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RESUMO

A malaria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium, e apesar
de ser tratavel e prevenivel, ainda ocasiona um alto indice de mortalidade no mundo. A
utilizacdo de farmacos antimalaricos seguros e eficazes é essencial para a reducdo da
mortalidade, principalmente considerando que a estratégia atual de controle est4 baseada no
diagndstico precoce e no tratamento adequado dos casos. A terapia combinada artesunato-
mefloquina (AR-MQ) é uma terapia padrdo para o tratamento da malaria ndo complicada por
P. falciparum, com eficacia terapéutica e acdo frente a forma recorrente do Plasmodium. Apesar
disso, ainda é necessario o entendimento dos pardmetros norteadores da posologia a serem
utilizados e da eficécia quando os farmacos sdo avaliados em associa¢do. Com isso, 0 objetivo
deste trabalho foi estabelecer um modelo farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD)
populacional relacionando a parasitemia as concentracdes plasmaticas total da terapia
combinada AR-MQ. Para alcancar este objetivo, camundongos Swiss infectados com P.
berghei foram divididos aleatoriamente em grupo néo tratado e tratado, tendo o grupo tratado
recebido 100 mg/kg de AR + 55 mg/kg de MQ por via oral, dose Unica. Posteriormente, foram
coletadas amostras de plasma para analise PK e avaliado a % de parasitemia. Com os dados de
sobrevivéncia obtidos foi realizada a analise Time-to-event (TTE). A analise PK/PD foi
conduzido usando MonolixSuite™ versdo 2024R1 por meio do método mixed-effects models.
O perfil de concentracdo versus tempo do AR e MQ foram descritos por um modelo de 1
compartimento, constante de absor¢do (ka) para o AR e absorcao de ordem zero (TkO) para a
MQ, com eliminacéo linear para ambos. Um modelo turnover de inibi¢do descreveu a curva de
efeito no tempo adequadamente, com estimativa das constantes Kprol € Kdeath de 26,36 e 0,024 h
! respectivamente, 1Cso 42,34 pg/mL e Imax 333,34 para 0 AR e ICso de 0,086 pug/mL € Imax
1,42 para MQ. A analise TTE, cujo objetivo consiste em avaliar a influéncia do tratamento na
sobrevivéncia, também foi realizada no MonolixSuite™. A curva de sobrevivéncia dos dados
foi melhor descrita pelo modelo Weibull. A andlise subsequente identificou que o0 AR-MQ teve
influéncia significativa no tempo de sobrevivéncia (Te_pop), estimado em 13,66 dias com beta
Te_ARMQ de 0,77 dias. A probabilidade de sobrevivéncia 7, 15 e 30 dias apds o tratamento
com AR-MQ foi de 94,4%, 88,9% e 14,9%, respectivamente. Como conclusdo, este estudo
desenvolveu um modelo PK/PD para a descri¢do da curva de efeito-tempo apds administragdo
Unica da associacdo AR-MQ em camundongos infectados por P. berghei e identificou maior
sobrevivéncia dos animais quando administrado a associacdo, tendo entdo potencial de

aplicacdo dos modelos para futuras investigacdes pre-clinicas.



Palavras-chave: Malaria, modelagem farmacocinética/farmacodinamica, Plasmodium berghei,

Plasmodium falciparum, terapia combinada, artesunato, mefloquina, time-to-event.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium, and despite being
it is treatable and preventable, it still causes a high mortality rate worldwide. The use of safe
and effective antimalarial drugs is essential for reducing mortality, especially considering that
the current control strategy is based on early diagnosis and adequate treatment of cases.
Artesunate-mefloquine (AR-MQ) combined therapy is a standard therapy for the treatment of
uncomplicated P. falciparum malaria, with therapeutic efficacy and action against the recurrent
form of Plasmodium. Despite this, it is still necessary to understand the parameters guiding the
dosage and effectiveness when the drugs are evaluated in combination. Therefore, this work
aimed to establish a population pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) model relating
parasitemia to total plasma concentrations of AR-MQ combined therapy. To achieve this
objective, Swiss mice infected with P. berghei were randomly divided into an untreated and
treated group, which received 100 mg/kg of AR + 55 mg/kg of MQ orally, in a single dose.
Subsequently, plasma samples were collected for PK analysis, and the % of parasitemia was
assessed. A Time-to-event (TTE) analysis was performed with the survival data obtained.
PK/PD analysis was conducted using MonolixSuite™ version 2024R1 using the mixed-effects
models method. The concentration versus time profile of AR and MQ were described by a 1-
compartment model, absorption rate (ka) for AR and zero-order absorption (Tk0) for MQ, with
linear elimination for both. A turnover inhibition model described the effect curve over time
adequately, with estimated Kprol and Kgeath cONstants of 26.36 and 0.024 ht, respectively, 1Cso
42.34 pg/mL and Imax 333.34 for AR and ICso of 0.086 pg/mL and Imax 1.42 for MQ. TTE
analysis, an analysis to evaluate the influence of treatment on survival, was also performed in
MonolixSuite™., The data survival curve was best described by the Weibull model. Subsequent
analysis identified that AR-MQ significantly influenced in the survival time (Te_pop),
estimated at 13.66 days with a Te_ ARMQ beta of 0.77 days. The probability of survival 7, 15,
and 30 days after treatment with AR-MQ was 94.4%, 88.9%, and 14.9%, respectively. In
conclusion, this study developed a PK/PD model to describe the effect-time curve after a single
administration of the AR-MQ association in mice infected by P. berghei and identified greater
survival of the animals when administered the association, thus having the potential to apply

the models for future preclinical investigations.

Keywords: Malaria, pharmacokinetic/pharmacodynamic modeling, Plasmodium berghei,

Plasmodium falciparum, combination therapy, artesunate, mefloquine, time-to-event.
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A maléria é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por protozoarios intracelulares
do género Plasmodium e transmitidos pela fémea infectada do mosquito Anopheles, que apesar
de poder ser tratavel e prevenivel, ainda ocasiona um alto indice de mortalidade no mundo. E
encontrada em regifes tropicais e subtropicais, sendo que a maioria dos casos da doenca e
mortes acontecem na Africa Subsaariana. Entretanto, as regibes do Sudeste Asiético,
Mediterraneo  Oriental, Pacifico Ocidental e Ameéricas também estdo em risco
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2013).

No Brasil, a maioria dos casos de maléria se concentra na regido Amazonica, nos
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Ronddnia, Roraima e
Tocantins. Nas demais regides, chamadas de Extra-Amazonica, apesar das poucas
notificacBes, ndo pode ser negligenciada, pois se observa uma letalidade mais elevada em

comparacdo a regido Amazonica (BRASIL, Guia De Tratamento da Malaria No Brasil, 2021).

Fatores como resisténcia do vetor aos inseticidas utilizados, a resisténcia do
Plasmodium aos antimalaricos, as condi¢Bes socioecondmicas das populacdes atingidas, bem
como esquemas de tratamento complexos dificultam o tratamento e erradicacdo da malaria
(PIMENTEL et al., 2007; WINSTANLEY, 2001).

A utilizagdo de farmacos antimaléricos em tratamentos seguros e eficazes é essencial
para a reducdo da mortalidade por maléria, principalmente considerando que a estratégia atual
de controle estd baseada no diagnostico precoce e no tratamento adequado dos casos. O
aparecimento e propagacdo de parasitos resistentes a grande maioria dos antimalaricos
disponiveis, no decorrer das Gltimas décadas, tem-se revelado como o principal obstaculo a uma
eficiente diminuicdo dos casos da malaria. Muitos dos farmacos empregados sdo relativamente
de baixo custo, faceis de distribuir e eficazes. No entanto, o problema da resisténcia do P.
falciparum, principalmente, tem tornado a profilaxia e quimioterapia mais complexas € menos
satisfatorias, portanto alternativas terapéuticas devem ser desenvolvidas a fim de contornar este
problema mundial (OLLIARO, 2001; SANTOS-MAGALHAES; MOSQUEIRA, 2010).

Porém, existem poucos estudos de desenvolvimento de novos agentes antimalaricos
devido as dificuldades intrinsecas do desenvolvimento, como o alto custo e o fato da malaria
ser uma doenca negligenciada com maior incidéncia em paises subdesenvolvidos. Nesse
sentido, hé pouco interesse da inddstria farmacéutica em investir, em virtude da incerteza sobre

os retornos financeiros (MAO et al., 2023).
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A eficécia do tratamento com um agente antimalarico depende das espécies de parasitos,
os farmacos antimaléricos e a imunidade do hospedeiro humano (PLEWES et al., 2019).
Farmacos como a cloroquina e a associacdo sulfadoxina-pirimetamina, que séo acessiveis, de
baixo custo e eficazes apresentam resisténcia relatada (GLOBAL REPORT ON
ANTIMALARIAL EFFICACY AND DRUG RESISTANCE, 2010).

Nesse sentido, a utilizacdo das combinacdes de farmacos ao invés de monoterapia tem
sido preconizada pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), a fim de evitar a disseminagéo
da resisténcia ao P. falciparum e melhorar os resultados clinicos (ASHLEY; WHITE, 2005;
GLOBAL REPORT ON ANTIMALARIAL EFFICACY AND DRUG RESISTANCE, 2010).
A terapia antimalarica de primeira linha para o tratamento da malaria ndo complicada é a terapia
combinada com artemisinina com farmacos de acdo longa. Elas tém um rapido inicio de acdo e
capacidade de atingir uma ampla gama de estagios de desenvolvimento do ciclo de vida
eritrocitico do parasito (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). No entanto, a
resisténcia a artemisinina e seus derivados estdo se espalhando entre as populacdes de P.
falciparum (RABINOVICH et al., 2017).

No Brasil, as associagdes mais comumente utilizadas para o tratamento da maléria s&o:
artemeter+lumefantrina e artesunato+mefloquina. Para a malaria severa ocasionada por P.
falciparum pode-se destacar a utilizacdo de artesunato, sozinho ou em associa¢cdo com a
mefloquina (BRASIL, 2021).

Uma formulacdo contendo a associacdo artesunato (AR) e mefloquina (MQ) foi
desenvolvida na Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) e seus estudos pré-clinicos e clinicos
foram realizados por um consorcio contendo diversos centros de pesquisa de diferentes paises
(WELLS; DIAP; KIECHEL, 2013). Esta associacdo € muito utilizada no tratamento da malaria
devido a elevada eficacia terapéutica, auséncia de resisténcia e acao frente a forma recorrente
do P. falciparum (SMITHUIS et al., 2010). Além disso, a mesma ndo mostrou efeitos

toxicologicos pronunciados em estudos clinicos realizados (WELLS; DIAP; KIECHEL, 2013).

Apesar das vantagens descritas da associagdo AR-MQ, ainda € necessario o
entendimento dos parametros norteadores da posologia a serem utilizados, ja que sdo capazes
de verificar o efeito de farmacos administrados sozinhos, além de compreender a resisténcia,
falhas terapéuticas e superexposicdo aos farmacos (ANDREWS et al., 2018; CZOCK;
KELLER, 2007).
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Neste contexto, a farmacometria surgiu como uma ferramenta importante para o campo
da farmacologia, permitindo o desenvolvimento e aplicacdo de métodos matemaéticos e
estatisticos na compreensdo, caracterizagdo e previsao da exposicao/resposta a medicamentos,
com a criacdo de modelos e simulacbes que descrevem e quantificam as interacfes entre 0s
farmacos e o organismo, considerando efeitos benéficos e adversos (BANDEIRA; PINTO;
CARNEIRO, 2023). E dentro da farmacometria, a modelagem farmacocinética-
farmacodindmica (PK/PD) é uma abordagem que auxilia na determinacdo de posologia de
antimalaricos (HUGHES et al.,, 2021; KAY; HASTINGS, 2013), caracterizando as
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas dos farmacos e explorando o impacto de
fatores intrinsecos e extrinsecos que contribuem para a variabilidade de exposicao e resposta
(ANDREWS et al., 2018).

Para que o modelo PK/PD seja desenvolvido, realizam-se estudos de avalia¢do do perfil
PK do farmaco e avaliagdo do PD em funcdo do tempo, ap6s a utilizacdo de diferentes
posologias, em ensaios in vitro ou in vivo, para determinar o efeito obtido devido a variacdo de
concentracdo do farmaco em estudo (ZHANG et al., 2022). De posse dos dados de PK e PD,
busca-se estabelecer a correlagdo matematica do perfil temporal concentracdo-dose-resposta.
Sob condicdes de equilibrio entre a concentracdo plasmatica e do local de agdo, a relacdo entre
a concentracdo e o efeito pode ser descrita por modelos PD tais como 0 modelo Emax € 0 modelo
Emax sigmoidal. O modelo Emax descreve o efeito méximo do farmaco e a concentracdo para
atingir 50% do efeito maximo (ECso), 0 que representa a atividade intrinseca da substancia e a
poténcia da mesma, respectivamente (PEREIRA et al., 2022).

Nos trabalhos em que a modelagem PK/PD foi utilizada para a verificacdo do efeito de
farmacos antimal&ricos, os autores concluem que a mesma é extremamente Util para a melhor
utilizacdo dos farmacos no tratamento da maléria (KAY; HASTINGS, 2013; ZALOUMIS et
al., 2012). Com base no exposto, esse trabalho propde-se a realizar uma modelagem PK/PD da

associacdo AR+MQ.

Nesse contexto, o objetivo geral desse trabalho é desenvolver um modelo PK/PD para

a associagdo artesunato e mefloquina. Os objetivos especificos séo:

e Determinar a parasitemia, em modelo de infe¢do in vivo em camundongos infectados
por Plasmodium berghei, apds a administracdo da associacao artesunato e mefloquina;
e Adaptar e validar metodologias bioanaliticas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia para quantificacdo do artesunato e da mefloquina em plasma de camundongo;
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Determinar as concentracfes da associagdo artesunato e mefloquina no plasma de
camundongos infectados por Plasmodium berghei;

Determinar a relagdo matematica entre o efeito antiparasitario da associacdo artesunato
e mefloguina em funcdo do tempo através de modelagem PK/PD;

Avaliar a sobrevivéncia dos camundongos infectados por Plasmodium berghei apds a
administracdo da associacdo artesunato e mefloquina, utilizando a anélise Time-to-

event.
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MALARIA

A maléria é uma doenca parasitaria tropical causada por protozoarios do género
Plasmodium, quando este é transmitido pela fémea do mosquito Anopheles. Atualmente, se
conhece mais de 120 espécies de Plasmodium, e cinco delas sdo capazes de infectar os
humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale e Plasmodium knowlesi (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018; VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020).

Ha predominancia de infeccio pelo P. falciparum em éreas tropicais da Africa, com
coinfeccdo por P. malariae em alguns casos; na América do Sul o P. vivax prevalece sobre o
P. falciparum; na Asia e Pacifico sdo encontrados tanto o P. falciparum quanto o P. vivax.
Embora o P. malariae possa ocorrer em todas as areas, sua prevaléncia é geralmente baixa, e 0
P. ovale é difundido principalmente na Africa tropical enquanto a infeccdo por P. knowlesi
ocorre apenas em certas areas florestais do Sudeste Asiatico (AUTINO et al., 2012). Das cinco
espécies, o P. falciparum é considerado o mais letal, responsavel por causar a doenca grave € 0
responsavel pela maioria das mortes devido a maldria, especialmente na Africa Subsaariana
(MEIBALAN; MARTI, 2017).

A incidéncia da maléaria depende de alguns fatores, como clima, vegetacdo,
implementacdo de medidas de controle, e condi¢cdes socioeconémicas (ASHLEY; PYAE
PHYO; WOODROW, 2018). Mundialmente, o maior nimero de casos de malaria é
contabilizado por paises com transmissdo moderada a alta na Africa Subsaariana. Em 2022,
havia 249 milhGes de casos estimados de malaria casos em 85 paises onde essa doenca é
considerada endémica, um aumento de 5 milhdes de casos em comparagdo com 2021. Entre
2020 e 2022, as estimativas para ambos 0s casos e mortes incluiram o impacto de interrupcoes
em servicos essenciais servicos de malaria durante a pandemia de COVID-19 (WORLD
MALARIA REPORT, 2023). Quanto a taxa de mortalidade, em 2020, aumentou para cerca de
15,1 por 100.000 habitantes em risco (WORLD MALARIA REPORT, 2022).

Em 2021, na América do Sul, os casos e a incidéncia de maléria diminuiram 70%, e as
mortes e a taxa de mortalidade diminuiram 73%. A Venezuela, Brasil e Colémbia
representaram 79% de todos 0s casos nesta regido, cujo principal agente etiologico foi o P.
vivax, sendo que na Republica Bolivariana da Venezuela, Brasil, Colombia e Peru tiveram
reducdes substanciais na carga de casos em comparacdo com 2019 (WORLD MALARIA
REPORT, 2022).
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No Brasil, segundo o Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude de 2021, cerca
de 99,9% da transmissdo da malaria ocorre na regido amazonica, mas surtos esporadicos
ocorrem na regido extra-amazonica e sdo de grande preocupacdo, visto que podem resultar no
aumento de casos em areas de baixa transmissdo ou na reintroducao da endemia em areas livres
de maléria por décadas. Sobre o risco de infec¢do na regido amazo6nica, em 2021, 29 municipios
foram classificados como de alto risco, 38 de médio risco e 61 de baixo risco (Figura 1). Neste
mesmo ano, houve uma reducéo de 4,1% nas notificacbes dos casos de malaria, sendo que do
total de casos notificados, 99% foram autoctones, ou seja, tiveram transmissao relatada dentro
do Brasil, e desses casos, 17% se deram por P. falciparum e malaria mista, e 83% foram
causados por P. vivax e outras espécies parasitarias. Quanto as internagdes e dbitos por maléria,
houve um aumento de 4,9% em internacbes em 2021, sendo que a regido extra-amazonica
apresentou 0 maior aumento, e 49 o6bitos, representando 11,4% de aumento em relacdo a 2020
(BRASIL, Boletim Epidemioldgico, 2021).

Figura 1. Mapa de risco de malaria por municipio de infeccédo, Brasil 2021.
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Fonte: Brasil, 2021.

O ciclo de vida dos parasitos € um processo complexo gque ocorre tanto em hospedeiros
vertebrados quanto em um mosquito vetor. A infeccdo por Plasmodium acontece quando a

fémea do mosquito Anopheles no momento do hematofagismo, inocula 0s esporozoitos no



24

homem, as formas infectantes do parasito. Os esporozoitos inoculados, circulam pela corrente
sanguinea e migram para o figado, onde comegam a se replicar de forma assexuada durante 7-
14 dias, sendo esse periodo chamado de pré-eritrocitario. Nese estagio ainda ndo ha sintomas
clinicos, e o tempo de replicacdo pode alterar de acordo com a espécie responsavel pela
infecgdo. Para o P. falciparum e P. knowlesi, o periodo de incubag&o varia entre 10 a 14 dias,
2 a 3 semanas para P. vivax e P. ovale, e 18 dias ou mais para o P. malariae (ASHLEY; PYAE
PHYO; WOODROW, 2018; VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020).

Apo6s um periodo, 0s esporozoitos passam a ser merozoitos, comegando 0 estagio
eritrocitério e aparecimento dos sintomas. Nesse momento 0s merozoitos invadem as células
vermelhas do sangue, se multiplicam em esquizontes sanguineos, que liberard novos merozoitos
para infectar novas células sanguineas, dando continuidade a infeccdo. Uma parte dos
merozoitos podem se diferenciar nas formas sexuais ou gametdcitos, e essas formas garantem
novas infec¢Bes quando um outro mosquito os absorve, acontecendo no intestino do mosquito
a reproducdo sexual. A reproducdo sexual é responsavel pela formacdo de um zigoto, que se
diferencia em oocisto. O oocisto libera 0s novos esporozoitos que migram para as glandulas
salivares do mosquito, onde estardo prontos para uma nova inoculagdo, completando o ciclo de
transmissdo (Figura 2). Em infecgdes por P. vivax e P. ovale, uma parte de esporozoitos torna-
se hipnozoitos dormentes, que levam a recaidas meses ou anos ap0s a infeccdo inicial
(ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018; VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020). Além
da transmissdo vetor-parasito-humano, a malaria pode ser transmitida através de transfusdo de
sangue, transplante de 6rgao e de forma congénita (VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020).

Os sintomas da infeccdo por malaria s6 comecam com a primeira ruptura do esquizonte
hepatico e liberacdo de merozoitos na circulacdo sanguinea, sendo que pode ser silencioso para
a grande maioria dos pacientes, e persistem a medida que os parasitos continuam o ciclo de vida
assexuado de reinvasdo de merozoitos, desenvolvimento de trofozoitos e ruptura de esquizontes
ao longo de 24 a 48 horas (MILNER, 2018).
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Figura 2. Ciclo de infeccdo da malaria.
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Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control (CDC), 2020.

A maléria é dividida em duas apresentac@es clinicas: ndo complicada e grave. Os
sintomas da malaria estdo relacionados com o nimero de parasitos produzidos pelo ciclo
eritrocitico. A malaria ndo complicada é definida como sintomas presentes como a febre, mas
sem sinais clinicos ou laboratoriais que indiqguem gravidade ou disfuncdo de 6rgdos vitais.
Relatos classicos descrevem picos periddicos de febre em intervalos correspondentes a duracdo
do ciclo eritrocitério da espécie infectante (48h para infecgdo por P. falciparum, P. vivax e P.
ovale; e 72h para P. malariae). Além da febre, sdo observados sintomas inespecificos, como
mal-estar, fadiga, artralgia, mialgia, cefaleia, desconforto abdominal, nausea, vomito e
hipotensao ortostatica (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018; MILNER, 2018; VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020).

Ja a malaria na sua forma grave é definida como aquela que tem um maior risco de morte
no momento da avaliacdo (50 vezes maior), e geralmente apresenta mortalidade superior a 5%
(WHITE, 2022). Séo observados diversos sintomas e manifestacdes laboratoriais (Tabela 1)

como convulsdo, lesdo renal aguda (apresentando necrose tubular aguda e acidose) e anemia
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grave, sendo a Ultima mais comum em criangas (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018;

MILNER, 2018; VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020).

Tabela 1. ManifestacGes clinicas e laboratoriais indicativas de malaria grave e complicada.

Manifestacdes clinicas

Dor abdominal intensa (ruptura de baco, mais frequente em P. vivax)
Mucosas amareladas, ictericia

Mucosas muito hipocoradas

Reducéo do volume de urina a menos de 400 mL em 24 horas
Vomitos persistentes que impecam a tomada da medicacdo por via oral
Qualquer tipo de sangramento

Falta de ar

Extremidades azuladas (cianose)

Aumento da frequéncia cardiaca

Convulséo ou desorientacao

Prostracdo (em criancas)

Comorbidades descompensadas

ManifestacGes laboratoriais

Anemia grave
Hipoglicemia
Acidose metabdlica
Insuficiéncia renal
Hiperlactatemia

Hiperparasitemia (> 250.000/mm3 para P. falciparum)

Fonte: Brasil, 2020.

Sobre a fisiopatologia, a malaria ndo complicada é caracterizada por febre secundaria a

ruptura de eritrocitos, ingestdo de merozoitos por macréfagos e/ou presenca de antigenos

apresentadores de trofozoitos na circulagdo ou no bago que medeia a liberagdo do fator de

necrose tumoral a (TNF-a). O TNF-o é estimulado por metabdlitos (particularmente

glicosilfosfatidilinositol) liberados pelo parasita ao final da esquizogonia sanguinea, induzem a

expressao de alguns receptores endoteliais promovendo a citoaderéncia, e estdo associados a

febre, & hipoglicemia e a anemia. A ligacdo de hemacias infectadas maduras as células

endoteliais hospedeiras, chamado de citoaderéncia, é o principal fator na patogénese da malaria

grave. A expressao de genes que codificam proteinas envolvidas na citoadesdo e evasao
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imunolégica explica a viruléncia do P. falciparum quando comparado com outras espécies
(NEVES, 2016; FIKADU; ASHENAFI, 2023), sendo o principal responsavel por causar
mortalidade associada a malaria. Este parasito tem a caracteristica unica de infectar hemacias
em qualquer estagio, o que leva a uma maior viruléncia, multiplicacdo e gravidade da doenca,
mas, apesar disso somente 1% das infec¢es causam manifestacfes grandes (ASHLEY; PYAE
PHYO; WOODROW, 2018; VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020). O P. vivax causa malaria
ndo complicada, mas pode estar associado com quadros graves; ja o P. malarie e P. ovale
causam maléria ndo complicada, e é raro serem associados a complicacdes (VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020).

A citoaderéncia ocorre por mediacao da proteina de membrana eritrocitaria (PfEMP1),
que sdo proteinas expostas na superficie do eritrocito infectado e se ligam a diferentes
receptores endoteliais. O PFEMP1 codificado pelo gene Var é o antigeno de superficie variante
mais bem caracterizado que é expresso na superficie dos eritrocitos infectados, onde medeia a
ligacdo aos receptores endoteliais. A familia PfEMP1 forma saliéncias eletrodensas
denominadas botGes na membrana de hemacias parasitadas, sendo inserida e projetando-se da
membrana eritrocitaria. Os botdes servem como um local pelo qual os eritrdcitos parasitados se
ligam a outras superficies celulares, como glébulos vermelhos normais e endotélio. A adesdo
de eritrécitos parasitados ao endotélio vascular leva ao sequestro, fenémeno pelo qual hemacias
infectadas translocadas da circulagéo periférica se ligam ao endotélio vascular, nas profundezas
da microvasculatura de varios tecidos e 6rgdos. Ha também a formacdo de rosetas, aglomerados
de hemacias parasitadas em torno de hemécias ndo-parasitadas, o que aumenta a obstrucao
microvascular (NEVES, 2016; ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018; FIKADU;
ASHENAFI, 2023; MILNER, 2018; VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020).

A doenca clinica é, portanto, o resultado da interacdo da biologia pré-programada do
parasito em conjunto com a resposta imunologica do hospedeiro. Variagdo nessa interacdo pode
acontecer quando ha diversidade genética parasitaria de proteinas-chave, coinfeccdes,
comorbidades, atrasos no tratamento, polimorfismos humanos e determinantes ambientais
(MILNER, 2018).

TRATAMENTO FARMACOLOGICO - Artesunato e Mefloquina

A reducéo e a eliminacao dos casos de malaria dependem de medidas preventivas, como
o controle de vetores, técnica de diagndstico que seja sensivel e precoce, e o0 tratamento

adequado da infeccdo. Acerca do tratamento, os antimalaricos agem principalmente por
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mecanismos que buscam inibir um ou dois estagios do ciclo de vida do parasito e varios
medicamentos estdo disponiveis para atingir este objetivo (PINHEIRO et al., 2018; TRIPATHI
et al., 2023).

Os antimalaricos disponiveis sdo farmacos baseados em produtos naturais, compostos
semissintéticos e sintéticos, e sdo divididos em trés classes principais: derivados da quinolina,
antifolatos e derivados da artemisinina. As quinolinas sdo amplamente utilizadas para o
tratamento da malaria. A quinina, um alcaloide isolado da casca das arvores Cinchona, foi usada
pela primeira vez para tratar a malaria no inicio do século XVII e tornou-se a terapia padréo
para a malaria até década de 1940. A MQ, outro representante das quinolinas, desenvolvida
pelo exército dos Estados Unidos, comecou a ser utilizada em meados da década de 1980 e
atualmente é recomendada para quimioprofilaxia da maléria causada por todas as espécies
(PINHEIRO et al., 2018). Os antifolatos, representados por proguanil, pirimetamina e
sulfonamidas, sdo inibidores da dihidrofolato redutase e diidropteroato sintase, da via do folato
no Plasmodium spp (GREGSON; PLOWE, 2005).

Os derivados de artemisinina, oriundos da planta Artemisia annua, mudou a forma de
tratar a malaria na década de 1990 (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). A
dihidroartemisinina (DHA), AR e arteméter, formam a pedra angular do tratamento
antimalarico atual (HANBOONKUNUPAKARN; WHITE, 2022). As terapias a base de
quinolonas foram deixadas para as terapias a base de artemisinina, devido a sua rapida eficéacia,
seguranca e poténcia, e atualmente sdo a primeira escolha para tratar a malaria ndo complicada
e grave (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018; VARO; CHACCOUR; BASSAT,
2020).

Porém, com o passar dos anos, o tratamento monoterapico foi sendo substituido pelas
combinac6es de farmacos, dada a disseminacdo global de P. falciparum resistente a cloroquina
e antifolatos, e a terapia combinada de antimalaricos é atualmente considerada como uma
importante estratégia para o combate de resisténcia. As recomendacfes sdo que criangas e
adultos com malaria ndo complicada causada pelo P. falciparum, P. falciparum misturado com
espécies ndo falciparum, e para P. vivax resistente a cloroguina, sejam tratados com terapias
combinadas a base de artemisinina (ACTs) (VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020).

As ACTs consistem no uso simultdneo de uma combinacdo de um derivado da
artemisinina que reduz rapidamente a parasitemia associado a um farmaco que remove 0s

parasitas residuais por um periodo mais longo, sendo farmacos que possuem mecanismo de
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acdo independentes e diferentes alvos bioquimicos no parasito (ASHLEY; PYAE PHYO;
WOODROW, 2018). A combinagdo pode ser mais eficaz do que a terapia Unica, se 0S
componentes exercem um efeito antimalarico sinérgico ou aditivo e ha diminuicéo da eficacia
devido a resisténcia a pelo menos um dos farmacos (BUKIRWA; ORTON, 2005). S&o
representantes dos ACTSs: artemeter-lumefantrina, artesunato-amodiaquina, artesunato-
mefloquina,  dihidroartemisinina-piperaquina,  artesunato-sulfadoxinepirimetamina e
artesunato-pironaridina (VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020). Os tratamentos orais com
ACT sao eficazes de forma confiavel, com poucos efeitos adversos e estdo disponiveis como
combinac0es de dose fixa (PLEWES et al., 2019).

Segundo a OMS, cada pais deve escolher a ACT mais adequada, levando em
consideracdo aspectos relacionados a adesao, seguranca e eficacia. No Brasil, o Ministério da
Saude orienta o tratamento e disponibiliza gratuitamente os medicamentos antimaléricos
preconizados em todo o Pais nas unidades de satde do Sistema Unico de Satde. As associacdes
artemeter-lumefantrina e artesunato-mefloquina (AR-MQ) séo indicadas para o tratamento da
malaria ndo complicada causada pelo P. falciparum e escolhido conforme a disponibilidade
local. A combinacdo AR-MQ, desenvolvida pela Farmanguinhos/Fiocruz, em parceria com a
Drugs Initiative for Neglected Diseases (DNDi), possui a vantagem de ter apenas uma
administracdo diaria, profilaxia pos-tratamento devido a maior meia-vida da mefloguina, além
da apresentacdo pediatrica na forma de comprimido que se dissolve em agua (BRASIL, 2021;
PINHEIRO et al., 2018). Além disso, em revisdo sisteméatica e meta-analise realizada por
Peixoto e colaboradores (2016), apresentou uma boa eficacia, com raros eventos adversos
graves, ndo foram identificados 6bitos associados ao uso do medicamento e obteve-se reducéo
da taxa de incidéncia de malaria por P. falciparum (PEIXOTO; MARCHESINI; DE
OLIVEIRA, 2016).

Sobre os dois farmacos com comp8em a associacdo, o0 AR (Figura 3), o representante
da classe das artemisininas, tem como mecanismo de agdo a capacidade quimica de gerar
radicais livres. As artemisininas, apds a reagdo com Fe2+ no eritrocito, sdo convertidos em
radicais livres de oxigénio e de carbono, que tém atividade antiparasitaria direta. 1sso ocorre no
vacuolo alimentar por qualquer Fe2+ livre ou por ferroprotoporfirina IX (heme reduzido). Mais
recentemente outro mecanismo de acdo foi proposto, com as artemisininas inibindo a calcio
ATPase do reticulo endoplasmatico do parasito (HESS; GOAD; ARGUIN, 2010;
WOODROW; HAYNES; KRISHNA, 2005).
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Figura 3. Estrutura quimica do artesunato (AR), da dihidroartemisinina (DHA) e da
DHA-glicuronideo, e enzimas responsaveis pela biotransformacéo.

AR DHA DHA - glicuronideo

Fonte: Adaptado de Pubchem, 2024.

Esta classe tem a caracteristica de eliminar todos os estagios eritrociticos do parasito da
malaria, incluindo gamet6citos envolvidos na transmissdo de pessoa para pessoa. Além disso,
as artemisininas inibem o metabolismo do parasito mais rapidamente do que outros
antimalaricos e aumentam a depuracao de eritrocitos infectados do baco atraves da reducdo da
citoadesdo. Sdo considerados os agentes antimalaricos mais importantes em todo o Mundo
devido a sua poténcia, rapida atividade e resolucdo dos sintomas, resisténcia limitada e boa
tolerabilidade. No entanto, a sua utilizagdo como monoterapia é limitada por meias-vidas curtas,
e quando utilizado deve ser administrado com um medicamento oral em sequéncia (HESS;
GOAD; ARGUIN, 2010).

Quanto a PK, o AR, em humanos, apresenta biodisponibilidade oral de
aproximadamente 60%, e é rapidamente metabolizado no metabolito DHA, pelas esterases
plasmaticas, molécula com atividade antiparasitaria. A DHA entdo é subsequentemente
metabolizada em DHA-glicuronideo, molécula inativa, através da conjugacdo pelo sistema
UDP-glucuronosiltransferase, com UGT1A9 e UGT2B7 (Figura 3). A DHA-glicuronideo pode
sofrer uma nova metabolizacdo por uma via metabolica menor para formar um derivado de
acetato de furano do DHA-glicuronideo. O CYP2A6 pode contribuir ligeiramente para o
metabolismo do AR (HESS; GOAD; ARGUIN, 2010; ILETT et al., 2002; MORRIS et al.,
2011; PUBCHEM, 2023). A DHA apresenta alta biodisponibilidade oral, em torno de 82% em
adultos saudaveis. A ligacéo as proteinas plasmaticas € em torno de 75% para o AR e 82% para
a DHA, sendo que em altas concentracGes a ligagdo as proteinas pode variar. Apds a
administracdo oral, as concentracfes de AR sdo detectiveis precocemente, em torno de 15
minutos, com tempo para 0 pico maximo de concentracdo (Tmax) sendo detectado na primeira

hora apoés a dose, e sendo rapidamente eliminado, com meia-vida variando de 0,36 a 1,2 horas.
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O volume de distribuicdo (Vd) médio é de 7 L/kg e clearance (Cl) de 20 L/kg/h (MORRIS et
al., 2011). Em camundongos, o pico de concentragdo maxima (Cmax) € em torno de 14,13
pug/mL, CI 0,19 L/h/kg, Vd de 0,69 L, e meia-vida de 1,39 h (ISMAIL et al., 2019).

J& a MQ (Figura 4), uma quinolina, apresenta efeito antimalérico por diferentes
mecanismos de acdo. Pode se ligar em moléculas heme dos eritrocitos, formando o complexo
heme-mefloquina, danificando, com isso, 0s vacuolos do parasito; causar toxicidade ao gerar
espeécies reativas de oxigénio no parasito; ou pela inibicdo da sintese de proteinas do parasito
através da ligacdo direta ao ribossomo citoplasmatico (Pf80S) do P. falciparum (KUMAR,;
GHOSH; RANJAN, 2020; MARTINS et al., 2021; WONG et al., 2017). E um farmaco
esquizonticida e ativo contra os estagios sanguineos de todas as espécies de malaria capazes de
infectar humanos (SCHLAGENHAUF et al., 2010).

Figura 4. Estrutura quimica da mefloquina.

Fonte: Pubchem, 2023.

A MQ é um dos antimalaricos mais eficazes desde que foi descoberta (WONG et al.,
2017), mas embora seja geralmente bem tolerada quando combinada com AR, a MQ foi
associada a um aumento na incidéncia de eventos adversos relacionados ao sistema nervoso
central. Peixoto e colaboradores (2016) descrevem que eventos como tontura, dor de cabeca e
distdrbios neuropsiquiatricos (ex. pesadelos intensos, alucinagdes, ansiedade e ins6nia) foram
em sua maioria transitorios, e a baixa frequéncia ndo permite estabelecer uma associacéo clara
entre 0 uso dos medicamentos e os eventos adversos (PEIXOTO; MARCHESINI; DE
OLIVEIRA, 2016). Os mecanismos subjacentes aos seus efeitos neurotdxicos permanecem

pouco compreendidos. Uma hipotese é que a MQ modula a liberagdo de neurotransmissores,
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interrompe a homeostase celular gerando estresse oxidativo e prejudica a funcdo dos canais de
calcio dependentes de voltagem e as comunicac@es intercelulares das jungdes comunicantes
(MARTINS et al., 2021).

A PK da MQ é caracterizada por um baixo ClI, grande Vd e, consequentemente, uma
meia-vida terminal longa (REUTER et al., 2015). Em analise ndo compartimental foi descrito
Cmax de 3,1 pg/mL, Vd del3,2 L/kg, Cl de 0,04 L/h/kg, e meia vida de 10,1 dias (FERREIRA
et al., 2018). No estudo de Reuter e colaboradores (2015) o modelo de dois compartimentos
com um compartimento de transito e eliminagdo de primeira ordem descreveu os dados de
concentracdo-tempo da MQ. Com isso, obteve-se Cl total de 1,22 L/h, Cl intercompartimental
de 1,34 L/h, Vd de 677 L, VVd do compartimento periférico de 186 L e constante de absor¢édo
(ka) de 0,985 h, com Vd do compartimento periférico reduzido na presenca de infecgdo por
malaria (REUTER et al., 2015). Em camundongos sadios é estimado Cmax 10,2 ng/mL, Tmax em
12h, e meia via de 33,6 h (INGRAM et al., 2013).

A adicdo da MQ ao AR permite uma posologia mais curta, ou seja, trés dias em
comparagdo com cinco ou sete dias apenas para 0 AR, e também reduz as taxas de
recrudescéncia (BUKIRWA; ORTON, 2005). A posologia recomendada da associagdo AR-
MQ, segundo a OMS, para o tratamento de malaria ndo complicada causada pelo P. falciparum
¢ a administracdo de uma das duas doses fixas disponiveis, que sdo: artesunato 25 mg +
mefloquina 50 mg e artesunato 100 mg + mefloquina 200 mg. Duas doses devem ser
administradas diariamente durante trés dias. Para pacientes com infeccdo mista por P.
falciparum e P. vivax (ou P. ovale), o tratamento também pode ser realizado com as duas doses
disponiveis, associando a primaquina por sete dias (para o tratamento radical de P. vivax)
(BRASIL, 2021). A associacdo AR-MQ é utilizada em diversos paises e continentes, dentre
eles o Brasil, Colombia, Cambodia, Africa e Asia (WORLD MALARIA REPORT, 2022).

RESISTENCIA AOS ANTIMALARICOS

O tratamento da malaria nem sempre resulta em cura. A eficacia dos medicamentos
antimalaricos para ACTs e ndo-ACTs foram, respectivamente, de 29,6% e 36,0%, abaixo da
eficacia clinica (RATHMES et al., 2020). A falha do tratamento acontece quando a eliminagéo
da parasitemia ou resolucdo dos sintomas clinicos ndo acontece apesar do uso de um
medicamento antimalarico nas doses corretas, 0 que nao equivale a resisténcia. Explicacfes
alternativas para isso incluem fatores como altas densidades de parasitos (particularmente em

individuos ndo imunes), baixa biodisponibilidade do medicamento, PK alterada (pacientes
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obesos) e n4o adesio a terapia (SONDEN et al., 2017; ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW,
2018; PLEWES et al., 2019).

Apesar de acontecer falhas no tratamento pelos motivos citados acima, é importante
ressaltar o papel que a resisténcia tem na falha terapéutica. O surgimento de resisténcia aos
antimalaricos vem sendo uma ameaca a eficacia, controle e eliminacdo da malaria (VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020). Os ACTs eram altamente eficazes contra todos os P.
falciparum até recentemente, quando o nimero de falhas no tratamento aumentou em partes do
sudeste da Asia, mesma area de onde surgiu a resisténcia a cloroquina e a sulfadoxina-
pirimetamina (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). A resisténcia é geralmente
menor na malaria causada por outros parasitos, embora a resisténcia aos antifolatos no P. vivax
seja generalizada e altos niveis de resisténcia a cloroguina sejam encontrados em toda a
Indonésia e Papua-Nova Guiné. N&o ha evidéncias conclusivas sobre a resisténcia a cloroquina
em P. malariae (HANBOONKUNUPAKARN; WHITE, 2022; VARO; CHACCOUR,;
BASSAT, 2020).

O uso de monoterapias com artemisinina foi provavelmente um fator contribuinte. A
perda do répido efeito parasiticida dos derivados da artemisinina levou ao agravamento da
resisténcia dos parceiros (MQ e piperaquina) e a reducao da eficacia das ACTSs correspondentes.
A reducdo da morte de parasitos em infec¢fes por malaria resistentes a artemisinina coloca uma
pressdao maior sobre o medicamento parceiro das ACTSs. Isso ocorre porque 0 nimero de
parasitos que permanecem na circulacdo apés a eliminacdo do componente artemisinina em um
ACT é muito maior, e a probabilidade de selecionar mutantes resistentes também (ASHLEY;
PYAE PHYO; WOODROW, 2018; HANBOONKUNUPAKARN; WHITE, 2022).

A resisténcia é caracterizada por uma eliminagdo mais lenta do parasito, o que reflete a
reducdo da morte no estagio anelar, denominadas trofozoitos  jovens
(HANBOONKUNUPAKARN; WHITE, 2022). Polimorfismos no gene propulsor kelchl13 do
P. falciparum foram associados a resisténcia a artemisinina (VARO; CHACCOUR; BASSAT,
2020). No nivel populacional, a resisténcia é confirmada quando 5% das infecgdes carregam
mutacdes relacionadas ao gene kelch13 em combinagdo com uma meia-vida de eliminagéo do
parasito de 5 horas ou parasitemia persistente 3 dias apos o tratamento (PLEWES et al., 2019).
Outro mecanismo proposto € que a resisténcia do Plasmodium depende de alteragcbes no
metabolismo do heme, bem como uma perda de formacgdo de hemozoina ligada a expresséo
negativa da Heme Detoxification Protein. Foi proposto que as artemisininas atuam de forma

semelhante as quinolinas contra o Plasmodium por meio da inibi¢ao da producao de hemozoina.
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Parasitos no estdgio trofozoito exposto ao AR tiveram uma diminuicdo acentuada nas
concentragfes de hemozoina (PHOMPRADIT; CHAIJAROENKUL; NA-BANGCHANG,
2017).

Diante desse cenério, a resisténcia aos farmacos traz o questionamento sobre a
importancia do investimento e da pesquisa em malaria. Em 2021, o financiamento total em
estudos foi estimado em US$ 3,5 bilhdes, um aumento consistente em relacdo aos US$ 3,3
bilhdes em 2020 e US$ 3,0 bilhdes em 2019. No entanto, o valor investido em 2021 continua
abaixo do valor necessario estimado globalmente para permanecer no caminho certo para 0s
marcos do Global Technical Strategy para a malaria (WORLD MALARIA REPORT, 2022).

Sobre a pesquisa basica em maléaria e o desenvolvimento de novos produtos, o
financiamento global foi de US$ 626 milhdes em 2021, uma reducdo de US$ 54 milhdes (-
7,9%) em relacdo a 2020. Essa queda representou o terceiro ano consecutivo de declinio de
financiamento desde o pico de 2018, levando o investimento principal ao nivel mais baixo desde
2013. A queda foi impulsionada por grandes reduc¢des no financiamento da industria e do
United Kingdom's Foreign, Commonwealth and Development Office (FCDO). O
financiamento em Pesquisa e Desenvolvimento em malaria diminuiu na maioria das categorias
de produtos (WORLD MALARIA REPORT, 2022).

FARMACOMETRIA — Modelagem farmacocinética/ farmacodindmica (PK/PD)

O continuo entendimento sobre a eficacia do esquema AR-MQ ¢é crucial para o auxilio
na tomada de deciséo sobre o regime posolégico no tratamento da malaria ndo complicada por
P. falciparum, e para isso pode-se utilizar abordagens como a farmacometria (HUGHES et al.,
2021). A farmacometria pode ser definida como a ciéncia dos modelos quantitativos em
biologia, farmacologia, e progressdao de doenca que descreve 0s comportamentos dos
medicamentos em relacéo as suas agdes, incluindo efeitos terapéuticos e toxicos. E uma juncio
de areas como a farmacologia, fisiologia, fisiopatologia, matematica, estatistica e modelagem
in silico que através do uso de software, atende aos requisitos regulatorios e terapéuticos para

desenvolvimento de novos medicamentos e tomada de decisao clinica (USMAN et al., 2023).

Dentro das técnicas farmacométricas, a modelagem PK/PD, € um modelo matematico
que integra a relagdo concentragdo-tempo de um farmaco com sua concentracéo-efeito no local
de acdo, ajudando na selecdo da melhor dose e regime posoldgico, fazendo predi¢es de
sucesso, avaliando a seguranga, como também ajuda a minimizar os custos dos ensaios clinicos
(SCHUCK; DERENDORF, 2005). A modelagem PK/PD pode ser utilizada com dados pré-
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clinicos e/ou clinicos. Com os modelos PK/PD pré-clinicos, os dados in vitro e in vivo sdo
utilizados para extrapolar a exposicao e eficacia de medicamentos para os primeiros estudos em
humanos, avaliar a sinergia em combinacdes de farmacos e explorar o papel da resisténcia.
Apdbs compreender a relacdo entre a exposicéo do farmaco e o resultado do tratamento pode-se
explorar por meio de simulagfes quais regimes de dosagem sdo necessarios para atingir a
exposicdo necessdria ao farmaco, como também entender os efeitos da variabilidade

interindividual em uma mesma dose para diferentes populacdes (HUGHES et al., 2021).

Para os farmacos antimalaricos, os modelos PK/PD sé&o vantajosos devido a popula¢fes
afetadas pela doenca (criancas, gravidas e pacientes com comorbidades) serem pouco estudadas
durante o desenvolvimento de medicamentos e tém caracteristicas fisiologicas que
frequentemente afetam tanto a PK quanto as relagdes exposicdo-resposta dos medicamentos
(HUGHES et al., 2021), além da interferéncia da gravidade da doenca, disfuncdo de érgéos
vitais, coinfeccgdes e administracdo de outros medicamentos, a suscetibilidade dos parasitos aos

farmacos, a carga parasitaria e 0s mecanismos de defesa do hospedeiro (WHITE, 2013).

Para entender a relacdo concentracdo-efeito de um farmaco normalmente séo utilizadas
medidas tipicas de exposicao, que sdo: area sob a curva de concentragdo versus tempo (ASC),
Cmax OU 0 tempo em que as concentracdes ficam acima da concentracdo inibitoria minima
(ASC/CIM). Estudos das relacbes PK/PD para efeitos antimicrobianos mostraram que para
alguns antibioticos, a morte bacteriana depende da duracéo a qual o antibidtico excede a CIM.
Para outros antibidticos, é a Cmax 0u ASC que melhor explica a morte bacteriana. Com alguns

ajustes, estes indices PK/PD podem ser aplicadas aos antimalaricos (PEREIRA et al., 2022).

Paraas ACTs, o componente artemisinina, o farmaco mais potente, elimina rapidamente
0s parasitos do estadgio sanguineo, no entanto, ttm uma meia-vida muito curta e néo
permanecem acima da CIM além dos 3 dias padrdo de dosagem. No dia 7 ap6s tomada a dose,
apenas o farmaco de longa meia vida esta presente em concentracdes acima da CIM, e é o
responsavel pela eliminacao dos parasitos residuais (Figura 5). Se as concentracdes forem altas
o suficiente, o paciente serd curado, no entanto, se essas concentracfes forem muito baixas,
ocorrerdo infecgdes recorrentes (HUGHES et al., 2021).

Figura 5. Perfil PK das ACTs. (a) Representacéo do perfil plasmatico da artemisinina e do
farmaco de acdo longa. Depois da rapida eliminacdo da artemisinina, o farmaco de acéo longa
continua com concentragdo elevadas e é capaz de matar os parasitos por um periodo de tempo

mais longo. (b) Marcadores PK preditivo do resultado do tratamento. Concentracéo
plasmatica do farmaco no dia 7 e ASC estdo associados ao resultado do tratamento da
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malaria. O Cmax representa a concentragdo maxima e a CIM a concentragdo minima capaz de
matar os parasitos.
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Fonte: adaptado de Hughes et al, 2021.

Para a modelagem PK/PD em terapia combinada, o efeito do tratamento € resultado da
integracdo da acdo individual de cada farmaco, e torna-se necessario considerar como essas
duas moléculas interagem e tem acdo contra os parasitos. Existem alguns modos de acdo que
explicam essa relacdo: modo de acdo independentes, a maioria das combinagdes de
medicamentos sdo projetadas para conter farmacos com modos de acdo independentes, e teria
uma acdo aditiva; dependente, onde a acdo total do farmaco pode ser maior ou menor que 0
esperado da soma dos dois de forma independente, comumente referido como “sinergia” ou
‘antagonismo’; e modos de ag&o idénticos, em casos de estruturas similares, como um farmaco

e seu metabolito. A interacdo que melhor descrever os dados é a escolhida (BRILL et al., 2018;
KAY; HASTINGS, 2013).

Dois modelos de referéncia sdo amplamente empregados para quantificar a atividade
conjunta de farmacos antibacterianos, 0 “Bliss independence model” e “Loewe additivity
model”, que utilizam diferentes suposicdes e interpretacdes de sinergia. O Bliss independence
model usa a teoria probabilistica para modelar o efeito combinado de dois antibioticos,
assumindo que nenhum dos farmacos afeta o outro, entdo o efeito é igual a soma dos efeitos

esperados, ou seja, sao aditivos:

Hy Hp
Emax, X D, Emaxg X D,

Hpy Hp Hp Hp
ESOA + D, ESOB + Dy

efeito = Ey — (

onde, o efeito do farmaco A em combinacdo com o farmaco B pode ser modelada usando um
modelo do tipo Hill, em que Da e Dg s&o concentrag¢fes dos farmacos, Eo, 0 efeito da linha de

base; Emaxa e Emaxg (efeito méximo do farmaco, poténcia); ECsoa € ECsos (concentracGes de
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farmaco que produze 50% do efeito maximo, sensibilidade); e Ha e Hg, coeficientes de Hill que
descrevem a inclinacdo da relacéo entre A e B (RAO et al., 2018).

Ja o Loewe additivity model assume que os farmacos utilizados em combinacéo atuam
no mesmo alvo atraves de um mecanismo de acdo semelhante, com isso um Emax, Eo € H séo
parecidos, e os farmacos diferem em sua sensibilidade (ECso). O efeito conjunto E de uma
combinacédo de farmacos aditivos, onde Dn € a exposi¢do média ao efeito; o ECso “combinado”

é o valor de D resultando em efeito igual a metade de Emax:

H
g _Emax x DH _ ~ Emaxg X (m)
°  DH+ DH 0 1+(%)H

O Loewe additivity model é incapaz de acomodar farmacos com valores muito
diferentes de Emax ou H. H& algumas limitacdes nestes modelos para a descri¢do do efeito em
doencas infecciosas, ja que ele ndo consegue reconhecer ou explicar a presenca de maultiplas
subpopulacBes bacterianas com diferentes suscetibilidades, por exemplo; quantificar ou
interpretar o mecanismo de interagéo (sinergia/antagonismo); e, ndo podem acomodar mutagdes
espontaneas (RAO et al., 2018).

Na farmacometria existe diversos modelos que podem descrever o efeito de farmacos.
Entre eles estdo 0 modelo de efeito fixo, linear, log-linear, modelo de efeito maximo (Emax) €
efeito méximo sigmoidal (Emax sigmoidal), sendo os dois ultimos os mais utilizados na
modelagem PK/PD (PEREIRA et al., 2022). Para farmacos antimalaricos, na relacdo
concentracdo-efeito, o efeito € a morte dos parasitos, que pode ser medida de diferentes
maneiras. O Emax € @ morte méaxima parasitaria que um farmaco pode produzir, o que se traduz
in vivo na taxa méaxima de reducdo de parasitos. A ECso € a concentracdo do farmaco no sangue
ou plasma que proporciona 50% da morte maxima (WHITE, 2013). Entdo a equacéo de Emax
sigmoidal se modifica para:

cn

k=k X (—
max (EC?O+Cn

)

onde k é a taxa de morte do parasito e kmax € a taxa maxima de morte do parasito (ou seja, 0
efeito maximo (Emax) para aquele farmaco na infecgdo, C é a concentragdo do farmaco no

sangue ou plasma, ECso é a concentracdo no sangue/plasma que resulta em 50% do efeito
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maximo, e n é um parametro que define a inclinacdo da relacdo dose-resposta, equivalente ao
Hill (WHITE, 2013).

Na literatura ha escassos estudos de modelagem PK/PD de associacdo de farmacos
antimalaricos. Os estudos existentes abordam sobre a relacdo do efeito-tempo apenas do

farmaco isolado, ou sdo modelos semi-mecanistico e estudos in silico.

Para a andlise do efeito combinado dos antibidticos meropenem e colistina, Mohamed
et al, 2016 utilizou a equagéo:

kdrug,C

kdrug,M ) Int

kdrug = kdrug,M X(1+ )Int + kdrug,C X(1+

kdrug,C + kdrug,M kdrug,M + kdrug,C

onde karug € a constante da taxa de morte da associacdo de colistina (C) e meropenem (M)
isolados e o efeito da interacdo (Int). Um valor Int igual a zero sugere nenhuma interacao, um
valor positivo sugere um efeito maior do que esperado (sinergia) e um valor negativo sugere

um efeito menor do que esperado (indiferenga ou antagonismo) (MOHAMED et al., 2016).

No estudo de Saeheng e Na-bangchang (2023), foi desenvolvido um modelo PK/PD
para a MQ frente ao P. falciparum sensivel e resistente em pacientes, com o objetivo de
investigar regimes posoldgicos alternativos para a associa¢do de farmacos. Os dados PK foram
oriundos de pacientes com maléria ndo complicada que utilizaram a associacdo AR-MQ durante
3 dias, 0 ICso foi determinado refletindo a susceptibilidade do parasito e a eficacia do farmaco.
Os parametros PK foram estimados, e o modelo PD foi avaliado usando o modelo Emax (turn-
over rate) com inibicdo da producdo, e corrigido com a fracdo livre do farmaco (fu) no plasma
e tecido:

d(parasito) ( 1-C X fu
— 7~ Bin

— x .
d(t) C X fu+ICs9 X fu) Koue X parasito

onde, d(parasito) € o nimero de parasito em funcdo do tempo, d(t); C, concentracdo plasmatica
do farmaco; 1Cso é concentracdo que inibe o crescimento do parasito em 50%; Kin € um modelo
turn-over indireto com inibig&o total da producédo de parasito; Kout € a taxa de morte do parasito.
Porém, este estudo ndo inclui o efeito do AR e da DHA, para a eliminacdo do parasito
(SAEHENG; NA-BANGCHANG, 2023).

Diante do que foi exposto, é perceptivel a falta de estudos que desenvolveram um

modelo PK/PD para a associa¢do AR-MQ, onde os resultados dos experimentos tanto PK e PD
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foram obtidos ap6s a administracdo dos dois farmacos em associa¢do. Com isso, 0 objetivo do
projeto é desenvolver um modelo PK/PD da associagdo AR-MQ para ser possivel avaliar o
efeito ao longo do tempo dos farmacos frente ao P. berghei, além de avaliar a sobrevivéncia
dos animais ap0s administracdo dos farmacos. Para compor esse modelo, a analise de infeccbes
por malaria pré-clinico, com camundongos, permite a caracterizagdo PK/PD e fornecem
informagdes Uteis na previsdo de respostas terapéuticas em pacientes. Além disso, caracterizar
0 modo de acdo da ACTs pode ser Util para determinar se a dose combinada prevista a partir

dos estudos individuais requer ajuste.
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MANUSCRITO 1 - Modelagem PK/PD do efeito da associagdo artesunato-mefloguina em

modelo de malaria pré-clinico
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Resumo

O objetivo deste estudo foi estabelecer um modelo farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD)
populacional relacionando a parasitemia a concentracdo plasmatica total da terapia combinada
artesunato (AR) + mefloguina (MQ) para a inibi¢do da parasitemia em camundongos infectados
por Plasmodium berghei. Camundongos Swiss infectados com P. berghei foram divididos
aleatoriamente em grupo controle e tratado, que receberam 100 mg/kg de AR + 55 mg/kg de
MQ por via oral, dose Unica, e foi coletado amostras de plasma para analise PK e avaliados a
% de parasitemia para andlise de efeito PD. A andlise PK/PD foi conduzido usando
MonolixSuite™ versdo 2024R1 por meio do método mixed-effects models. O perfil de
concentracdo versus tempo do AR e MQ foram descritos por um modelo de 1 compartimento,
constante de absorcdo (ka) para 0 AR e absorcdo de ordem zero (TkQO) para a MQ, com
eliminacdo linear para ambos. Um modelo turnover de inibi¢do descreveu a curva de efeito no
tempo adequadamente, com estimativa das constantes kprol e kdeath de 26,36 e 0,024 h-1,
respectivamente, 1C50 42,34 ug/mL e Imax 333,34 para 0 AR e IC50 de 0,086 pg/mL e Imax
1,42 para MQ. Como conclusao, este estudo desenvolveu um modelo PK/PD para a descri¢éo
da curva de efeito-tempo ap6s administracdo Unica da associacdo AR-MQ em camundongos
infectados por P. berghei, tendo potencial de aplicagdo do modelo para futuras investigagdes

pré-clinicas.

Palavras-chave: Malaria, modelagem farmacocinética/farmacodindmica, Plasmodium

berghei, Plasmodium falciparum, terapia combinada, artesunato, mefloguina.



43

MANUSCRITO 2 - A time-to-event analysis in the survival of Plasmodium berghei-infected

mice treated with an artesunate-mefloquine association
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Keywords: Survival analysisi, malariaz, Plasmodium bergheis, Plasmodium falciparuma,

antimalarial drug combinations.
Abstract

Artesunate-mefloquine combination therapy (AR-MQ) is a standard therapy for treating
uncomplicated malaria by Plasmodium falciparum. Time-to-event (TTE) analysis is used to
describe the occurrence and timing of events by yielding information about the risk of an event
occurring during a specific period. Therefore, the aim of the present study is to evaluate the
efficacy of AR-MQ combination therapy on the survival time of Plasmodium berghei-infected
mice using TTE analysis. Here, TTE analysis was used to analyze P. berghei-infected mice
receiving a single oral dose of 100 mg/kg artesunate and 55 mg/kg mefloquine or dose-matched
artesunate monotherapy. Median survival was higher for AR-MQ than for monotherapy. A
survival analysis to evaluate the influence of treatment on survival was performed using
MonolixSuite™., The mortality curve of the data was best described by the Weibull model.
Subsequent analysis identified that AR-MQ had a significant influence on population survival
time (Te_pop), estimated at 13.66 days, population parameter for curve fitting (p_pop) at 4.39,
and survival time under AR-MQ treatment (beta Te_ AR-MQ) at 0.77 days. The probability of
survival 7, 15, and 30 days after treatment with AR-MQ was 94.4%, 88.9%, and 14.9%,
respectively. The experimental and modeling data both found that AR-MQ combination therapy
yielded increased survival of infected animals.



46

DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS
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A maléria é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por protozoarios do género
Plasmodium que apesar de poder ser tratada e evitada, ainda ocasiona um alto indice de
mortalidade no mundo (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2013). E apesar
dos avancos na quimioterapia antimalarica, as posologias sdo geralmente empiricas e abaixo do

ideal em alguns ambientes clinicos (PATEL et al., 2015).

A eficacia de compostos/farmacos antimalaricos pode ser avaliada por meio de ensaios
in vitro e in vivo. Para realizar os testes pré-clinicos in vivo é necessarias modelos experimentais
que possam reproduzir a patogénese da malaria e quadro clinico da infeccdo. O modelo em
roedor é uma solugdo para os estudos in vivo, ja que se mostram semelhantes em fisiologia,
ciclo de vida e estrutura dos parasitos da malaria humana e pode ajudar a compreender a sua
biologia e patogénese (HARRIS et al., 2012; RAZ, 2022). Com os dados obtidos nos ensaios
pré-clinicos é possivel utilizar a farmacometria, com seus modelos matematicos e estatisticos,
para descrever e entender a eficacia e o efeito dos farmacos, facilitando a traducéo dos
resultados dos ensaios pré-clinicos para os clinicos, e também fornecendo uma base teorica
sobre a eficacia (ATCHESON; BAUZA; REYES-SANDOVAL, 2019; BANDEIRA; PINTO;
CARNEIRO, 2023).

Para a malaria, a principal preocupacéo terapéutica é a velocidade de morte do parasito
e reduzir a sua multiplicacdo, entdo para o tratamento com um antimalérico a morte do parasito

in vivo se aproxima de um processo de primeira ordem:
P, = P, x e kpxt )

onde P é o nivel de parasitemia em qualquer momento t ap6s o inicio do tratamento, Po € 0
nivel de parasitemia imediatamente antes do inicio do tratamento e kp € a constante da taxa de

eliminacdo do parasito de primeira ordem (WHITE, 2013).

Uma compreensdo PK e PD dos farmacos é um elemento essencial para o
desenvolvimento de diretrizes de dosagem otimizada, j& que os modelos PK/PD podem auxiliar
em simulacdes e racionalizacdo de terapias (PATEL et al., 2015). E, além da modelagem
PK/PD, outra modelagem farmacométrica que também pode ser utilizada com dados in vivo
dos antimalaricos é a anélise TTE. O TTE ou anélise de sobrevivéncia € uma abordagem usada
para descrever, explicar e/ou prever a ocorréncia e 0 momento de eventos, sendo altamente

informativa quando usada adequadamente para produzir informagdes importantes sobre o risco
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de um evento acontecer durante um periodo especifico de tempo (DENFELD; BURGER; LEE,
2023).

Neste trabalho, foram obtidos os perfis de concentracdo plasmatica versus tempo apos
a administracdo da associagdo AR-MQ em camundongos infectados por P. berghei e
desenvolvido modelo PK/PD para correlacionar essas concentracfes a parasitemia ao longo do
tempo. O modelo que melhor descreveu os dados foi o Imax indireto, no qual foi possivel
estimar os parametros de Imax e IC50 dos farmacos, mostrando que a MQ é mais potente
quando comparado ao AR. Além disso, a analise TTE identificou que a associacdo AR-MQ
teve influéncia significativa na sobrevivéncia dos animais, quando comparado com o AR
monoterapia.

Com isso, pode-se concluir que o modelo PK/PD e o modelo de sobrevivéncia TTE
desenvolvidos para descrever a acdo antimalarica e sobrevivéncia dos animais apos
administracdo da associacdo AR-MQ frente ao P. berghei foi adequado, tendo potencial de

aplicacdo para futuras investigacGes pré-clinicas e clinicas.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Fungal biofilms, such as Condida albicans biofilms, are capable of surviving in hostile environ- Received 7 January 2021
ments owing to their remarkable ability to adhere to surfaces and their tolerance to chemical Accepled 7 Jenuary 2021
interventions. Currently, therapeutic treatment options are few, making these biofilm-based infec-
tions problematic particularly due to their great tolerance to conventional antimicrobial dregs, :!"':;_sl' )
thus causing serious health and economic problems. Therefore, the development of new drugs ungal -paIL::Is-
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films are needed. This study was aimed at cammying out a patent review analysis to identify the e ——

innowation trends, and to explore the latest antifungal drugs and the specific therapeutic strat-
egies available for the treatment of fungal biofilms. The present patent review was carried out
using the Espacenet database, using the key words “biofilm and antifungal,” from 2002 to
December 2019, Through this review, it was possible to identifiy that most of the patent contents
refer to new synithetic drugs derived from natural products and associations thereof with existing
antifumgal drugs. Methods and biomaterials fior the treatment and prevention of fungal biofilms,
mainly for C. albicans biofilms, which is the most isolated and studied fumgal species, were also
disclosed. The lack of scientific and technical information on the biofilm eradication subject is
remarkable and further confirmed by the small number of patents identified in this sursey.

Introduction cancer and transplantation. Santos et al [4] also
reported that more than ome million cases of nosoco-
mial infections are associated with the use of biomed-
ical devices annually. The introduction of a foreign
body and its inherent biofilm-associated colonization,

particularly when inserting medical devices, has sub-

Biofilms are the predominant nature of most microbial
lives, in which microorganisms are enclosed in a poly-
saccharides-rich extracellular matrix forming a complex
three-dimensional architecture that develops on living
or inert surfaces [1,2]. Fungal biofilm formation is a

pathogenic attribute of some yeasts, which allows such
microorganisms to survive in hostile environments
by enhancing their ability to adhere to surfaces.
Bonhomme and d'Enfert [3], investigating recent advan-
ces in the characterization of fungal biofilms, states that
up to B0% of all of microorganisms living in a biofilm
community are attached to a surface, and about
65-80% of most of human infections are caused by
pathogenic biofilms.

In the last few decades, the incidence of nosocomial
fungal infections has been dramatically increased due
to the growing number of immunocompromised
patients, mostly because of chronic diseases, including

stantial effects on patient's morbidity and mortality.
Once fungal cells invade tissues in contact with medical
devices or spread to the bloodstream, systemic infec-
tions can occur [5]. Candida albicans is reported to be
the most frequent species associated with biofilm for-
mation on medical devices [6] and the fourth most
common hospital-acquired bloodstream infection [7].
Effective antifungal treatment options are scarce,
and antifungal drug resistance is a major clinical chal-
lenge [3.8]. Several antifungal drug resistance key fac-
tors, including an increased expression of efflux pump
proteins, plasma membrane composition modifications,
and the extracellular matrix produced itself, participate
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Abstract: Pharmacokinetics and pharmacedynamics are areas in pharmacology related to differ-
ent themes in the pharmaceutical sciences, including therapeutic drug monitoring and different
stages of drug development. Although the knowledge of these disciplines is essential, they have
historically been treated separately. While pharmacokinetics was limited to describing the time
course of plasma concentrations after administering a drug-dose, pharmacodynamics describes the
intensity of the response to these concentrations. In the last decades, the concept of pharmacoki-
netic/ pharmacodynamic modeling (PK/PD) emerged, which seeks to establish mathematical models
to describe the complete time course of the dose-response relationship. The integration of these
two fields has had applications in optimizing dose regimens in treating antibacterial and antifungals.
The anti-infective PK/FD models predict the relationship between different dosing regimens and
their pharmacological activity. The reviewed studies show that FK/PD modeling is an essential
and efficient tool for a better understanding of the pharmacelogical activity of antibacterial and
antifungal agents.

Keywords: PE/PD modeling; antibacterial; antifungal; pharmacotherapeulic treatment

1. Introduction

The discovery and production of antimicrobials in the early twentieth century is
one of the most outstanding achievements of public health since infectious diseases were
considered one of the leading causes of the high mortality rates [1]. Bacterial infections
have a higher prevalence in intensive care units (ICL) and are one of the leading causes
of mortality in these units, both in the adult and pediatric populations [2,3]. Furthermore,
antibiotic resistance has been considered an expanding global crisis. Resistant bacteria have
several mechanisms that prevent the proper action of the antibacterial [4].

Fungal infections have increased considerably in recent years and are associated with
high mortality and morbidity rates, mainly in immunocompromised patients. Limitations
in antifungal treatment, such as fungal resistance, unwanted side effects due to drug toxicity,
and reduced spectrum of action, contribute to the aggravation of this type of infection [5].

Therefore, drug development with different mechanisms of action against bacteria
and fungi is of paramount importance. The administration in the correct dose and dosage
according to the specificity of each population is also a necessity, mainly due to the increased
resistance of these microorganisms to most existing antimicrobials [6,7]. Another critical
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Abstract: The compound 6-methoxyseselin, derived from Zanthoxylum tingoassuiba, demonstrates
various therapeutic properties, including vasorelaxation, antinociceptive, anti-inflammatory, and
immunomodulatory effects, along with recently discovered antiasthmatic properties. This study
aimed to evaluate its preclinical pharmacokinetics and pulmonary delivery in Balb/c mice. The
method involved administering the compound via inhalation and intravenous routes, followed by
blood sample collection for analysis using high-performance liquid chromatography with diode array
detection (HPLC-DAD). The results indicated good linearity, precision, accuracy, and stability of the
compound in the biological samples. Pharmacokinetic parameters such as the rate of elimination,
half-life, clearance, volume of distribution, area under the curve, and mean residence time were
determined for both administration routes, showing similar profiles. The lung concentrations were
notably higher than the plasma concentrations, indicating significant lung penetration. These findings
suggest 6-methoxyseselin as a promising candidate for new anti-asthmatic drugs, supported by its
favorable pharmacokinetic profiles and high lung penetration factors. This study represents the
first exploration of the pharmacokinetics and pulmonary delivery of 6-methoxyseselin in mice,
highlighting its potential for further drug development.

Keywords: bioanalytical method validation; natural products; noncompartmental analysis

1. Introduction

Natural products were and still are a great source of new drugs. Because of the
wide structural variety, it allows different substances found in different living beings to
become targets of study for the production process and development of new drugs [1,2].
Zanthoxylum, a genus of plants belonging to the Rutaceae family, is widely used traditionally
as a medical plant due to the various therapeutic effects reported [3]. This extensive range
of effects promoted by this plant is possible due to the diverse number of phytochemical
groups present throughout the plant [4]. In studies, several species of the Zanthoxylum
genus have shown a variety of coumarins present in their roots, which have reported
pharmacological effects [3-5].

The Zanthoxylum tingoassuiba species, native to Brazil, has several effects associated
with the coumarins present in its roots [6-9]. Coumarins, a class of compounds, possess
significant pharmacological properties. Among natural compounds, they are considered
crucial [10,11]. Some coumarins have approved clinical applications, such as being used as
anticoagulants, anti-tumor agents, and anti-inflammatory substances [10,12,13].

Pharmaceutics 2024, 16, 714. https:/ /doi.org /10.3390/ pharmaceutics 16060714
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1 | INTRODUCTIOM

a-Blsabolol [o-BI5) (Figure 1) is & sesquiterpens alcohal that i one of
the major constituents of the essential ofl of chamomile [Chamemilia
recutita; lsaac, 1979 It has a pleasant aroma, which makes it a raw
raterial for the perfumery industry. (Bhatla et al, 2008). However,

Abstract

a-Bisabolol {a-BIS) is a sesquiterpene alcohol present in chamomile essential oil
[Chamomilia recutita (L) Rauschert]. Despite its numerous pharmacological effects, its
pharmacokinetics remain understudied. An analytical method capable of guantifying
a-BIS in plasma is crucial to enable pharmacokinetic analysis. Presently, only one
study has guantified it using mass spectrometry. Administering a-BIS reguires a
namoemulsion for intravenouws injection. This study aimed to develop and validate a
béoanalytical method using high-performance liquid chromatography with an ultravio-
let detector to quantify a-BIS in rat plasma. The method employed acetonitrile and
ultrapure water (B0:20, v/v) as the mobile phase, with a flow rate of 1 ml/min and
concentrations ranging from 465 to 29.625 pg/ml. All US Food and Drug
Administration-designated assays were successful, indicating the method's precision,
accuracy, sensitivity and linearity in determining «-BIS in rat plasma. The developed
namoemulsion, assessed through dynmamic light scattering analysis, the ensemble
collection of particles and polydispersity index evaluation, proved safe and effective
for intravenous administration. The pharmacokinetic parameters such as volume of
distribution, clearance and half-life indicated that a-BIS tends to persist in the body.
This study provides a foundation for further research to explore «-BIS's potential
pharmaceutical applications in the future.

KEYWORDS
binanalytical validation, HPLC-UV, nanoemulsion, pharmacokinetics, rat plasma, «-bisabolol

use in the cosmetics Industry is not its only focus. e-Bisabolol has
several reported pharmacological effects, such as anti-inflammatory,
antimicrobial and anxiolytic (Rocha et al, 2011; Rodrigues et al, 2018;
Tabari & Tehrani, 2017).

Despite having several reported phamacological effects, =-BIS
has no reported pharmacokinetic studies. This type of study is crucial

Biomedical Chromatography. 2024;e5%4 %,
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