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“Estou de volta pro meu aconchego
Trazendo na mala bastante saudade
Querendo um sorriso sincero, um abrago
Para aliviar meu cansacgo
E toda essa minha vontade

Que bom poder estar contigo de novo
Rogando teu corpo e beijando vocé
Pra mim tu és a estrela mais linda
Teus olhos me prendem, fascinam
Na paz que eu gosto de ter

E duro ficar sem vocé vez em quando
Parece que falta um pedago de mim
Me alegro na hora de regressar
Parece que vou mergulhar
Na felicidade sem fim
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Na paz que eu gosto de ter

E duro ficar sem vocé vez em quando
Parece que falta um pedago de mim
Me alegro na hora de regressar
Parece que vou mergulhar
Na felicidade sem fim”

(De volta pro aconchego-Elba Ramalho)



RESUMO

O praziquantel (PZQ), um farmaco quiral disponivel como racemato, e o
albendazol (ABZ), um farmaco biotransformado ao metabolito ativo quiral
sulfoxido de abendazol (ASOX), tem sido empregados no tratamento da
neurocisticercose humana. O estudo abrange a investigagdo da disposicao
cinética, metabolismo e enantiosseletividade na associagdo ABZ - PZQ em
voluntarios sadios. O estudo cruzado e aleatério foi desenvolvido em trés fases
(n=9), sendo que alguns voluntérios iniciaram pela FASE 1 (400mg de ABZ),
outros pela FASE 2 (1500mg de PZQ) e outros pela FASE 3 (400mg de ABZ +
1500mg de PZQ). O periodo de washout foi de no minimo 15 dias (FASE 1
seguida da FASE 2 e FASE 1 seguida da FASE 3) ou 7 dias (FASE 2 seguida
de uma das outras FASES). As amostras seriadas de sangue foram coletadas no
periodo de 0-48h. Os metabdlitos do ABZ foram analisados por HPLC com
deteccao por fluorescéncia e os enantidbmeros do PZQ e do trans-4-
hidroxipraziquantel (4-OHPZQ) foram analisados por LC-MS-MS. Os
parametros farmacocinéticos foram determinados com auxilio do programa
WinNonlin. O teste de Wilcoxon (p<0.05) foi empregado para avaliar as razoes
enantioméricas de concentracdes plasmaticas do ASOX, PZQ e 4-OHPZQ. Os
dados estdo expressos como medianas. A disposicao cinética do PZQ, 4-OHPZQ
e do ASOX ¢ enantiosseletiva na situagdo de monoterapia; as razdes de AUC
sdo de 2,97 para (+)-(S)-PZQ /(-)-(R)-PZQ, 0,78 para (+)-(S)-4OHPZQ /(-)-(R)-
4-OHPZQ e 7,08 para (+)-ASOX/(-)-ASOX. A administracdo de PZQ resulta
em aumento das concentragdes plasmaticas do (+)-ASOX em 264% (AUC
980,42 vs 2591,80 ng.h/ml), do (-)-ASOX em 358% (139,59 vs 500,28 ng.h./ml)
e do sulfona de albendazol em 187% (170,85 vs 319,50ng.h./ml) sugerindo o
PZQ como inibidor da Pgp intestinal. A administragdo de ABZ nao altera a
disposi¢ao cinética do (+)-(S)-PZQ e dos metabolitos (-)-(R)-4-OHPZQ e (+)-
(S)-40HPZQ, mas resulta em aumento das concentragdes plasmaticas do (-)-
(R)-PZQ em 64,77% (AUC 518,02 vs 853,57ng.h/ml) sugerindo inibi¢ao
enantiosseletiva do metabolismo do ASOX. Os dados permitem sugerir a
possibilidade de aumento da eficdcia terapéutica na interagdo ABZ-PZQ,
embora outros estudos sejam necessarios para avaliar a seguranca da interacao.

Palavras-chave: albendazol, praziquantel, neurocisticercose, enantidmeros,

farmacocinética.



ABSTRACT

The praziquantel (PZQ), a chiral drug available as racemic, and the albendazole
(ABZ), a drug biotransformed into active metabolic chiral suphoxide of abendazol
(ASOX), have been used in the treatment of human neurocysticercosis. The study covers the
examination / search of the kinetic disposition, the metabolism, and the enantioselectiveness
in the ABZ-PZQ association in healthy volunteers. The crossed and random study was
developed in three phases (n=9), in which some volunteers started by PHASE 1 (400 mg of
ABZ), others by PHASE 2 (1500mg of PZQ), and others by PHASE 3 (400 mg of ABZ +
1500mg of PZQ). The period of washout was of a minimum of 15 days (PHASE 1 followed
by PHASE 2 and PHASE 1 followed by PHASE 3) or of 7 days (PHASE 2 followed by one
of the other Phases). The serial blood samples were collected in a period of 0-48 hours. The
ABZ metabolics were analised by HPLC with detection by fluorescence and the PZQ
enantiomers and the trans-4-hydroxypraziquantel (4-OHPZQ) were analised by LC-MS-MS.
The pharmacokinetic patterns were determined with the help of the WinNonlin program. The
test of Wilcoxon (p<0.05) was used to evaluate the enantiomer ratios of plasma
concentrations of ASOX, PZQ and 4-OHPZQ. The data are shown as medians. The kinetic
disposition of the PZQ, 4-OHPZQ and ASOX is enantioselective in the monotherapy
situation; the ratios of AUC are of 2.97 to (+)-(S)-PZQ / (-)-(R)-PZQ, 0.78 to (+)-(S)-4-
OHPZQ / (-)-(R)-4-OHPZQ, and 7.08 to (+)-ASOX / (-)-PZQ. The administration of the
PZQ results in the increase of the plasma concentrations of the (+)-ASOX in 264% (AUC
980.42 vs 2591.80ng.h./ml), of the (-)-ASOX in 358% (139.59 vs 500.28ng.h./ml), and of
the sulphona of albendazole in 187% (170.85 vs 319.50ng.h./ml), suggesting the PZQ as an
inhibiting factor of the intestinal Pgp. The administration of the ABZ does not change/ alter
the kinetic disposition of the (+)-(S)-PZQ, and of the metabolic (-)-(R)-4-OHPZQ and (+)-
(S)-4-OHPZQ, but it results in the increase of the plasma concentrations of the (-)-(R)-PZQ
in 64.77% (AUC 518.02 vs 853.57ng.h./ml ), suggesting enantioselective inhibition of the
metabolism of the ASOX. The data allow us to suggest the possibility of increase of
therapeutic efficacy in the ABZ-PZQ interaction; although, other studies are necessary to
evaluate the safety of the interaction.

Key-words : albendazole , praziquantel , neurocysticercosis , enantiomers , pharmacokinetic



LISTA DE SIMBOLOS

AUC = area sob a curva concentragdao plasmatica versus tempo

AUC"™ = érea sob a curva concentragio plasmatica Versus tempo
zero até o infinito

CI/F = clearance total aparente
Cnax = concentragdo plasmatica méxima
CV = coeficiente de variacao
F = biodisponibilidade
h = horas
Ka = constante de velocidade de absor¢ao
Kel = constante de velocidade de eliminagao
t =tempo
ti» = meia-vida de eliminagao
tmax = tempo necessario para atingir a C,x
Vd/F = volume aparente de distribui¢cdao
A = comprimento de onda
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HPLC
IC 95%
IMC
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ASOX
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PZQ
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p.o.
uv
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v/v
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= citocromo P450

= cromatografia liquida de alta eficiéncia
= intervalo de confianca 95%
=indice de massa corporea
=albendazol

=sulfoxido de albendazol
=sulfona de albendazol
=praziquantel
=trans-4-hidroxipraziquantel
= per oral

= ultravioleta

= Versus

= volume/volume



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Caracteristicas demograficas dos voluntarios investigados..........cc.ccecverueeruennnene 01
TABELA 2- Tabela de aleatorizacdo para a sequéncia de administragdo dos farmacos.........
TABELA 3- Limites de quantificagdo do ASON e dos enantiomeros do ASOX....................
TABELA 4- Linearidade do método de analise dos enantidmeros do PZQ ¢ 4-OHPZQ........
TABELA 5- Recuperagao absoluta dos enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ.............cccc........
TABELA 6- Precisdo intra-ensaio para os enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ.......................
TABELA 7- Precisdo interensaios para os enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ......................
TABELA 8- Exatidao intra-ensaio para os enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ......................
TABELA 9- Exatiddo interensaios para os enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ......................
TABELA 10-Limite de quantificagao dos enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ......................
TABELA 11- Estabilidade dos enantiomeros do PZQ € 4-OHPZQ...........cccovveeeviiivneeicneens
TABELA 12- Efeito da matriz na analise dos enantiomeros do PZQ ¢ 4-OHPZQ.................
TABELA 13- Disposic¢ao cinética dos enantiomeros (+) € (-)-ASOX (FASE 1)......ccccccuc......
TABELA 14- Disposic¢ao cinética dos enantidomeros (+) € (-)-ASOX (FASE 3)......ccccceu.....
TABELA 15- Disposi¢ao cinética do enantidmero (+)-ASOX (FASE 1 e FASE 3)...............

TABELA 16- Disposic¢ao cinética do enantidmero (-)-ASOX (FASE 1 e FASE 3)...............
TABELA 17- Disposi¢ao cinética do enantidmero ASON (FASE 1 € FASE 3).....ccccocienea.

TABELA 18- Disposic¢ao cinética dos enantidomeros (+)-(S) e (-)-(R)-PZQ (FASE 2)...........
TABELA 19- Disposi¢ao cinética dos enantiomeros (+)-(S) e (-)-(R)-PZQ (FASE 3)............
TABELA 20- Disposigao cinética dos enantiomeros (+)-(S) e (-)-(R)-4-OHPZQ (FASE 2)...
TABELA 21- Disposi¢ao cinética dos enantiomeros (+)-(S) e (-)-(R)-4-OHPZQ (FASE 3)....
TABELA 22- Disposic¢ao cinética do enantiomero (+)-(S)-PZQ (FASE 2 e FASE 3)..............
TABELA 23- Disposic¢ao cinética do enantidmero (-)-(R)-PZQ (FASE 2 e FASE 3)...............
TABELA 24- Disposic¢ao cinética do enantidmero (-)-(R)-4-OHPZQ (FASE 2 e FASE 3)......
TABELA 25- Disposi¢ao cinética do enantidmero (+)-(S)-4-OHPZQ (FASE 2 e FASE 3).....



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Metabolismo do praziquantel no homem

FIGURA 2 - Metabolismo do albendazol no homem
FIGURA 3- Calculo do niimero de voluntarios

FIGURA 4 - Fluxograma do Protocolo clinico

FIGURA 5-Fluxograma do procedimento de extragdo dos metabdlitos do albendazol
FIGURA 6- Fluxograma do procedimento de extracdo dos enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ
FIGURA 7- Cromatogramas referentes aos metabdlitos do albendazol

FIGURA 8- Cromatogramas referentes aos enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ

FIGURA 9-Concentragdes plasmaticas versus tempo dos metabolitos do albendazol

FIGURA 10- Concentragdes plasmaticas versus tempo dos enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

2.2 Objetivos Especificos

3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

3.2 Protocolo Clinico

3.3 Métodos Analiticos

3.3.1 Analise do ASON e dos enantidmeros do ASOX em plasma

3.3.1.1 Solugdes padrao e reagentes

3.3.1.2 Analise Cromatografica

3.3.1.3 M¢étodo de preparo das amostras

3.3.1.4 Curva de calibragao

3.3.1.5 Validagao

3.3.2 Andlise dos enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ em plasma humano
3.3.2.1 Solugdes padrao e reagentes

3.3.2.2 Analise Cromatografica

3.3.2.3 Mé¢étodo de preparo das amostras

3.3.2.4 Validagao

3.3.2.4.1. Linearidade

3.3.2.4.2. Recuperacao

3.3.2.4.3 Precisdo e Exatidao

3.3.2.4.4. Limite de Quantificacdo

3.3.2.4.5. Estabilidade

3.3.2.4.6. Efeito da matriz

3.3.2.5 Analise farmacocinética

3.3.2.6. Andlise estatistica

4. RESULTADOS

4.1 Validagao método de analise do ASON e dos enantidmeros do ASOX
4.1.1 Limite de quantificagdo

4.2.Validagao do método de analise dos enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ



4.2.1.Linearidade

4.2.2.Recuperagdo

4.2.3.Precisdo intra-ensaio e interensaios

4.2.4.Exatidao intra-ensaio e inter-ensaio

4.2.5.Limite de Quantificagao

4.2.6.Estabilidade

4.2.7 Efeito da matriz

4.3. Disposigao cinética do ASON e dos enantidmeros do ASOX
4.4. Disposic¢do cinética e metabolismo do PZQ e 4-OHPZQ
5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. APENDICE

9. ANEXO






1 Introducéao

Nos ultimos anos tem sido observado um interesse cada vez mais acentuado na avaliacdo da
atividade farmacoldgica de medicamentos possuindo um ou mais centros de assimetria. Sob o
aspecto quimico e biologico, um farmaco quiral comercializado sob a forma racémica, pode
apresentar apds sua administracdo diferencas entre os enantiomeros na farmacodinamica e/ou
farmacocinética. Em outras palavras, a utilizacdo clinica de um farmaco racémico constitui
para a teraputica uma combinacdo fixa de farmacos com diferentes propriedades
farmacologicas e diferentes potenciais de manifestagdo de toxicidade (NATION, 1994;
RODEN, 1994).

A enantiosseletividade representa um importante fator na variabilidade individual da
resposta terapéutica e modifica orientacdes nas dimensdes das industrias farmacéuticas e
agéncias de regulamentagdo. A relevancia clinica da enantiosseletividade se expressa
particularmente para os farmacos de baixo indice terapéutico administrados sob forma de
racematos (CALDWELL, 1992; KROEMER et al., 1996).

Os processos farmacocinéticos relacionados com transporte passivo através de
membranas biologicas como a absor¢ao no trato gastrintestinal, a distribui¢do aos tecidos e a
filtracdo glomerular sao dependentes das propriedades fisico-quimicas do farmaco e nao sao
responsdveis pela expressdo da enantiosseletividade. No entanto, o fendmeno ¢ comumente
observado em situacdes de interacdo do farmaco com macromoléculas quirais, tais como na
absor¢do dependente de carreadores, na ligagdo as proteinas plasmaticas, nos processos de
secrecdo biliar, secrecdo renal e no metabolismo (KROEMER et al.,, 1996; TUCKER,;
LENNARD, 1990).

O metabolismo ¢ considerado um dos principais fatores responsaveis pela
enantiosseletividade na disposi¢do cinética de farmacos quirais. Entendendo e predizendo o
metabolismo enantiosseletivo de um farmaco pode-se contribuir para definir a relevancia da
quiralidade na farmacoterapia (CALDWELL, 1992).

O praziquantel, um farmaco quiral disponivel como racemato, e o albendazol, um
farmaco biotransformado ao metabolito ativo quiral sulféxido de abendazol, tem sido
empregados como farmacos antiparasitarios no tratamento da neurocisticercose (GARCIA et
al., 2002, NASH et al., 2006, SOTELO; JUNG, 1998).

A neurocisticercose humana (NCC), uma infec¢do do sistema nervoso central pela

forma larval da Taenia solium, ¢ um sério problema de saude publica em varias regides da



Asia, Africa e América latina, sendo acometido, principalmente, em paises em
desenvolvimento onde condigdes sanitdrias precarias € um baixo nivel socioecondmico e
cultural contribuem para a persisténcia dessa disseminagao, existindo, assim, uma necessidade
para a implantacdo imediata de medidas preventivas (TAKAYANAGUI, 1994).

O tempo entre a contaminag¢do e o surgimento dos sinais ¢ sintomas da NCC, bem
como a gravidade da doenca, dependem do niimero, tamanho, tipo morfologico (formas
simples ou racemosa), condigdes e localizagdo dos cistos no cérebro, além das reacgdes
imunoldgicas do hospedeiro (AGAPEJEV et al., 1996; PAL et al., 2000).

Até recentemente, ndo havia terapia farmacoldgica especifica para a NCC
(ESCOBEDO et al., 1987, ODASHIMA, 2003), sendo os corticosterdides a alternativa
medicamentosa de carater paliativo (ESCOBEDO et al.,, 1987; SOTELO et al., 1984;
SOTELO; JUNG, 1998). Atualmente, a farmacoterapia da NCC envolve 3 principais linhas:
farmacos cisticidas, corticosterdides para o tratamento anti-inflamatério e farmacos para o
tratamento de desordens neurologicas (epilepsia, cefalé¢ia e distarbios comportamentais)
(GARCIA et al., 2002; WHITE JR., 2000).

A introducdo do praziquantel (ROBLES; CHAVARRIA, 1979) e albendazol
(ESCOBEDO et al., 1987) como agentes antiparasitarios (cisticidas) foi entusiasmadamente
adotada por muitos segmentos da comunidade médica. No entanto, a importancia desses
agentes tem sido questionada por muitos autores (CARPIO et al., 1995; GOLDBERG, 1984;
KRAMER, 1990; KRAMER, 1995; KRAMER et al., 1989; MOODLEY; MOOSA, 1989) e
uma intensa controvérsia ainda existe.

Segundo alguns autores (CARPIO et al., 1998; CARPIO; HAUSER, 2002; PAL et al.,
2000, WHITE JR., 2000), a terapia cisticida parece acelerar a resolucdo dos cistos, mas pode
estar associada a exacerbagdo de sintomas neurologicos, havendo, inclusive, o risco de edema
cerebral generalizado e morte de pacientes com multiplos cistos. Os autores argumentam,
ainda, que os estudos para estabelecimento da terapéutica cisticida falharam na sele¢dao dos
pacientes e na interpretacao dos resultados obtidos, além do fato de que a evolugdo natural da
doenga revela-se habitualmente benigna. Infelizmente, estas controvérsias t€ém promovido
confusdo e decisdes equivocadas no tratamento clinico da NCC, especialmente onde a doenga
nao ¢ diagnosticada com frequéncia (GARCIA et al., 2002).

Entre os cisticidas, o praziquantel (PZQ) foi o primeiro farmaco a evidenciar potencial
eficacia no tratamento da NCC (SOTELO et al., 1984). E um farmaco anti-helmintico de
amplo espectro com atividade contra todas as espécies de esquistossomas patdgenos para

humanos bem como contra uma ampla variedade de trematddeos e cestdoides (PEARSON;



GUERRANT, 1983). E um derivado da isoquinolina-pirazina (TRACY; WEBSTER JR.,
1996) e tem sido usado para cisticercose humana desde 1980 (ROBLES, 1982).

Sotelo et al. (1984) relataram a eficicia do PZQ no tratamento da NCC
parenquimatosa. Os autores investigaram 26 pacientes tratados com PZQ na dose de
50mg/Kg/dia durante 15 dias. Apds 3 meses de tratamento, os autores reportaram remissao
total dos cistos em 9 pacientes, relataram melhora clinica em 25 dos 26 pacientes investigados
com observacdo de reducao do numero total dos cistos assim como reducdo do didmetro
médio dos cistos em relacdo ao inicio do tratamento. Embora o tratamento com doses de
50mg/Kg/dia durante 15 dias tenha sido adotado por varios grupos clinicos, o regime de dose
unica de PZQ também tem mostrado similaridade ao regime anterior de dose multipla em
termos de desaparecimento dos cistos (CORONA et al., 1996), embora ainda hajam
discussdes em relacdo ao regime de dosagem (PRETELL et al., 2001).

Na administragdo de PZQ sdo observados efeitos adversos geralmente leves e
transitorios em uma porcentagem relativamente alta de pacientes (30-60%) (JAOKO et al.,
1996; BERHE et al., 1999). Os efeitos adversos mais relatados sao dor de cabega, nauseas,
anorexia, vomito, dor abdominal, dor epigastrica, diarréia com ou sem sangue e/ou muco,
febre, mialgia, tontura , insOnia, sonoléncia e, mais raramente, rash cutdneo com edema
(CIOLIL, PICA-MATTOCCIA, 2003).

O PZQ ¢ absorvido rapidamente e completamente pelo trato gastrintestinal apds a
administracdo do farmaco sob forma de comprimidos (LEOPOLD et al., 1978). Jung et al.
(1990) relataram grande variabilidade farmacocinética na administracao oral de PZQ. Leopold
et al.(1978) reportaram que a concentragdo plasmatica maxima ¢ atingida 1,5 - 2 horas apds a
administracio de uma variedade de doses, de 6,25 - 50mg/Kg, embora exista uma
consideravel variabilidade interindividual devido as diferencas no metabolismo. O PZQ
quando administrado com alimentos, principalmente ricos em carboidratos, resulta em
aumento significativo nos niveis plasmaticos (CASTRO et al., 2000; HOMEIDA et al., 1994).
A biodisponibilidade do PZQ ¢ aumentada pela cimetidina, 17 a-etinilestradiol e difenil-
hidramina, enquanto o efeito oposto ¢ observado na administragdo de carbamazepina,
fenitoina ou dexametasona (SOTELO; JUNG, 1998).

O PZQ ¢ rapidamente distribuido nos tecidos devido a alta lipossolubilidade, a ligacdo
as proteinas plasmaticas ¢ de aproximadamente 80 a 85% (BITTENCOURT et al., 1990) ¢ a
meia-vida de eliminacao varia entre 1,7 e 2,7 horas (KING; MAHAMOUD, 1989).

O PZQ sofre extenso metabolismo de primeira passagem (PATZSCHKE et al., 1979).

Os principais metabolitos do PZQ sdo representados pelos compostos mono, di e tri-



hidroxilados dependentes do CYP2B e CYP3A (MASIMIREMBWA; HASLER, 1994;
GIORG I et al., 2001). O metabdlito encontrado no plasma humano em maior proporgao ¢ o
trans-4-hidroxipraziquantel (4-OHPZQ), o qual representa cerca de 2/3 dos metabdlitos totais
excretados na urina.

O PZQ ¢ disponivel na clinica como mistura racémica, embora o enantidmero (-)-(R)-
PZQ seja considerado o eutdmero em termos de atividade antiesquistossomal, como ¢
mostrado por experimentos in vivo e in vitro (XIAO; CATTO, 1989; WU et al., 1991). Os
dois enantidmeros, entretanto, apresentam a mesma toxicidade (LIU et al., 1986). Wu et
al.(1991) relataram que pacientes tratados com 20mg/Kg de (-)-(R)-PZQ apresentaram a
mesma eficacia, embora com menor incidéncia de efeitos adversos do que pacientes tratados
com 40 mg/Kg da mistura racémica.

O metabolismo do PZQ ¢ enantiosseletivo (LERCH; BLASCHKE, 1998; MEIER;
BLASCHKE, 2001; WESTHOFF; BLASCHKE, 1992). Em voluntirios sadios, o
enantidmero (+)-(S)-PZQ ¢ preferencialmente metabolizado, sendo que as razdes de
concentragdes plasmaticas (-)-(R)-PZQ / (+)-(S)-PZQ variam entre 0,44 e 0,33, enquanto as
razdes de concentragdes plasmaticas (-)-(R)-4-OHPZQ / (+)-(S)-4-OHPZQ variam entre 2,6 e
1,79 (WESTHOFF; BLASCHKE, 1992). O enantidmero (-)-(R)-4-OHPZQ parece possuir
atividade farmacoldgica similar ao (-)-(R)-PZQ (STAUDT et al., 1992).
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FIGURA 1- Metabolismo do praziquantel no homem (GIORGI et al., 2001; MASIMIREMBWA; HASLER,
1994).

O albendazol (ABZ) ¢ um anti-helmintico potente de amplo espectro efetivo contra
varios nematoides e cestéides (HORTON, 2000) e tem sido mostrado ser mais efetivo que o
PZQ no tratamento da NCC (GARCIA et al., 2002). O estudo do ABZ para a medicina
humana foi iniciado em 1979. Em 1983, foi usado para tratamento da doenga hidatica
(SAIMOT et al., 1983). Em 1987, foi mostrado ser efetivo no tratamento da neurocisticercose
(ESCOBEDO et al., 1987).

A principal evidéncia da melhora clinica do paciente com NCC parenquimatosa apds
terapia com ABZ foi relatada por dois estudos retrospectivos publicados em 1992. Vazquez e
Sotelo (1992) reportaram que 100% dos pacientes ndo tratados (49 de 49) apresentaram crises
convulsivas comparados a 46% (54 de 118) dos pacientes tratados com ABZ com segmento
médio durante 3 anos. Del Brutto et al. (1992) reportaram que 74% (20 de 27) dos pacientes
ndo tratados apresentaram crises convulsivas quando comparados com apenas 17% (16 de 95)
dos pacientes tratados com ABZ com seguimento médio de 2,5 anos. Recentemente, Garcia et
al.(2004) num estudo randomizado, duplo cego, controlado com placebo, concluiram que a
terapia parasiticida com ABZ ¢ eficaz, proporcionando melhor controle de crises epilépticas
generalizadas, resultando em melhor qualidade de vida em relagdo aos pacientes recebendo
apenas tratamento sintomatico.

Steiger et al.(1990) reportaram dados relativos a toxicidade do ABZ. Segundo os
autores, pode ocorrer elevagdo das transaminases, independentemente do esquema
posologico, indicando o potencial hepatotdxico do farmaco inalterado. Neutropenia e alopecia
também tem sido relatadas.

O ABZ ¢ metabolizado para o metabolito ativo sulféoxido de albendazol (ASOX) o
qual ¢ metabolizado para o sulfona de albendazol (ASON) que ¢ inativo (VILLAVERDE et
al., 1995). Devido ao extenso metabolismo pré-sist€émico do albendazol, as concentragdes
plasmaticas do farmaco inalterado sdo geralmente baixas e os estudos farmacocinéticos sao

desenvolvidos usando as concentracdes de ASOX ¢ ASON (LANCHOTE et al., 2004).
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FIGURA 2 - Metabolismo do albendazol no homem (RAWDEN et al., 2000; VILLAVERDE et al., 1995).




Marriner et al. (1986) descreveram a disposicao cinética do ASOX em voluntarios
sadios tratados com 400 mg (dose Unica) de ABZ p.o. Os valores de Cmax encontrados
oscilaram entre 0,04 a 1,24 pg/ml, confirmando a variabilidade interindividual descrita na
literatura. Jung et al. (1992) investigaram a disposi¢ao cinética do ASOX em 8 pacientes com
NCC tratados diariamente com 15 mg/Kg de ABZ durante 8 dias. Os valores de Cmax e a
meia-vida de eliminagcdo do ASOX variaram entre 0,5-3,0 pg/ml e 6-15 h, respectivamente.

Rawden et al. (2000) analisando a participagdo do CYP e da Flavina monoxigenase
(FMO) no metabolismo do albendazol em microssomas de figado humano, verificaram a
participagdo de ambos sistemas hepaticos, mas com predominio de 70% do CYP,
principalmente do CYP3A4. O atomo de enxofre do grupo benzimidazol representa um centro
de assimetria, o que implica na formac¢do dos enantidmeros (+)-ASOX e (-)-ASOX durante a
reacdo de sulfoxidacdo do albendazol. Nao ha dados na literatura relativos a qual
enantidmero, ou se ambos, tem atividade biologica no tratamento da NCC e qual a
concentragdo efetiva. Moroni et al. (1995) reportaram que em microssomas de figado de rato
a FMO favorece a formacdo do enantidmero (+)-ASOX, enquanto que o CYP2D6 e/ou
CYP2A1 formam predominantemente o (-)-ASOX. O CYP3A, segundo os autores, promove
a formagdo de quantidades equivalentes de ambos enantidmeros. Rawden et al. (2000)
reportaram que a sulfoxidacdo do albendazol em microssomas de figado humano parece ser
mediada em propor¢des semelhantes pela FMO3 e pelo CYP, principalmente o CYP3A4.
Amri et al. (1988) reportaram o envolvimento do CYP na sulfonacdo do abendazol em ratos.
No homem, nao ha dados relativos as isoformas envolvidas na sulfonagao do ASOX.

Marques et al. (1999) investigaram a enantiosseletividade na disposi¢do cinética do
ASOX em pacientes com diagnostico de NCC tratados com ABZ em regime de dose multipla
(5 mg/Kg/8h durante 8 dias). Os resultados demonstraram aumento na razao enantiomérica
(+)-ASOX/(-)-ASOX em fung¢ao do tempo, sugerindo sulfonacao preferencial do enantidmero
(-)-ASOX e conseqiiente acimulo do seu antipoda (+)-ASOX.

Lanchote et al.(2002) investigaram o efeito da fenitoina, da carbamazepina e do
fenobarbital no metabolismo enantiosseletivo do ABZ em pacientes com NCC recebendo
antiepilépticos ha, pelo menos, 3 meses. Os autores reportaram reducdo nas concentragdes
plasmaticas de ambos os enantidmeros, sugerindo que a fenitoina, a carbamazepina e o
fenobarbital induziram o metabolismo oxidativo do ABZ de forma ndo enantiosseletiva.

Embora ambos PZQ e ABZ sejam farmacos comprovadamente cisticidas, suas

eficadcias sdo varidveis ¢ nem todos os cistos morrem apds o tratamento, sugerindo



necessidade de otimizacdo dos regimes de dosagens, dos farmacos utilizados ou ainda
combinagdo de farmacos. Embora o tratamento reduza significativamente o nimero de cistos,
alguns sobrevivem e aumentam a possibilidade de crises convulsivas. A filosofia do
tratamento farmacoldgico tem sido usar o minimo de quantidade de farmacos e tempo de
tratamento para a obtencdo de cura da maioria dos pacientes. Entretanto, considerando a
existéncia de correlacdo entre a manifestagdo de crises convulsivas e a presenca de cistos
vidveis e em degeneracdo, o tratamento individualizado deve ser dirigido no sentido de
eliminar todos ou quase todos os cistos viaveis (NASH et al., 2006).

A administracdo simultanea de PZQ ¢ ABZ relatada como segura e eficaz (OLDS et
al., 1999) tem sido sugerida para aumentar o custo-beneficio do tratamento da
neurocisticercose (HOMEIDA et al., 1994; SOTELO; JUNG, 1998). Palomares et al. (2006)
avaliavam in vitro a eficacia da associagdo de PZQ e ABZ em cistos de Taenia crassiceps. Os
autores reportaram que a associagdo era mais efetiva do que quando os farmacos eram usados
isoladamente e concluiram que o aumento da eficacia da combinacdo pode permitir uma
reducdo na dose e tempo de tratamento da NCC.

Homeida et al. (1994) relataram que em voluntérios adultos sadios a area sob a curva
concentragdo plasmatica vs tempo do ASOX ¢ 4,5 vezes maior na situagao de administragao
do ABZ associado ao PZQ do que quando a mesma dose de ABZ ¢ administrada
isoladamente. Na-Bangchang et al.(2006) também observaram aumento nas concentragdes
plasmaticas de ASOX em voluntarios sadios tratados com ivermectina ¢ PZQ. Os autores
ressaltam que a disposicao cinética do PZQ nao é modificada em funcdo da associagdo com o
ABZ. No entanto, Pengsaa et al. (2004) avaliaram os parametros farmacocinéticos na
administracdo de dose unica de ABZ isoladamente ou em associa¢ao com dose Unica de PZQ
em criangas com infeccdo causada por Giardia e concluiram que ndo existem interagdes

farmacocinéticas entre 0 ABZ e o PZQ.



Justificativa

Considerando que a associacdo PZQ e ABZ vem sendo relatada como de maior
eficacia no tratamento da NCC (OLDS et al., 1999) e considerando que os dados até entdo
existentes na literatura em relacdo a disposi¢do cinética da interagdo farmacocinética ABZ -
PZQ sdo contraditérios e baseados nas concentragdes plasmaticas da mistura enantiomérica
tanto do ASOX quanto do PZQ (HOMEIDA et al., 1994; NA-BANGCHANG et al., 2006;
PENGSAA et al., 2004), o presente estudo visa investigar em voluntarios sadios a

enantiosseletividade na interagdo ABZ-PZQ .



2 Objetivos




2.1 Objetivo Geral

Avaliar a interacao albendazol-praziquantel em voluntérios sadios com énfase na

disposi¢do cinética, metabolismo e enantiosseletividade.

2.2 Objetivos Especificos

a. Desenvolver e validar método de anélise dos enantiomeros do praziquantel e seu
metabolito trans-4-hidroxipraziquantel em plasma com aplicacdo em estudo de
dose Unica de disposicao cinética e metabolismo.

b. Avaliar a enantiosseletividade na farmacocinética do praziquantel e seu metabdlito
trans-4-hidroxipraziquantel em voluntarios sadios tratados com dose tUnica de
praziquantel racémico.

c. Avaliar a enantiosseletividade no metabolismo do albendazol em voluntarios
sadios tratados com o fAirmaco em dose Unica.

d. Avaliar a influéncia do praziquantel na farmacocinética dos enantidmeros do
sulfoxido de albendazol em voluntérios sadios.

e. Avaliar a influéncia do albendazol na farmacocinética dos enantidmeros do

praziquantel e seu metabdlito trans-4-hidroxipraziquantel em voluntérios sadios.



3 Casuistica e Métodos




3.1. Casuistica

Foram investigados 09 voluntarios sadios (4 homens e 6 mulheres), com idade
superior a 18 anos e com peso dentro do limite de + 15% do peso considerado normal. Nao
participaram do estudo voluntarios fumantes e com histérico de abuso de alcool ou drogas.
Foram excluidas mulheres gravidas e voluntiarios em uso de medicamentos ou plantas
medicinais nos 15 dias que antecederam o inicio da investigagao.

O célculo do numero de voluntarios investigados foi realizado com auxilio do
programa PS Power and Sample Size Calculation (versao 2.1.30, Vanderbilt, EUA) e baseado
na variabilidade farmacocinética do praziquantel e do albendazol em voluntarios sadios
(HOMEIDA et al., 1994). Para detectar uma diferenca > 30% no parametro AUC (&rea sob a
curva concentracdo plasmatica vs tempo) do praziquantel na associagdo com albendazol, com
poder de 80% e erro tipo I de 5%, s@o necessarios 09 voluntarios. Para detectar uma diferenga
> 30% no parametro AUC do sulfoxido de albendazol na associagdo com praziquantel, com
poder de 80% e erro tipo I de 5%, sdo necessarios 05 voluntarios. Os graficos que relacionam

o numero de voluntarios com o poder do teste estdo apresentados abaixo na FIGURA 3.
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FIGURA 3- Calculo do nimero de voluntario



Os voluntarios incluidos na investigagao foram submetidos a exame fisico e provas
laboratoriais para a comprovacdo da normalidade das fungdes hepatica (dosagem sérica de
bilirrubinas, TGO, TGP, fosfatase alcalina, y-GT, proteina total ¢ albumina) e renal (exame
de urina tipo I e pelo clearance de creatinina maior que 80 mL/min por 1,73m? de superficie
corporal).

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMRP-USP) e da FMRP-USP, sendo garantido o sigilo dos voluntarios envolvidos no
estudo (ANEXO A). O voluntério recebeu explicagdo detalhada dos procedimentos, assim
como dos possiveis riscos, e foi incluido no estudo ap6s a obtengdo da assinatura no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A). Foi garantida a liberdade do voluntario
se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa. Nas
situacdes de intercorréncias tais como o aparecimento de efeitos colaterais foi garantido o
afastamento do voluntario do protocolo de pesquisa e o tratamento apropriado na Instituicao.
Os voluntarios incluidos no estudo foram internados no HCFMRP-USP, na Unidade de

Pesquisa Clinica durante parte da investigacao.

TABELA 1 - Caracteristicas demograficas dos voluntarios investigados (n=9)

Voluntario Sexo Idade (anos) Peso (Kg) Altura (m) IMC (kg/m?)
1 Feminino 34 56,5 1,69 19,78
2 Masculino 30 81,1 1,83 24,21
3 Masculino 20 78,6 1,73 26,26
4 Feminino 28 64,2 1,64 23,86
5 Masculino 26 70,6 1,85 20,62
6 Feminino 24 55,0 1,57 22,31
7 Masculino 26 68,7 1,80 21,20
8 Feminino 22 51,4 1,55 21,39
9 Feminino 27 50,8 1,64 18,88
mediana 26,33 64,1 1,7 22,05
meédia 26 64,2 1,69 21,39
IC 95% 23,11 55,33 1,61 20,25

29,54 72,87 1,78 23,86




3.2. Protocolo Clinico

O estudo cruzado e aleatério foi desenvolvido em trés fases, sendo que alguns
voluntérios iniciaram pela FASE 1 (albendazol), outros pela FASE 2 (praziquantel) e outros
pela FASE 3 (albendazol + praziquantel), conforme tabela de aleatorizagdo (TABELA 2). O
periodo de washout foi de no minimo 15 dias (fase 1 seguida da fase 2 e fase 1 seguida da
fase 3) ou 7 dias (fase 2 seguida de uma das outras fases).

Na FASE 1, os voluntarios foram internados na Unidade de Pesquisa Clinica do
HCFMRP-USP para as coletas seriadas de sangue. Os voluntarios em estado de jejum de 12
horas receberam pela manhd, via oral, dose unica de 400 mg de albendazol (Zentel®
comprimidos, Glaxo Smithline) com 200mL de 4gua. A dieta padrao do hospital foi servida
apds 2h da administragdo do albendazol. As amostras de sangue (5SmL) foram coletadas em
seringas heparinizadas (Liquemine® 5000UI, Roche) nos tempos 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 6;
8;10; 12; 24;36 e 48 h.

Na FASE 2, os voluntarios foram internados na Unidade de Pesquisa Clinica do
HCFMRP-USP para as coletas seriadas de sangue. Os voluntarios em estado de jejum de 12
horas receberam pela manha, via oral, dose tnica de 1500 mg de praziquantel (Cisticid®
comprimidos de 500 mg, Merck) com 200mL de dgua. A dieta padrao do hospital foi servida
apos 2h da administragcdo do praziquantel. As amostras de sangue (SmL) foram coletadas em
seringas heparinizadas (Liquemine® 5000UI, Roche) nos tempos 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 6;
8¢ 10 h.

Na FASE 3, os voluntérios foram internados na Unidade de Pesquisa Clinica do
HCFMRP-USP para as coletas seriadas de sangue. Os voluntarios em estado de jejum de 12
horas receberam pela manha, via oral, dose tnica de 400 mg de albendazol e 1500 mg de
praziquantel racémico com 200mL de dgua. A dieta padrdo do hospital foi servida apds 2h da
administragao do albendazol e do praziquantel. As amostras de sangue (SmL) foram coletadas
em seringas heparinizadas (Liquemine® 5000UI, Roche) nos tempos 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3;
4;6;8;10;12; 24;36 e¢48 h.

Os plasmas para andlise cromatografica foram obtidos por centrifuga¢do (2000g x

10min) das amostras de sangue e armazenados a —20°C até o momento da analise.
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FIGURA 4 - Fluxograma do Protocolo clinico

TABELA 2 — Tabela de aleatorizacdo para a sequéncia de administra¢do dos farmacos (n=9)

VOLUNTARIO SEQUENCIA DAS FASES

2 3
1

2 1
2

1 2
3

2 3
4

1 3
5

1 2
6

1 2
7

1 2
8

1 3
9

FASE 1 albendazol; FASE 2 praziquantel; FASE 3 albendazol + praziquantel




3.3 Métodos Analiticos

3.3.1 Analise do sulfona de albendazol e dos enantiomeros do sulféxido de albendazol em
plasma

3.3.1.1 Solugdes padréo e reagentes

As solugdes estoque de ASOX (sulfoxido de albendazol, TRC, Canada) e ASON
(sulfona de albendazol, TRC, Canada) racémicos foram preparadas em metanol na
concentragdo de 1 mg/ml e 0,1 mg/ml, respectivamente. A solu¢do de ASOX foi diluida para
obtencdo das concentracdes de 0,4; 1; 4; 12; 16 e 20 pg/ml de metanol e da solugdo de ASON

obteve-se as concentracdes de 0,04; 0,1; 0,4; 1,2; 1,6 e 2 ug/mL de metanol.

A solucgao de metabissulfito de sodio grau analitico (Reagen) foi preparada em agua na
concentragdo de 4 mg/ml. O tampao acetato de soédio 0,75 M (pH 7,0) foi preparado

utilizando 4cido acético (J. T. Baker, México) e acetato de sddio (J. T. Baker, México).

O diclorometano foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha) e o n-hexano,
constituinte da fase movel do sistema HPLC, foi obtido da Acros (Nova Jersey, EUA). Os
outros solventes utilizados no preparo das solugdes e da fase mével foram obtidos da J. T.
Baker (México) como grau cromatografia. A agua passou pelo processo de purificagdo através

do sistema Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, EUA).

3.3.1.2 Analise Cromatografica

O sistema HPLC foi constituido por cromatografo Shimadzu (Kyoto, Japao) composto
por bomba (modelo LC-10 AD), forno de coluna a temperatura de 23°C (modelo CTO-10
AS), auto-injetor a temperatura de 4°C (modelo SIL-10 AD), detector de fluorescéncia
(modelo RF -10AXL) operando no comprimento de onda de excitacdo de 280 nm e de
emissao de 320 nm e integrador C-R6A Chromatopac. Foi utilizado um sistema de injecdo

Rheodyne (Cotati, CA, EUA), modelo 7125, com amostrador de 20 pl.

Os metabolitos do albendazol foram separados em coluna de fase quiral Chiralpak®™
AD, particulas de 10 um, 250 x 4,6 mm (Chiral Technologies Inc, Exton, PA, EUA) com pré-
coluna LiChrospher” 100 CN, particulas de 5 um, 4 x 4 mm (Merck, Damstadt, Alemanha).



A eluigdo dos metabélitos do albendazol na coluna Chiralpak® AD foi obtida com fase movel

constituida por n-hexano/isopropanol/etanol (82:13:5, v/v/v), na vazao de 1,2 ml/min.

3.3.1.3 Método de preparo das amostras

A uma aliquota de 500 pl de plasma foram adicionados 200 pl de solugdo de
metabissulfito de sodio (4 mg/ml), 100 pl de tampao acetato de sédio 0,75 M ( pH 7,0) e 5 ml
de diclorometano. A extracdo foi realizada através de agitagdo mecanica por 20 minutos
(agitador horizontal, 300 = 10 ciclos/min), seguida de centrifugacdo (2000 mg por 10
minutos) e separagdo da fase organica. A fase organica recuperada em volume definido (4 ml)
foi concentrada até a secura em tubos conicos e a dissolug@o do residuo obtido na extragdo foi
realizada através de adigdo de 100 pl da fase movel, dos quais 60ul foram submetidos a

analise cromatografica (RODRIGUES, 2004).

500 pl Plasma
200 pl de solugdo de metabissulfito de sodio (4 mg/ml)
100 pl de tampao acetato de so6dio 0,75 M ( pH 7,0)

5 ml de diclorometano

Agitagdo horizontal por 20 min
Centrifugar (2000 g, 10 min)

Fase aquosa Fase organica
(desprezar) (4 ml)

Injetar 60 ul

FIGURA 5-Fluxograma do procedimento de extragdo para analise dos metabolitos do albendazol em plasma

humano.



3.3.1.4 Curva de calibracéo

As curvas de calibracdo para a andlise dos metabodlitos do albendazol foram
construidas com dados obtidos apos a andlise de aliquotas de 500 pl de plasma branco
enriquecido com 25l de cada uma das solugdes padrao. As amostras de plasma branco de

voluntarios sadios (ndo tratados com albendazol) foram obtidas do Hemocentro do HCFMRP-

USP

3.3.1.5 Validacéo

A validag¢ao da metodologia utilizada na quantificagdo da sulfona de albendazol e dos
enantiomeros do sulfoxido de albendazol foi realizada de forma parcial, ja4 que houve apenas a
mudanc¢a no limite de quantificacio do método bioanalitico ja validado por RODRIGUES,
2004.

3.3.2 Anélise dos enantidbmeros do praziquantel e do seu principal metabdlito trans-4-

hidroxipraziquantel em plasma humano

3.3.2.1 Solucdes padréo e reagentes

As solugdes estoque de praziquantel (Merck, Alemanha) e do seu principal metabodlito
trans-4-hidroxipraziquantel (gentilmente cedido pelo Dr. G. Blaschke ¢ Dr. M.J. Surpili)
racémicos foram preparadas em metanol na concentracdo de 200 pg/ml para ambas as
solucdes. A solucdo de praziquantel foi diluida para obtencdo das concentragdes de 0,1; 1; 4;
12; 30 e 100 pg/ml de metanol e da solugdo do seu principal metabdlito trans-4-
hidroxipraziquantel obteve-se as concentragdes de 1; 10; 20; 40; 120 e 300 pug/mL de
metanol para a andlise em plasma humano. O diazepam, padrao interno utilizado, foi

preparado em metanol na concentracao de 50 ng/ml.

Os solventes de extragdo (éter metil-tert-butilico e diclorometano) do praziquantel e
seu principal metabolito foram obtidos da J. T. Baker (México) e Merck (Darmstadt,
Alemanha), respectivamente. O n-hexano, constituinte da fase mével do sistema de detecgao
por espectrometria de massas (LC-MS/MS), foi obtido da Acros (Nova Jersey, EUA). O

acetato de amonio utilizado na infusdo pos-coluna e os outros solventes utilizados no preparo



das solugdes e da fase movel foram obtidos da J. T. Baker (México) como grau cromatografia.
A agua passou pelo processo de purificacdo através do sistema Milli-Q Plus (Millipore,

Bedford, MA, EUA).

3.3.2.2 Analise Cromatografica

O sistema HPLC foi constituido por cromatégrafo Shimadzu (Kyoto, Japdo) composto
por bomba (modelo LC-10 AD), forno de coluna a temperatura de 23°C (modelo CTO-10
AS) e auto-injetor a temperatura de 12°C (modelo SIL-10 AD). O detector por espectrometria
de massas (Micromass, Manchester, UK) modelo Quatro Micro operou com energia capilar,
energia de cone, energia de extrator, temperatura da fonte e temperatura de dessolvatagdo em,
respectivamente, 4,0Kv; 30V; 3,0V; 100°C e 250°C . O nitrogénio foi usado como gas
nebulizador a 416L h ™' . O argdnio foi usado como gas de colisdo a uma pressdo aproximada
de 2,23 x 10 “mbar. Para registrar e integrar os picos foi empregado o software MassLynx®
(Micromass, Manchester, UK), versdo 3,5. Foi utilizado um sistema de inje¢do Rheodyne

(Cotati, CA, EUA), modelo 7125, com amostrador de 20ul.

Os enantidmeros do praziquantel e do seu principal metabolito foram separados em
coluna de fase quiral Chiralpak® AD, particulas de 10pum, 250 x 4,6mm (Chiral Technologies
Inc, Exton, PA, EUA) com pré-coluna LiChrospher® 100 CN, particulas de 5pum, 4 x 4mm
(Merck, Damstadt, Alemanha). A elui¢do do praziquantel e do seu metabdlito na coluna
Chiralpak® AD foi obtida com fase mével constituida por n-hexano/isopropanol (75:25, v/v),
na vazao de 1,2ml/min. A infusdo pds-coluna de solugdo composta de etanol:acetato de
amonio 10mmol L ~'(95:5, v/v) eluiu pelo sistema na vazdo de 0,25ml/min. Foi empregado o
interfaceamento por electrospray. O modo de ionizacdo das moléculas foi positivo com o
equipamento operando em modo de monitorizagdo seletiva de ions. Desta forma foram
analisadas as seguintes transi¢des massa/carga (m/z): 313 > 203 para os enantiomeros do
praziquantel, 329 > 203 para os enantidmeros do trans-4-hidroxipraziquantel e 285,20 >

154,10 para o diazepam.



3.3.2.3 Método de preparo das amostras

A aliquotas de 1 ml de plasma foram adicionados 25ul da solu¢do de padrdo interno
diazepam (50ng/ml). As amostras foram agitadas em vortex por 2-3 segundos e extraidas com
6 ml da mistura éter metil-tert-butilico/diclorometano (2:1, v/v). As extragdes foram
realizadas através de agitacdo mecanica por 30 minutos (agitador horizontal, 300 + 10
ciclos/min), seguida de centrifugacdo (2000mg por 10 minutos) e separagdo das fases
organicas. As fases organicas recuperadas em volume definido (5ml) foram concentradas até a
secura e os residuos foram dissolvidos em 200ul da fase moével, dos quais 130ul foram

submetidos a anélise cromatografica.

Iml plasma
25ul da solugdo de PI
6ml de éter metil-tert-butilico/diclorometano (2:1, v/v)

Agitagdo horizontal por 30min
Centrifugar (2000g, 10min)

Fase aquosa Fase orgénica
(desprezar) (5ml)

Injetar 130pl

FIGURA 6- Fluxograma do procedimento de extragdo para analise dos enantidmeros do praziquantel e do seu principal

metabolito trans-4-hidroxipraziquantel.



3.3.2.4 Validacéo

O método foi validado com base nos pardmetros analiticos linearidade, recuperagao,
precisdo e exatidao intra e inter-ensaios, limite de quantificagdo, estabilidade e supressdao do
ion. O método de analise dos enantidmeros do praziquantel e do seu principal metabolito em
plasma humano foram validados de acordo com as recomendag¢des da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria — Resolugdo n° 899, 2003) para a analise em fluidos

biologicos.

3.3.2.4.1. Linearidade

A linearidade foi definida como a maior concentragdo plasmatica que apresentou
relacdo linear com a resposta do detector. Aliquotas de ImL de plasma humano enriquecidas
com 25uL das solugdes padrdo de praziquantel e trans-4-hidroxipraziquantel e 25uL da
solugdo de PI, foram submetidas aos processos de extracdo especificados anteriormente. As
curvas de calibragdo foram construidas no intervalo de 1,25 a 1250ng de cada enantiémero do
praziquantel e 12,5 a 3750ng de cada enantidmero do trans-4-hidroxipraziquantel por mL de
plasma humano. As equacdes de regressdo linear e os coeficientes de correlacdo foram

obtidos das areas dos picos plotadas em fungdo das respectivas concentragdes.

3.3.2.4.2. Recuperacao

A recuperagdo do praziquantel, trans-4-hidroxipraziquantel e diazepam foi avaliada,
em duplicata, nas concentragdes de 3; 500 e 1000ng de cada enantiomero do praziquantel por
mL de plasma, 30; 1500 e 2850ng de cada enantidmero do trans-4-hidroxipraziquantel por
mL de plasma e 50ng do diazepam por ml de plasma, seguindo o protocolo descrito no
preparo das amostras. As areas dos picos das amostras extraidas foram comparadas com as
areas dos picos das solucdes-padrao adicionadas a extratos de plasma branco e ndo

submetidas ao processo de extracao.



3.3.2.4.3 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas nas concentragdes de 3, 500 e 1000ng de
cada enantiomero do praziquantel por mL de plasma e 30, 1500 e 2850ng de cada
enantidmero do trans-4-hidroxipraziquantel por ml de plasma. As solugdes foram separadas

em aliquotas e armazenadas a — 20 °C e sob a protecao da luz até a analise.

Para a avaliagdo da precisdo intra-ensaio foram analisadas 5 aliquotas de cada
amostra através de uma tUnica curva de calibragdo e na avaliacdo da precisdo inter-ensaios

foram analisadas aliquotas, em duplicata, das amostras durante 5 dias consecutivos.

3.3.2.4.4. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) foi definido como a menor concentragdo quantificada
de cada enantidmero com coeficente de variagdo (precisdo) e erro (exatidao) igual ou inferior
a 20 %. Foram avaliadas quintuplicatas de amostras de plasma enriquecidas com praziquantel
e trans-4-hidroxipraziquantel nas concentragdes de 1,25 e 12,5ng de cada enantidmero por mL

de plasma, respectivamente.

3.3.2.4.5. Estabilidade

Para verificar a estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento, amostras
de plasma enriquecidas com concentracdes baixas (3ng de cada enantiomero do praziquantel e
30ng de cada enantiomero do trans-4-hidroxipraziquantel) e amostras enriquecidas com
concentragdes altas (1000 ng de cada enantiomero do praziquantel e 2850ng de cada
enantidmero do trans-4-hidroxipraziquantel), em triplicata, foram congeladas a -20°C e apds
24h foram descongeladas e novamente congeladas por 12h. Este ciclo foi repetido por mais
duas vezes, analisando-se os fairmacos apds o término do terceiro ciclo. A estabilidade das
amostras de plasma enriquecidas também foi determinada apos a manutengao durante 6h em
temperatura ambiente de 25°C. Os resultados dos testes de estabilidade foram comparados

com os resultados de amostras recém preparadas e analisados com base na % de desvio.



3.3.2.4.6. Efeito da matriz

O efeito da matriz foi avaliado em seis diferentes lotes de plasma branco
enriquecidos nas concentragdes de 500ng de cada enantidmero do praziquantel por mL de
plasma, 1500ng de cada enantiomero do trans-4-hidroxipraziquantel por mL de plasma e 50ng
do diazepam por ml de plasma, seguindo o protocolo descrito no preparo das amostras. As
areas dos picos das amostras extraidas foram comparadas com as areas dos picos das
solugdes-padrao injetadas diretamente na fase movel e ndo submetidas ao processo de

extracao.

3.3.2.5 Andlise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas de
concentragdo plasmatica do sulfona de albendazol, dos enantiomeros do sulfoxido de
albendazol, dos enantiomeros do praziquantel e dos enantiomeros do trans-4-
hidroxipraziquantel versus tempo. Foi empregado o programa WinNonlin, versdo 4,0
(Pharsight Corp, Mountain View, California, EUA). Os calculos foram realizados

empregando cinética de primeira ordem, modelo monocompartimental e com lag time.

3.3.2.5.Analise estatistica

Os testes estatisticos para a andlise dos dados experimentais foram realizados com
auxilio do software Graphpad Instat® para obten¢io da média, mediana, desvio padrdo (SD),
erro padrao médio (EPM) e intervalo de confianca (IC) de 95%. Foi utilizado teste ndo
paramétrico para dados pareados (comparagdo entre os enantiomeros) com nivel de

significancia estabelecido para p < 0,05.



4 Resultados




4.1 Validacéo parcial do método de analise do sulfona de albendazol e dos enantidmeros do
sulféxido de albendazol em plasma humano

4.1.1 Limite de quantificacéo

As menores concentragdes plasmaticas de (+) ASOX, (-) ASOX e ASON
quantificadas no presente estudo com coeficientes de variagdo (precisdo) ¢ % de desvio

(exatiddo) iguais ou menores que 20%, estdao apresentadas na TABELA 3.

TABELA 3-Limites de quantificacdo do ASON e dos enantiomeros do ASOX

farmaco Concentracédo (ng/ml) Precisdo (%) exatidado (%0)
(+)-ASOX 2,5 18,91 87,34
(-)-ASOX 2,5 19,51 117,99
ASON 1 19,13 84,77

4.2 Validacdo do método de andlise dos enantidmeros do praziquantel e do seu principal

metabolito em plasma humano

4.2.1 Linearidade

As equagdes de regressdo linear e os respectivos coeficientes de correlagdo linear (°)
obtidos no teste de linearidade para os enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ estao apresentados

na tabela abaixo.

TABELA 4- Linearidade do método de analise dos enantidémeros do PZQ ¢ 4-OHPZQ

farmaco concentracéo (ng/ml) equagao de regressao linear (r?)
(+)-(S)-PZQ 1,25-1250 ng/ml Y=0,003x — 0,064  (0,9964)
(-)-(R)-PZQ 1,25-1250 ng/ml Y=0,0025x —0,0261 (0,9943)

(-)-(R)-4-OHPZQ 12,5-3750 ng/ml Y=0,0002x — 0,0095 (0,9995)

(+)-(S)-4-OHPZQ 12,5-3750 ng/ml Y=0,0002x — 0,0095 (0,9995)




4.2.2 Recuperagéao

Os resultados obtidos no estudo da recuperacdo absoluta dos enantidmeros do PZQ e

4-OHPZQ sao apresentados na tabela 5.

TABELA 5- Recuperagdo absoluta dos enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ em plasma humano

farmaco concentracgdo (ng/ml) recuperacio(%o)
3 86,99
(H)-(S)-PZQ 500 98,51
1000 97,33
3 83,33
(-)-(R)-PZQ 500 94,47
1000 90,61
30 78,26
(-)-(R)-4-OHPZQ 1500 84,56
2850 92,97
30 85,96
(+)-(S)-4-OHPZQ 1500 90,90

2850 92,74




4.2.3 Precisdo intra-ensaio e interensaios

Os resultados obtidos no estudo da precisdo intra e interensaios, do método analitico
em estudo, sdo apresentados nas tabelas 6 e 7, respectivamente. Os dados mostram

coeficientes de variagdo < 20%.

TABELA 6- Precisdo intra-ensaio para os enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ.

farmaco Concentracéo (ng/ml) CV (%)
3 8,46
(+)-(S)-PZQ 500 12,88
1000 8,90
3 8,94
(-)-(R)-PZQ 500 4,78
1000 9,49
30 8,84
(-)-(R)-4-OHPZQ 1500 14,77
2850 10,25
30 10,30
(+)~(S)-4-OHPZQ 1500 6,07
2850 9,13

TABELA 7- Precisdo interensaios para os enantiomeros do PZQ ¢ 4-OHPZQ em plasma humano

farmaco concentracéo (ng/ml) CV (%)
3 3,25
(H)-(S)-PZQ 500 4,05
1000 9,97
3 4,69
(-)-(R)-PZQ 500 11,40
1000 7,42
30 4,78
(-)-(R)-4-OHPZQ 1500 6,5
2850 5,83
30 4,52
(+)-(S)-4-OHPZQ 1500 8,31

2850 2,96




4.2.4 Exatiddo intra-ensaio e inter-ensaio

Os resultados obtidos no estudo da exatiddo intra e interensaios do método analitico

em estudo, sdo apresentados nas tabelas 8 e 9, respectivamente.

TABELA 8- Exatiddo intra-ensaio para os enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ em plasma humano

farmaco concentracdo (ng/ml) exatiddo (%)
3 105,4
(+)-(S)-PZQ 500 102,35
1000 107,81
3 99,86
(-)-(R)-PZQ 500 90,60
1000 96,66
30 107,47
(-)-(R)-4-OHPZQ 1500 97,39
2850 110,74
30 84,91
(+)-(S)-4-OHPZQ 1500 92,53
2850 107,92

TABELA 9- Exatiddo interensaios para os enantiomeros do PZQ e 4-OHPZ(Q em plasma humano

farmaco Concentragéo(ng/ml) exatiddo (%)

3 92,53
(+)-(S)-PZQ 500 108,58
1000 103,08

3 95,26

(-)-(R)-PZQ 500 93,87
1000 105,05

30 92,10

(-)-(R)-4-OHPZQ 1500 94,11
2850 109,91

30 87,00

(+)-(S)-4-OHPZQ 1500 93,93

2850 112,28




4.2.5 Limite de Quantificagdo

As menores concentragdes plasmaticas dos enantidmeros do PZQ e do 4-OHPZQ,
quantificadas no presente estudo com precisdo e exatiddo aceitaveis, estdo apresentadas na

tabela 10.

TABELA 10-Limite de quantificagdo dos enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ em plasma humano

farmaco Concentracdo (ng/ml) Precisdo (%) Exatiddo (%)
(H)-(S)-PZQ 1,25 11,24 94,72
(-)-(R)-PZQ 1,25 7,01 91,50
(-)-(R)-4-OHPZQ 12,5 5,84 93,35
(+)-(S)-4-OHPZQ 12,5 12,32 98,98

4.2.6 Estabilidade

TABELA 11- Estabilidade dos enantidmeros do PZQ e 4-OHPZQ em plasma humano

farmaco Concentra¢do(ng/ml) curta duracéo 6 h (% cong/descong
desvio) (% desvio)

(H)-(S)-PZQ 3,0 2,76 8,20

1000,0 8,82 2,24

(-)-(R)-PZQ 3,0 4,00 13,81

1000,0 9,61 10,91

(-)-(R)-4- 30,0 9,63 11,42

OHPZQ 2850,0 2,41 1,20

(H)-(S)-4- 30,0 10,81 9,80
OHPZQ 2850,0 11,50 5,05

4.2.7 Efeito da matriz

TABELA 12- Efeito da matriz na analise dos enantiomeros do PZQ ¢ 4-OHPZQ em 6 diferentes lotes de plasma
humano

farmaco Concentracdo (ng/ml) efeito da matriz (%)
(H)-(S)-PZQ 500,00 98,51
(-)-(R)-PZQ 500,00 94,47
(-)-(R)-4-OHPZQ 1500,00 84,56
(+)-(S)-4-OHPZQ 1500,00 90,90

PI (diazepam) 50,00 93,34




4.3 Disposicéo cinética do ASON e dos enantidmeros do ASOX em voluntérios sadios

As concentragdes plasmaticas do ASON e de cada enantidmero do ASOX, obtidas até
48 h apds a administracdo de dose unica de 400 mg de albendazol (n=9) a voluntarios sadios,
foram maiores que os respectivos limites de quantificacdo apresentados na TABELA 3. Os
cromatogramas apresentados na FIGURA 7 confirmam a boa resolu¢do dos picos nas
condigdes cromatograficas descritas (FIGURA 5) e a ndo interferéncia da co-administragdo

de praziquantel.

FIGURA 7- Cromatogramas referentes as amostras de (A) plasma branco; (B) plasma branco enriquecido com
solucdo padrdao de ASOX ( ng/ml) e ASON ( ng/ml); (C) plasma de voluntario apds 3 h da administragao
oral de albendazol e (D) plasma branco enriquecido com solugdo padrao de ASOX , ASON , PZQ ¢ 4-OHPZQ.



TABELA 13- Disposi¢do cinética dos enantidmeros (+) e (-)-ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados com
dose unica de 400 mg de albendazol (FASE 1). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

Parémetros (+)-ASOX
Mediana

Média (IC 95%)

(-)-ASOX
Mediana
Média (IC 95%)

AUC ™ (ng.h/ml) 989,42
1290,30 (610,23-1970,4)
Cmax  (ng/ml) 40,70
48,64 (19,7-77,5)
Tmax  (h) 3,61
3,72 (2,66-4,7)
t1/2 (h) 15,69
17,31 (19,49-21,13)
KO0l (b 0,69
0,85 (0,49-1,21)
AUC/AUC,

139,59*
1655 (68,30-262,71)
20,71*
28,06 (8,02-48,10)
1,78*
1,93 (0,88-2,99)
3,05%
3,66 (1,27-6,04)
0,55
1,13 (0,18-2,08)
7,08
7,79 (8,93-7.50)

*p <0,05; teste de Wilcoxon

TABELA 14- Disposi¢ao cinética dos enantiomeros (+) e (-)-ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados com
dose tnica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel (FASE 3). Dados expressos através da mediana e

média (IC 95%).

Parametros (+)-ASOX (-)-ASOX

Mediana Mediana

Meédia (1C 95%) Média (1C 95%)
AUC ™ (ng./ml) 2591,80 500,28*

2215,04 (1106,6-3323.5) 436,42 (198,43-674,42)
Cmax  (ng/ml) 97,27 50,30*

94,75 (41,99-147,51) 46,17 (24,43-67,91)
Tmax  (h) 4,93 2,88*

5,04 (3,41-6,67) 2,67 (1,82-3,51)
t1/2 (h) 12,48 3,21%

12,87 (9,58-16,17) 4,09 (2,28-5,91)
Kol () 1,33 0,80

1,77 (0,75-2,79) 1,30 (0,54-2,06)
AUC,/AUC,, 5,18

5,07 (5,57-4,92)

*p <0,05; teste de Wilcoxon



TABELA 15- Disposi¢ao cinética do enantidmero (+)-ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose unica
de 400 mg de albendazol (FASE 1) ou com dose unica de 1500mg de praziquantel e 400 mg de albendazol (FASE
3). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

(+)-ASOX
Parametros FASE 1 (ABZ) FASE 3 (ABZ + PZQ)
AUC ™ (ng.h/ml) 989,42 2591,80%
1290,30 (610,23-1970,4) 2215,04 (1106,6-3323,5)
Cmax  (ng/ml) 40,70 97,27*
48,64 (19,7-77,5) 94,75 (41,99-147,51)
Tmax  (h) 3,61 4,93
3,72 (2,66-4,7) 5,04 (3,41-6,67)
t1/2 (h) 15,69 12,48*
17,31 (19,49-21,13) 12,87 (9,58-16,17)
KO0l (b 0,69 1,33

0,85 (0,49-1,21)

1,77 (0,75-2,79)

* p <0,05; teste de Wilcoxon

TABELA 16- Disposigdo cinética do enantidmero (-)-ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose unica
de 400 mg de albendazol (FASE 1) ou tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel e 400 mg de albendazol
(FASE 3). Dados expressos através da mediana ¢ média (IC 95%).

(-)-ASOX
Parametros FASE 1 (ABZ) FASE 3 (ABZ + PZQ)
AUC > (ng.h/ml) 139,59 500,28%
165,5 (68,30-262,71) 436,42 (198,43-674,42)
Cmax  (ng/ml) 20,71 50,30%*
28,06 (8,02-48,10) 46,17 (24,43-67,91)
Tmax (h) 1,78 2,88
1,93 (0,88-2,99) 2,67 (1,82-3,51)
t1/2 (h) 3,05 3,21
3,66 (1,27-6,04) 4,09 (2,28-5,91)
K01 (b 0,55 0,80

1,13 (0,18-2,08)

1,30 (0,54-2,06)

* p <0,05; teste de Wilcoxon



TABELA 17- Disposigdo cinética do enantiomero ASON em voluntérios sadios (n=9) tratados com dose unica de
400 mg de albendazol (FASE 1) ou tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel e 400 mg de albendazol
(FASE 3). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

ASON
Parédmetros FASE 1 (AB2) FASE 3 (ABZ + PZQ)
AUC ™ (ng.h/ml) 170,85 319,50%
179,23 (92,43-266,03) 261,60 (149,05-374,15)
Cmax (ng/ml) 5,89 10,20*
6,18 (2,99-9,36) 9,64 (5,03-14,25)
Tmax (h) 5,07 7,90
5,62 (3,36-7,88) 7,24 (5,08-9,40)
t1/2 (h) 15,47 10,20
16,45 (13,59-19,32) 13,10 (7,83-18,37)
KO0l (b 1,26 328
1,63 (0,64-2,61) 3,51 (1,74-5,29)

*P <0,05; teste de Wilcoxon
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FIGURA 8-Concentracdes plasmaticas versus tempo do ASON e dos enantidomeros do ASOX na administragdo
de albendazol (400 mg) ou albendazol associado ao praziquantel (1500mg).Dados expressos através da média +
EPM (n=9).



4.4 Disposicdo cinética e metabolismo do Praziquantel e 4-OHPZQ

O método desenvolvido para a resolugcdo cromatografica dos enantiomeros do PZQ e
do 4-OHPZQ descrito e validado apresentou boa resolu¢dao dos picos (FIGURA 9) nas
condigdes cromatograficas descritas (FIGURA 6).

FIGURA 9- Cromatogramas referentes as amostras de (A) plasma branco; (B) plasma branco enriquecido com
solu¢do padrao dos enantiomeros do PZQ ( ng/ml) e 4-OHPZQ ( ng/ml); (C) plasma de voluntario em
tratamento com PZQ.



TABELA 18- Disposicao cinética dos enantidmeros (+)-(S) e (-)-(R)-PZQ em voluntarios sadios (n=9) tratados com
dose unica de 1500g de praziquantel (FASE 2). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

Pardmetros (+)-(S)-PzZQ ()-(R)-PZzQ
Mediana Mediana
Média (IC 95%) Média (1C 95%)
AUC ™ (ng.h/ml) 1541,60 518,02*
2993,86 (964,46-5023,3) 865,10 (86,44-1643,8)
Cmax  (ng/ml) 354,72 98,30%*
517,11 (181,61-852,62) 158,62 (5,97-311,26)
Tmax  (h) 2,33 2,43
2,55 (2,14-2,95) 2,67 (2,15-3,18)
t1/2 (h) 1,33 1,34
1,46 (1,21-1,71) 1,55 (1,24-1,85)
CIF  (L/hKg) 0,65 1,93*
0,65 (0,22-1,08) 1,93 (0,95-2,95)
Vd/F (LKg") 1,40 4,66*
1,03 (0,28-2,53) 3,74 (2,05-7,27)
AUC./AUC, 2,97

3,46 (11,15-3,05)

*p <0,05; teste de Wilcoxon

TABELA 19- Disposi¢do cinética dos enantiomeros (+)-(S) e (-)-(R)-PZQ em voluntarios sadios (n=9) tratados com

dose tnica de 1500mg de praziquantel e 400 mg de albendazol (FASE 3).

Pardmetros (+)-(S)-PzQ ()-(R)-PZzQ
Mediana Mediana
Média (IC 95%) Média (IC 95%)
AUC > (ng.h/ml) 2805,50 853,57*
3025,43 (1445,9-4605) 1532,97 (222,64-2843,3)
Cmax  (ng/ml) 415,16 143,11*
449,63 (240,25-659,01) 244,60 (70,39-418,82)
Tmax (h) 2,53 2,59
2,76 (2,26-3,26) 2,73 (2,13-3,32)
t1/2 (h) 1,64 1,42%
1,67 (1,47-1,87) 1,49 (1,28-1,69)
CI/F (L/h/Kg) 0,36 1,32%*
0,52 (0,24-0,81) 77,77 (-98,29-253,85)
VdF (LKg" 1,23 2,92%

AUC/AUC,

0,88 (0,57-1,88)
3,28

2,62 (1,09-4,74)

1,97 (6,49-1,61)

*p <0,05; teste de Wilcoxon



TABELA 20- Disposi¢do cinética dos enantiomeros (+)-(S) e (-)-(R)-4-OHPZQ em voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel (FASE 2). Dados expressos através da mediana e média (IC
95%).

Pardmetros (+)-(S)-4-OHPZQ (-)-(R)-4-OHPZQ
Mediana Mediana
Meédia (1C 95%0) Média (IC 95%)
AUC ** (ng.h/ml) 3632,80 4633,40%
5599,23 (2892,4-8216,1) 8795,36 (3080,4-14510)
Cmax  (ng/ml) 474,55 835,58%*
776,44 (405,44-1147,4) 1314,84 (577,48-2052,2)
Tmax  (h) 3,28 2,72
3,05 (2,64-3,46) 2,72 (2,39-3,04)
t1/2 (h) 2,02 1,77
1,91 (1,55-2,27) 1,70 (1,39-2,01)
AUC/AUC 1,27

1,57 (1,06-1,76)

* p <0,05; teste de Wilcoxon

TABELA 21- Disposigdo cinética dos enantidmeros (+)-(S) e (-)-(R)-4-OHPZQ em voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel e 400 mg de albendazol (FASE 3). Dados expressos através da
mediana ¢ média (IC 95%).

Parametros (+)-(S)-4-OHPZQ (-)-(R)-4-OHPZQ
Mediana Mediana
Média (1C 95%) Média (I1C 95%)
AUC ™ (ng.h/ml) 5044,50 2893,20%*
9123,16 (3793-14453) 5381,54 (1459,3-9303,8)
Cmax  (ng/ml) 811,02 372,64*
1070,83 (500,92-1640,7) 789,33 (111,54-1467,1)
Tmax  (h) 2,45 3,07
3,27 (1,90-4,63) 2,77 (2,21-3,33)
t1/2 (h) 1,70 1,89
2,14 (1,34-2,93) 1,84 (1,51-2,18)
AUC./AUC, 1,74

1,69 (2,59-1,55)

* p <0,05; teste de Wilcoxon



TABELA 22- Disposi¢ao cinética do enantiomero (+)-(S)-PZQ em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose
unica de 1500g de praziquantel (FASE 2) ou com dose tnica de 1500mg de praziquantel e 400 mg de albendazol
(FASE 3). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

(+)-(5)-PZQ
Parametros FASE 2 (PZQ) FASE 3 (ABZ + PZQ)
AUC ™ (ng.h/ml) 1541,60 2805,50
2993,86 (964,46-5023,3) 3025,43 (1445,9-4605)
Cmax (ng/ml) 354,72 415,16
517,11 (181,61-852,62) 449,63 (240,25-659,01)
Tmax (h) 2,33 2,53
2,55 (2,14-2,95) 2,76 (2,26-3,26)
t1/2 (h) 1,33 1,64
1,46 (1,21-1,71) 1,67 (1,47-1,87)
CUF  (L/WKg) 0,65 0,36
0,65 (0,22-1,08) 0,52 (0,24-0,81)
Vd/F (LKg" 1,40 1,23
1,03 (0,28-2,53) 0,88 (0,57-1,88)

* p <0,05; teste de Wilcoxon

TABELA 23- Disposicdo cinética do enantiomero (-)-(R)-PZQ em voluntarios sadios (n=9) quando tratados com
dose tnica de 1500mg de praziquantel (FASE 2) e quando tratados com dose tnica de 1500mg de praziquantel e
400 mg de albendazol (FASE 3). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

(-)-(R)-PZQ
Parametros FASE 2 (PZQ) FASE 3 (ABZ + PZQ)
AUC ™ (ng.h/ml) 518,02 853,57*
865,10 (86,44-1643,8) 1532,97 (222,64-2843,3)
Cmax  (ng/ml) 98,30 143,11*
158,62 (5,97-311,26) 244,60 (70,39-418,82)
Tmax (h) 2,43 2,59
2,67 (2,15-3,18) 2,73 (2,13-3,32)
t1/2 (h) 1,34 1,42
1,55 (1,24-1,85) 1,49 (1,28-1,69)
CI/F  (L/hKg) 1,93 1,32
1,93 (0,95-2,95) 77,77 (-98,29-253,85)
Vd/F  (LKgh 4,66 2,92
3,74 (2,05-7,27) 2,62 (1,09-4,74)

*p <0,05; teste de Wilcoxon



TABELA 24- Disposicdo cinética do enantiomero (-)-(R)-4-OHPZQ em voluntarios sadios (n=9) tratados com
dose tinica de 1500mg de praziquantel (FASE 2) ou tratados com dose tnica de 1500mg de praziquantel e 400 mg

de albendazol (FASE 3). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%).

Parametros

()-(R)-4-OHPZQ

FASE 2 (PZQ)

FASE 3 (ABZ + PZQ)

AUC ™ (ng.h/ml)

Cmax (ng/ml)

Tmax (h)

112 (h)

4633,40
8795,36 (3080,4-14510)
835,58
1314,84 (577,48-2052,2)
2,72
2,72 (2,39-3,04)
1,77
1,70 (1,39-2,01)

2893,20
5381,54 (1459,3-9303,8)
372,64
789,33 (111,54-1467,1)
3,07
2,77 (2,21-3,33)
1,89
1,84 (1,51-2,18)

* p <0,05; teste de Wilcoxon

TABELA 25- Disposigdo cinética do enantidmero (+)-(S)-4-OHPZQ em voluntarios sadios (n=9) quando tratados
com dose unica de 1500mg de praziquantel (FASE 2) ou tratados com dose tinica de 1500mg de praziquantel e 400

mg de albendazol (FASE 3). Dados expressos através da mediana e média (IC 95%)).

Parametros

(+)-(S)-4-OHPZQ

FASE 2 (PZQ)

FASE 3 (ABZ + PZQ)

AUC ™ (ng.h/ml)

Cmax  (ng/ml)

Tmax  (h)

112 (h)

3632,80

5599,23 (2892,4-8216,1)

474,55
776,44 (405,44-1147,4)
3,28
3,05 (2,64-3,46)
2,02
1,91 (1,55-2,27)

5044,50
9123,16 (3793-14453)
811,02
1070,83 (500,92-1640,7)
2,45
3,27 (1,90-4,63)
1,70
2,14 (1,34-2,93)

* p <0,05; teste de Wilcoxon
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FIGURA 10- Concentragdes plasmaticas versus tempo dos enantiomeros do PZQ e 4-OHPZQ na administragdo
de PZQ (1500mg) ou PZQ associado ao albendazol (400 mg).Dados expressos através da média + EPM (n=9)



5 Discussao




O estudo abrange a investigacdo da disposi¢do cinética, metabolismo e
enantiosseletividade na associagdo ABZ-PZQ em voluntarios sadios. O objetivo da
investigacdo exige a disponibilidade de métodos analiticos para a quantificagdo dos
metabolitos do ABZ, enantidmeros do PZQ e do 4-OHPZQ com capacidade de discriminacao
quiral e com limites de confianca compativeis com as baixas concentracdes plasmaticas
encontradas em plasma humano. Os métodos analiticos utilizados foram validados com base

nas normas exigidas para a aplicagdo em estudos de farmacocinética.

A alta eliminagdo pré-sist€émica do albendazol associada ao rapido e aparentemente
completo metabolismo a sulfoxido de albendazol inviabilizam a possibilidade de
quantificagdo do farmaco inalterado no plasma (LANCHOTE et al., 2004).
Consequentemente, o estudo farmacocinético ¢ limitado aos metabolitos da S-oxidagdo: (+)-

ASOX, (-)-ASOX e ASON.

O método de analise seqiiencial do ASON e dos enantiomeros do ASOX foi
previamente desenvolvido e validado em estudo anterior do grupo (RODRIGUES, 2004). O
método foi novamente validado quanto ao limite de quantificagdo com o objetivo de garantir a
analise das amostras de plasma oriundas do estudo de administracdo de dose unica de ABZ
(400 mg). O limite de quantificacdo de 2,5 ng/ml para cada enantidmero do ASOX e 1 ng/ml
para o ASON (TABELA 3) permitiu a andlise do (+)-ASOX e do ASON até 48 h apos a
administragdo e do (-)-ASOX até 12 h apds a administragdo. A figura 7 confirma a
seletividade do método demonstrando que o emprego de HPLC com detec¢do por
fluorescéncia ¢ capaz de discriminar o ASON e os enantidmeros do ASOX dos enantidmeros

do PZQ e do 4-OHPZQ os quais sao administrados concomitantemente na fase 3 do estudo.

A disposicao cinética do ASOX ¢ enantiosseletiva nos voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose unica de 400 mg de albendazol (FASE 1). As concentracdes plasmaticas do
(+)-ASOX sao aproximadamente 7 vezes maiores do que as do (-)-ASOX (AUC, /AUC.
y=7,08; TABELA 13). Marques et al. (1999) relatam razdes de AUC+/AUC . proximas a 9,3
na investigacdo de pacientes portadores de neurocisticercose em tratamento com ABZ em
regime de dose mutipla. Lanchote et al. (2002) relatam valores para as razdes de
AUC+/AUC(,) variando de 5,1 a 9,0 na investigacdo de pacientes portadores de
neurocisticercose em tratamento com ABZ associado ou ndo a fenitoina, carbamazepina e

fenobarbital.

Os voluntarios sadios quando tratados com dose unica de 400mg de albendazol e

1500mg de praziquantel (FASE 3) também mostraram enantiosseletividade na disposi¢ao



cinética do ASOX. A razdo enantiomérica (+)-ASOX /(-)-ASOX referente ao parametro AUC

foi de 5,18 (TABELA 14), e portanto de acordo com os estudos anteriormente citados .

A disposicdo cinética do (+)-ASOX, (-)-ASOX e ASON difere significativamente
(p<0,05) entre as fases 1 e 3 do estudo (TABELAS 15, 16 e 17), respectivamente, sem e com
tratamento com PZQ. Os dados evidenciam que o PZQ aumenta as concentra¢des plasmaticas
do (+)-ASOX em 264% (AUC 980,42 vs 2591,80 ng.h/ml), do (-)-ASOX em 358% (139,59
vs 500,28 ng.h./ml) e do ASON em 187% (170,85 vs 319,50 ng.h./ml). Homeida et al. (1994)
observaram que o pardmetro AUC referente ao ASOX como mistura enantiomérica aumenta
4,5 vezes em voluntarios sadios tratados com dose Unica de PZQ. Considerando que as
concentragdes plasmaticas de ASOX dependem da eliminacdo pré-sistémica do ABZ e da
velocidade de formag¢do do ASON, os dados permitem inferir que o PZQ altera a
biodisponibilidade do ASOX, considerando que as meias-vidas de eliminagdo de ambos os
enantiomeros do ASOX ((+)-ASOX 15,69 vs 12,48 TABELA 15 e (-)-ASOX 3,05 vs 3,21h
TABELA 16) e a constante de velocidade de formacdo (KO1) do ASON ndo foram
influenciadas pelo PZQ (1,26 vs 3,28 h'; TABELA 17). Considerando que a sulfoxidacao do
albendazol em microssomas de figado humano parece ser mediada em proporgdes
semelhantes pela FMO3 e pelo CYP, principalmente o CYP3A4 (RAWDEN et al., 2000) ¢
que a inducao enzimatica ndo pode ser considerada em fun¢do da administracdo do PZQ em
dose unica, os dados permitem inferir o PZQ como inibidor da Pgp intestinal desde que o
ASOX possa ser referido como seu substrato. Hayeshi et al. (2006) avaliando o transporte de
taxol em células Caco-2 descrevem o praziquantel como inibidor de Pgp. A Pgp (produto do
gene MDR1) ¢ uma proteina de efluxo que limita a permeabilidade de farmacos através do
trato gastrintestinal bombeando ativamente os seus substratos para o lumen intestinal.
Consequentemente, a inibicdo da Pgp pode resultar em interacdes de relevancia clinica em
funcdo do aumento da biodisponibilidade. Nao ha dados na literatura relativos ao albendazol
e/ou seus metabolitos como substrato da Pgp intestinal em humanos. No entanto, Leitch et al.
(2001) relatam o albendazol como substrato da Pgp de espécies de Encephalitozoon
microsporidia e observam que inibidores da Pgp como verapamil e ciclosporina-A podem
melhorar a eficicia do albendazol no tratamento de infecgdes por espécies de microsporidia.
Outros estudos, no entanto, fazem-se necessarios para comprovar o albendazol e/ou seus

metabolitos como substratos da Pgp intestinal humana.

O método empregando coluna quiral e LC-MS/MS para a andlise dos enantidmeros do

PZQ e do 4-OHPZQ foi desenvolvido e validado para permitir a analise seqiiencial até pelo



menos 10 h apds administragao oral de dose unica de 1500mg de PZQ. A quantificacdo do
principal metabdlito do PZQ deve-se a relatos na literatura de que o enantiomero (-)-(R)-4-
OHPZQ parece possuir atividade farmacoldgica similar ao (-)-(R)-PZQ (STAUDT et al.,
1992).

A separagdo direta dos enantiomeros do PZQ e do 4-OHPZQ foi obtida na coluna de
fase estacionaria quiral Chiralpak AD em 18 min. A ordem de elui¢ao dos enantidmeros como
(H)-(S)-PZQ, (-)-(R)-PZQ, (-)-(R)-4-OHPZQ ¢ (+)-(S)-4-OHPZQ foi definida com base em
relatos na literatura de maiores concentragdes plasmaticas do (+)-(S)-PZQ e (-)-(R)-4-OHPZQ
(WESTHOFF,1991; WESTHOFF; BLASCHKE, 1992).

A separagdo dos enantidmeros do PZQ em coluna de fase quiral foi anteriormente
relatada por Westhoff e Blaschke (1992) e Kelly e Stewart (1993) empregando a coluna
Chiralcel OD, por Jabor et al. (1997) empregando a coluna Chiralcel OD-H e por Liu e
Stewart (1997) empregando a coluna Chiralcel OJ-R. A anélise do metabolito 4-OHPZQ foi
descrita apenas por Westhoff e Blaschke (1992) apds a coleta individual do PZQ e do 4-

OHPZQ eluidos de uma coluna de fase reversa C18.

Os métodos desenvolvidos e validados para a andlise dos enantidmeros do PZQ e 4-
OHPZQ em plasma empregam HPLC com detector por ultravioleta (JABOR et al., 1997;
KELLY; STEWART, 1993; LIU; STEWART, 1997; WESTHOFF; BLASCHKE, 1992) ou
eletroforese capilar (JABOR et al., 2001). O presente estudo descreve pela primeira vez a
analise seqiiencial do PZQ e do 4-OHPZQ empregando LC-MS-MS e relata limites mais

baixos do aqueles até entdo reportados na literatura.

O estudo de efeito da matriz mostrou que o plasma humano ndo interfere no processo

de ionizagdo dos enantidomeros do PZQ, 4-OHPZQ e do padrdo interno (TABELA 12).

A extracdo dos enantidmeros do PZQ e do 4-OHPZQ do plasma humano em meio
basico resultou em recuperagdes de aproximadamente 80% para todos os enantiomeros e
independentes das concentracdes avaliadas (TABELA 5). O método de preparo das amostras
¢ simples e permite a andlise do grande niimero de amostras exigido em estudos de
farmacocinética. Procedimentos mais complexos de preparagdo das amostras de plasma foram
descritos por Westhoff e Blaschke (1992) com a inclusdo de separacao prévia dos compostos
de interesse em coluna de fase reversa, por Kelly e Stewart (1993) e por Liu e Stewart (1997)

empregando extra¢do em fase solida ou ainda por Jabor et al. (1997) empregando etapa prévia



de purificagdo das amostras de plasma em meio acido com tolueno seguida da extragdo

propriamente dita em meio basico.

O limite de quantificacdo de 1,25ng/ml de cada enantidmero do PZQ e 12,5ng/ml de
cada enantiomero do 4-OHPZQ ¢ fundamental na determinacdo das baixas concentra¢des
plasmaticas decorrentes de estudos de dose Unica, principalmente para o enantiomero (-)-(R)-
PZQ presente em menores concentragcdes no plasma humano (TABELA 10). O método
analitico de quantificagdo dos enantiomeros do PZQ e do 4-OHPZQ mostrou-se mais sensivel
do que outros descritos na literatura empregando HPLC com detector por ultravioleta
(JABOR et al, 1997; LIU; STEWART, 1997; WESTHOFF; BLASCHKE, 1992) com limite
de quantificacao de Sng de cada enantiomero do PZQ/mL de plasma. Jabor e Bonato (2001)
relatam limite de quantificagdo de 50ng/ml de cada enantidmero do PZQ empregando

eletroforese capilar.

O método mostrou linearidade no intervalo de concentragdes plasmaticas de 1,25-
1250ng/ml para cada enantiomero do PZQ e de 12,5- 3750ng/ml para cada enantiomero do 4-
OHPZQ (Tabela 4), abrangendo portanto todas as concentragdes plasmaticas determinadas até
10h apds a administragdo de dose unica de 1500mg de PZQ racémico a 9 voluntarios sadios

tratados ou ndo com albendazol (Figura 10 ).

Os coeficientes de variacdo e os erros relativos menores que 15% mostram que o
método € preciso e exato para a analise seqiiencial dos enantidmeros do PZQ e do 4-OHPZQ

em plasma (TABELAS 6,7,8¢9).

Os testes de estabilidade do PZQ e do 4-OHPZQ em plasma humano demonstram que
os farmacos sdo estaveis durante o procedimento analitico e sob as condi¢cdes de

congelamento e descongelamento (TABELA 11).

A disposigdo cinética do PZQ ¢ enantiosseletiva nos voluntarios sadios (n=9) tratados
com dose unica de 1500mg de PZQ racémico (FASE 2). As concentragdes plasmaticas do
(H)-(S)-PZQ sdo aproximadamente 3 vezes maiores do que as do (-)-(R)-PZQ (AUCx)s)
/AUC.r) =2,97; TABELA 18). Westhoff e Blaschke (1992) relatam também diferengas
significativas nas concentracdes plasmaticas entre os enantidmeros do PZQ em 5 voluntarios
sadios tratados com dose unica de PZQ. Os autores relatam razdoes de concentragdes

plasmaticas (-)-(R) / (+)-(S) variando entre 0,54 ¢ 0,33.

Em relacdo ao metabolito 4-OHPZQ foram observadas maiores concentragdes

plasmaticas do (-)-(R)-4-OHPZQ com razdes de AUC .ry / AUC +)(s=1,27. (TABELA 20).



Westhoff e Blaschke (1992) relatam maiores diferencgas entre os enantiomeros do 4-OHPZQ
com relatos de razdes (-)-(R) / (+)-(S) entre 2,6 e 1,8.

Os voluntérios sadios quando tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol e
1500mg de PZQ racémico (FASE 3) também mostraram enantiosseletividade na disposi¢ao
cinética do PZQ e do 4-OHPZQ. A razdo enantiomérica (+)-(S)-PZQ /(-)-(R)-PZQ e (+)-(S)-
4-OHPZQ /(-)-(R)-4-OHPZQ referente ao parametro AUC foi de 3,28 e 1,74, respectivamente
(TABELAS 19 e 21).

A disposicao cinética do eutdmero (-)-(R)-PZQ difere significativamente (p <0,05)
entre as fases 2 ¢ 3 do estudo (TABELA 23), sem e com tratamento com ABZ. Os dados
evidenciam que o ABZ aumenta as concentragdes plasmadticas do (-)-(R)-PZQ em 64,77%
(AUC 518,02 vs 853,57 ng.h/ml). A disposic¢ao cinética do (+)-(S)-PZQ (TABELA 22) e dos
metabolitos (-)-4-OHPZQ (TABELA 24) ¢ (+)-4-OHPZQ (TABELA 25) nao difere entre as

fases 2 e 3 do estudo.

O aumento das concentragdes plasmaticas do (-)-(R)-PZQ quando administrado
concomitantemente com ABZ ¢ satisfatoria do ponto de vista clinico, ja que o enantiomero (-
)-(R)-PZQ ¢ considerado o eutdomero em termos de atividade antiesquistossomal, como ¢

mostrado por experimentos in vivo e in vitro (XIAO; CATTO, 1989; WU et al., 1991)

O metabolismo do PZQ ¢ dependente do CYP2B e CYP3A (MASIMIREMBWA;
HASLER, 1994; GIORGI et al., 2001). Nao ha dados relativos a participagdo das mesmas ou
de diferentes enzimas no metabolismo de ambos os enantiomeros do PZQ. Baliharova et al
(2005) investigando os efeitos do ABZ e seus principais metabolitos (ASOX e ASON) na
atividade do CYP em microssomas hepaticos de ratos e ovelhas relatam que tanto o ABZ
quanto o0 ASOX, mas ndo o ASON, inibem o CYP1A, CYP2B e CYP3A. Portanto, o aumento
das concentragdes plasmaticas do (-)-(R)-PZQ quando administrado concomitantemente com
ABZ pode ser inferido como inibicdo enantiosseletiva do metabolismo. Os dados ainda
permitem sugerir maior participagdo do CYP2B e CYP3A no metabolismo do (-)-(R)-PZQ
quando comparado ao metabolismo do (+)-(S)-PZQ. Considerando que o PZQ ¢ referido
como inibidor e ndo como substrato da Pgp (HAYESHI et al., 2006), a alteragdo
farmacocinética ndo pode ser explicada em funcdo de alteragdes na capacidade da proteina

transportadora.



Concluindo, a interagdo farmacocinética albendazol-praziquantel foi demonstrada em
voluntérios sadios com observagdes de aumento nas concentracdes plasmaticas de ASON, de
ambos os enantiomeros do ASOX e do (-)-(R)-PZQ. Os dados ainda permitem sugerir a
possibilidade de aumento da eficicia terapéutica na interagcdo albendazol-praziquantel,

embora outros estudos sejam necessarios para avaliar a seguranga da interagao.



6 Conclusodes




- O método desenvolvido e validado para a andlise dos enantiomeros do PZQ e do 4-
OHPZQ em plasma humano com limite de quantificagdo de 1,25 ng/ml de cada enantiomero
do PZQ e 12,5 ng/ml de cada enantidmero do 4-OHPZQ ¢é compativel com aplicagdo em

estudos de dose unica de disposi¢do cinética e metabolismo.

- As concentragdes plasmaticas do (+)-(S)-PZQ sao aproximadamente 3 vezes maiores
do que as do (-)-(R)-PZQ (AUC).s) /AUC()r) =2,97) em voluntarios sadios tratados com
dose tnica de 1500mg de PZQ racémico. As concentracdes plasmaticas do (-)-(R)-4-OHPZQ
sdo maiores do que as do (+)-(S)-4-OHPZQ (AUC (,.r) / AUC (4)(s=1,27).

- As concentragdes plasmaticas do (+)-ASOX sdo aproximadamente 7 vezes maiores
do que as do (-)-ASOX (AUC) /AUC=7,08) em voluntarios sadios tratados com dose tinica
de 400 mg de albendazol.

-A administracdo de dose unica de 1500mg PZQ racémico a voluntarios sadios resulta
em aumento das concentracdes plasmaticas do (+)-ASOX em 264% (AUC 980,42 vs 2591,80
ng.h/ml), do (-)-ASOX em 358% (139,59 vs 500,28 ng.h./ml) e do ASON em 187% (170,85
vs 319,50 ng.h./ml).

- A administragdo de dose unica de 400 mg de albendazol resulta em aumento das
concentragdes plasmadticas somente do (-)-(R)-PZQ em 64,77% (AUC 518,02 vs 853,57
ng.h/ml). O albendazol ndo altera a disposi¢do cinética do (+)-(S)-PZQ e dos metabdlitos (-)-
(R)-4-OHPZQ ¢ (+)-(S)-4-OHPZQ.
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APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO
PRETO - UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campus Universitario Monte Alegre — RIBEIRAO PRETO — SP
PESQUISA CIENTIFICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO PACIENTE / IDADE:.......ccccooiiiniiniiineeeeceeeeeeee [

REGISTRO E/OU DOCUMENTO DE IDENTIFICACAO.........ccccccooevevernernnnn,

NOME DA PESQUISA: “INTERACAO FARMACOCINETICA ENTRE OS
ENANTIOMEROS DO SULFOXIDO DE ALBENDAZOL E OS ENANTIOMEROS DO
PRAZIQUANTEL EM VOLUNTARIOS SADIOS”

RESPONSAVEL CLINICO: Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui (FMRP-USP).

OBSERVACOES: Projeto Integrado da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e Faculdade de Farmacia da UFC-
CE.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A cisticercose ¢ uma doenga causada pela presenca de larva da Taenia solium. O
tratamento da cisticercose pode ser feito por dois tipos de medicamentos: albendazol ou
praziquantel. Até agora esses dois medicamentos tem sido uteis, mas no caso da
neurocisticercose (cisticercose no cérebro) a resposta nao ¢ tdo boa. Estamos querendo
verificar se 0 uso dos dois medicamentos a0 mesmo tempo pode funcionar melhor que cada
um deles. Para isso precisamos saber se um medicamento interfere no outro. Isto pode ser
feito medindo a quantidade dos medicamentos quando tomados de forma separada e, depois,

em conjunto.



Convidamos o Sr(a) a participar desta pesquisa e garantimos a sua liberdade de retirar

seu consentimento em qualquer momento da pesquisa.

Esta pesquisa ¢ composta de trés periodos, dois deles com duragdo de 2 dias e um com
duracdo de 10 horas. O intervalo entre cada periodo serd de no minimo 7 dias. Para que vocé
possa participar dela nds iremos colher, caso vocé concorde, 3 tubos de sangue de 5 mL cada
um (uma colher de sopa) da veia do seu brago para verificar se as fun¢des do seu figado e dos
seus rins estdo normais e se seu organismo ¢ capaz de eliminar o remédio para tratar a
cisticercose. No dia da internacdo, vocé devera comparecer ao Hospital em jejum de 12
horas. Ao ser internado, vocé ird tomar 400 mg de albendazol por boca. Apoés isso, nds vamos
fazer alguns exames de sangue, durante a sua internagdo, para dosar o remédio. NoOs iremos
coletar amostras de 5 ml de sangue varias vezes (cerca de 15 vezes) com seringa da veia do
seu braco. Um tubinho de plastico sera colocado dentro da sua veia, assim nds iremos picar
vocé uma unica vez. A picada causa leve dor, de curta duracdo, e o local da picada pode ficar
com a cor arroxeada. Pode acontecer de aparecerem efeitos ndo desejados como diarréia, dor
de cabeca, nauseas, dor abdominal, tontura e vomitos. Se isso ocorrer, nds iremos trata-lo aqui
mesmo no hospital e iremos interromper a pesquisa. Numa segunda fase vocé devera
comparecer ao Hospital em jejum de 12 horas. Ao ser internado, vocé€ ird tomar 1500 mg de
praziquantel por boca. Apos isso, nds vamos fazer alguns exames de sangue, durante a sua
internacdo, para dosar o remédio. Nos iremos coletar amostras de 5 ml de sangue vérias vezes
(cerca de 11 vezes) com seringa da veia do seu braco. Um tubinho de plastico serd colocado
dentro da sua veia, assim nés iremos picar voc€ uma unica vez. A picada causa leve dor, de
curta duracdo, ¢ o local da picada pode ficar com a cor arroxeada Pode acontecer de
aparecerem efeitos ndo desejados como dor de cabega, nauseas, diminuicdo do apetite,
vomito, dor abdominal, diarréia com ou sem sangue e/ou catarro, febre, dor no musculo,
tontura, perda do sono, sonoléncia e, mais raramente, alergia na pele. Se isso ocorrer, nos
iremos trata-lo aqui mesmo no hospital e iremos interromper a pesquisa. E finalmente numa
terceira fase, voc€ deverd comparecer ao Hospital em jejum de 12 horas. Ao ser internado,
voce ird tomar 400 mg de albendazol e 1500 mg de praziquantel por boca. Apos isso, nos
vamos fazer alguns exames de sangue, durante a sua internacdo, para dosar o remédio. Nos
iremos coletar amostras de 5 ml de sangue varias vezes (cerca de 15 vezes) com seringa da
veia do seu brago. Um tubinho de plastico serd colocado dentro da sua veia, assim nos iremos
picar vocé uma unica vez. A picada causa leve dor, de curta duracdo, e o local da picada pode

ficar com a cor arroxeada Pode acontecer de aparecerem efeitos ndo desejados como os



relatados nas duas fases anteriores. Se isso ocorrer, nds iremos tratd-lo aqui mesmo no

hospital e iremos interromper a pesquisa.

A sua colaborag¢do vai aumentar o nosso conhecimento de como os remédios para
tratar a neurocisticercose sdo eliminados pelo corpo € o que acontece quando sdo usados em

conjunto. Isto podera ajudar no melhor tipo de tratamento para os pacientes.

1- Nao sou obrigado a continuar participando do projeto e posso, a qualquer momento

sair do mesmo.

2- A pesquisa ndo sera feita se houver, relacionados a mesma, grandes riscos para
mim. Da mesma forma, caso algum risco proibitivo venha a se revelar no decurso do estudo, o
pesquisador se compromete a me alertar sobre o fato e a suspender de imediato minha

participa¢do como voluntario.
3- A garantia de que meu nome sera mantido em segredo.

4- A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
davida relativa aos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa € o

tratamento a que serei submetido.

5- Se surgir qualquer efeito ndo desejado pelo uso dos medicamentos, nés iremos

trata-lo aqui mesmo no hospital e iremos interromper a pesquisa.

6- Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa vocé tera direito a

indenizagao.

7-Vocé sera ressarcido dos eventuais decorrentes da pesquisa

Ribeirdo Preto,......de............... de............
Assinatura do voluntario Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
ou de seu responsavel Pesquisador Responsavel

Cremesp 20.980

Telefones para contato: Renata Monteiro Lima

3602-4195 e 91475588



TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA:

assinatura identificacao

assinatura identificagao



APENDICE B- Exames laboratoriais para a comprovacdo da normalidade das funcdes hepatica e renal.

Voluntarios Bilirrubinas TGO TGP Fosfatase »GT proteina albumina  clearance de
Total/Direta/indireta alcalina total creatinina

1 1,00/0,52/0,J0MG/DL ~ 20U/L  30U/L  141UL 22U/ 72G/MDL 48G/DL  115ml/min/1,73m’
2 0,86/0,07/0,80 MG/DL ~ 35U/L 33U/ 223U/ 37UL 8G/DL  45G/DL 120 m/min/1,73m’
3 1,07/0,24/0.83 MG/DL ~ 34U/L  40U/L  287U/L  48U/L 7,6G/DL 49G/DL 132 mi/min/1,73m’
4 0,6/0,29/0,77MG/DL ~ 30U/L 20U/  144U/L  20UL 6,7G/DL 43G/DL 103 m/min/1,73m’
5 1,75/0,52/123 MG/DL ~ 32U/L 39U/  170U/L  43UL 82G/DL 40G/MDL 99 ml/min/1,73m’
6 1,02/0,29/0,72MG/DL ~ 28U/L 12U/ 200U/L  40U/L 6,6G/DL 4,7G/DL 92 ml/min/1,73m’
7 1,00/0,30/0,J0MG/DL 21 U/L 38U/  188U/L 3I1UL 7,6G/MDL 44G/MDL 119 mi/min/1,73m’
8 0,92/0,24/083MG/DL  30U/L  26U/L  175U/L 19UL 7,0G/MDL 3,9G/DL 120 m/min/1,73m’
9 1,02/0,39/0,64 MG/DL  20U/L 29U/  130U/L  25U/L 7,5G/DL  48G/DL 101 m/min/1,73m’

Va|0 res de H 0,2-1,2MG/DL / até 0,3MG/DL/ até 0.9MG/DL HATE 38 ULL HATE 41 ULL H 65-300 U/L H11-50 UL H6-8,5 G/DL H 3,5-4,8 G/DL H 97-137 ML/MIN/1,73 m’

M 0,2-1,2MG/DL/ até 0,3MG/DL/ até 0,9MG/DL M ATE 32 UL M ATE 31 UL M 65-300 U/L H 11-50 UL M 6-8,5 G/DL M 3,5-4,8 G/DL M 88-128 ML/MIN/1,73 m’

Referéncia




APENDICE C- Concentracéo plasmatica de (+) ASOX vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol.

Dados individuais.
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APENDICE D- Concentracéo plasmatica de (-) ASOX vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol.

Dados individuais.
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APENDICE E- Concentracdo plasmatica de ASON vs tempo em voluntérios sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol.
Dados individuais.

1000 1000 1000
10 10 10 o)
Z 15} Z Z
[} Q [}
12} -~ Observed 1] o -6~ Observed 1] -6~ Observed
< — Predicted < — Predicted < — Predicted
01 01 0.1
0.001 0.001 0.001
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) l_ Tempo (h) l_ Tempo (h) l_
1000 1000 1000
10 10 10 o
Z Z Z o @)
o © o )
2] -~ Observed 2] [e] -6~ Observed 1] -~ Observed
< — Predicted < — Predicted < — Predicted
0.1 0.1 0.1
0.001 0.001 0.001
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) l_ Tempo (h) l_ Tempo (h) l_
1000 1000 1000
(¢)
10 10
10 090 5
[e]
Z -©- Observed 4 —O- Observed Z -©- Observed
2 0110 T Predard 2 — Predicted 2 — Predicted
< : < o1 % o1
0.001 0.001 0.001
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (h)

[

0 15 2 25
Tempo (h)

30

35

40

45

50

(=

Tempo (h)

(o




APENDICE F- Concentracéo plasmaética de (+) ASOX vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Unica de 400 mg de albendazol

e 1500mg de praziquantel. Dados individuais.

1000 1000 1000
g
= % 7]
8 10 8 10 [$) < 10
< < *
N -©- Observed N -S- Observed -S- Observed
~ — Predicted ~ — Predicted — Predicted
0.1 01 01
0.001 0.001 0.001
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) l_ Tempo (h) l_ Tempo (h) l_
1000 1000 1000
Q 50 o °
é 10 0~ 0 5 é 10 é 10
7] 7] o 7]
[e]
< o < <
T ~©- Observed T -©- Observed T -©- Observed
~ —— Predicted ~ — Predicted ~ —— Predicted
0.1 01 01
0.001 0.001 0.001
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) l_ Tempo (h) l_ Tempo (h) l_.
1000 1000 1000
= o = =
2 5 ) o ° g
10
Z 10 2w Q) Z
€ € €
-5~ Observed ~©- Observed -©- Observed
01 — Predicted 01 — Predicted 01 —— Predicted
0.001 0.001 0.001
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) l— Tempo (h) l— Tempo (h) l—-




APENDICE G- Concentracdo plasmatica de (-) ASOX vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol
e 1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE H- Concentracdo plasmatica de ASON vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Gnica de 400 mg de albendazol e
1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE I- Concentracéo plasmatica de (+) Praziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose tnica de 1500mg de

praziquantel. Dados individuais
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APENDICE J- Concentracéo plasmaética de (-) Praziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Unica de 1500mg de

praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE K- Concentracéo plasmatica de (-) Trans-4-hidroxipraziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Gnica de
1500mg de praziquantel. Dados individuais
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APENDICE L- Concentracio plasmatica de (+) Trans-4-hidroxipraziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Gnica de

1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE M- Concentracéo plasmatica de (+) Praziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Gnica de 400 mg de
albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE N- Concentracéo plasmatica de (-) Praziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de

albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE O- Concentracéo plasmatica de (-) Trans-4-hidroxipraziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Unica de
400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE P- Concentracéo plasmaética de (+) Trans-4-hidroxipraziquantel vs tempo em voluntarios sadios (n=9) tratados com dose Unica de

400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais.
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APENDICE Q- Parametros farmacocinéticos

TABELA 1- Parametros farmacocinéticos de (+) ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados
com dose Unica de 400 mg de albendazol. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/mh)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 928,58 40,71 1,72 14,57 0,30
2 442,22 17,14 6,08 12,90 1,86
3 3164,95 111,85 4,20 16,43 0,97
4 586,17 14,28 3,61 25,82 0,67
5 611,36 23,50 3,94 15,04 0,92
6 1316,21 51,14 2,90 15,69 0,59
7 989,42 23,89 5,49 24,59 1,20
8 1364,60 44,71 2,61 19,26 0,48
9 2209,26 110,63 3,01 11,55 0,70
Meédia 1290.30 48.64 3.72 17.31 0.85
Mediana 989,42 40,70 3,61 15,69 0,69
SD 884,76 37,65 1,38 4,97 0,46
EPM 294,92 12,55 0,46 1,65 0,15
IC 95% 610,23 19,7 2,66 19,49 0,49
1970.4 77,5 4,7 21,13 1,21

TABELA 2- Parametros farmacocinéticos de (-) ASOX em voluntérios sadios (n=9) tratados
com dose Unica de 400 mg de albendazol. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/ml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 139,59 32,11 0,78 2,41 0,20
2 51,84 5,29 2,80 4,34 1,03
3 472,32 72,17 2,50 1,69 1,65
4 111,62 6,81 0,70 10,86 0,10
5 130,42 20,72 1,79 0,41 3,23
6 168,66 23,13 0,86 441 0,18
7 54,00 4,53 4,97 3,06 3,03
8 140,78 17,74 1,08 4,69 0,24
9 220,34 70,09 1,94 1,08 0,55
Média 165,5 28,06 1,93 3,66 1,13
Mediana 139,59 20,71 1,78 3,05 0,55
SD 126,45 26,07 1,37 3,10 1,23
EPM 42,151 8,69 0,45 1,03 0,41
IC 95% 68,30 8,02 0,88 1,27 0,18

262,71 48,10 2,99 6,04 2,08




TABELA 3- Parametros farmacocinéticos de ASON em voluntérios sadios (n=9) tratados com
dose unica de 400 mg de albendazol. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(nghiml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 174,57 6,41 2,44 17,10 0,45
2 29,98 1,12 7,09 12,52 2,41
3 378,07 12,12 5,72 17,15 1,48
4 93,60 2,55 11,25 15,28 4,50
5 95,12 3,78 4,05 14,35 0,97
6 174,62 5,89 5,08 16,62 1,26
7 158,20 3,39 8,75 25,52 2,29
8 170,85 7,22 3,07 14,11 0,66
9 338,08 13,15 3,15 15,47 0,66
Média 179,23 6,18 5,62 16,45 1,63
Mediana 170,85 5,89 5,07 15,47 1,26
SD 112,92 4,14 2,94 3,72 1,28
EPM 37,64 1,38 0,97 1,24 0,42
IC 95% 92,43 2,99 3,36 13,59 0,64
266,03 9,36 7,88 19,32 2,61

TABELA 4- Parametros farmacocinéticos de (+) ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados
com dose unica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/ml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 2842.12 125,84 8,04 7,29 4,36
2 510,06 17,79 2,01 18,42 0,34
3 2677,15 117,29 4,76 12,03 1,33
4 756,58 29,55 6,34 12,48 2,02
5 776,06 35,28 2,71 13,23 0,57
6 2591,83 97,27 4,93 14,62 1,28
7 1354,72 42 48 3,06 19,87 0,58
8 4379,87 183,66 7,30 9,93 2,92
9 4047,00 203,63 6,24 8,05 2,58
Meédia 2215,04 94,75 5,04 12,87 1,77
Mediana 2591,8 97,27 4,93 12,48 1,33
SD 1442,1 68,63 2,11 428 1,32
EPM 480,69 22,87 0,70 1,42 0,44
IC 95% 1106,6 41,99 341 9,58 0,75

3323,5 147,51 6,67 16,17 2,79




TABELA 5- Parametros farmacocinéticos de (-) ASOX em voluntarios sadios (n=9) tratados
com dose Unica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/ml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 500,28 56,38 3,36 2,28 2,25
2 64,42 8,19 0,74 491 0,14
3 531,25 71,46 2,88 1,90 1,89
4 189,32 11,41 3,08 9,09 0,80
5 220,67 28,53 1,87 3,94 0,52
6 585,70 50,30 2,29 6,35 0,58
7 199,91 29,57 2,01 3,12 0,64
8 1081,03 87,91 4,59 3,21 3,06
9 555,27 71,83 3,24 2,09 1,85
Média 436,42 46,17 2,67 4,09 1,30
Mediana 500,28 50,30 2,88 3,21 0,8
SD 309,62 28,28 1,09 2,36 0,98
EPM 103,21 9,42 0,36 0,78 0,32
IC 95% 198,43 24,43 1,82 2,28 0,54
674,42 67,91 3,51 591 2,06

TABELA 6- Parametros farmacocinéticos de ASON em voluntérios sadios (n=9) tratados com
dose tnica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/ml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 390,67 16,53 8,69 6,11 5,95
2 42,29 1,21 2,94 22,09 0,53
3 393,08 10,20 6,86 21,38 1,74
4 162,74 4,50 9,63 16,90 3,28
5 157,42 6,82 6,74 10,07 2,53
6 419,46 13,51 10,99 10,20 5,84
7 94,76 3,05 2,79 19,48 0,52
8 319,50 13,54 8,68 6,04 6,00
9 374,49 17,43 7,90 5,68 5,28
Média 261,60 9,64 7,24 13,10 3,51
Mediana 319,50 10,20 7.9 10,20 3,28
SD 146,42 5,99 2,80 6,85 2,31
EPM 48,80 1,99 0,93 2,28 0,76
IC 95% 149,05 5,03 5,08 7,83 1,74

374,15 14,25 9,40 18,37 5,29




TABELA 7- Parametros farmacocinéticos de (+) Praziquantel em voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/ml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 857,13 164,91 2,33 1,33 1,17
2 1340,82 261,18 1,89 1,31 0,75
3 2758,65 605,99 2,49 1,16 0,36
4 1536,12 300,64 2,22 1,30 0,65
5 539,60 74,35 3,27 1,85 1,85
6 5274,39 833,05 2,33 1,61 0,15
7 4588,10 564,67 3,39 2,07 0,22
8 8508,41 1494,50 2,09 1,45 0,12
9 1541,55 354,72 2,94 1,11 0,65
Meédia 2993,86 517,11 2,55 1,46 0,65
Mediana 1541.6 354,72 2,33 1,33 0,65
SD 2640,2 436,47 0,52 0,32 0,56
EPM 880,05 145,49 0,17 0,10 0,18
IC 95% 964,46 181,61 2,14 1,21 0,22
5023,3 852,62 2,95 1,71 1,08

TABELA 8- Parametros farmacocinéticos de (-) Praziquantel em voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(ngh/ml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 337,90 51,38 2,73 1,68 2,96
2 237,60 48,39 2,31 1,25 4,21
3 730,41 167,13 1,98 1,11 1,37
4 1006,91 193,93 2,25 1,32 0,99
5 313,29 33,98 3,86 2,35 3,19
6 675,26 104,36 2,43 1,65 0,56
7 476,98 62,43 3,26 1,95 2,10
8 3489,58 667,68 1,92 1,33 0,29
9 518,02 98,30 3,32 1,34 1,93
Meédia 865,10 158,62 2,67 1,55 1,95
Mediana 518,02 98.30 2,43 1,34 1,93
SD 1013,0 198,58 0,67 0,39 1,30
EPM 337,67 66,19 0,22 0,13 0,43
IC 95% 86,44 5,97 2,15 1,24 0,95

1643,8 311,26 3,18 1,85 2,95




TABELA 9- Parametros farmacocinéticos de (-) trans-4-hidroxipraziquantel em voluntarios
sadios (n=9) tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC % Cmax Tmax t1/2 K 01
(ng.h/ml) (ng/ml) (h) (h) (h)
1 12864.,46 2175,58 2,56 1,51 0,08
2 7543,13 968,67 2,86 1,99 0,13
3 3497,67 835,58 2,23 1,07 0,29
4 4633,37 639,78 2,72 1,85 0,22
5 4187,93 602,83 2,76 1,77 0,24
6 13160,92 2711,17 2,29 1,24 0,07
7 3730,32 474,71 3,14 2,00 0,27
8 25755,99 2793,55 3,55 2,35 0,04
9 3784,53 631,75 2,37 1,53 0,26
Meédia 8795,36 1314,84 2,72 1,70 0,17
Mediana 46334 835,58 2,72 1,77 0,22
SD 74349 959,28 0,42 0,40 0,09
EPM 2478.3 319,76 0,14 0,13 0,03
1C 95% 3080.4 577,48 2,39 1,39 0,10
14510 20522 3,04 2,01 0,25

TABELA 10- Parametros farmacocinéticos de (+) trans-4-hidroxipraziquantel em voluntarios
sadios (n=9) tratados com dose unica de 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC % Cmax Tmax t1/2 K 01
(ng.h/ml) (ng/ml) (h) (h) (h)
1 7717,43 1169,33 3,32 1,68 0,13
2 3248.,07 323,34 3,70 2,56 0,31
3 2969,60 374,98 2,91 2,02 0,34
4 3632.84 474,55 2,82 1,95 0,28
5 11185,80 1310,14 3,56 2,18 0,09
6 7337,76 1513,35 2,28 1,24 0,15
7 2730,24 324,59 3,41 2,14 0,37
8 9619,07 1079,11 3,28 2,27 0,10
9 1952,26 418,61 2,22 1,19 0,51
Meédia 5599,23 776,44 3,05 1,91 0,25
Mediana 3632,8 474,55 3,28 2,02 0,28
SD 3404.,4 482,66 0,53 0,46 0,14
EPM 1134,8 160,89 0,17 0,15 0,04
1C 95% 2892.4 405,44 2,64 1,55 0,14

8216,1 1147,4 3,46 2,27 0,36




TABELA 11 - Parametros farmacocinéticos de (+) Praziquantel em voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose tinica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC % Cmax Tmax t1/2 K 01
(ng.h/ml) (ng/ml) (h) (h) (h)
1 827,61 128,24 3,25 1,65 1,21
2 1141,28 177,74 2,53 1,64 0,88
3 2805,52 415,16 2,55 1,72 0,36
4 1610,95 253,79 2,34 1,62 0,62
5 1226,13 217,60 2,21 1,44 0,82
6 4883,35 858.44 2,09 1,45 0,20
7 4077,40 597,18 2,51 1,74 0,25
8 6901,59 768,01 3,31 2,29 0,14
9 3755,11 630,55 4,09 1,52 0,27
Meédia 3025.43 449,63 2,76 1,67 0,52
Mediana 2805,5 415,16 2,53 1,64 0,36
SD 2055 272,39 0,65 0,25 0,37
EPM 684,98 90,79 0,21 0,08 0,12
1C 95% 1445.9 240,25 2,26 1,47 0,24
4605 659,01 3,26 1,87 0,81

TABELA 12 - Parametros farmacocinéticos de (-) Praziquantel em voluntarios sadios (n=9)
tratados com dose tinica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados individuais

Voluntarios AUC % Cmax Tmax t1/2 K 01
(ng.h/ml) (ng/ml) (h) (h) (h)
1 442,14 102,49 3,93 1,10 2,26
2 270,88 48,74 2,21 1,42 3,69
3 1220,19 170,23 2,73 1,83 0,82
4 853,57 137,08 2,30 1,59 1,17
5 641,29 104,95 2,59 1,56 1,56
6 2414,37 442.64 2,01 1,39 0,41
7 758,72 143,11 1,95 1,35 1,32
8 5743,38 758,25 2,79 1,93 0,17
9 145224 293,97 4,06 1,26 688,59
Meédia 1532,97 244,60 2,73 1,49 77,77
Mediana 853,57 143,11 2,59 1,42 1,32
SD 1704,7 226,65 0,77 0,26 229,06
EPM 568,23 75,54 0,25 0,08 76,35
1C 95% 222,64 70,39 2,13 1,28 -98.29

2843,3 418,82 3,32 1,69 253,85




TABELA 13 - Parametros farmacocinéticos de (-) trans-4-hidroxipraziquantel em voluntarios
sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados

individuais
Voluntarios AUC % Cmax Tmax t1/2 K 01
(ng.h/ml) (ng/ml) (h) (h) (h)
1 10500,37 1274.,99 3,26 2,10 0,10
2 2285,07 307,62 3,07 1,89 0,44
3 2666,12 317,22 3,09 2,14 0,38
4 2019,18 320,60 2,32 1,61 0,50
5 1768.,79 369,27 1,76 1,22 0,57
6 16823,60 2993 41 2,07 1,43 0,06
7 2893,17 506,86 2,10 1,46 0,35
8 3548.,20 372,64 3,50 2,43 0,28
9 5929,40 641,37 3,82 2,36 0,17
Meédia 5381,54 789,33 2,77 1,84 0,31
Mediana 28932 372,64 3,07 1,89 0,35
SD 5102,6 881,78 0,72 0,43 0,17
EPM 1700,9 293,93 0,24 0,14 0,05
1C 95% 1459,3 111,54 2,21 1,51 0,17
9303,8 1467,1 3,33 2,18 0,45

TABELA 14 - Parametros farmacocinéticos de (+) trans-4-hidroxipraziquantel em voluntarios
sadios (n=9) tratados com dose tnica de 400 mg de albendazol e 1500mg de praziquantel. Dados
individuais

Voluntarios AUC %® Cmax Tmax t1/2 K 01
(nghiml)  (ng/ml) (h) (h) ()
1 13450,64 1148,07 4,62 2,99 0,07
2 5044.,46 925,36 2,32 1,39 0,20
3 4241,69 811,02 1,95 1,33 0,24
4 4516,57 775,26 2,14 1,49 0,22
5 7111,83 745,71 3,51 2,43 0,14
6 19678,03 2957,82 2,45 1,70 0,05
7 3155,60 534,19 2,17 1,51 0,32
8 4361,45 569,41 2,82 1,95 0,23
9 20548.,24 1170,65 7,45 4,48 0,05
Média 9123,16 1070,83 3,27 2,14 0,16
Mediana 5044,5 811,02 2,45 1,70 0,20
SD 6934,3 741,43 1,78 1,03 0,09
EPM 23114 247,14 0,59 0,34 0,03
IC 95% 3793,0 500,92 1,90 1,34 0,09
14453 1640,7 4,63 2,93 0,24




10. Anexo




Anexo A- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP



