino

83,33% (10)

16,67% (2)

Orientacao sexual

Heterosexual 50,00% (6)

Homosexual 41,67% (5)

N&o declarado 8,33% (1)
Idade (média + DP) 42 + 10 anos

Estado civil (%)
Solteiro
Casado

Divorciado

75,00% (9)
16,67% (2)
8,33% (1)

Escolaridade (anos)
<5
6a9
>9

N&o declarado

41,67% (5)
33,33% (4)
16,67% (2)

8,33% (1)

Raca
Branco
Pardo
Negro

N&o declarado

41,67% (5)
41,67% (5)
8,33% (1)

8,33% (1)
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Continuacéo do Anexo 9.4

Renda familiar (média + DP)
Total R$ 1000,00 + 760,00

Participacdo do sujeito R$ 514,00 + 580,00
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Resumo

Objetivo: Desenvolver e validar uma técnica analitica para quantificar efavirenz e
zidovudina, conhecer o perfil clinico e quantificar estes farmacos no plasma de suijeitos.
Método: O sangue foi coletado de sujeitos adultos com diagnostico HIV positivo em
acompanhamento no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias com
protocolo efavirenz/lamivudina/zidovudina. Apés extracdo em fase sdlida (cartucho
Strata C 18E 500mg), os farmacos e padrao interno (5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina —
MPPH) foram quantificados por HPLC-PDA utilizando coluna fase reversa (ACE 5, C18
100 x 4,6 mm) com deteccdo em 249 nm (efavirenz), 267 nm (zidovudina) e 240 nm
(MPPH). A fase movel foi composta por acetonitrila e dietanolamina em agua (pH 7,8).
Resultados: A técnica mostrou-se linear (50 a 5000 ng/mL), com recuperacdo de 84%
(zidovudina) e 92% (efavirenz). O limite de quantificacdo (50 ng/mL), precisdo
(coeficiente de variacdo < 15%) e exatiddo (erros relativos < 15%) estdo de acordo
com exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil. Para avaliar a
aplicabilidade da técnica, analisou-se plasma de sujeitos (n = 12) em terapia
antirretroviral ha 33 + 24 meses. A concentracdo plasmética do efavirenz (1960 + 766
ng/mL) e zidovudina (62,12 + 16,21 ng/mL) estavam dentro da faixa terapéutica.
Observou-se uma reducdo da carga viral (99%) e aumentou dos linfécitos TCD4
(127%). Conclusdes: A técnica desenvolvida e validada mostrou-se satisfatéria para
analise de amostras de plasma contendo zidovudina e efavirenz para finalidade de
monitoracdo terapéutica. Os parametros clinicos avaliados estdo de acordo

recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil.

Palavras-chave: Validagdo, HPLC, zidovudina, efavirenz, monitoragéo terapéutica

Abstract
Keywords:
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Introducédo

A terapia antirretroviral (TARV) tem como objetivo inibir a replicacdo do HIV,
para evitar e, possivelmente, reverter a deterioracdo imunolégica, evitando infeccdes
oportunistas e outras morbidades relacionadas a AIDS. Desta forma, a TARV visa

prolongar a sobrevivéncia e melhorar qualidade de vida da pessoa que vive com HIV
1,2

Os farmacos antirretrovirais atualmente em uso terapéutico pertencem as
seguintes classes: inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos
(ITRN), inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideos, inibidores da
transcriptase reversa nao-analogos de nucleosideos, inibidores da protease, inibidor de
fusdo e inibidor da integrase®*°.

O desenvolvimento de uma terapia antirretroviral altamente ativa (HAART)
aperfeicoou o tratamento da infeccéo pelo HIV. Este tratamento inclui pelo menos trés
farmacos de duas diferentes classes: dois ITRN associado a um ITRNN ou IP. O
protocolo de primeira escolha para 0 esquema ftriplice inicial é
Efavirenz/Zidovudina/Lamivudina. A Figura 1 ilustra a férmula estrutural da zidovudina
(ITRN) e efavirenz (ITRNN), farmacos estudados neste trabalho **°”.

O interesse na monitoracdo terapéutica de medicamentos antirretrovirais tem
crescido significativamente desde que terapia antirretroviral altamente ativa foi adotada
na pratica clinica, tendo como alvo a individualizacdo a posologia para obtencdo da
maxima eficacia do tratamento enquanto minimiza a toxicidade do mesmo "®°.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar uma técnica de andlise e
extracdo para quantificar os antirretrovirais efavirenz e zidovudina no plasma
humano, conhecer o perfil clinico dos sujeitos da pesquisa e quantificar os farmacos
efavirenz e zidovudina no plasma dos sujeitos em uso do esquema terapéutico

efavirenz/lamivudina/zidovudina.

Material e Métodos

Solventes e reagentes
Utilizaram-se padrdes primarios de zidovudina (99,0% - USP), efavirenz (99,8%
- USP) e padréo interno 5-(4-metilfenil)-5-fenilidantoina — MPPH — (99,0% - Sigma). Os
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solventes utilizados Acetonitrila (Honeywell) e Metanol (J. T. Baker) foram grau HPLC e
a dietanolamina (Cromatografo Produtos Quimicos Ltda) grau PA. A agua ultra-pura foi
obtida em equipamento Milli-Q (Millipore) e o plasma branco de referéncia foi doado

pelo Instituto Goiano de Hemoterapia (INGOH).

Equipamento

A analise cromatografica foi executada em equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia Shimadzu composto por bomba modelo LC - 20AT, auto-injetor modelo
SIL — 20A, detector PDA - M20A, degaseificador DGU - 20As, médulo controlador CBM
- 20A e computador com software LC Solution para aquisicdo dos dados. Foram
utilizados coluna de separacdo cromatografica (C18, fase reversa, ACE® 5, 100 x
4,6 mm), membrana filtrante 0,45 mm (Millipore®) e cartucho de extracdo em fase
sélida (Strata C-18E 500mg, 3mL, Phenomenex®).

Soluges estoque, intermediarias e de controle de qualidade

As solucdes padrdo de AZT, EFZ e MPPH, foram preparadas na concentracao
de 1 mg/mL em metanol. As amostras de plasma padrdo nas concentracfes de 50,
200, 500, 1000, 3000 e 5000 ng/mL utilizadas na curva de calibragdo e 100, 2000 e
400 ng/mL para controle de qualidade foram obtidas por meio das solucdes
intermediarias de 500 a 50000 ng/mL adicionadas ao plasma branco. Todas as
solu¢des foram armazenadas a -20 T. As solu¢Bes dos farmacos avaliados como
padrao interno (MPPH) e interferentes da técnica também foram preparadas em
metanol.

Preparagéo das amostras

Aliquotas de 500 pL de plasma foram adicionadas de 50 pL da solucdo do
padrao interno e 50 L de metanol 50% em agua ultra-pura e posteriormente extraidas
em cartucho Strata C18. Para o condicionamento utilizou metanol e agua, com
posterior lavagem com agua. Em seguida, procedeu-se a eluicdo dos analitos
utilizando de metanol. O eluato foi evaporado e o residuo redissolvido em metanol 50%
em agua ultra-pura. A solucéo foi transferida para vials e injetado no HPLC-PDA.
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Desenvolvimento da técnica analitica

Estudos preliminares foram realizados para estabelecer as condi¢cbes
cromatogréficas ideais de quantificacdo da zidovudina e efavirenz. Os principais
parametros avaliados nesta fase foram: modelo de coluna cromatografica, composicao
da fase movel, tempo de analise, fluxo da fase mdvel, volume de injecdo da amostra,
comprimento de onda para a deteccao das substancias e padréo interno. As condi¢cdes
cromatogréficas satisfatdrias incluem a coluna cromatogréafica fase reversa e duas
fases moveis, assim subdivididas: fase moével A, (acetonitrila), e fase moébvel B
(dietanolamina: agua ultrapura, com pH ajustado em aproximadamente 7,8). A técnica
utilizou gradiente das fases moveis e do fluxo. O volume de amostra injetada foi de 30
uL, tanto para os padrbes quanto para as amostras extraidas de pacientes. Foi
estabelecido um comprimento de onda especifico para cada substancia.

Validacao da técnica analitica

Para uma técnica ser considerada validada deve atender uma série de
par@metros como precisdo, exatiddo, linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, especificidade e recuperacdo, sendo que esses parametros devem
obedecer a um limite de variagdo dentro das normas aceitas por 6rgdos oficiais de
regulacdo, sendo adotado neste estudo as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria do Brasil (ANVISA).

Para avaliacdo da linearidade, 50 pL das solu¢des padrdo de AZT e EFZ foram
adicionadas a 500 uL de plasma de modo a obter concentracdes de 50, 200, 500,
1000, 3000 e 5000 ng/mL de plasma (n = 3 para cada concentracdo). Em seguida, as
amostras de plasma foram adicionadas de 50 yL de solucdo do padrdo interno na
concentracdo de 4000 ng/mL e submetidas ao procedimento de extracdo e analise. A
linha de regressao foi obtida plotando as concentracdes no eixo das abcissas e a razdo
das areas dos picos (pico do farmaco/pico do PI) no eixo das ordenadas.

Para avaliar a recuperacdo absoluta, amostras de plasma enriquecidas com
AZT e EFZ nas concentracbes de 100, 2000 e 5000 ng/mL (n = 3 para cada
concentracdo) foram submetidas ao processo de extracdo em fase sélida. As
concentracdes dessas amostras foram calculadas empregando uma curva analitica,
obtida pela andlise direta dos farmacos e padrao interno na fase moével.

A exatidao e precisédo foram verificadas através de estudos inter e intra-ensaio.

Foram preparadas amostras de plasma contendo concentragdes conhecidas de AZT e
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EFZ (100, 2000 e 4000 ng/mL). Na avaliacdo da precisdo e exatidao intra-ensaio,
replicatas (n = 5) das amostras de plasma adicionadas dos farmacos foram analisadas
em um mesmo dia. Para a precisdo e exatidao inter-ensaio, foram considerados os
resultados das analises realizadas em trés dias consecutivos. As concentracdes de
AZT e EFZ nessas amostras foram determinadas empregando curvas analiticas
preparadas diariamente.

O limite de quantificacdo foi determinado por meio da analise de amostras de
plasma (n = 5) contendo concentracdes decrescentes de AZT e EFZ até o menor nivel
guantificavel, com coeficientes de variacao e erro relativo menores que 20%.

A especificidade da técnica foi avaliada através da analise de 30 pL de
solucdes-padrdo de 11 farmacos (acido ascérbico, alopurinol, atenolol, diclofenaco de
sédio, dipirona, fluconazol, lamivudina, omeprazol, paracetamol, quinidina e
sulfametoxazol). Analises de amostras de plasma branco também foram feitas para

verificar a interferéncia de compostos endégenos.

Aplicacédo da técnica

Para verificar a eficacia e aplicabilidade da técnica desenvolvida, foi realizada a
analise de amostras obtida de 12 sujeitos em tratamento no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goids (HC/UFG) com protocolo efavirenz 600 mg uma vez ao
dia/lamivudina 150 mg/zidovudina 300 mg duas vezes ao dia, maiores de 18 anos, de
ambos 0s géneros, que consentiram em participar voluntariamente da pesquisa. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal do HC/UFG,
sob o numero do protocolo: CEPMHA/HC/UFG 179/2007, datado de 10/04/2008.
Aproximadamente 8 h apds a administracdo do AZT e 20 h apds administracédo do EFZ
foi efetuada a coleta de 5 mL de sangue, em tubo contendo EDTA. Apos centrifugacao
a 3500 rpm, durante 5 minutos, o plasma foi separado e estocado a —20 C, até o

momento da analise.
Resultados
Desenvolvimento da técnica

Para proceder a quantificacdo da zidovudina e efavirenz vérios testes

consecutivos foram realizados, alternando as condi¢Bes cromatograficas consideradas
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ideais para a extracdo e andlise. As condi¢cdes consideradas satisfatérias estdo
apresentadas nos Quadros 1e 2.

A ordem de elui¢do dos farmacos foi obtida por meio de inje¢des individuais dos
padrdes, obtendo os tempos de reten¢cédo de 6,5 min para AZT, 16,6 min para MPPH e
18,2 min para EFZ, conforme ilustrado na Figura 2.

Validacao da técnica

Os parametros de linearidade obtidos durante a validacao estao representados
na Tabela 1. A Tabela 2 apresenta os valores de precisédo (coeficiente de variacdo) e
exatidao (erro relativo) intra e inter-ensaio, em diferentes concentracdes de zidovudina
e efavirenz, obtidos pela técnica desenvolvida, assim como de recuperacdo. A
recuperacao do padrdo interno MPPH foi de 89%.

Quanto a especificidade, observa-se que ndo houve interferéncia dos
componentes do plasma na amostra. Além disso, nenhum dos 11 farmacos (acido
ascorbico, alopurinol, atenolol, diclofenaco de sédio, dipirona, fluconazol, lamivudina,

omeprazol, paracetamol, quinidina e sulfametoxazol) avaliados interferiu na analise.

Aplicagéo da técnica

Os dados clinicos e as concentracdes plasmaticas de zidovudina e efavirenz
obtidos das amostras dos sujeitos da pesquisa estdo apresentadas na Tabela 3. Um
cromatograma representativo da andlise destas amostras esta ilustrado na Figura 3.

Discussao

Desenvolvimento da técnica

No desenvolvimento desta técnica analitica varias condicdes cromatograficas
foram testadas para obter satisfatéria separacdo cromatografica em um menor
intervalo de tempo de corrida.

Duas colunas C18 foram testadas, de 250 mm e 100 mm de comprimento.
Ambas apresentaram separacdo cromatogréfica e LIQ satisfatorios, diferindo apenas
quanto ao tempo de corrida. A menor coluna foi escolhida por apresentar praticamente

a metade do tempo de corrida, sendo este o critério adotado para escolha, uma vez
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gue esta proporciona resultados mais rapidos, possibilitando intervencdes terapéuticas
em tempo habil.

Varias fases moéveis foram testadas. O uso de tampdes, embora muito citado na
literatura como fases méveis para separacdo de AZT e EFZ, proporcionou uma linha
de base insatisfatéria, ndo permitindo a obtencdo do LIQ de 50 ng/mL. A reducado do
pH reduziu o tempo de retencdo analitos, causando a eluicdo precoce do AZT sem
separacdo cromatogréfica deste com os interferentes do plasma. O conhecimento do
pKa dos compostos (zidovudina, pKa = 9,8 e efavirenz, pKa = 10,2) permitiu predizer o
comportamento dos mesmos na fase movel e estacionaria, contribuindo na escolha do
melhor pH para a fase mével. Das fases méveis avaliadas, a acetonitrila: dietanolamina
(pH 7,83) foi a que apresentou os melhores resultados, proporcionando completa
separacdo entre os dois antirretrovirais analisados, e destes com o padrdo interno
MPPH.

A interacdo entre a coluna cromatografica, a fase movel e os analitos contribui
para a definicdo da ordem de eluigdo dos mesmos. Desta forma, observa-se que 0 AZT
possui menor afinidade pela fase estacionaria que o EFZ, fazendo com que este fique
mais tempo retido na coluna, necessitando maior quantidade de solvente menos polar
(ACN) para ser eluido.

Para a escolha do padréo interno foram testados antirretrovirais que nao fazem
parte do protocolo terapéutico estudado, além de substancia exdégena ndo dotada de
atividade farmacolégica, garantindo a inexisténcia da substancia na matriz biolégica. A
substancia MPPH foi escolhida por apresentar boa resolu¢cdo cromatografica e nao
interferir no tempo total de analise.

Apesar do sistema de bombeamento isocratico possibilitar uma maior
estabilidade do equipamento, tornou-se conveniente neste estudo fazer gradiente de
fluxo e fase mével durante a andlise. Este sistema melhorou a resolugdo entre os
interferentes do plasma e 0 AZT, além de reduzir o tempo de retencéo do efavirenz.

Foram testados volumes de injecdo de 20 a 80 uL, sendo que valores inferiores
a 30 pL nédo forneceu o LIQ de 50 ng/mL, e volumes acima de 40 uL ocorreu
alargamento do pico devido a saturacdo do detector. Desta forma, foi escolhido o
volume de injecdo de 30 pL, proporcionando separacdo cromatografica e LIQ

adequados.
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O detector UV de varredura (PDA) utilizado proporciona analises em diferentes
comprimentos de onda em uma mesma corrida. Foram escolhidos os comprimentos de
onda que proporcionaram uma menor interferéncia dos componentes do plasma.

Apbs insucesso com as técnicas extrativas por precipitacdo protéica e liquida-
liquida, testou-se 0 método SPE. A eficiéncia dos seguintes cartuchos foi avaliada:
Bond elution C18 Varian, Supelco e Strata C-18E Phenomenex, todos de 500 mg de
fase estacionaria. Como critérios de escolha avaliou-se a recuperacao, separacdo dos
picos, resolucdo entre os mesmos, menor efeito dos interferentes do plasma e custo
dos cartuchos, optando-se pelo cartucho Strata da Phenomenex.

Validacao da técnica

O principal objetivo da validacdo de um procedimento analitico € demonstrar
que ele é adequado aos seus propoésitos. Para tanto, foram adotados os critérios da
Resolucdo Especifica n° 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA).

Para avaliar a linearidade, foi utilizado o célculo da regressédo linear pelo
método dos minimos quadrados. As curvas analiticas obtidas no estudo apresentaram
coeficiente de correlacdo maiores que 0,992. Estes valores estdo satisfatorios, uma
vez que é aceito coeficientes maiores que 0,98 e desvio do valor nominal menor ou
igual a 15%, exceto para o LIQ que é aceito 20% *°.

Quanto a especificidade da técnica, nenhuma interferéncia foi verificada, o que
demonstra a capacidade da técnica em quantificar, sem equivoco, os farmacos na
presenca das 11 substancias estudadas.

A recuperacdo absoluta foi obtida pelo quociente das areas de amostras
extraidas e amostras ndo submetidas ao processo de extracdo. Os valores médios de
recuperacdo para zidovudina e efavirenz foram superiores a 84%. Estes dados
condizem com os achados da literatura, que variam geralmente de 69 a 102% para o
AZT 5,11,12,13,14,15,16 e 80 a 97,2 % para o EFZ 4,5,6,7,11'

A precisao intra e inter-ensaio apresentaram resultados satisfatérios segundo a
ANVISA, que preconiza valores inferiores a 15% para amostras de controle de
gualidade e 20% para o LIQ. Os achados estdo também de acordo com a literatura,

que variam a preciso de 0,4 a 14,0 % e exatiddo de 1,0 a 11,7% *"!0-121314.1617
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Aplicagdo da técnica

A amostra consistiu de 12 sujeitos em terapia antirretroviral ha pelo menos 5
meses. Todas as coletas de sangue dos sujeitos da pesquisa foram realizadas no
periodo vespertino, correspondendo, em média, a 8 h apds a administracdo do AZT e
20 h do EFZ. As quantidades de zidovudina encontradas na maioria das amostras de
plasma dos sujeitos estavam em concentracdes abaixo do LIQ, ou seja, menores que
50 ng/mL. Este fato pode ser facilmente justificado pela meia vida de elimina¢do do
AZT, que fica em torno de 1 hora, assim como pelo fato do AZT ser um pré-farmaco.
Como a coleta de sangue foi realizada com grande intervalo de tempo apds a
administracdo da zidovudina, pode-se sugerir que praticamente todo o AZT foi
metabolizado a sua forma ativa 5-trifosfato de zidovudina. Desta forma, a pequena
fracdo de zidovudina ndo metabolizada permitiu a deteccdo do AZT em todas as
amostras, porém, devido a fosforilagdo, quantificou-se o AZT em apenas trés delas. A
baixa concentracdo plasmatica ndo foi observada com o efavirenz, uma vez que sua
meia-vida de eliminacdo plasmatica é muito superior a da zidovudina, estando em
torno de 9 h.

Outro fator indicador da adeséo a terapia antirretroviral destes pacientes, em
particular ao AZT, é o fato de ter observado concentragdes plasmaticas do efavirenz
dentro da faixa terapéutica. Sabe-se que, no protocolo terapéutico estudado, a adesao
ao efavirenz é muito menor que ao Zidovudina/Lamivudina, devido aos eventos
adversos relacionados com o efavirenz, em especial os distirbios do sono. Desta
forma, ao observar uma boa adesdo ao efavirenz, a chance da adeséo a zidovudina
ser maior é muito grande, corroborando com os achados nos exames analiticos, onde
foi detectado AZT em todas as amostras.

A zidovudina foi quantificada no plasma de 3 sujeitos, com concentragdo média
de 62,12 + 16,21 ng/mL. O efavirenz foi quantificado em todas as amostras, obtendo
concentracdo plasmatica média de 1960 + 766 ng/mL, com uma variacdo inter-
individual de 41,09%. Nenhum sujeito estava com concentracfes de efavirenz acima
da faixa terapéutica (1000 - 4000 ng/mL) e apenas 1 sujeito estava com concentracao
ligeiramente abaixo desta (970 ng/mL). Conclui-se que, estes sujeitos estdo fazendo
uso dos farmacos prescritos.

Pelos dados clinicos dos sujeitos em estudo observou-se que ocorreu uma
reducdo de 99% da carga viral desde o inicio do tratamento, sendo que 83,33% (10)

deles apresentaram carga viral indetectavel nos Gltimos exames laboratoriais, ou seja,

Anexos 90



menor que 50 copias/mL. A contagem de linfocitos TCD4 aumentou em média 127%
com a TARV, sendo que houve diminuicio em apenas um sujeito, o que reflete
melhora da resposta imunoldgica dos individuos.

O UOnico sujeito com concentracdo plasmatica do EFZ abaixo da janela
terapéutica apresentou carga viral controlada (< 50 cépias/mL) e aumento de 119,67%
no nimero de linfécitos TCD4 durante a TARV. O Unico sujeito com carga viral acima
de 50 copias/mL (277 cépias/mL) e com piora na contagem de linfocitos TCD4
apresentou concentracao plasmatica do EFZ (1,87 ug/mL) dentro da faixa terapéutica.
Vale ressaltar que a coleta de sangue para a Ultima carga viral e contagem de linfécitos
TCD4 foi, em média, 6 meses antes da quantificacdo do EFZ. Desta forma, a
concentracdo plasmatica do efavirenz dentro da faixa terapéutica pode refletir uma
melhora da ades&o ao tratamento e, possivelmente, uma reducdo na carga viral e
aumento da contagem de linfécitos TCD4 no dltimo exame. Como a concentragdo do
efavirenz obtida esta dentro da faixa terapéutica para a maioria dos sujeitos, espera-se
o mesmo perfil para a zidovudina, uma que a adeséo ao uso do EFZ é menor devido

as reacdes adversas associadas a estes farmacos.

Conclusodes

A técnica desenvolvida e validada mostrou-se satisfatoria de acordo com 0s
pardmetros de validacdo analitica preconizadas pela ANVISA, permitindo analisar
amostras de plasma humano contendo zidovudina e efavirenz para finalidade de
monitoracao terapéutica.

Observou-se que a concentracao plasmatica média de AZT e EFZ estéo dentro
da faixa terapéutica e que carga viral e contagem de linfocitos TCD4+ estao
satisfatérios para os sujeitos em terapia antirretroviral, conforme recomendacdes do

Ministério da Saude do Brasil.
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9.6 Normas da revista

A revista Farmacia Hospitalaria € o 6rgdo de expressado cientifica da
Sociedade Espanhola de Farméacia Hospitalar (SEFH). Publica artigos
pertinentes a algum aspecto da farmacoterapia ou de desenvolvimento e
experiéncia profissional, podendo ser apresentados em idioma espanhol ou
Inglés.

Os autores que considerarem muito importante a rapida publicacdo dos
seus trabalhos devem indicar na carta, justificando corretamente o motivo.

Todos 0s manuscritos aceitos passam a ser propriedade da Farmacia
Hospitalaria e, portanto, da SEFH, e ndo pode ser reproduzido em parte ou
totalmente  sem permissdo. Os autores ddo, no caso de publicacao,
exclusivamente os direitos de reproducao, distribuicdo, traducdo e comunicagao
publico (por qualquer meio ou gravacdo de som, audiovisual ou e-mail) para o
seu trabalho. Para tanto, o autor devera assinar uma carta de transferéncia de

direitos no momento do envio do trabalho através do sistema online de gestao.

Responsabilidade ética

Originalidade do trabalho: N&o serd aceito trabalho publicado
anteriormente ou submetidos simultaneamente a outra revista. Serdo aceitos
como apresentados anteriormente comunicagcdo em Congresso, desde que
tenha sido parte com finalidade de trabalhar para desenvolver ou ampliar o

objeto da investigacao.

A adesdo a recomendacdes internacionais de ética: Quando for
apresentado estudo realizado em humanos, deve estar indicado que os
mesmos tenham sido submetidos a fiscalizacdo do Comité de Etica Clinica. Em
particular devera informar que os dados do paciente foram obtidos a partir da
assinatura de um consentimento informado, sempre que necessario. Da mesma
forma, os autores devem declarar que o0s protocolos estabelecidos pelos

respectivos centros de saude foram seguidos de acesso registros de dados
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para poder realizar esse tipo de publicacdao fins de pesquisa/extenséo

comunitaria e cientifica.

Conflito de interesses: Se, para a realizacéo do trabalho para publicagéo,
que recebeu uma bolsa ou outra forma de assisténcia de uma fundacéo,
sociedade, organismo ou empresa, ou quando os autores de qualquer ligacao
com qualquer entidade publica ou privada, que podem conduzir a um conflito de
interesses, deverdo ser comunicadas em detalhe neste paragrafo para o efeito
de submissé@o on-line de manuscritos. Da mesma forma, dever4 comunicar

expressamente a auséncia de conflito, se for esse o caso.
Autoria: Apenas as pessoas que realmente tenham contribuido
significativamente para o desenvolvimento intelectual do trabalho devem ser

listadas como autores.

Secodes da revista

Farmacia Hospitalaria publica os seguintes tipos de itens: editorial, breve,
original, revisao, artigo de fundo e uma carta ao editor.

Originais. Os originais sédo trabalhos de pesquisa que verificam
hipéteses, comparam alternativas ou chegam a algum resultado que aumentam
0s conhecimentos cientificos ou opgbes farmacoterapéuticas ou qualquer outro
aspecto da prética da farmacia hospitalar. A tamanho maximo recomendado é
de 3.000 palavras, sendo admitido até 10 tabelas ou figuras. E aconselhavel
que o numero dos autores ndo seja superior a 6. Incluir no maximo 30

referéncias.
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APRESENTACAO
1 .- Procedimento para apresentacdo dos manuscritos

Os manuscritos devem ser submetidos eletronicamente através do URL
http://ees.elsevier.com/fh site preenchendo todas as informacdes necessarias
para o envio.

Os artigos devem ser inseridos no sistema em varios arquivos
correspondentes a: primeira pagina, o corpo do trabalho (incluindo o resumo e
palavras-chave, resumo e palavras-chave, introdugcdo, meétodos, resultados,
discusséao, bibliografia, tabelas e figuras) e figuras.

Os autores encaminhar, juntamente com 0 manuscrito, uma carta que
deve indicar:

* O tipo de artigo e secdo do jornal em que vocé deseja publicar o
trabalho, sujeita a decisao final do diretor da revista.

* Que o trabalho ndo tenha sido publicada anteriormente, que foi
publicado parcialmente ou que tenha sido comunicada a um Congresso.

« Em casos recentes, devera anexar referéncia completa local de
residéncia. Uma breve declaracdo para o efeito sera também serd incluido na
pagina do titulo.

* Que o trabalho ndo esté a ser revisto em qualquer outro revista.

» Para ter obtido as autorizacdes necesséarias para a reproducdo de
material ja publicado (se houver) e para ser entregue ao sempre que o trabalho
editorial foi aceito para publicacéo.

* Indicacdo e justificativa da necessidade de um rapido processo de
publicacdo a especial relevancia da pesquisa ou da rapida obsolescéncia de
dados.

Os autores devem preencher o sistema on-line para submissdo de
manuscritos questionario sobre possiveis conflitos de interesse, ou nao-
existéncia deles.

Os autores receberdao uma declaracédo de reconhecimento do trabalho

submetido.
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2 .- Resumo do manuscrito

Os manuscritos devem ser escritos em espanhol ou Inglés,
preferencialmente no Microsoft Word, formato de papel tamanho A4, com
margens de 2,5 centimetros de cada lado. As paginas devem ser numeradas no
canto superior direito, comecando com a pagina titulo. O manuscrito devera ser
escrito com espacamento duplo e fonte 11. Nao € permitido usar programas de
gerenciamento de bibliografia.

As abreviaturas sdo introduzidas apos o termo representando no primeiro
uso da abreviatura no artigo. Evite abreviacdes no titulo e resumo.

Para nomear as drogas, usar o nome genérico ou DCI (Denominacédo
Comum Internacional). Para citar os processos da doenca, usar a Classificagdo
Internacional Doenga em sua versao mais recente.

Recomendamos a redacgdo do artigo estilo impessoal na lingua clara e
precisa, ordenacdo de idéias ou declara¢cdes em uma légica e movendo-se de
mais geral para mais especifica.

N&o duplicar os dados das tabelas no texto e ndo repetir os resultados na
discusséo.

E obrigatério para o trabalho claramente dividido em sec¢des. Farmacia
Hospitalaria aprovou o seguinte esquema:

* Original: método, resultados, discussdo. Cada uma das secdes deve
comecar em nova pagina: pagina de titulo, resumo e palavras-chave, texto do

artigo, agradecimentos, bibliografia, tabelas, figuras, tabelas.

3 .- A pagina de titulo

Conter o titulo do trabalho, autores e filiagdo, o autor responséavel do
manuscrito e sua orientacdo, o reconhecimento de qualquer bolsa de estudos
ou apoio econémico, e os conflitos de interesse e gratiddo, se houver. O titulo
deve ser escrito em letras mailsculas, descrever adequadamente o conteudo
do trabalho e ser o mais conciso possivel, em uma frase (em geralmente, nédo
mais de 15 palavras). Evite siglas, codigos e simbolos que ndo sdo mais

usados. Os autores podem aparecer com um ou dois sobrenomes.
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Posteriormente, na linha de fundo, é o indicado (n) a (o servico) (s) a que
pertencem e (s instituicao) (s) para o (s).

O autor responsavel pela correspondéncia deve ser claramente indicado,
com o seu endereco particular ou completo, incluindo telefone e e-mail. Os
enderecos postais e eletrdnicos devem aparecer no artigo na primeira pagina,
se publicada.

Quando considerado necessario serd citado em uma secdo de
agradecimentos os individuos, instituicdes ou entidades que tenham trabalhado

ou apoiado a execuc¢dao do trabalho.

4 .- A pagina de resumo/Abstract.

Os trabalhos originais devem ser acompanhados de um resumo
estruturado na mesma lingua que € envia o resto do trabalho, ndo excedendo
250 palavras. Sec¢des: objetivo, método, resultados, conclusdes.

O resumo deve ser caracterizado por: 1) para atuar como substituto do
texto se ele ndo estiver disponivel, 2) ser desenvolvido em termos concretos,
indicando o0s pontos essenciais do artigo; 3) nao inclui citacbes dados
bibliograficos ou materiais ndo mencionados no texto, 4) no resumo nao deve
ser utilizado abreviaturas.

Na publicacdo final, o artigo tera uma traducdo exata do resumo em
Inglés ou Espanhol. O autor pode escolher entre enviar a traducao ou delegar
para a redacéo da revista.

Palavras-chave. Abaixo do resumo deve incluir trés a dez palavras
identificar o contetdo do trabalho essencial para a inclusdo em indices e bases
de dados. Recomendamos a utilizagdo de termos da Medicina Subject
Headings (MeSH) do Index Medicus disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?db=mesh

5 .- O texto
a) Introducdo. Mais curta possivel, tentando justificar a necessidade do trabalho

apresentado. Deve centrar-se sobre o problema e dados atuais. Deve incluir
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apenas a literatura essencial. Nao incluir dados ou conclusdes do trabalho
publicado. O ultimo paragrafo da introducdo descreve a meta (ou metas) de
trabalho.

b) Métodos. Abordard a area onde a pesquisa foi conduzida, o periodo ou a
duracdo, as caracteristicas da série estudada, o critério selecdo dos sujeitos,
descrevendo precisamente como eles conduziram o estudo, o tipo de desenho
utilizado, os critérios incluséo e excluséo, as diretrizes de tratamento, analise
estatistica, etc, fornecendo detalhes suficientes para que a experiéncia possa
ser repetida, com base em informacfes fornecidas. Devem ser identificados
drogas ou produtos quimicos que tém sido utilizados, a dose (s) e via (s) de
administracao.

c) Resultados. Eles descrevem os resultados obtidos com os materiais e
métodos referidos, especificando os resultados positivos e negativos. Os dados
podem ser mencionados no texto ou em tabelas ou figuras. Ndo devem ser
repetidos nas tabelas os dados de texto ou figuras. Destacar no resumo apenas
observacgGes importantes.

d) Discussédo. Deve interpretar os resultados, com énfase nos pontos
importantes do estudo e as conclusdes deles decorrentes. Deve relacionar as
observagGes descritas com outros estudos. Os autores podem apresentar as
suas préprias opinides sobre o assunto. Ele deve discutir: 1) o significado e
aplicacdo préatica dos resultados; 2) a consideracdo de uma possivel
inconsisténcia da metodologia e as razdes pelas quais os resultados possam
ser validos, 3) a relacdo e comparagcdo com publicacdes similares nas areas de
concordéancia e discordancia, e 4) as indicacdes e orientagdes para pesquisas
futuras. Além disso, a discussao deve ser impedida de se tornar uma revisao o
item e repetir os conceitos que tém surgido na introdugdo. Também néo deve
repetir os resultados do trabalho. Deve evitar afirmacdes e declaragbes sem

suporte de dados.

6 .- As tabelas e figuras

As tabelas sdo apresentadas em folhas separadas, que incluem:
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a) numeracao da tabela com numerais arabicos, que sera citado no texto, na
sequéncia;

b) Titulo no topo da tabela e abreviaturas ou siglas no fundo,

c) uma tabela por folha. Cada coluna devera proceder a um titulo. Se uma
tabela abrange mais de uma folha, sera repetida rubrica nas folhas seguintes. O
conteudo deve ser auto-explicativo e os dados ndo podem ser repetidos, quer
no texto ou outras tabelas ou figuras. Quando vocé tiver feito um estudo
estatistico, indicam uma tabela de rodapé técnica utilizada e o nivel de
significancia, se ele néo tiver incluido no texto da tabela. Os numeros incluem
todos os tipos de ndo-material tabular (morfologia, algoritmos histogramas, etc.)

e serdo citados no texto em ordem sequencial.

7 .- A literatura
Evitar se possivel, a inclusdo de referéncias a livros texto e as atas das
reunides. Apenas o0s documentos consultados devem ser incididos. A
autenticidade das citacbes € da responsabilidade autores. Comunicacdes
pessoais e dados ndo publicados ndo sdo citados, mas sera referenciado no
texto. Manuscritos aceitos, mas ainda ndo publicados, estdo incluidos nas
referéncias, especificando o nome da revista, seguido de "in press".

Formato. O formato e estilo de citacdo deve seguir rigorosamente as
Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas Biomédicas: escrita
e edicdo biomédica para publicagdo em sua edi¢do atual Outubro de 2005, cujo

texto oficial esté disponivel em: http://www.icmje.org/.

Este documento se refere, por sua vez, o estilo padrdo ANSI aprovado
pela Biblioteca Nacional de Medicina (National Library of Medicine) dos Estados
Unidos para as bases dados. Os autores devem consultar o seguinte endereco

web:  http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html. A adequagao

desses requisitos ndo € uma rejeicdo do trabalho para publicacédo. A bibliografia
€ apresentada em ordem de aparecimento no texto, tabelas ou nimeros com o0s
correspondentes numerados consecutivamente em algarismos arabicos. Nos

casos em que a nomeacdo for colocada proximo a um sinal de pontuacao, o
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preceder as aspas. No texto, os numeros vao no formato sobrescrito. A
bibliografia sera enviada como texto padrdo, ndo como notas de rodapé ou
notas de fim. Nés ndo vamos aceitar o programa-cédigos especificos

gerenciamento bibliografico.

Exemplos de requisitos de citacao bibliogréfica:

1. Standard artigo original publicado em uma revista:

* No caso de revistas com a publicacdo de casal (Espanhol e Inglés, por
exemplo), a nomeacao seréa eleito em espanhol: Alfonso F, Bermejo J, Segovia
J. Orientacbes europeias para a pratica clinica em Espanhol Journal of
Cardiology. Rumo a uma globalizacdo "completo" assisténcia cardiovascular?
Rev Esp Cardiol 2004; 57:1000-2.

» autores espanhois serdo citados com um ou 2 nomes como a designagao
original. Se os autores exceder 6 lista apenas os 6 primeiros, seguidos de "et al.
(Nota: MedlLine todos os autores estdo listados): Pintefio White M, Delgado
Sanchez O, Escriva Torralva A, Crespi Monjo M, Ventayol P Bosch, Puigventds
Latorre F, et al. Prospectiva e estudo comparativo para avaliar o impacto da
intervengcdo  promocgao farmacéutica da terapia sequencial com
fluoroquinolonas. Farm Hosp. 2004; 28:419-25.

» Se a autoria € atribuida a uma instituicdo ou um trabalho de grupo, coloque o
nome da instituicdo ou grupo: GAUME Group. Andlise de anti-prescricdo de
medicamentos Ulcera hospitais do Servigo de Saude da Andaluzia. Farm Hosp.
1995; 19:205-14.

» Se ha autores, mas estdo em nome de uma instituicdo, colocados em ambos:
Jané Codina C, Tuset Creus M, lbarra Barrueta O, Delgado Sanchez Ou,
Morancho Echevarria W, Garcia Diaz B, representando o HIV do grupo SEFH.
Avaliacdo de um programa de assisténcia farmacéutica dirigida para melhorar a
adeséo a terapia anti-retroviral. Farm Hosp. 2004, 28 Suppl 1:19-26.

« O nome da revista serd adaptado para as abreviaturas definido NLM no
MedLine thesaurus revistas. Para revistas que ndo tem um ndamero

correspondente de paginas em cada volume deve ser especificado a edi¢cao da
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revista entre parénteses. A primeira pagina € completo eo segundo indicara
apenas o digito alterado de ao primeiro: Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL.
Solid-transplante de 6rgdos na HIVinfected pacientes. N Engl J Med 2002;
347:284-7.

* Quando o item pertence a um suplemento serd colocado o numero apos
completar o volume: Barrueta Ibarra O, Martinez Bengoechea MJ, lllar Uranga
A, Lertxundi Etxebarria U, Iglesias Lambarri A, Santos Ibafiez A. Simplificacdo
lamivudina, zidovudina e abacavir: impacto sobre a adeséo, resultados clinicos
e impacto econémico. Farm Hosp. 2004; 28 Suppl 1:27-33.

2. Livros e outras monografias:

» Se for um coletivo, sera encaminhado aos editores ou compiladores como se
fossem autores, mas editores seguido da palavra: Santos B, Guerrero MD,
editores. Administracdo de Medicamentos: teoria e pratica. Madrid: Diaz de
Santos, 1992.

» Se 0 autor for uma organizacdo, vamos proceder como nos artigos de revistas.
No caso em que a cidade existe em varios paises, indicando a pais em
parénteses. Por exemplo: Cordoba (Argentina): Royal Adelaide Hospital,
University of Adelaide, Department of Clinical Enfermagem. Compéndio de
Enfermagem de investigacdo e desenvolvimento da prética, 1999-2000.
Adelaide (Australia): Adelaide University, 2001.

3. Comunicacdes ao Congresso:

» Se a comunicacgao é publicado em um jornal resumo é citado como um artigo.
e Se a comunicacdo € publicado em um livro de resumos, sera citado
semelhante ao formato de um capitulo de um livro.

4. Documentos ou relatorios:

» Quando séo publicadas por uma instituicdo ou organismo: Yen GG (Oklahoma
State University, School of Electrical and Computer Engineering, Stillwater, OK).
Vigilancia da saude em vibracdo assinaturas. Relatério Final. Arlington (VA): Air
Force Office of Scientific Investigacdo (E.U.), Air Force Research Laboratory,
2002 fevereiro Relatério No.: AFRLSRBLTR020123. Contrato No.:
F496209810049.
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 Consultas de leis: Direito Publico: Veterans Hearing Loss Compensation Act of
2002, Pub. L. N © 107-9, 115 Stat. 11 (24 de maio, 2001). Bill Unenacted:
Saudavel Children Learn Act, S. 1012, 107 Cong., 1st Sess. (2001). Cédigo de
Federal Regulations: Circulacdo Extracorporea Intracardiac Ventosa Control, 21
C.F.R. Sect 870.4430 (2002). Audiéncia: arsénico na Beber Agua: Uma
atualizagdo sobre a Ciéncia, Beneficios e Custos: Audigdo Antes da Subcomm.
do Meio Ambiente, Tecnologia e Padrées da Casa Comm. on Science, 107th
Cong., 1st Sess. (4 de outubro, 2001).

5. As publicacdes eletrénicas:

» Artigo na Internet. Essas revistas publicadas na Internet. Citado como um
artigo normal. Pode ou ndo pode ter paginas (no exemplo ndo paginas): Abood
S. Iniciativa de melhoria de qualidade nos lares de idosos: a ANA atua em um
papel consultivo. Am J Nurs. 2002, 102 (6) [citado 12/09 -- 2002]. Disponivel
em: http://www.nursingworld.org/AIJN/2002/june/Wawatch.htm

* Documentar e comunicar na Internet: Foley KM, Gelband H, eds. Melhorar os
cuidados paliativos para o cancer [monografia na Internet]. Washington:
National Academy Press; 2001 [cited 09/07/2022]. Disponivel em:
http://www.nap.edu/books/ 0309074029/html /

» pagina da Web ou uma parte dela: American Medical Association. Chicago:
The Association, 1995 -- 2002 [cited 12/08/2002]. AMA Office of Group Practice
Liaison. Disponivel em: http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/ 1736.html

* Banco de dados na Internet: Open database: Who's Certified banco de dados
online []. Evanston (IL): A Camara Americana de Médicos Especialistas [cited
08/03/2001]. Disponivel em: http://www.abms.org/newsearch.asp
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