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RESUMO

O fumarato de tenofovir desoproxila, inibidor nucleosideo da
transcriptase reversa, utilizado no tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), em associacdo com a lamivudina e o
dolutegravir sddico, compdem a terapia antirretroviral (TARV) de primeira
linha no Brasil desde 2017. Alguns autores observaram associacao entre a
concentracdo plasmatica de tenofovir e diminuicdo da funcdo renal. Este
trabalho teve como objetivo determinar as concentracfes plasmaticas de
tenofovir e possiveis altera¢gdes da funcédo renal em pessoas vivendo com
HIV (PVHIV) em uso da TARV de primeira linha no Brasil. Trata-se de
estudo observacional transversal com a participacéo de 89 PVHIV atendidas
no Hospital Universitario de Brasilia que foram recrutadas entre agosto de
2018 e abril de 2019. Dados clinicos foram obtidos de todos participantes e
24 deles tiveram amostras de sangue coletadas para analise de tenofovir. O
método analitico validado para determinacdo de tenofovir envolve
precipitacdo de proteinas com acetonitrila e quantificacdo de tenofovir por
LC-MS/MS, com limite de quantificagdo de 5 ng/mL. As PVHIV participantes
do estudo tinham entre 19 e 67 anos (mediana de 31,5 anos), eram
predominantemente homens, com indice de massa corporal média de 24,6 +
3,8, e média de T CD4+ de 541,2 células/mm?®. Os dados de dosagem de
creatinina sérica mostraram queda significativa da funcao renal apds o inicio
do tratamento, com depuragcdo de creatinina caindo de 114,3 para 97,4
mL/min/1,73m?. As concentracdes plasmaticas de tenofovir variaram em
funcdo do tempo da ultima dose, com valores entre 19,7 e 112,7 ng/mL
(média de 46,7 ng/mL), e foi possivel estabelecer valores de referéncia para
utilizacdo em estudos futuros considerando o esquema de TARV de primeira

linha vigente no Brasil.

Palavras-chave: Pessoas vivendo com HIV, HIV, tenofovir, LC-MS/MS,
creatinina, nefropatias.



ABSTRACT

Tenofovir disoproxil fumarate, a nucleoside reverse transcriptase
inhibitor, is used to treat infections caused by human immunodeficiency virus
(HIV), in association with lamivudine and sodium dolutegravir, which are the
components of the Brazilian antiretroviral therapy (ARVT) since 2017. Some
studies have reported an association between plasm tenofovir concentration
and renal function decrease. This is a transversal observational study that
aimed to determine the levels of plasm tenofovir and renal function of people
living with HIV (PLHIV) who attend the University Hospital of Brasilia and
were under the Brazilian ARVT protocol. A total of 89 PLHIV were recruited
from August 2018 and April 2019. Clinical data were obtained for all
participants and 24 of them had their blood collected for tenofovir analysis.
The validated method for tenofovir determination involves protein
precipitation and LC-MS/MS, with a limit of quantification of 5 ng/mL. The
participants aged 19 to 67 years old (median of 31.5 years), mainly men, with
mean body mass index of 24.6 + 3,8 and mean T CD4+ of 541,2 cells/mm?.
Creatinine levels indicated a decrease in renal function after treatment
initiation, with creatinine clearance dropping from 114,3 to 97,4
mL/min/1,73m? Tenofovir plasm levels changed as a function of time
between the last dose and blood sampling, varying from 19.7 to 112.7 ng/mL
(mean of 46.7 ng/mL), and it was possible to stablish reference values for

future studies involving PLHIV under the current Brazilian ARVT.

Key-words: People living with HIV, tenofovir, LC-MS/MS, creatinine,
nephropathy
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l. INTRODUCAO

ApGs a introdugdo da terapia antirretroviral (TARV) combinada houve
declinio da mortalidade associada as infeccbes oportunistas e a aids,
doenca cronica causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (FINE
& GALLANT, 2013). O foco no cuidado de pessoas vivendo com HIV
(PVHIV) deve ser semelhante a outras doencas cronicas, sendo que existe
complexa associacdo entre imunodeficiéncia, inflamacdo crénica causada
pelo HIV, envelhecimento e toxicidade em longo prazo dos antirretrovirais
(MOCROFT et al., 2016). Pode-se dizer que, atualmente, as complicacdes
do uso da TARV se tornaram mais importantes do que as consequéncias da
infeccdo pelo virus em si (FINE & GALLANT, 2013).

Em 2017 o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para
Manejo da Infeccdo pelo HIV em Adultos do Brasil recomendou nova
escolha de TARYV para inicio de tratamento, contendo fumarato de tenofovir
desoproxila + lamivudina e dolutegravir sédico, esquema ainda pouco
utilizado em outros paises. O fumarato de tenofovir desoproxila e a
lamivudina ja eram usados como componente da TARV de primeira linha
desde 2013 e em esquemas alternativos anteriores (BRASIL, 2017a).

Problemas renais podem ter prevaléncia em PVHIV em tratamento
com a TARV entre 2% a mais de 30%, dependendo da existéncia de outros
fatores de risco (MOCROFT et al., 2016). Rodriguez-Novoa et al. (2010)
mostraram que o tenofovir age sobre os rins de maneira dose-dependente,
com uma relacao direta com as concentragcfes plasmaticas. Desta forma, o
monitoramento plasmatico de tenofovir pode ser uma estratégia eficiente
para prevenir problemas renais provenientes da TARYV, pois pode identificar
usuarios que apresentam elevada concentracdo plasmatica do farmaco.

Analisar a farmacocinética de um farmaco por meio do
monitoramento das concentragfes plasmaticas durante seu uso fornece um
otimo preditor fisiolégico para estabelecer se 0 medicamento é eficaz e

seguro (WAHL et al., 2017). A maioria dos estudos que aponta a toxicidade
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do tenofovir sobre os rins tem sido realizada em paises desenvolvidos com
adultos (HALL, 2013; COOPER et al., 2010). Sao necessarios estudos com
a populacdo brasileira, considerando o0 novo esquema antirretroviral
proposto pelo atual PCDT, tendo em vista que esses medicamentos nao
foram adotados em larga escala em outros paises.

O objetivo deste trabalho foi quantificar tenofovir no plasma humano
de PVHIV por meio do desenvolvimento e validacdo de um método analitico
e avaliar efeitos renais que podem ocorrer com o uso da TARV e por fim
observar se ha alguma correlacdo entre esses efeitos e as concentracdes

plasmaticas de tenofovir.
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ll. REVISAO DA LITERATURA

1. HIV e esquema antirretroviral

O HIV foi identificado em humanos na década de 1970, mas a aids
s6 foi reconhecida como doenga em 1981 nos Estados Unidos quando ja
havia muitos doentes com comprometimento substancial do sistema imune
causado pelo virus. No Brasil o primeiro caso foi relatado em 1982, embora
seja possivel ja ter havido outros casos anteriormente (Brasil, 2006).

O HIV é um retrovirus da familia Retroviridae, com duas fitas simples
de &cido ribonucleico (RNA) como material genético. O processo de
replicacdo inicia-se com a ligacdo da gp120 do envelope do HIV a célula T
CD4+ humana, ocorrendo a fusdo do virus mediada pelo gp41, ocasionando
a entrada do HIV no citoplasma da célula infectada (Figura 1). Para a sua
replicacdo, o HIV utliza a transcriptase reversa que tem como funcéo
transformar o RNA em &cido desoxirribonucleico (DNA) fita simples que é
alocado no DNA humano por meio da integrase, iniciando o processo de
transcricdo para posterior producdo de proteinas virais. Essas proteinas vao
para o citoplasma da célula hospedeira na forma de proteinas virais
desorganizadas, onde sao clivadas pela protease e formardo novos virus
(Brasil, 2006). O processo detalhado de replicacdo do HIV nas células do
sistema imune pode ser observado na Figura 1.

A transmissao do HIV ocorre pelo contato do virus com a mucosa
humana, sendo que o contagio é facilitado quando ha alguma lesdo. O meio
de contagio mais comum € nos tecidos anogenitais (vagina feminina e anus
tanto masculino quanto feminino) durante o sexo desprotegido (COLLINS et
al., 2017). Pode ocorrer também transmisséo vertical (durante a gestacao,
parto e amamentacao) e pelo uso ou compartilhamento de materiais perfuro
cortantes nao estéreis (principalmente no uso de drogas injetaveis) (BRASIL,
2006).
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Figura 1. Ciclo de replicacdo do virus HIV. S&o apresentados passos
sequenciais desde a fusdo do virus na célula do sistema imune humano até
a liberagéo de novos virus. Fonte: Abbas e Lichtman (2007).

O organismo humano precisa de uma resposta acelerada e eficaz
contra infec¢do, principalmente quando se trata de virus reincidente, funcéo
mediada pelas células T (SHEDLOCK e SHEN, 2003). As células T CD4+,
também chamadas de células auxiliares, sdo essenciais na regulacdo de
respostas imunes, e sao atacadas pelo virus HIV, o que torna o organismo
vulneravel as infeccbes oportunistas (PARK et al., 2005). A infeccdo pelo
HIV é gradual e muitas vezes pode demorar anos até aparecerem 0S
primeiros sintomas, tendo como caracteristica principal a supressdo da
imunidade mediada por essas células T. Sdo descritas quatro fases da
infecgdo: infeccdo aguda, laténcia clinica ou assintomatica, fase sintomatica
inicial ou precoce e aids. Essas fases sdo caracterizadas por sintomas
clinicos, muitas vezes inespecificos e nem sempre identificados, e pela
contagem de células T CD4+ no plasma humano. A Figura 2 apresenta
resumo esquematico com o tempo de duracdo e variacdes de T CD4+ e
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RNA viral de cada fase (Australasian Society HIV, 2016). Individuos com

sistema imune muito deprimido devido a doenca tém baixa contagem de T

CD4+ e alta contagem de RNA viral.
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Figura 2. Resumo esquematico da infeccao pelo HIV apresentando as fases
da infeccdo e a relacédo linfécitos T CD4+ e RNA viral no decorrer do tempo.
Fonte: Traduzido de CARTER, 2007.

O desenvolvimento de novas classes terapéuticas e novos farmacos

antirretrovirais (ARV) foi impulsionado pela industria desde a descoberta do

virus, principalmente pela grande quantidade de efeitos adversos dos

primeiros medicamentos, e da resisténcia viral (MOSS et al., 2017). A Figura

3 apresenta um esquema do desenvolvimento e producao de novas classes

terapéuticas e farmacos ARV de 1987 até 2015. Outros farmacos surgiram

posteriormente e a pesquisa e producdo de novos antirretrovirais estd em

constante crescimento.
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Linha do tempo dos antirretrovirais

1987 -Zidovudina (AZT)
1991 - Didanosina

1987 — primeiro INTR aprovado

1992 -Zalcitabina
1994 -Estavudina

I 1995 —primeiro IP aprovado

1995 - Lamivudina, saguinavir

1996 — primeiro INNTR aprovado 1996 - Nevirapina, ritonavir indinavir

1997 - Delavirdina, nelfinavir

1998 - Abacavir, efavirenz
1999 - Amprenavir
2000 - Lopinavir, Rifonavir

2001 - Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF)

2003 —primeiro inibidor de fusdo

aprovado 2003 - Enfurvitida, atazanavir, entricitabina, fosamprenavir

2005 -Tipranavir
2006 -Darunavir

-Inibider nucleosideo da
tra_nscn'ptase reversa

2007 Maraviroc - Inibidor da protease

2008 - Raltegravir -- Inibidor ndo

2008 — primeiro inibidor de nuceosideo da

integrase aprovado - Etravirina transcritas reversa
2011 - Rilpivirina -Inibidores de fusio
2013 - Dolutegravir -Inibidor da integrase

2014 - Elvitegravir
2015 - Tenofovir Alafenamida (TAF)

Figura 3. Linha do tempo apresentando os novos farmacos antirretrovirais e
a criacdo de novas classes terapéuticas até o ano de 2015. Fonte: adaptado
de Pavlos e Phillips (2012) com atualizagbes (TOLEDO et al., 2019).

Os ARV séo agrupados em classes medicamentosas de acordo com
seu mecanismo de acao (PAVLOS e PHILLIPS, 2012). A principal diferenca
entre os inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (INTR) e os
inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (INNTR) é que os INTR
inibbem a transcriptase reversa por um mecanismo competitivo com o0s
nucleosideos e os INNTR inibem por um mecanismo ndo competitivo, se
ligando de forma direta e reversivel a proteina (SILVA, 2011).

Os inibidores da protease (IP) impedem a clivagem das proteinas
virais, inibindo de forma potente a replicagao viral. O uso de doses baixas do
IP ritonavir potencializa outros IP, aumentando as suas concentracdes
plasmaticas e a eficiéncia dessa classe de medicamentos (SILVA, 2011).

Os inibidores de fusdo bloqueiam fusdo do envelope viral do HIV

com a membrana celular das células do sistema imune, impedindo a entrada
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do conteudo viral nessas células. H& ainda os antagonistas dos
correceptores CCR5 (C-C receptor quimiocina tipo 5 ), como o maraviroque
gue também impedem a entrada do HIV nas células humanas. Por ultimo,
existem os inibidores da integrase (INI), que evitam a integragdo do material
genético do virus no DNA celular (SILVA, 2011).

Existem ARV muito potentes que conseguem isoladamente
interromper a replicagdo do HIV in vitro. Mas, in vivo, a monoterapia leva a
falha no tratamento com desfechos que podem causar o desenvolvimento de
resisténcia do HIV (SANCHE et al., 2017). Para resolugédo deste problema,
foi introduzido o tratamento com terapia combinada de varios farmacos que
devem atuar em mdltiplos alvos virais, a terapia antirretroviral (TARV).

Atualmente, as recomendacfes dos principais esquemas de TARV
incluem trés farmacos (geralmente dois inibidores nucleos(t)ideos da
transciptase reversa (INTR/INtTR) associados a uma outra classe (INNTR,
IP ou INI) utilizados em dose Unica diaria (SANCHE et al., 2017).

A TARV reduziu muito as mortes relacionadas a aids e as doencas
oportunistas que podem surgir devido a baixa imunidade, aumentando a
expectativa de vida das PVHIV. No entanto, essa melhoria veio
acompanhada de outras complicacdes que podem ocorrer devido ao uso
continuo da TARV e o estado constante de inflamacado, caracteristica das
PVHIV (NISHIJIMA et al., 2015).

A primeira diretriz brasileira para o tratamento do HIV (1996)
indicava 0 uso da TARV sé apo6s o declinio da contagem de células T CD4+
para menos de 200 células por mililitro de sangue (BRASIL, 1997). Esse
namero subiu para 350 nas recomendacdes de tratamento publicadas em
2008 (BRASIL, 2008). Desde as diretrizes de 2014, a TARV é recomendada
logo apds o diagndstico, independente de qualquer outro fator que antes era
limitante, como o estado clinico ou imunoldgico do paciente (BRASIL, 2018).

Em 2014, o esquema inicial da TARV adotado no Brasil estava em
consonancia com a diretriz da OMS a época (fumarato de tenofovir
desoproxila + lamivudina + efavirenz). Essa associacdo, além de apresentar

hY

perfil de toxicidade favoravel quando comparada a terapia anterior, que
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usava zidovudina no lugar do fumarato de tenofovir desoproxila, permitiu a
tomada diaria de um unico comprimido (Brasil, 2013).

Em 2017, o tratamento de primeira linha foi modificado para a
associacdo de dois INTR/INtTR (lamivudina e o fumarato de tenofovir
desoproxila) combinado com o INI dolutegravir sodico (Brasil, 2018). O
dolutegravir foi incorporado ao esquema por apresentar menos efeitos
adverso e consequentemente maior tolerabilidade que o efavirenz, e por
possuir elevada barreira genética, o que dificulta a resisténcia do virus
(BRASIL, 2017b). O dolutegravir apresenta maior comodidade posoldgica
(dose unica diaria) em relacéo ao raltegravir, que é o primeiro INI com mais
tempo de uso em diversos paises (BRASIL, 2017a).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendava até
recentemente como esquema de TARV de primeira linha para adultos a
associacdo de trés farmacos: fumarato de tenofovir desoproxila,
emtricitabina ou lamivudina e efavirenz (OMS, 2016). Essa recomendacéo
foi alterada em 2019 com a substituicdo do efavirenz pelo dolutegravir sédico
(OMS, 2019).

Ha recomendacbes, além do tratamento para inibir a replicacdo do
HIV, de dois tipos de profilaxia para evitar a infecdo pelo HIV: a profilaxia
pos- exposicao (PeP) e a profilaxia pré-exposicéo (PreP).

No Brasil, a PeP € indicada nas primeiras 72h apds a exposi¢cao ao
HIV ou a algum ato de risco que pode ter a probabilidade de que tenha
acontecido essa exposicdo. Para essas pessoas, é recomendado o uso do
mesmo esquema terapéutico usado na TARV de primeira linha (fumarato de
tenofovir desoproxila + lamivudina e dolutegravir sédico), com exce¢ao das
mulheres gravidas ou com possibilidade de engravidar, quando se substitui
dolutegravir sédico por atazanavir/ritonavir ou raltegravir. Em todos os casos
o tratamento deve ser feito por um periodo de 28 dias (BRASIL, 2019).

Em 2012, o FDA (Food and Drug Administration dos Estados
Unidos) aprovou a combinacdo de dois INTR, o fumarato de tenofovir
desoproxila e a emtricitabina para uso na PrEP, em dose Unica diaria, que

reduz de risco do contdgio em mais de 70%. Essa combinagédo foi
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posteriormente aprovada em outros paises, inclusive no Brasil, e é
recomendada pela OMS (WAHL et al., 2017). Essa profilaxia é recomendada
para pessoas com risco alto de infeccdo pelo HIV, e precisa de boa adeséo

para que seja eficaz (Cressey et al., 2017).

2. Fumarato de tenofovir desoproxila: metabolismo e farmacocinética

O fumarato de tenofovir desoproxila, um pro-farmaco do tenofovir em
sua forma salina, é um dos INTR aprovados para o tratamento continuo de
infeccdes crbnicas da hepatite B e do HIV, em combinagdo com outros ARV
(NISHIJIMA et al., 2015). Antes de ser inserido como primeira escolha para o
tratamento do HIV, esse medicamento ja era usado em terapias alternativas
para o HIV ou para tratamento da hepatite B em alguns paises (COOPER et
al.,, 2010). Atualmente ele € um dos INTR mais usados, e muitos paises,
inclusive o Brasil, 0 adotam como componente da TARV de primeira escolha
para o tratamento do HIV e para a PreP (HAVENS et al., 2013). Os fatores
que justificam essa escolha incluem o regime de uma dose diaria e menor
namero de reacbBes adversas e interacbes medicamentosas quando
comparado a alternativas da mesma classe (RUNGTIVASUWAN et al.,
2017).

Nos ultimos anos o uso do fumarato de tenofovir desoproxila foi
ampliado para o tratamento da hepatite B em locais com poucos recursos,
como a Africa, sendo usado até em pediatria, embora ndo como tratamento
de primeira linha (HALL, 2013; OMS, 2019). Nesse caso, assim como em
pacientes idosos, o risco de efeitos adversos pode ser aumentado pela
relacdo entre peso corporal, dose administrada e concentracao plasmatica
gue pode alcancar concentracfes toxicas (HALL, 2013).). No Brasil, esse
medicamento esta disponivel apenas em comprimidos revestidos de 300 mg,
que é a dose diaria recomendada para adultos (Brasil, 2017b).

Em pH fisiologico, o tenofovir recebe dois elétrons formando um
didanion que ¢é muito polar, consequentemente levando a baixa

biodisponibilidade do farmaco (cerca de 13%). Por esse motivo é
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administrado na forma de tenofovir desoproxila, assim removendo as regidoes
carregadas eletronicamente e aumentando a lipofilicidade do farmaco. Para
aumentar a solubilidade desse pro-farmaco no organismo este deve ser
administrado em forma de sal, sendo o fumarato de tenofovir desoproxila o
mais usado (KIM et al., 2017; MOSS et al., 2017).

O fumarato de tenofovir desoproxila tem uma biodisponibilidade de
até 25% quando administrado em jejum e o tempo para atingir a
concentracdo plasmatica maxima de tenofovir varia entre 0,5 e 2h, tendo
como meédia 0,79h e concentracdo maxima de 284,2 + 74,0 ng/mL,
dependendo da genética de cada individuo. Essa biodisponibilidade pode
variar também devido a interacdes entre alguns farmacos com o tenofovir ou
com proteinas (KIM et al., 2017).

O tenofovir (massa de 287 g/mol) tem caréater &cido com dois pKa de
3,8 e 6,7, 0 que € importante para definir o nivel de protonagédo do farmaco
no organismo (AGRAHARI e YOUAN, 2012). A biodisponibilidade oral do
tenofovir tem dois limitantes: a glicoproteina P, que faz o transporte entre o
limen intestinal e a corrente sanguinea, e a carboxilesterase que faz a
degradacdo intestinal do farmaco. A maior parte da absor¢do acontece no
duodeno e jejuno (MOSS et al., 2017).

Apoés a administracao por via oral, o pro-farmaco é absorvido e sofre
rapidamente hidrolise por esterase para formar o tenofovir, que esta
presente no plasma na forma livre ou ligado as proteinas plasmaéticas.
Depois de transportado para dentro da célula T CD4+, o tenofovir é
difosforilado para difosfato de tenofovir que corresponde a sua forma ativa
antiviral (HAVENS et al., 2013; WANGA et al., 2015). A Figura 4 mostra o

comportamento e o metabolismo do tenofovir no organismo humano.
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Figura 4. Estrutura quimica e processos bioguimicos até a formacao da
molécula ativa de tenofovir em humanos. AMPK = Quinase ativada pelo
monofosfato de adenosina. Traduzido de MOSS et al, 2017.

O tempo de meia-vida de eliminacdo do tenofovir plasmatico é de
17h e o difosfato de tenofovir tem meia-vida em torno de 90 horas nas
células mononucleares do sangue periférico (BAHETI et al.,, 2011;
CRESSEY et al., 2017). E essa longa meia-vida da forma ativa do tenofovir
que permite a ingestdo de apenas uma dose diaria do medicamento
(BARKIL et al., 2007). As técnicas de quantificacao de difosfato de tenofovir
foram aperfeicoadas ap0s a descoberta destes metabdlitos nos eritrocitos
permitindo quantificd-las em manchas de sangue seco (SCHAUER et al.,
2018). A principal via de eliminacéo do tenofovir € a renal, com 70 a 80% do
farmaco excretado de forma inalterada na urina, e de 20 a 30% eliminados
pela via hepatica pela bile. Alguns pacientes podem ter pequenos picos
secundérios de concentracdo de tenofovir no intervalo de 6 a 10h devido a
reabsorgéo entero-hepatica (KIM et al., 2017).

A eliminacdo renal acontece por uma combinacdo de dois

mecanismos: filtracdo glomerular e secrecao tubular ativa (POIZOT-MARTIN
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et al., 2013), que se inicia com a entrada do seu metabdlito nas células do
tubulo proximal. Essa etapa é mediada por dois transportadores de anions
inorganicos (OAT1 e OAT2) e a secrecdo tubular desse farmaco para o
limen acontece principalmente por proteinas resistentes a multidrogas
(MRP2 e 4), e a competicdo pelo sitio desse transportador diminui a
excrecdo do tenofovir (WANGA et al., 2015). Goicoechea et al. (2010)
afirmaram que variacbes genéticas nesses transportadores podem ser
associados a diminuicdo da depuracdo de creatinina (CICr) de pacientes
tratados com fumarato de tenofovir desoproxila, embora Sirirungsi et al.
(2015) nédo tenham confirmardo esses achados. A depuragcédo de tenofovir
pode ser estimada a partir da creatinina sérica, usando outras
caracteristicas, como idade, sexo, peso e etnia (BAHETI, et al., 2011).

O mecanismo de agao do tenofovir consiste em inibir polimerases do
DNA viral, a transcriptase reversa viral, impedindo o virus de alongar e
replicar o seu material genético e, consequentemente, interrompe a
replicacdo viral (KIM et al., 2017). Essa inibicdo acontece em macréfagos e
células T CD4+ que nado estejam em processo de divisdo celular. Para que
possa produzir esse efeito, o tenofovir deve estar na sua forma ativa, que é a
difosforilada. Isto pode ser considerado uma vantagem em comparagao com
outros farmacos ARV com o0 mesmo mecanismo, que sao trifosforilados, e a
fosforilagéo é fator limitante da sua atuagdo (BAHETI, et al., 2011).

O uso concomitante de outros medicamentos, inclusive os outros
componentes da TARV, pode afetar de maneira substancial a
farmacocinética do tenofovir, levando a mudanca no perfil de concentracao
plasmética. Uma classe de medicamentos conhecida por aumentar as
concentracbes de tenofovir sdo os IPs, como o atazanavir, darunavir e
lopinavir, provavelmente devido a inibicdo da glicoproteina P, que tem como
substrato o fumarato de tenofovir desoproxila (BAHETI et al, 2011). Outros
farmacos que podem aumentar as concentracdes plasmaticas do tenofovir
sdo moduladores da atividade das OATS, resultando em menor excre¢ao do

tenofovir. A lamivudina e o dolutegravir sédico ndo afetam nenhuma das
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duas vias citadas acima para modular e aumentar as concentracdes
plasmaticas de tenofovir (BEGLEY et al., 2018).

Outros medicamentos que ndo fazem parte da TARV também
podem interagir com o tenofovir, alterando as suas concentragdes
plasmaticas ou potencializando algum efeito adverso do farmaco. Fenitoina,
fenobarbital, modafinila e carbamazepina podem reduzir 0s niveis
sanguineos de tenofovir por meio da indugéo da glicoproteina P, diminuindo
a sua biodisponibilidade oral (DRUGS, 2019).

Vancomicina, aciclovir e seus derivados, tobramicina, tacrolimus,
estreptomicina, polimixina B, neomicina, anti-inflamatérios, metotrexato, litio,
ganciclovir, gentamicina, ciclosporina, ciclofosfamida, cisplatina, e
anfotericina B podem aumentar o risco de problemas renais relacionados ao
uso de tenofovir (DRUGS, 2019).

3. Alteracdes renais associadas ao uso de tenofovir

Alguns medicamentos usados para tratar a infeccéo pelo HIV podem
estar associados ao risco aumentado de doenca renal cronica ou ao declinio
na taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe) (MOCROFT et al., 2016). Ja
foi mostrado que alguns INTRs, como o fumarato de tenofovir desoproxila e
IPs podem induzir a diminuicdo da funcéo renal. Exemplo disso é o indinavir,
um IP, que provocava calculos cristalinos renais, e foi substituido por
medicamentos mais seguros e o0 atazanavir, que pode causar nefrite
intersticial aguda (ANDO & YANAGISAWA, 2015).

Embora ensaios clinicos de fase Ill tenham comprovado que o
fumarato de tenofovir desoproxila € altamente eficaz, seguro e bem tolerado,
seu uso em pequena parcela da populacdo pode estar associado a
toxicidade Ossea, enddcrina e renal. Esses efeitos adversos podem limitar a
sua utilizacdo ou exigir a monitorizacdo clinica constante dos usuarios
(HALL, 2013 e COOPER et al., 2010). O declinio da funcéo renal pelo uso
continuo por pacientes mais sensiveis pode ndo ser revertido apos

interrupcéo do tratamento (HALL, 2013).
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Em ensaios clinicos com PVHIV os critérios de selecdo da
populacdo muitas vezes podem excluir pessoas com idade avancada, com
estagios mais avancados da aids e pacientes que ja tenham alguma, mesmo
que pequena, disfungéo renal. Alguns estudos usam um grupo de pessoas
relativamente saudaveis, com risco de disfuncdo renal menor quando
comparado a populacdo como um todo (COOPER et al., 2010). Nos ensaios
de eficacia controlados com placebo, os participantes geralmente sdo jovens
(25-35 anos) e pessoas com diferentes riscos de declinio renal ndo séo
incluidos (GANDHI et al., 2016).

Nos Estados Unidos, o FDA liberou o uso de fumarato de tenofovir
desoproxila para pacientes entre 12 e 18 anos com mais de 35 kg. Um dos
fatores de risco para o uso desse medicamento € o baixo peso corporal, pois
0 indice terapéutico menor aumenta o risco de efeitos adversos nesses
pacientes (HALL, 2013).

Nishijima et al. (2015) e Hall (2013) mostraram que o uso do
fumarato de tenofovir desoproxila esta associado a pequenos declinios na
taxa da filtracdo glomerular, possivelmente por uma disfuncdo no tabulo
proximal relacionado a toxicidade mitocondrial, em alguns casos podendo
levar a sindrome de Fanconni ou uma lesdo renal aguda. Embora o
mecanismo exato da nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir ndo seja
totalmente compreendido, essa toxicidade mitocondrial nas células tubulares
renais proximais tem sido considerada a principal causa do decréscimo da
funcdo renal relacionado a esse medicamento (NISHIJIMA et al.,, 2015 &
HALL, 2013). O adefovir e cidofovir, de estruturas quimicas similares,
também sdo conhecidos pela sua nefrotoxicidade (HALL, 2013 & COOPER
et al., 2010).

Vérios fatores tornam os rins particularmente vulneraveis a efeitos
adversos de xenobidticos, incluindo os farmacos. O alto fluxo sanguineo
renal (20% do rendimento cardiaco) leva a bioconcentracdo dessas
substancias no ultrafiltrado pela absorcéo de agua e de solutos, que pode
permitir a cristalizacdo. Adicionalmente, a reabsor¢cdo ou secre¢dao de

xenobibticos permite altas concentragfes no interior das células epiteliais
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tubulares o que pode causar injarias a essas células. Desta forma, pode-se
pressupor que € provavel que ocorra toxicidade renal como resultado da
exposicao prolongada a ARV. O Quadro 1 mostra algumas alteracdes renais
potenciais com o uso prolongado da TARV (FINE & GALLANT, 2013).

Quadro 1 - Terapia antirretroviral e possiveis efeitos adversos renais em
pessoas vivendo com HIV.

Tratamento Doencas renais agudas associadas
Tratamento antirretroviral Nefrotoxicidade

combinado

Inibidor de integrase Rabdomiélise / nefropatia pigmentosa
Nucleosideos inibidores da Nefrolitiase; nefrite intersticial; rabdomidlise

transcriptase reversa

Nao nucleosideos inibidores da | Nefrolitiase
transcriptase reversa

Inibidor de protease Nefropatia induzida por cristais
Fumarato de tenofovir Necrose tubular aguda; Sindrome de
desoproxila Fanconi; diabetes insipidus nefrogénica

Adaptado de LUM et al. (2015)

Os dados epidemiologicos sobre os efeitos renais do fumarato de
tenofovir desoproxila sdo controversos, tanto quanto ao declinio da funcao
renal quanto ao tempo de exposicdo em relacdo ao aparecimento de efeitos
renais (HALL et al., 2013). Cooper et al. (2010) relataram que embora os
efeitos do tenofovir nos valores de filtragdo glomerular sejam pouco
significativos quando observado em grandes populacdes, alteracoes
importantes foram observadas em alguns individuos que tém risco
aumentado de leséo renal aguda e aumento significativo da incidéncia de
insuficiéncia renal crénica com necessidade de dialise (COOPER et al.,

2010). Um estudo com quase 50.000 participantes nos Estados Unidos,
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encontrou associagéo entre o fumarato de tenofovir desoproxila e problemas
renais, incluindo proteinuria, doenca renal cronica e declinio rapido da taxa
de filtracdo glomerular (RYOM, et al. 2013).

Alguns estudos clinicos com o fumarato de tenofovir desoproxila
mostram que o maior declinio da razéo entre CICr e a taxa de filtragdo
glomerular estimada (CICr/TFGe) ocorre no inicio da terapia, entre o
segundo e o terceiro més (HALL, 2013). Mas esses estudos sdo de curta
duracdo e ndo acompanharam o0s participantes por tempo suficiente para
registrar a ocorréncia de doenca renal cronica. Além disso, apresentam
critérios de exclusao bem rigorosos que podem excluir pessoas com alto
risco de doenca renal crénica (HALL, 2013; MOCROFT et al., 2016).

Outros estudos, principalmente observacionais, confrontam esta
verificagcdo mostrando que pacientes com tempo maior de uso de fumarato
de tenofovir desoproxila tem perda de funcéo renal de maior grau quando
comparados a pacientes com tempo curto de tratamento (COOPER et al.,
2010; MOCROFT et al., 2016). Gandhi et al. (2016) também observaram um
declinio da funcao renal associado ao tempo de uso de fumarato de tenofovir
desoproxila, relacionado a aumento da idade ou a fungdo renal basal
diminuida.

Véarios modelos preditores do risco de dano renal devido ao uso de
fumarato de tenofovir desoproxila s&o ajustados, pois diversos fatores
podem fazer com que a TFGe fique abaixo de 70 mL/min, como a idade,
sexo, diabetes, modo de transmissédo, primeira doenca definidora de aids,
contagem atual de células T CD4+, hipertensdo, exames positivos para
hepatite viral B ou C, carga viral, alto nivel de base da creatinina sérica,
fatores de risco cardiovascular, e uso de outros medicamentos nefrotoxicos
(RYOM, et al. 2013; NISHIJIMA, et al. 2011). Foi demonstrado também que
depuracéo de creatinina abaixo de 50 mL/min causa aumento significativo da
concentracéo de tenofovir 0 que pode desencadear muitos efeitos adversos
nao apenas renais, e exigir ajuste de dose nessa subpopulacdo que é

predominantemente constituida de pessoas idosas (JULLIEN et al., 2005).
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Varios estudos apresentados por Hall (2013) em revisao sistemética
mostraram que apos a interrup¢ao do uso do tenofovir, a maioria das PVHIV
teve uma melhora substancial, no entanto nem todos recuperaram a funcéo
renal o que pode aumentar a taxa de mortalidade cardiovascular em
pacientes portadores do HIV (HALL, 2013).

Ando & Yanagisawa (2015) desenvolveram algoritmo de
rastreamento para detectar e manejar de forma rapida e pratica PVHIV com
potencial para desenvolver doenca renal cronica. O algoritmo faz
primeiramente triagem dos fatores que indicam risco maior de algum
problema renal, em seguida apresenta os fatores para analisar se a funcéo
renal esta realmente diminuida e a partir dai direciona as medidas cabiveis

de tratamento (Figura 5).

Acompanhamento e
tratamento da DRC

Diagnostico, avaliagao
e classificagdo da DRC

Triagem de fatores de
risco para DRC
eConsulte um

eldade> 50 anos eDiminui¢do da

«CD4 <200 TFGe? nefrologista
eComorbidades: eAumento da eTratamento de
DM, hipertens3o e cistatina C sérica ? comorbidades
VHC eProteinuria eEvite o uso de
eeGFR <90 aumentada? agentes
eProteindria ou *Pressdo alta? nefrotoxicos
Albuminuria eAgucar alto no eAjustar os regimes
eMarcadores sangue? de TARV para a
tubulares urinarios: eQual é a categoria funcdo renal
NAG, f2M, alM, ou a classificagao
KIM-1 e NGAL, etc. de risco da DRC?
eUso de TDF ou ATV
. /' . /' . /'

Figura 5. Fluxograma para manejo da doenca renal crénica em PVHIV.
Adaptado de Ando & Yanagisawa, 2015.
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4. Monitoramento da funcao renal

A Associacdo Médica da Sociedade das Doencas Infecciosas dos
Estados Unidos recomenda que os pacientes em uso de tenofovir devam ter
a fungéo renal avaliada a cada seis meses, incluindo a taxa de filtragao
glomerular e o fosfato sérico (HALL, 2013). Também é recomendada a
realizacdo de urinalise e avaliacdo da funcédo glomerular quando ocorrer o
diagnoéstico da infeccdo pelo HIV (ANDO & YANAGISAWA, 2015). Esses
exames tem um custo importante e nem sempre podem ser usados em
paises de menor renda, sendo substituido por exames mais baratos, como a
creatinina sérica.

A dosagem de creatinina sérica é usada para o célculo da CICr e
taxa estimada de filtracAo glomerular (TFGe), sendo o0 exame mais
empregado para medir a funcdo renal (HALL, 2013). A depuragdo de
creatinina, parametro recomendado para o monitoramento de seguranca
pelas diretrizes do Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC), pode
ser estimado usando a equacao de Cockcroft-Gault, e a TFGe pode ser
calculada com a equacdo de Modificacdo da Dieta na Doenca Renal
(MDRD) (GANDHI et al., 2016). Medidas de creatinina, excrecédo fracionada
de fosfato e glicose sao testes menos sensiveis para deteccao de problemas
renais, mas sao relativamente baratos, amplamente disponiveis e muitas
vezes usados como substitutos (HALL, 2013). Mesmo a hipofosfatemia, que
ocorre em 100% das disfuncdes tubulares ocasionadas pelo tenofovir, € de
baixa especificidade (JULLIEN et al., 2005).

A albumina é um biomarcador simples e confiavel de injaria renal
quando aparece como excrecao persistente na urina, e a albuminuria pode
ser um fator de risco independente para mau progndstico para PVHIV, mas o
custo limita seu uso (ANDO & YANAGISAWA, 2015). A medicdo de
proteinas urinarias de baixo peso molecular pode ser util para a deteccao
precoce de PVHIV com alto risco de doenca renal crbnica, pois,
aproximadamente um quarto dessas pessoas pode apresentar lesédo tubular

renal leve ou moderada sem a presenca de disfuncdo renal, mas que pode
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progredir para diminuicdo da filtracdo glomerular (ANDO & YANAGISAWA,
2015).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da
Infeccao pelo HIV em Adultos do Brasil (2017) recomenda medir a creatinina
sérica, calcular a TFGe e realizar exames basicos de urina para avaliar a
funcdo renal com periodicidade de trés a seis meses para pessoas em uso

de fumarato de tenofovir desoproxila (BRASIL, 2017a).

5. Quantificacdo plasméatica de farmacos

Estudos em humanos apontaram que a nefrotoxicidade devido ao
uso do pro-farmaco de tenofovir pode ser dependente da concentracdo do
farmaco no plasma sanguineo, que € determinado principalmente pela dose
ingerida, o volume de distribuicdo e a taxa de excrecao renal. Por exemplo,
baixo peso corporal esta relacionado a menor volume de distribuicdo com
consequente aumento do risco de toxicidade; assim como individuos com
problemas renais, ou com idade mais avancada também podem ter maior
risco (HALL, 2013).

A concentracdo plasmatica do tenofovir pode ser elevada em mais
de 30% em combinagdo com outros medicamentos, entre eles 0s presentes
na TARV. Uma vez que 0s regimes terapéuticos estdo amplamente
utilizados, ha dificuldade para separar esses efeitos e descobrir sinergismos
(FINE & GALLANT, 2013).

Uma duvida que pode surgir € a de qual dos metabdlitos ou o proprio
pro-farmaco do tenofovir deve ser quantificado no plasma humano, mas
como o seu pré-farmaco € hidrolisado logo que € absorvido, inviabilizando a
sua dosagem no plasma e a sua forma ativa difosfato fica
predominantemente no interior celular, o tenofovir € a forma ideal para
quantificacdo no plasma (DELAHUNTY et al., 2009)

A gquantificacdo de farmacos e seus metabdlitos pode ser feita em

varios tipos de amostras bioldgicas, como plasma, soro, cabelo, urina e
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saliva (SEIFERT et al., 2018). Essa quantificacdo desempenha papel
importante  na avaliacdo e interpretacdo da biodisponibilidade,
bioequivaléncia, farmacocinética e possiveis efeitos toxicos. O
biomonitoramento de farmacos e seus metabdlitos também s&o de interesse
crescente para o campo de monitoramento da adeséo, dadas as limitacdes
da adesdo autorreferida (GANDHI et al.,, 2016). Os métodos de analise
devem ser validados para que os resultados produzidos sejam confiaveis e
possam ser interpretados e reproduzidos em qualquer laboratorio,
apresentando especificidade, linearidade, preciséo, sensibilidade, exatidao e
limite de quantificacdo adequado (MAINARDES & GREMIAOQ, 2009).

Uma etapa crucial para quantificacdo do analito € o preparo da
amostra, que tem como objetivo o isolamento seletivo do analito da matriz,
retirando o maximo possivel de interferentes (KOLE et al.,, 2010). A
precipitacdo de proteinas € um dos métodos mais usados na extracdo do
analito devido ao seu baixo custo e simplicidade. Esse método consiste
basicamente na adicdo a amostra de um solvente organico que seja miscivel
na matriz, geralmente acetonitrila ou metanol e centrifugacéo para separar
as proteinas. Geralmente esse processo de limpeza é suficiente para ser
usado em LC-MS ou LC-MS/MS (MA et al., 2007).

A extracao liquido-liquido consiste no uso de dois liquidos imisciveis
para separacdo do analito das impurezas presentes na matriz. Uma
limitacdo dessa técnica é a co-extracdo de outros componentes da matriz
gue pode interferir na quantificacéo do analito (KOLE et al., 2010).

A extracdo em fase solida (SPE) consiste na separacdo do analito
de interesse num cartucho contendo uma fase normal ou reversa, baseado
nas propriedades fisico-quimicas de cada composto. Uma limitacdo desse
meétodo seria para compostos polares que geralmente sdo co-eluidos com a
maioria dos outros componentes da matriz (KOLE et al., 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou LC) & o método
mais empregado para quantificacdo de farmacos e metabdlitos em matrizes
bioldgicas, normalmente utilizando colunas de fase reversa (C18). Os

métodos mais antigos empregavam detectores de ultravioleta (HPLC-UV),
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mas 0s mais recentes utilizam detectores de espectrometria de massas (LC-
MS ou LC-MS/MS). Na técnica LC-MS/MS é possivel usar um método de
reacoes multiplas, que proporciona alta seletividade e sensibilidade mesmo
nas analises de matrizes complexas em que interferentes podem estar em
concentragbes elevadas, sendo possivel técnicas de extragdo simples
(ENEAS, 2014).

Bezy et al. (2005) desenvolveram um método para quantificacdo
simultanea de farmacos, inclusive o tenofovir, componentes de diversas
TARV usando HPLC-UV, ap0s o preparo da amostra por extragdo em fase
sélida para esse método. Eneas (2014) validou um método em LC-MS/MS
para quantificacdo em plasma de tenofovir e dois outros constituintes da
TARV apo0s precipitacdo de proteinas com acetonitrila. O mesmo método de
precipitacédo foi utilizado por Takahashi et al. (2007) para quantificagédo de
tenofovir por LC-MS, utilizando fase movel com gradiente, o que torna o
método mais dispendioso e demorado se comparado a fase movel
isocratica.

Outros métodos para quantificacdo de tenofovir isolado ou em
conjunto com os outros farmacos da TARV estdo resumidos na Tabela 1. Na
maioria deles, as curvas analiticas sdo construidas a partir de uma

concentracdo de 10-30 ng/mL de tenofovir.



Tabela 1 — Caracteristicas de
contendo tenofovir.
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meétodos utilizando cromatografia liquida de determinacdo de medicamentos da TARV

Referéncia Farmacos Matriz Método de Fase mdvel Coluna Vazéo Eluicéo Deteccéo Padrao Curva
preparacédo da cromatogréfica (mL/min) interno analitica
amostra (ng/mL)

Bezy et al. ddC, 3TC, ddl, Plasmade SPE Tampao de acido Atlantis®-dC-18 0,2 NI UV (260 NI 30-10000

(2005) d4T, CBV, AZT ratos acético/ nm)eLC -

e tenofovir hidroxialanina MS/MS

Sentenac et  Tenofovir Plasma SPE Tampao de Coluna de fase 1,0-1,3 gradiente UV (259 NA 10-4000
al. (2003) humano Na;HPO, 15mM 10 reversa Symmetry nm)

mM TBA / ACN Shield RP;s Waters®
Barkil et al. Tenofovir Plasma SPE Acetato de ambnio/  Atlantis®-dC-18 0,6 isocratica UV (260 3- 10-1000
(2007) humano metanol (pH 2,5) nm) e MS metilcitidina

(98,5: 1,5 viv)
Kou et al. Tenovofir Plasma SPE Tampao de fosfato SHIMADZU Shim- 1,0 isocratica UV (262 tegafur 20-2000
(2012) humano de s6dio / ACN / pack CLC-ODS C18 nm)

solugao de TBA

(90:10:0,3)

Takahashi et  Tenofovir Plasma Precipitacdo de TFA 0,3% /ACN/ Sunfire C18 0,2 gradiente  LC-MS atenolol 19-1567

al. (2007) humano proteinas com Tampao de acetato (Waters®)
ACN de ambnio

Gomes etal. Tenofovir e Plasma SPE Tampado de acetato Chromolith Speed 0,7 isocratica LC-MS/MS lamivudina 10-600

(2008) emtricitabina humano de amodnio / ACN Rod C18

Delahunty et  Tenofovire FTC  Plasma Precipitacdo de 3% acetonitrila/ 1%  Synergi Polar-RP, de 0,5 isocratica LC-MS/MS Isétopos 10 - 1500

al. (2009) humano proteinas com acido acético fase reversa de 2,0 x marcados
TFA aquoso 150 mm

Zheng, etal.  Tenofovir e Manchas Precipitacdo de  0,1% é&cido férmico Synergi Polar RP 0,25 isocratica LC-MS/MS Isétopos 2,5-1000

(2013) emtricitabina de sangue  proteinas com em 0,5% ACN E 2,5uM, estaveis

seco etanol 99,5% agua milli-Q Phenomenex®
Eneas Tenofovir, 3TC, Plasma Precipitagdo de  Acido férmico Ciano Zorbax SB-CN 1,0 gradiente LC-MS/MS aciclovir 100 -
(2014) EFV humano proteinas com 0,05%:MeOH 1000

ACN

NI = N&o infomado; NA = N&o aplicavel; TBA = tetrabutilam6nio; SPE = extragdo em fase sélida; 3TC = Lamivudina; EFV = Efavirenz; FTC = Emtricitabina; TFA = &cido trifluoracético;
UV = Ultravioleta; MS = espectrometria de massas; ddC= zacitabina; ddl = Didanosina; d4T = estavudina; CBV = Carbovir; AZT = Zidovudina; ACN = Acetonitrila
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lll. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Determinar as concentracdes plasmaticas de tenofovir e possiveis
alteracdes da funcédo renal em pessoas vivendo com HIV que utilizam
fumarato de tenofovir desoproxila e sdo atendidas no Hospital Universitario

da Universidade de Brasilia.

2. Objetivos Especificos

v' Otimizar e validar o método para quantificacédo de tenofovir no plasma
humano.

v' Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicas da
populacdo do estudo

v' Avaliar os dados de dosagem de creatinina sérica da populagcédo antes
e apods o uso de fumarato de tenofovir desoproxila.

v' Determinar a concentracao plasmatica de tenofovir na populacdo do

estudo e investigar possiveis correlacdes
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Local, periodo de estudo, desenho do estudo, populacéo alvo

O estudo foi realizado no Hospital Universitario de Brasilia
(HUB/UNB), uma das unidades de referéncia no Distrito Federal para
atendimento de PVHIV, que oferece atendimento, ambulatorial e na
internacdo, integral e multiprofissional, com consultas médicas e exames de
diagnostico, consulta de enfermagem, psicologia, servico social e
farmacéutica. O atendimento farmacéutico é realizado na Farmécia Escola,
gue também dispensa os medicamentos da TARV.

Este estudo € do tipo transversal e experimental com PVHIV adultas
em uso da TARV de primeira linha de tratamento (fumarato de tenofovir
desoproxila + lamivudina e dolutegravir sodico).

Foram considerados critérios de inclusdo adultos com sorologia
positiva para HIV que sdo atendidos no ambulatério do HUB (consulta
médica e dispensacdo de medicamentos) em uso da TARV por pelo menos
sete semanas. Esse periodo foi escolhido porque o tempo minimo
necessario para garantir concentracdes seguras e estaveis de tenofovir € de
seis semanas (CRESSEY et al., 2017). Aqueles que concordaram em
participar da etapa de coleta de sangue assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE).

A adesdo dos participantes a TARV foi avaliada por meio do
acompanhamento farmacoterapéutico realizado pela Farméacia Escola nos
seis primeiros meses de tratamento, ou por meio de questionario para
participantes com tempo de uso maior que esse.

Os critérios de exclusdo foram pessoas que tiveram mudanca da
TARV para outro esquema que nao fosse o de primeira linha adotado no
Brasil, pessoas que abandonaram o tratamento e pessoas cujos dados
clinicos ndo estavam disponiveis e/ou que nédo realizaram os exames de

controle preconizados pelo protocolo de tratamento.
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2. Recrutamento dos participantes e coleta dos dados clinicos e

sociodemograficos

A Farmécia Escola do HUB/UNB realiza cerca de 700 atendimentos
de PVHIV por més, e no periodo de maio a julho de 2018 foram atendidas
1087 pessoas diferentes, sendo que dessas, aproximadamente 500 usavam
a TARV de primeria linha. Em média, dez pessoas iniciavam o tratamento
para HIV nessa unidade por més. Esses dados foram utilizados para estimar
0 numero de aproximadamente 60 PVHIV em inicio de tratamento durante
0s seis meses de recrutamento. No entanto, apds 0s primeiros cinco meses
do estudo foram incluidas PVHIV que ja usavam essa TARV ha mais tempo
ou que eram experimentadas com outros esquemas.

Considerando esses critérios foi realizada amostragem de
conveniéncia em que os participantes elegiveis foram identificados a partir
de consulta ao Siclom (Sistema de Controle Logistico de Medicamentos) da
Farmacia Escola do HUB e foram recrutados entre os meses de agosto de
2018 a abril de 2019, na mesma ocasidao da consulta farmacéutica ou
consulta médica. Nesse ultimo caso, foram consultadas as agendas do
sistema AGHU (Aplicativo de Gestdo para Hospitais Universitarios) para
identificar as datas de consulta.

Os pesquisadores esclareceram o0s participantes quanto aos
objetivos do estudo e os convidaram a participar. Aqueles que aceitaram,
assinaram o TCLE e receberam informacfes escritas sobre o local e
procedimentos necessarios para a coleta de sangue, além de pedido de
exame para determinacdo plasmética de tenofovir (emitido por médico do
servico). A coleta de sangue foi realizada no Laboratério de Analises
Clinicas do HUB/UNB por técnicos do servico.

Foram coletados dados dos participantes relativos ao tratamento
durante a etapa de recrutamento (horario de tomada da TARV e horario da
altima dose). Dados sociodemografico (sexo, procedéncia, idade, altura e
peso) e local de dispensagdo da TARV foram obtidos do prontuario do

paciente ou do Siclom. A procedéncia dos participantes foi classificada de
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acordo com as regides de saude do DF, mostradas na Figura 6, sendo
importante ressaltar que o HUB/UNB é hospital de referéncia para regido
leste de saude. Data de inicio e esquema de TARV inicial e em uso,
resultados de contagem de T-CD4+, carga viral (CVir) foram obtidos do
Siclom, e dados de creatinina foram obtidos do Complab (sistema usado
pelo Laboratorio de Analises Clinicas do HUB/UNB). As fichas de
acompanhamento farmacoterapéutico da Farmacia Escola também foram

consultadas para obter dados de adesdo e outras informacdes sobre o

tratamento.
REGIAO REGIAD
OESTE NORTE
Sobrad. Il Planaltina
andi REGIAD Sobradinho |
Brazlandia Al _Fercal
NORTE Varjso
Ceilandia Taguatnga s
REGIAO Jardim Botinico
SUDOESTE
Samambaia &
Rec. Emas Sebastido REGIAO

REGIAO SUL
Gama Santa Marla

Figura 6. Regibes de saude do DF com suas respectivas regides
administrativas. Fonte: Brasilia, 2018

A depuracédo ou clearence de creatinina (CICr) foi estimada por meio
da férmula de Crockroft & Gault. Observa-se que a formula é diferente para
homens e mulheres, para as quais o resultado € multiplicado por 0,85,

conforme mostra a Equacéo 1.

mL) _ (140 —idade) x peso

ClCr ( = — =y
72 x creatinina sérica

0,85 lh
— x ( para mulher)

Equacéao 1

A Figura 7 resume o processo de recrutamento dos participantes do

estudo.
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~
* PVHIV elegiveis identificadas no Siclom/FE

» Dados de dispensacao de medicamentos e do tratamento
J

Identificagdo

~
» Convite para o estudo na consulta farmacéutica

» Convite para o estudo antes da consulta médica de rotina

Recrutamento

J
* Pessoas incluidas assinam TCLE )
* Coleta de dados clinicos, sécio-demograficos e amostras
Coleta de sangue
e de dados de sangue )

Figura 7. Resumo esquematico do processo de recrutamento das PVHIV.

3. Coleta do material biolégico e processamento das amostras

Aproximadamente 3,5 mL de sangue foram coletados dos
participantes por pungdo venosa apés assepsia em tubos contendo heparina
de litio e transportado para o LabTox (Laboratério de Toxicologia da UnB)
para determinacdo de tenofovir. O sangue foi centrifugado em 5870 g por 15
min e o plasma obtido foi armazenado a -20°C até o momento da analise.

A otimizacéo e validacdo do método analitico para determinacéo de
tenofovir em plasma foi realizada com um pool de plasma de seis voluntarios
saudaveis gque ndo usavam o medicamento ou outros medicamentos para
tratar o HIV, sendo dois homens e quatro mulheres (uma gravida). Foi
retirado em torno de 10 mL de sangue de cada voluntario. Nesse estudo,

esse material foi denominado como plasma branco.
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4. Determinagéo de tenofovir em plasma

4.1 Preparo das solugdes para curva de calibracéo

O padréo de tenofovir monoidratado foi adquirido da Farmacopeia
Americana (USP), grau de pureza 100%, lote R044CO0. Para o preparo da
solucdo-mae, o padrédo (14,11 mgq) foi diluido em 10 mL de solucdo aguosa
de acetonitrila a 0,5% utilizando baldo analitico calibrado (Laborglass®). A
solucéo (1,41 mg/mL) foi armazenada em frasco de vidro a -20°C.

A partir da solucdo-mae, foi preparada uma solucdo estoque (141
pMg/mL) e a partir dessa, solugdes de trabalho com concentracdes de 1 e 5
ng/mL, utilizado pipetas Hamilton calibradas de volume maximo 200 pL.
Todas as solucdes de trabalho e estoque foram armazenadas em frascos de
vidro a -20°C.

4.2 Determinagao de tenofovir por HPLC-UV

As analises por HPLC-UV foram feitas em um sistema Shimadzu®
(Japéo) com injetor automatico SIL-20SA, sistema degaseificador DGU-20A,
sistema de bomba quaternaria LC-20AT, forno CTO-20SAC, detector SPD-
M20A, moédulo comunicador CBM-20A e software LC solution® em
comprimento de onda de 257 nm. A coluna usada de fase reversa (C18) foi

da marca Phenomenex Gemini 5 ym, com tamanho 150 x 4,60 mm.

4.2.1 Preparo da fase movel

O tenofovir € uma molécula com caracteristica polar bem acentuada
e pKa 3,74. Como a coluna C18 tem caracteristica apolar, € necessério que
o pH da fase mével seja menor que 3,7 para que a maior parte do analito
possa interagir com a coluna, possibilitando a separacdo cromatografica. A
acidificacdo da fase movel polar (H,O MilliQ, Millipore®) foi feita com acido
acético glacial (2,5 - 3%) (J.T. Baker®), e o pH medido em pHmetro AJX-512
(AJMicronal®) foi menor que 2,5.

A fase organica foi acetonitrila (Sigma-Aldrich®), sendo testadas as

concentracdes de 3%, 5%, 7,5% e 10%. As fases foram filtradas a vacuo em
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membrana de 0,45 pym (Millipore®) e degaseificados no ultrassom antes do

uso.

4.2.2 Desenvolvimento do método de extracéo

O método de extracédo do tenofovir utilizado foi adaptado do descrito
por Eneas et al. (2014) para determinacdo de farmacos utilizados no
tratamento de HIV em plasma humano, que se baseia huma etapa unica de
precipitacdo das proteinas plasmaticas com acetonitrila.

Primeiramente, foi adicionado 300uL de acetonitrila a 150uL de
plasma sanguineo em tubo Eppendorf. A mistura foi agitada em agitador de
tubos modelo VX-200 (Labnet®) por 1 min e o tubo levado a centrifuga
Rotina 380R (Hettich®) por 20 min em 5870 g; 300uL do sobrenadante
foram filtrados em filtro de seringa MILLEX® (0,45um) e 20uL injetado no
HPLC-UV. Foi realizada ainda uma modificacdo desse método, quando o
sobrenadante foi seco em fluxo de nitrogénio e ressuspendido em agua
antes da injecdo no HPLC-UV.

Foram feitos testes também de extracdo em fase sélida (SPE C18,
Applied separations®) baseado no método descrito por Barkil et al. (2007). O
cartucho de SPE foi primeiramente lavado com 3 mL de metanol
(J.T.Barker®) e 3 mL de uma solucdo de 0,6% de &acido trifluoroacético
(TFA, Riedel-deHaén®) em agua. Ap6s o condicionamento do cartucho foi
acrescentado 1 mL de plasma humano (nesse processo deve se aplicar
vacuo acima de 10 mmHg para que o plasma passe pelo cartucho). O
cartucho foi lavado duas vezes com 2 mL da solucédo de 0,6% de TFA, e 0
analito eluido em 1 mL de metanol. O metanol foi evaporado em fluxo de
nitrogénio, ressuspenso em 1 mL de agua e 20 pL injetado no HPLC-UV.

Com objetivo de avaliar a seletividade do método, ou seja, se outros
medicamentos da TARV nao tinham mesmo tempo de reteng&o do tenofovir,
foram feitas injecbes com solucdes preparadas com comprimidos contendo
lamivudina e dolutegravir sodico. Esses comprimidos foram doados pela
Farmacia Escola do HUB/UNB, obtidos de caixas devolvidas pelos usuarios

por troca de esquema terapéutico.
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Curvas analiticas de tenofovir foram preparadas em agua e plasma

branco nas concentracdes de 5, 10, 20, 50, 100, 200 ng/mL.

4.3 Determinacgéo de tenofovir por LC-MS/MS

As andlises por LC-MS/MS foram realizadas em um sistema
Shimadzu®, equipado com bomba binaria LC-20AD, injetor automatico SIL-
20AC, forno de coluna CTO-20AC e modulo comunicador CBM-SOA
acoplado ao espectrometro de massas triplo quadrupolo 4000QTRAP, AB
SCIEX (EUA) com fonte Turbo lon Spray® e software Analyst®. A coluna
usada foi a mesma descrita anteriormente (Phenomenex Gemini® 5um, 150
X 4.60 mm).

Nesse método, o aciclovir foi utilizado como padréo interno (PI) por
ter estrutura semelhante ao do analito tenofovir (Figura 8), e que também foi

utilizado por Eneas et al. (2014).
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Figura 8. Estrutura quimica de tenofovir (esquerda) e de aciclovir.

O padrdo de aciclovir foi doado pelo Instituto de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), sendo uma substéncia quimica de

referéncia da Farmacopeia Brasileira (Lote 1021, grau de pureza 100%).

4.3.1 Preparo da fase movel e das solu¢des padrao
A acidificacdo da fase moével polar (H,O MilliQ ultrapura sitema MilliQ
gradiente CR, Millipore®) foi feita com acido férmico (0,1%) (Sigma-

Aldrich®). A fase orgéanica foi acetonitrila (J.T.Baker®), com concentracdo de
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3%, a mesma que obteve melhor desempenho no HPLC-UV. As fases foram
filtradas a vacuo em membrana de 0,45 uym (Millipore®) e degaseificados no
ultrassom antes do uso.

As solugcbes de tenofovir foram preparadas como descrito
anteriormente (4.1). A solugao estoque de aciclovir foi preparada pesando-se
10,68 mg em balanca analitica Shimadzu® AUW220D e diluindo-se em 10
mL de solucdo aquosa de acetonitrila a 0,5% utilizando baldo analitico
calibrado (Laborglass®). Essa solucéo foi usada para preparar a solugdo de
trabalho na concentragdo de 5 ng/mL. Todas as solugdes de trabalho e
estoque preparadas foram armazenadas em frascos de vidro a -20°C.

4.3.2 Otimizag&o dos parametros no LC-MS/MS

Primeiramente, foi gerado um método MRMs (multiple reaction
monitoring) para os analitos tenofovir e acoclovir para identificar os ion
precursores e seus fragmentos mais abundantes. Foram selecionados trés
ions-produto para a deteccdo de cada analito, sendo o de maior intensidade
usado para quantificagdo e 0s outros dois usados para confirmacdo da
identidade. Esse método foi otimizado usando uma solugéo de 50 ng/mL de
tenofovir ou aciclovir em acetonitrila: agua (50:50) com adi¢édo de 0,1 % de
acido férmico (Sigma-Aldrich®). Os parametros da fonte de ions para cada
analito foram otimizados utilizando uma solugéo 5 ng/mL de cada analito. Os
parametros otimizados foram: collision gas, curtain gas, gas 1/ nebulizer, gas
2/ turbo gas, ionspray voltage e temperatura.

Curvas analiticas de tenofovir foram preparadas em agua e plasma

branco nas concentragdes 5, 10, 20, 50, 100 e 200 ng/mL.

4.3.3 Método de extracéo

O método de extracdo do tenofovir utilizado foi 0 mesmo descrito
anteriormente para analise por HPLC-UV (4.2.2), com precipitacdo das
proteinas com acetonitrila; apds centrifugacdo, 300uL do sobrenadante
foram filtrados em filtro de seringa, seco em fluxo de nitrogénio,

ressuspendido em agua e 20pL injetado no LC-MS/MS.
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5. Validacdo do método analitico LC-MS/MS otimizado

O Limite de quantificacdo (LOQ) do equipamento foi determinado
pela menor concentracdo testada (em plasma branco) que apresentou
resposta (area do pico) dez vezes maior que o ruido, segundo preconiza a
RDC n° 166, de 24 de julho de 2017.

A seletividade do método foi testada a partir da comparacdo de
cromatogramas obtidos a partir da leitura do plasma branco sem adicdo do
analito de interesse e o plasma branco fortificado com o analito de interesse
em seis concentracdes distintas. Para que o método seja considerado
seletivo, o plasma branco ndo deve ter nenhuma resposta do equipamento
no tempo de retencdo que é observado resposta para o analito na matriz
fortificada para as diferentes concentracoes.

O efeito matriz no sistema LC-MS/MS foi avaliado comparando as
razdes de areas obtidas para o tenofovir quando presente na matriz plasma
e quando presente em agua (Eq. 2). O experimento foi feito em triplicata nos

niveis de concentracdo usados para mensurar a linearidade.

] ] area obtida do analito na matriz X 100
Efeito matriz (%) = — : - ~ — 100
area obtida com o analito em agua

Eq. 2

A linearidade foi testada a partir da producao de uma curva analitica
de 6 pontos construida em plasma branco com concentracdes diferentes de
tenofovir (5, 10, 20, 50, 100 e 200 ng/mL), contendo o padrdo interno
(aciclovir) na concentracdo de 50 ng/mL. Cinco replicatas de cada
concentracdo foram analisadas no LC-MS/MS. Os resultados foram
expressos em area do analito/area do padrao interno. Segundo a RDC 166,
o coeficiente de correlacdo (r) da reta deve estar acima de 0,990 e o
coeficiente angular deve ser significativamente diferente de zero.

A homocedasticidade da curva analitica ajustada pelo método dos

minimos quadrados foi avaliada a partir do teste de Bartlett, observando se



48

as variancias dos residuos nado diferem significativamente (p > 0,05). Foi
construido também um grafico de dispersao dos residuos normalizados.

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetibilidade e da
precisdo intermediaria usando os niveis de concentracao selecionados para
o teste de linearidade. A repetibilidade foi feita a partir da andlise em
quintuplicata de cada um dos pontos da curva da linearidade em um Unico
dia (do teste de linearidade), sendo aceitos resultados em que o coeficiente
de variacdo (CV) foi menor que 20% entre as replicatas. A precisdo
intermediaria foi analisada a partir de oito replicatas de cada um dos niveis
de concentragdo, sendo elas analisadas em dois dias diferentes (cinco
replicatas em um dia e trés em outro), os resultados foram considerados
satisfatorios quando apresentavam CV menor que 20%.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de comparacao entre as
concentracbes calculadas pela equacdo de reta formada no ensaio de
linearidade e a concentracdo que teoricamente deveria ser encontrada para
cada uma das cinco replicatas dos diferentes niveis de concentracéo

usados.

6. Quantificacdo plasméatica de tenofovir

Os participantes que coletaram sangue foram distribuidos em trés
grupos de acordo com o tempo entre a coleta de sangue e o horario da
ingestdo da ultima dose TARV, sendo este informado pelos participantes no
momento da coleta de sangue. No grupo 1 foram agrupados os participantes
que coletaram o sangue apés 4 a 7h da ingestdo, no grupo 2 entre 7,1 a 11h
e no grupo 3 de 15 a 28h.

As amostras de plasma foram quantificadas em triplicata a partir da
curva analitica sendo considerado aceitavel um coeficiente de variacdo
menor que 20%. O valor obtido foi multiplicado por trés devido ao fator de
diluicdo da amostra na etapa de extracao. Essas meédias foram plotadas num
grafico de dispersdo (concentracdo X tempo) para analisar o pefrfil

farmacocinético do tenofovir.



49

7. Analise estatistica dos dados

A fim de verificar se as pessoas que coletaram amostras para estudo
das concentracdes de tenofovir eram representativas das pessoas elegiveis,
os dados clinicos e sociodemograficos dos grupos foram comparados. Para
variaveis dicotbmicas foi usado o teste de Fisher e para variaveis
categoricas o teste qui-quadrado. Para variaveis numericas foi usado o teste
t para os dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para nédo
paramétricos. Os valores de creatinina e T CD4+ também foram analisados
conforme o tempo de uso de tenofovir (basal, aproximadamente trés meses)
por meio do teste Teste de Wilcoxon pareado. Nos testes de correlagcéo foi
aplicado o teste de Pearson para variaveis paramétricas e o teste de
Spearman para variaveis ndo paramétricas. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5® e foi

considerado o nivel de significancia de 5% (p < 0.05).

8. Aspectos éticos

Este trabalho faz parte do projeto de pesquisa “Cuidado
Farmacéutico para pessoas que vivem com HIV (PVHIV) na Farmacia
Escola UNB” sob coordenacdo da pesquisadora Noémia Urruth Leédo
Tavares. Esta pesquisa foi elaborada de acordo com os critérios éticos
estabelecidos pela Resolucdo 466 do Conselho Nacional de Saude (CNS),
de 12 de dezembro de 2012, que aprova diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da Faculdade de
Ciéncias da Saude da UnB (numero do parecer 2.740.162) (ANEXO 1). Os
dados de identificagcdo dos usuarios do servico e dos prescritores foram

mantidos em sigilo.
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V. RESULTADOS

1. Determinacgéo de tenofovir em plasma humano por HPLC-UV

1.1 Testes iniciais realizados em agua milli-Q

Testes iniciais de tenofovir diluido em agua milli-Q mostraram que,
por ser muito polar, o tenofovir interagia pouco com a coluna C18 e o seu
tempo de retencdo se aproximava muito do volume morto. Uma estratégia
para solugédo desse problema foi diminuir a concentragdo da fase organica
(acetonitrila) para retardar a eluicdo do tenofovir. A concentracdo que se
mostrou mais adequada foi a de 3%, com tempo de retencdo para o
tenofovir de 2,8 - 2,9 min. A Figura 9 mostra a diferenca entre o
cromatograma para duas concentracfes de acetonitrila na fase movel (3 e
5%).
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Figura 9. Tempos de retencao do tenofovir (10 ng/mL) no HPLC-UV eluidos
em duas diferentes concentracdes da fase organica- preto: acetonitrila 5%
rosa: acetonitrila 3%.

O segundo teste feito foi para avaliar a seletividade do método

quanto a possivel co-eluicdo do tenofovir e outros farmacos do esquema
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antirretroviral das PVHIV. O dolutegravir sédico ndo apresentou nenhum
sinal cromatografico com o método de quantificacdo usado e a lamivudina
apresentou um sinal cromatografico antes do volume morto com tempo de
retencdo de 1,6 min, diferente do tempo de retencao do tenofovir, mostrando
que o método cromatogréafico é seletivo para tenofovir para PVHIV na TARV

atual preconizada no Brasil.

1.2 Analises para otimizagdo do método utilizando plasma humano

O método por HPLC-UV néo apresentou seletividade, ja que a matriz
plasma branca continha um interferente que co-eluia com o tenofovir (Tr=2.8

min). A Figura 10 ilustra melhor o problema.
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Figura 10. Cromatograma no HPLC-UV do plasma branco (preto) e plasma
branco fortificado 50 ng/mL de tenofovir (azul) e plasma branco fortificado
500 ng/mL (rosa). A seta mostra o sinal cromatografico referente ao tenofovir
e seus possiveis interferentes.

Como estratégia para retirada deste interferente a extragdo com
acetonitrila foi modificada para extragdo com SPE. No teste inicial com o
plasma branco, o interferente que aparecia no mesmo tempo de retencdo

(2,8 min) do sinal cromatografico do tenofovir foi eliminado. Mas, quando foi
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injetado no aparelho o plasma branco fortificando utilizando o processo de
extracdo SPE, o sinal cromatografico do tenofovir também nao apareceu,
indicando uma perda do analito durante o processo de extracdo. A Figura 11
apresenta de forma visual o problema.

Para investigar se o tenofovir tinha ficado retido na coluna ou eluido
no processo de lavagem da coluna, cada um dos solventes que passavam
pela coluna SPE foram coletados em frascos separados para posterior
analise no HPLC-UV. A analise ndo apresentou mais o sinal cromatografico
do tenofovir, encerrando os esfor¢cos no HPLC-UV e modificando o método

para se adequar ao LC-MS/MS.
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Figura 11. Cromatograma no HPLC-UV. Preto — extracdo com acetonitrila;
rosa — extracdo SPE. A: plasma branco; B: plasma branco fortificado 50
ng/mL. Cromatografo A seta mostra o sinal cromatografico referente ao
tenofovir e seus possiveis interferentes.
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2. Determinacgéo de tenofovir em plasma humano por LC-MS/MS

2.1 Otimizag&o dos parametros experimentais

A massa da molécula protonada tenofovir é m/z 287,9, que é
fragmentada no espectrébmetro de massas. O ion de transicdo de maior
intensidade foi usado para quantificacdo do tenofovir (m/z 176,1), que
também foi reportado por outros autores (Bezy et al., 2005). Mais dois ions
de transicdo foram selecionados como ions de confirmagdo da molécula de
estudo (m/z 270,1 e 159,1). Para o aciclovir, o ion precursor protonado (m/z

225,9), e o ion de transicdo de maior intensidade (m/z 152,1) foi usado na

quantificacdo e mais dois ions de transicdo (m/z 135,1 e 110,1) foram
usados para confirmacdo da molécula. Os perfis de fragmentacdo dessas
duas moléculas sdo mostrados na Figura 12.

Os parametros da fonte de ions, otimizados no FIA estdo mostrados

na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros da fonte de ions apés otimizacdo da FIA

Parametros da fonte Valor
Collision Gas Alto
Curtain Gas 15 psi
Gas 1/ Nebulizer 40 psi
Gas 2/ Turbo Gas 45 psi
lonSpray Voltage 5000 V
Temperatura 700 °C

Entrace Potencial 10 V
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Figura 12. Espectro de fragmentacdo para os ions precursores de tenofovir
(A) e seu padréao interno, aciclovir (B) no LC-MS/MS.
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2.2 Limite de quantificacdo (LOQ) do tenofovir no equipamento LC-MS/MS

O LOQ para o tenofovir foi estabelecido em 5 ng/mL. O nivel de 2
ng/mL, com S/N de 6,7, € compativel com as concentracdes plasmaticas do
pacientes na fase de vale do tratamento até apds 24 horas de uso do
medicamento, determinado a partir de estudos de farmacocinética (BAHETI
et al., 2011; JULLIEN et al., 2005). A Figura 13 mostra a relacéo sinal/ruido

do tenofovir (em plasma branco) calculada pelo software Analyst®.
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Figura 13. Relacao sinal/ruido para o tenofovir de concentracdo de 5 ng/mL
(LOQ, A) e de concentracdo de 2 ng/mL (B). Monitoramento da transicdo m/z
279,1 > m/z 176,1 no LC-MS/MS.
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2.3 Seletividade

A Figura 14 mostra a resposta do LC-MS/MS na anélise do plasma
branco sem fortificacdo e fortificado (pos-extracdo) com 60 ng/mL tenofovir.
Nenhum interferente foi detectado no tempo de retencdo do tenofovir e do
seu padrao interno, evidenciando a seletividade do método.
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Figura 14. Cromatogramas obtido no LC-MS/MS de A: cinco plasmas
brancos (zoom) e plasma branco fortificado com concentracdo de 5 ng/mL
tenofovir (azul); monitoramento da transicdo m/z 278,9 - m/z 176,1 e B:
cinco plasmas brancos (zoom) e plasma branco fortificado com aciclovir com
concentracédo de 50 ng/mL (azul); monitoramento da transicdo m/z 226,0 >
151,1.
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2.4 Efeito Matriz

A Tabela 3 e a Figura 15 mostram o efeito da presenca da matriz
plasma na resposta do espectrometro de massas, indicando uma perda de
sinal do tenofovir (em relagcdo ao padréo interno aciclodir). Esse resultado
mostra que a curva analitica para determinacdo quantitativa do tenofovir
deve ser feita em matriz plasma. Como o procedimento de extracdo é
relativamente simples, essa curva sera feita numa curva em plasma branco
fortificado antes do processo de extragdo, normalizando assim qualquer

perda durante o processo.

Tabela 3 — Efeito matriz do analito em plasma quando comparado em agua.
(media £ desvio padréo)

Concentragao Tenofovir / Pl Perda de
(ng/mL) Agua Plasma sinal (%)
5 0,045 + 0,003 0,011 + 0,001 76,4
10 0,088 + 0,007 0,023 + 0,003 74,4
50 0,422 + 0,008 0,125 + 0,025 70,3
100 0,84 +0,05 0,256 +0,068 69,5

200 1,65+0,03 0,552 + 0,048 66,6
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Figura 15. Curvas analiticas do tenofovir em 4gua e no plasma branco para
teste de efeito matriz, mostrando a supressao do sinal. Pl= padrao interno
aciclovir.

2.5 Linearidade

A Figura 16 mostra a curva analitica construida em matriz plasma
(n=5) com equacao da reta e seu coeficiente de correlagdo. O coeficiente de
correlacdo (método dos minimos quadrados) foi maior que 0,99 e coeficiente
angular diferente de zero, indicando uma boa linearidade da resposta do
detector.

A homocedasticidade da curva analitica em matriz plasma foi
confirmada pelo teste de Bartlett que mostrou que as variancias dos
residuos nao diferem significativamente ao longo da faixa de concentracéo
(p= 0,98). Esse resultado pode ser visto na Figura 17 que mostra o0s
residuos normalizados, que estdo dispersos ao longo da faixa de
concentragéo (em log).
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Figura 16. Curva analitica construida em plasma branco com seis
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Figura 17. Dispersdo dos residuos normalizados da curva analitica de
tenofovir na faixa de concentracdo de 5 a 200 ng/mL (em log).
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2.6 Precisao

Os resultados de precisdo avaliada por meio da repetibilidade, em
um Uunico dia, e da precisdo intermediaria em dois dias diferentes
apresentaram valores de CV menor que 20% para repetibilidade e menores
que 21% para precisao intermediaria. O método apresentou precisdo para as

faixas de concentracéo de tenofovir estudada (Tabela 4).

Tabela 4. Repetibilidade e precisdo intermediaria da determinacdo de
tenofovir em plasma. Média (desvio padrao) em area do pico do tenofovir/ PlI.

Concentracao Repetibilidade (n=5) Precisdo intermediaria (n=8)

(ng/mL) Média (DP) CV (%) Média (DP) CV (%)
5 0,013 (0,003) 19,9 0,013 (0,003) 20,9
10 0,025 (0,001) 5,7 0,025 (0,004) 17,8
20 0,054(0,005) 9,3 0,054 (0,010) 17,5
50 0,138 (0,009) 6,3 0,138 (0,023) 16,7
100 0,32(0,019) 59 0,30 (0,04) 13,5
200 0,56 (0,059) 10,5 0,53 (0,088) 16,5

3. Caracterizacao dos participantes do estudo

No total, 89 PVHIV em uso da TARV (fumarato de tenofovir
desoproxila + lamivudina e dolutegravir sédico) por mais de sete semanas
atendidas no HUB, portanto elegiveis, participaram do estudo. Dez (11,2%)
eram pessoas gque passaram por outros esquemas terapéuticos anteriores
para o tratamento do HIV, e 24 participaram da coleta de sangue para
quantificacdo do tenofovir, sendo que destas apenas duas pessoas eram

experimentadas com outras TARV (Figura 18).
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Figura 18. Fluxograma dos participantes da pesquisa.

As PVHIV tinham de 19 a 67 anos (mediana de 31,5 anos), a maioria
homens (92,2%). Apenas quatro tinham mais que 50 anos, sendo dois com
mais de 60 anos. Cerca de 30% residia na regido leste do Distrito Federal e
13,5% residia no entorno (Tabela 5).

A informacdo sobre o peso das PVHIV s6 estava disponivel em 61
prontuarios, dos quais apenas 53 tinha informacgéo sobre altura. A maioria
dos 53 individuos apresentou indice de massa corporal (IMC) considerado
normal (entre 18,5 e 24,9, segundo as Diretrizes Brasileiras de Obesidade
2009/2010 (ABESO, 2019), embora 12 individuos tenham apresentado
sobrepeso (IMC = 25) e seis eram obesos (IMC > 30). Nao houve diferenca
entre os parametros sociodemograficos entre os individuos que coletaram
amostras de sangue para determinagéo de tenofovir e o total dos individuos

elegiveis (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas sociodemograficas das PVHIV elegiveis para o
estudo de avaliacdo da concentracdo plasmatica de tenofovir atendidas no
HUB/UNB.

Elegiveis Coletaram N&o coletaram

Variaveis
1avel (n=89) sangue? (n=24) sangue (n=65)

Idade (anos)
Média + desvio padrdo 32,8 +9,6 33,7+8,7 32,5+9,9
Mediana (faixa) 31,5 (19-67) 31,5 (23-55) 31,0 (19-67)
Sexo n (%)

Masculino 82 (92,2) 23 (95,8) 59 (90,9)
Feminino 7(7,8) 1(4,2) 6(9,1)

IMC, n=53 24,6 + 3,8 24,4 + 3,6 24,1 +4,3

Procedéncia (DF) n (%)°

Norte 7 (8,0) 4 (16,7) 3(4,7)

Centro-Norte 12 (13,6) 2(8,3) 10 (15,6)
sul  5(5,7) 1(4,2) 4 (6,3)
Centro-Sul 7 (8,0) 3(12,5) 4 (6,3)
Sudoeste 12 (13,6) 3 (12,5) 9 (14,1)

Leste 24 (27,3) 9 (37.5) 15 (23,4)
Oeste 9 (10,2) 1(4,2) 8 (12,5)

Entorno 12 (13,6) 1(4,2) 1 (@2

? Para determinac&o de tenofovir; ° Faltava dados de procedéncia para um dos participantes
IMC = indice de massa corpérea. DF = Distrito Federal. Ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos de acordo com o teste de Fisher para varidvel sexo, teste qui-quadrado
para procedéncia e teste de Mann Whitney para idade e IMC.

Quanto as variaveis clinicas, a carga viral no inicio do tratamento com
a TARV era maior que 1000 copias em cerca de 80% das PVHIV. As
pessoas que apresentaram carga viral indetectavel antes de iniciar o
tratamento ja haviam recebido tratamento com outro esquema antirretroviral.
ApoOs cerca de trés meses de tratamento, mais de 90% das PVHIV
apresentou carga viral indetectavel. No grupo de PVHIV elegiveis que néo
coletou amostras de sangue, observa-se porcentagem de resposta inferior

aos demais grupos, mas que nao foi estatisticamente significativo (Tabela 6).
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A maioria das PVHIV apresentou valores altos de T CD4+, com
meédia acima do limite da normalidade (500 copias/mL sangue) (Tabela 6).
No grupo que coletou sangue para determinacédo de tenofovir, a média de T
CD4+ antes do inicio do tratamento foi ligeiramente inferior aos valores de
referéncia, mas nédo houve diferenca significativa entre os grupos. No
entanto percebeu-se um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) no
grupo de pessoas elegiveis e no grupo de pessoas que participaram da
coleta de sangue em relacdo ao inicio do tratamento, ou seja, em ambos os
grupos houve aumento de T CD4+ apds trés meses de tratamento. No grupo
de pessoas que ndo colheram sangue, observou-se também uma tendéncia
(p=0.0512) para esse aumento (Tabela 6 e Figura 19).

Valores individuais de idade, sexo, peso, IMC, T CD4+, dosagem de
creatinina sérica e depuracao de creatinina estimada para cada PVHIV estdo

no Apéndice 1.
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Tabela 6. Dados clinicos de controle do HIV antes do inicio do tratamento e
apos aproximadamente trés meses. Carga viral em coépias/mL plasma; T
CD4+ em células/mm? sangue.

Coletaram N&o coletaram

Variaveis Elegiveis a
sangue sangue

CVir antes do tratamento n (%)
>1000 62 (83,8)* 16 (84,2%)* 46 (83,6)*
Entre 40 e 1000 5 (6,8) 1 (5,3%) 4 (7,3%)
Indetectavel <40 7 (9,5)* 2 (10,5%)* 5 (9,1%)*
CVir ap6s inicio do tratamento®
>1000 1 (1,5* 0 (0)* 1(2,2)*
Entre 40 e 1000 5 (7,5) 1(4,8) 4 (8,7)
Indetectavel/ <40 61 (91)* 20 (95,2)* 41 (89,1)*

T CD4+ antes do tratamento
541,2 + 408,6* 488,5 + 404,6* 561,5 + 412,2*

(média = DP)
T CD4+< 250 n (%) 18 (25,0) 7 (35) 11 (21,2)
T CD4+entre 250 e 500 n (%) 19 (26,4) 4 (20) 15 (28,8)
T CD4+ >500 n (%) 35 (48,6) 9 (45) 26 (50,0)

T CD4+ apds inicio de

Cr 21 638,0 + 364,8* 681,3 + 402,3* 615,7 + 347,8*
tratamento”(média = DP)

T CD4+<250n (%) 10 (17,9) 5 (26,3) 5 (13,5)
T CD4+ entre 250 e 500 n (%) 10 (17,9) 2 (10,5) 8 (21,6)
T CD4+ >500 n (%) 36 (64,3) 12 (63,2) 24 (64,9)

?Para determinacéo de tenofovir; ° 116,4 + 111,9 dias apés o inicio de uso da TARV, © 102,1
+ 69,9 dias apoés o inicio de uso da TARV.* Diferenca estatisticamente significativa p<0,05
comparando os valores na mesma coluna ao decorrer do tempo por meio do teste de
Wilcoxon pareado. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos de acordo com o teste
de qui-quadrado para carga viral e T CD4+ estratificado e teste de Mann-Whitney para T
CD4+
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Figura 19. Comparacdo da contagem de leucdcitos T CD4+ (CD4+) basal e
apos aproximadamente trés meses em todas as pessoas elegiveis, em
células/mm® sangue (A), grupo que colheram sangue para determinar
tenofovir (B) e grupo de pessoas que ndo colheram sangue (C). Valores de p
< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos (Teste de Wilcoxon
pareado).

Quanto a funcao renal, ndo houve diferenca entre a creatinina sérica
e depuracdo de creatinina estimada antes do inicio do tratamento entre os
grupos elegiveis e 0os que coletaram amostras de sangue para determinacao
de tenofovir. Antes do inicio do tratamento, 2,6% das pessoas apresentavam
creatinina sérica acima dos valores de referéncia (1,2 mg/dL). Esse numero
aumentou para 24% ap0s trés meses de tratamento e se manteve com seis
meses de tratamento. Esse aumento é estatisticamente significativo em
todos os grupos quando comparado a creatinina basal e apos trés meses de
tratamento e apdés seis meses de tratamento, mas ndo houve diferenca
guando comparado os valores de trés e seis meses de tratamento (Tabela 7
e Figura 20).
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Tabela 7. Valores da média e desvio padrdo de creatinina sérica (mg/dL) e
depuracéo de creatinina (CICr; mL/min/1,73m?) antes do inicio do tratamento
e apos aproximadamente trés e seis meses de tratamento.

Variaveis Elegiveis Coletaram N&o coletaram
sangue sangue
Creatinina basal (n=76) 0,97 £0,19* 0,96 + 0,21* 0,97 £ 0,19*
Creatinina 1% (n=78) 1,13+ 0,2* 1,11 £ 0,23* 1,13 +0,19*
Creatinina 2° (n=37) 1,14+0,2 1,15+0,17 1,13+0,22
Valordep <0,0001 0,005 <0,0001
CICr basal (n=53) 114,3+ 31,7 115,9 + 37,4* 113,5 + 29,0*
CICr 1% (n=54) 97,4 £27,6* 98,4 + 38,9* 97,0 £ 21,9*
CICr 2° (n=27) 95,5+22,0 99,1 + 30,6 93,4+15,8
Valor de p 0,0006 0,004 0,006

?106,8 + 85,9 dias de tratamento, "240,9 + 139,4 de tratamento. *O valor de p corresponde
ao teste estatistico de Wicoxon pareado comparando a creatinina basal e a creatinina 1
apos inicio do tratamento.

Apenas 11% dos participantes elegiveis para o0 estudo
apresentavam depuracdo de creatinina basal inferior aos valores de
referéncia (homem: 85 mL/min/1,73m? e mulher: 75 mL/min/1,73m?). Esse
valor aumentou para 31% dos participantes apods trés meses de tratamento e
se manteve com seis meses. Esse aumento € estatisticamente significativo
guando comparada a depuracdo de creatinina basal e apés trés meses de
tratamento e apds seis meses de tratamento no grupo com todos
participantes elegiveis para o estudo e no grupo de pessoas que hao
coletaram sangue, mas ndo houve diferenca quando comparado os valores
de trés e seis meses de tratamento e quando comparamos cada grupo no

mesmo tempo de tratamento (creatinina basal, 1 e 2) (Tabela 7 e Figura 21).
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Figura 20. Comparacédo da creatinina basal e ap0s aproximadamente trés
meses em todas as pessoas elegiveis (A), grupo que colheu sangue para
determinar tenofovir (B) e grupo de pessoas que nao colheram sangue (C).
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos
(Teste de Wilcoxon pareado).
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Figura 21. Comparacdo da depuracdo de creatinina (CICr) basal e ap6és
aproximadamente trés meses em todas as pessoas elegiveis (A), grupo que
colheu sangue para determinar tenofovir (B) e grupo de pessoas que néo
colneram sangue (C). Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos (Teste de Wilcoxon pareado).
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4. Quantificacdo plasmética de tenofovir

As concentracbes médias de tenofovir diminuiram em funcédo do
intervalo entre a Ultima dose e a coleta de sangue (Tabela 8 e Figura 22).
Valores individuais de tenofovir plasmatico estdo no Apéndice 1.

Tabela 8. Valores de concentracdo plasmatica de tenofovir conforme o
tempo de ingestdo do medicamento, média + desvio padrao.

Variaveis Grupo 1 (n=6) Grupo 2 (n=8) Grupo 3 (n=10)
Concentragao (ng/mL) 65,0 £ 11,7 51,6 £21,8 31,56+£225
Tempo apos ingestao (h) 56+1,1 9,0+1,3 20,6 £4,2
Tempo de uso (dias) 239 £ 214 128 + 93 221 +£172

Grupo 1 =4 a 7h apés a ultima dose, Grupo 2 = 7,1 a 11h apés a ultima dose, Grupo 3= 15
a 28h apo6s a ultima dose

As variaveis testadas para correlacbes com as concentracdes
plasmaticas de tenofovir entre o0s grupos e total de pessoas sao
apresentadas na Tabela 9. A correlagdo entre a concentracdo plasmatica de
tenofovir e a depuracdo de creatinina da coleta 1 (apds aproximadamente
trés meses de tratamento) do grupo 2 foi positiva e significativa (r=0,79;
p=0,036). Também foi observada correlacao positiva e significativa (r=0,85;
p=0,003) entre valores de T CD4+ e concentra¢do plasmatica de tenofovir no
grupo que coletou sangue entre 4 e 7 horas apés a ultima dose. No entanto,
correlacdo negativa entre concentracdo plasmatica e T CD4+ foi observada
para o grupo que coletou sangue apés 15 a 28 horas ap0s a ultima dose (r=-
0,54; p=0,03) (Tabela 9). As demais correlagbes entre a concentracédo de
tenofovir plasmatica considerando os grupos e idade, peso, IMC, CD4 e CICr

antes e apos o inicio do tratamento néo foram significativas.
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Tabela 9. Dados clinicos e concentracdo plasmatica de tenofovir em PVHIV
atendidas no HUB conforme o tempo de ingestdo do medicamento, médias *
desvio padréo.

Variaveis Total (n=24) Grupo 1 Grupo 2 Grupos

(n=6) (n=8) (n=10)
Idade (anos) 33,7 +£8,7 315+6,8 343+95 346%95
IMC (kg/m?) 241+43 253+06 261+57 241+37
T CD4%+ basal 488,5 + 404,6 625,8 +£449,7 621,8 + 437,0 238,1 £ 219,8

T CD4%+ Coleta 1¥ 681,3 + 402,3 786,2 + 478,2 807,4 +418,3 552,9 + 356,2

Creatinina” basal  0,96+0,21 0,86+0,11 0,96 +0,15 1,02+ 0,28

Creatinina®1* 1,11+0,23 1,02+0,19 1,11+0,27 1,16 +0,22
Creatinina® 2** 1,15+0,17 1,10+0,27 1,10+x0,16 1,22+0,18
CICr° basal 1159+37,4 d 119,6 £+49,1 105,6 + 23,4
CICr 1* 98,4 + 38,9 d 102,7 £55,9 91,0 +16,6
CICr® 2** 99,1 + 30,6 d 107,9+46,1 855%+9,9

a. célulassmm® sangue; b. mg/dL; c. mL/min/1,73m*; d. dado disponivel
somente para dois individuos “102,1 + 69,9 dias apds o inicio de uso da
TARV *106,8 + 85,9 dias de tratamento, **240,9 + 139,4 de tratamento.
Grupo 1 = 4 a 7h apés a ultima dose, Grupo 2 = 7,1 a 11h ap6s a ultima
dose, Grupo 3= 15 a 28h ap06s a ultima dose
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Figura 22. Analise de dispersdo das concentracdes de tenofovir em PVHIV
atendidas no HUB-UNB. Cada ponto representa um individuo diferente. LN =
logaritmo de base natural (e).
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VI. Discussao

Neste estudo apresentamos informacdes sobre a concentracdo
plasmatica de tenofovir em PVHIV em uso da TARV contendo fumarato de
tenofovir desoproxila + lamivudina e dolutegravir sédico e dados clinicos
sobre a fungédo renal. As principais contribuicbes deste trabalho foram a
validacdo de método laboratorial para quantificar tenofovir em amostra
bioldgica, os achados de diminuicdo da funcao renal apos aproximadamente
trés meses de tratamento e os valores das concentracdes plasméticas de
tenofovir em esquema de TARV contendo dolutegravir. De fato, hd poucos
estudos abordando o mesmo tema com a populacdo brasileira sobre o
esquema de TARV de primeira linha, tendo em vista 0 uso muito recente de
dolutegravir.

O método para quantificacdo de tenofovir em plasma humano,
usando LC-MS/MS foi validado obedecendo aos critérios da Resolugdo RDC
n° 166, de 24 de julho de 2017. O método apresentou precisdo, exatidao,
seletividade, linearidade, efeito matriz, com LOQ aceitavel para o fim
proposto, menor que os descritos em outros estudos (Tabela 2), sendo
aplicavel para pessoas com baixa adesdo ao tratamento. O método de
extracdo com a precipitacdo de proteinas com acetonitrila € simples, e
facilmente aplicavel em qualquer laboratério, suficiente para dar seletividade
a quantificacdo no LC-MS/MS, sendo também usado pela maioria dos outros
autores. A eluicao isocratica, também utilizada em outros estudos, diminui o
tempo de corrida e consequentemente reduz gastos.

As caracteristicas sociodemograficas dos usuéarios de TARV do
presente estudo sdo semelhantes aos dados epidemiolégicos ja descritos
para essa populacao, que é constituida majoritariamente de homens, adultos
jovens e ainda sem sinais de comprometimento do sistema imune ou do
peso corporal — caracteristicas observadas nos casos mais avancados da

doenca. Esse perfil reflete as mudancas que ocorreram nos ultimos anos
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desde o advento da epidemia de HIV (RYOM, et al., 2013; NISHIJIMA et al.,
2015; MOCROFT et al., 2016).

No total, 89 PVHIV foram elegiveis para o estudo, porém somente
24 forneceram amostras de sangue para andlise de tenofovir. Além de
dificuldades no contexto da assisténcia, uma vez que a pesquisa procurou
ndo interferir no atendimento, outros motivos de recusa da coleta foram
observados. No esclarecimento sobre o estudo, antes da explicacdo do
TCLE, foi mencionado que a partir dos resultados seria possivel inferir se os
medicamentos estavam sendo tomados corretamente, o que pode ter inibido
algumas PVHIV a fornecerem as amostras. Adicionalmente, pessoas que
residiam mais distantes do hospital, como no entorno do DF, apresentaram
menor taxa de comparecimento para a coleta de sangue para o estudo.

Os dados sociodemograficos e clinicos entres as pessoas que
tiveram o sangue coletado e as que néo o tiveram foram semelhantes, mas
agueles que ndo doaram o sangue tiveram um percentual de resposta ao
tratamento ligeiramente menor (carga viral e T CD4+), porém ndo chegando
a apresentar significancia no teste estatistico (p= 0,0512), o que pode indicar
menor adeséo ao tratamento.

No geral, foi observada resposta adequada a TARV, evidenciado
pela diminuicdo da carga viral em torno de 90 dias de tratamento, chegando
a mais de 90% dos participantes com carga viral indetectavel. Também foi
observado aumento estatisticamente significativo de T CD4+, com excecéo
do grupo que nao participou da coleta de sangue (p=0,0512). Esses dados
confirmam os ensaios clinicos que justificaram a inclusdo de dolutegravir em
combinacdo com fumarato de tenofovir desoproxila e lamivudina como
esquema de primeira linha no Brasil, sendo mais eficaz e com menos efeitos
adversos (BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017hb).

Outro dado relevante deste trabalho se refere ao aumento dos niveis
de creatinina sérica e consequente diminuicdo da depuracdo de creatinina,
com diferenca estatistica apos cerca de 90 dias de tratamento. Deve-se
ressaltar que tendo em vista o desenho do estudo podem existir outros

fatores fisioldgicos, doencas ou sinergismo com outros medicamentos que
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possam ter contribuido para diminuicdo da funcdo renal. Gandhi et al. (2016)
também observaram que a depuracéo de creatinina diminui com o inicio do
uso de tenofovir. No entanto, levantamento anterior realizado com PVHIV
atendidos no HUB-UNB que iniciaram a TARV vigente a época (fumarato de
tenofovir desoproxila + lamivudina + efavirenz) ndo observou diminuicido
significativa da depuracdo de creatinina no inicio do tratamento, embora
alguns individuos tenham apresentado niveis de creatina sérica elevada
apos aproximadamente seis meses (FAGUNDES, 2016).

Gandhi et al. (2016) também mostraram uma relagéo entre o declinio
da depuracéo de creatinina e a idade, o que néo foi observado no presente
estudo devido ao pequeno numero de individuos mais velhos. Nishijima et al.
(2015), em estudo com 703 PVHIV em Toquio, observaram que a TFGe
teve diminuicdo de mais de 10 ml/min/1,73 m? apés inicio do tratamento e
gue 89% das pessoas tiveram um delta negativo, ou seja, tiveram a TFGe
reduzida e destes, 126 (20,2%) apresentaram valores abaixo do limite da
normalidade (60 ml/min/1,73 m?). Dados similares foram encontrados no
presente estudo, embora usando depuracdo de creatinina em vez de
filtracdo glomerular para avaliar a funcao renal. Cerca de 80% das PVHIV
tiveram delta negativo de depuracdo de creatinina estimada, e 31%
apresentaram valores abaixo dos valores de referéncia.

Em outro estudo semelhante, Wanga et al. (2015) analisaram os
dados da depuracgéo de creatinina durante os primeiros seis meses de TARV
contendo fumarato de tenofovir desoproxila + emtricitabina e relatam
discretas alterac6es da depuracdo renal quando comparada ao valor basal.
Os valores variaram de -0,5 mL/min com intervalo variando de -10,7 a
+10,8, sem diferenga significativa. Ao contrario, nosso estudo encontrou
como valor médio dessa mudanca em menos tempo, cerca de 90 dias, de -
16,24 mL/min/1,73m? tendo valores variando de -4523 a +20,17 sendo
estatisticamente significativa essa alteracgéo.

N&o foi observada neste estudo relacédo de concentracdo plasmatica
de tenofovir e depuragéo de creatinina quando considerados todas as PVHIV

que coletaram sangue, mas a relacdo foi significativa para aqueles que
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coletaram sangue 7,1 a 11 horas apds a ultima dose. No entanto, essa
analise ndo apresentou o resultado esperado, pois foi prejudicada pelo
pequeno numero de participantes e pela impossibilidade de padronizar o
horario de coleta apds a ingestdo do medicamento.

Gandhi et al. (2016) relataram uma relagdo entre concentracdes
mais altas de tenofovir e emtricitabina em amostras de cabelo com maiores
declinios da funcéo renal. Esse achado foi corroborado por Havens et al.
(2013) que também encontraram uma correlacdo negativa entre as
concentracdes plasmaticas de tenofovir e a TFGe (r = -0,29; p= 0,002).

Em um estudo de coorte conduzido na Europa, Estados Unidos e
Australia, Mocroft et al. (2016) mostraram que em dois anos, 0,11% das
pessoas em uso de TARV contendo fumarato de tenofovir desoproxila
tiveram doenca renal cronica, percentual que aumentou para 0,49% pos
cinco anos e para 1,46% ap0s oito anos. No presente estudo, mais de 30%
dos participantes ja apresentavam depuracao de creatinina estimada abaixo
dos valores de referéncia apés trés meses, 0 que € preocupante.

De fato, j& existem alternativas mais seguras para o uso de fumarato
de tenofovir desoproxila. Mocroft et al. (2016) relatam que dados do novo
pré-farmaco do tenofovir, o tenofovir alafenamida, tem risco menor de leséo
renal que o fumarato de tenofovir desoproxila, mas ainda sdo necessarios
estudos com acompanhamento em longo prazo. Além disso, deve-se
destacar o impacto sobre o custo do tratamento da inclusdo de novo
medicamento no pais, tendo em vista que o programa brasileiro de
tratamento do HIV é totalmente subsidiado pelo governo federal.

Poizot-Martin et al. (2013) analisaram tenofovir no vale de 163
PVHIV e mostraram que as concentragdes apresentavam baixa variabilidade
intrapessoal ap6s steady state, sendo possivel extrapolar a realidade
cotidiana da concentragdo nesse periodo logo antes da ingestdo de outra
dose. Isso confirma que uma uUnica quantificacdo € suficiente para medir de
forma confiavel a concentracdo de tenofovir, conforme utilizado neste

estudo.
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O trabalho de Poizot-Martin (2013) incluiu pessoas jovens (de 11,3 a
21,1 anos), onde a concentracao esperada de tenofovir no plasma seria um
pouco maior devido a aumento da dose relativa, e encontrou uma faixa de
concentragdo de tenofovir no vale de 61-135 ng/mL. Estes autores
concluiram que pessoas com concentracdo plasmatica de tenofovir no vale
maior que 90 ng/mL tém risco maior de ter insuficiéncia renal, principalmente
mulheres e individuos mais velhos (POIZOT-MARTIN et al. 2013). No
entanto, no nosso estudo encontramos concentracfes de 31,5 £ 22,5 ng/mL
no vale, abaixo desse valor.

Embora varios estudos estejam disponiveis na literatura avaliando a
funcado renal dos participantes quando em uso de TARV contendo fumarato
de tenofovir desoproxila, ndo foram encontrados estudos que avaliassem
PVHIV com a TARYV atual usada no Brasil (fumarato de tenofovir desoproxila
+ lamivudina e dolutegravir sodico). Daar et al. (2011) observaram que
diferentes TARV apresentam diferentes desfechos para a depuracdo de
creatinina, sendo que a comparacéo de dois esquemas de TARV constituida
de fumarato de tenofovir desoproxila, emtricitabina e atazanavir + ritonavir, e
fumarato de tenofovir desoproxila + emtricitabina e efavirenz apresentou
diferencas nas concentracdes plasmaticas de tenofovir (DAAR et al., 2011).

Nossos resultados de concentracbes de tenofovir no plasma
apresentaram valores mais baixos quando comparados aqueles encontrados
no estudo de farmacocinética de Baheti et al. (2011) envolvendo 55 pessoas
(BAHETI et al., 2011). No entanto, nesse trabalho houve uso de
lopinavir/ritonavir ou atazanavir/ritonavir, farmacos que podem aumentar as
concentragdes de tenofovir entre 22 e 32% (GOICOECHEA, 2008).

Tendo em vista os efeitos renais do tenofovir e a possivel relacao
com as concentracdes plasmaticas, o uso do método de determinacéo
validado neste estudo poderd contribuir para identificar precocemente
individuos que podem apresentar efeitos renais mais pronunciados. Outra
aplicacdo do uso da concentracdo plasmatica de farmacos se refere a
adesdo ao tratamento, ja que as ferramentas mais usuais para monitorar a

adesdo, como autorrelato, contagem de comprimidos e visitas domiciliares,
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apresentam limitacdes. Cressey et al. (2017) propds um protocolo para
validacdo de método de quantificacdo de tenofovir na pré-dose como
alternativa para monitorar a adesao.

Este estudo tem algumas limitacdes que devem ser mencionadas. O
uso de dados secundarios retrospectivos, especialmente de parametros
clinicos causou algumas lacunas, como falta de dados de peso corporeo e
dosagem de creatinina sérica, que limitaram as analises de alteracdo da
creatinina sérica e da depuracédo de creatinina estimada. Como se trata de
uma amostra de conveniéncia, o numero de pessoas que concordaram com
a coleta de sangue foi limitada (27% dos participantes), e ndo foi possivel
coletar o0 sangue de todos os participantes no momento ideal para essa
analise, o vale da concentracdo plasmatica de tenofovir logo antes da
ingesté@o da préxima dose da TARV. Finalmente, o método foi validado para
quantificacdo de apenas um dos trés farmacos que constituem a TARV
utilizada como primeira linha no Brasil, tendo em vista que néo foi possivel

obter padrédo de dolutegravir sddico.
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VIl. CONCLUSAO

A populagdo de PVHIV em uso de TARYV incluida neste estudo era
constituida predominantemente de homens, com mediana de idade de 31,5
(19-67) anos, com indice de massa corporal normal ou sobrepeso,
provenientes da regido leste do Distrito Federal com média de T CD4+
dentro dos valores de normalidade.

Os valores de creatinina sérica e da depuracao de creatina estimada
das PVHIV em uso de TARV contendo fumarato de tenofovir desoproxila +
lamivudina e dolutegravir sddico indicaram diminuicdo da funcéo renal apés
aproximadamente trés e seis meses de tratamento, correspondendo a 24%
de valores de creatinina acima dos valores de referéncia e 31% de valores
de depuracéao de creatina estimada abaixo da normalidade.

O método desenvolvido e validado para quantificacdo de tenofovir
mostrou-se simples, rapido e adequado para o estudo das concentracdes
plasmaticas em PVHIV.

As concentracdes plasmaticas de tenofovir variaram em funcéo do
tempo entre a Ultima dose e a coleta, e foi possivel estabelecer valores de
referéncia para utilizacdo em estudos futuros considerando o esquema de
TARYV de primeira linha vigente no Brasil.

Apesar de todos os avangos no tratamento da infeccdo pelo HIV,
ainda ha muitos desafios a serem enfrentados para que tratamentos cada
vez mais efetivos e seguros possam ser disponibilizados em larga escala
para a populacdo. Desta forma, os dados epidemiolégicos sobre a fungéo
renal de PVIH em uso do esquema de primeira linha no Brasil devem ser
cuidadosamente avaliados e o método de quantificacdo de tenofovir no
plasma, desenvolvido neste trabalho, pode contribuir para tornar o uso

desses medicamentos mais seguros.
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APENDICE 1: Dados clinicos dos participantes da pesquisa
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Voluntarios | Sexo | Idade | Peso (kg) | IMC | CD4 basal | CD4 p6s-TARV | Creatinina Basal Creatina p6s-TARV | CICr basal | CICr p6s-TARV | Conc. Tenofovir
1 M 28 725 1079 1 1 73,05
2 33 17 157 0,9 0,9 49,7
3 M 44 1273 1319 0,8 1,1 82,5
4 M 32 75 24,8 546 433 0,7 0,8 160,7 140,6 66,4
5 M 26 70 251 568 0,9 13 123,1 85,3 57
6 M 26 89 26,0 943 61,1
7 F 43 65 29,3 131 0,9 0,9 82,7 82,7 40,8
8 M 51 72 24,9 1026 1,1 1,3 80,9 68,5 48,9
9 M 26 64,2 1313 1154 1,2 15 84,7 67,8 27,25
10 M 38 103 30,8 661 990 1 145,9 29,49
11 M 36 70 21,6 127 223 0,9 1 112,3 101,1 50,4
12 M 23 70 22,9 351 0,9 1,3 126,4 87,5 112,7
13 M 29 103 34,8 935 1154 0,7 0,7 226,8 226,8 59,2
14 M 28 60 18,7 430 516 0,96 11 97,2 84,8 44
15 M 33 79 25,8 269 561 0,8 1,1 146,8 106,7 25,89
16 M 31 66 21,1 9 121 1,1 1,1 90,8 90,8 43,6
17 M 24 1150 0,9 1 30,69
18 M 30 795 11 19,65
19 M 42 68 21,5 52 192 0,9 1,2 102,8 77,1 37,2

20 M 38 88 30,4 669 593 1,1 1,3 113,3 95,9 40,2
21 M 55 96,5 28,2 239 1,7 1,37 67,0 83,2 19,78
22 M 40 71 22,4 301 429 0,8 1 123,3 98,6 30,07
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Voluntarios | Sexo | Idade | Peso (kg) | IMC | CD4 basal | CD4 p6s-TARV | Creatinina Basal Creatina p6s-TARV | CICr basal | CICr p6s-TARV | Conc. Tenofovir
23 M 30 65 23,9 128 203 1 1,6 99,3 62,1 41,2
24 M 23 56 19,8 932 0,9 0,8 101,1 113,8 29,61
25 M 37 75 26,6 268 338 1,1 1,2 97,5 89,4
26 M 25 82 24,5 908 943 1,2 1,5 109,1 87,3
27 F 35 86 561 576 0,75 1,1 142,1 96,9
28 M 22 72 630,8 768 1,1 1,2 107,3 98,3
29 M 35 76 26,9 951 1104
30 M 24 82,6 25,2 342 0,7 0,9 190,1 1479
31 M 32 87 29,8 488 1,3 100,4
32 M 38 468 1 1
33 M 36 64 21,1 364 437 1,1 1,1 84,0 84,0
34 M 46 80 23,1 1328 1 1,4 104,4 74,6
35 M 22 74 23,4 581 1 1,1 121,3 110,3
36 M 24 68 21,7 1415 0,8 1,1 136,9 99,6
37 M 42 67,3 285 498 1 1 91,6 91,6
38 M 34 72 23,5 537 593 1,1 96,4
39 M 25 65 22,8 620 0,56 185,4
40 M 24 71,5 593 1,1 104,7
41 M 38 2218 1,2
42 M 33 1,1 0,9
43 F 40 68 23,0 90 1,1 1,4 73,0 57,3
44 M 32 688 1,4
45 M 24 70 20,5 200 376 1 1,1 112,8 102,5
46 F 46 59 475 558 0,7 0,9 93,5 72,7
47 M 23 1007 1007 0,9 1,2
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Voluntarios | Sexo | Idade | Peso (kg) | IMC | CD4 basal | CD4 p6s-TARV | Creatinina Basal Creatina p6s-TARV | CICr basal | CICr p6s-TARV | Conc. Tenofovir
48 M 19 72 23,0 524 1,2 1 100,8 121,0
49 25 75 24,8 700 1,1 1,1 108,9 108,9
50 M 42 90 30,8 309 580 0,9 1,1 136,1 1114
51 M 28 80 26,4 541 778 1,1 1,2 113,1 103,7
52 M 23 67 20,5 934 1,1 99,0
53 M 26 117,5 32,5 210 755 1 11 186,0 169,1
54 M 21 83 24,8 290 1,1 15 124,7 91,5
55 M 30 923 0,9 1
56 M 21 377 1
57 M 24 1,1
58 M 23 61 84 277 1,4 70,8
59 M 41 54 321 0,7 1,1
60 M 38 22 145 1 1,3
61 M 25 85 26,2 808 1,1 1,3 123,4 104,4
62 M 47 65 22,5 485 581 1 1,2 84,0 70,0
63 M 43 64 21,9 349 621 0,9 1,1 95,8 78,4
64 M 21 75 23,1 359 0,8 1,1 154,9 112,7
65 M 32 0,95 1,2
66 M 22 569 1,1 1,2
67 M 35 1013 0,9 1,2
68 F 67 883 0,4 0,4
69 M 49 75 23,7 417 0,8 1,2 118,5 79,0
70 M 46 942 0,8 1,1
71 M 33 287 558 1,2 1,1
72 M 32 72 22,7 43 84 1 1,2 108,0 90,0
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Voluntarios | Sexo | Idade | Peso (kg) | IMC | CD4 basal | CD4 p6s-TARV | Creatinina Basal Creatina p6s-TARV | CICr basal | CICr p6s-TARV | Conc. Tenofovir
73 F 36 75 27,5 1100 1038 1,2 1,1 76,7 83,7
74 M 48 575 522 0,8 1
75 F 38 708 0,7 0,8
76 M 24 51 18,3 707 0,9 1 91,3 82,2
77 M 26 17 91 1,3 0,9
78 M 41 59 23,3 460 0,9 90,1
79 M 30
80 M 28 76 24,8 551 1,1 107,5
81 M 25 1371 1787 0,7
82 M 24 53,1 17,9 206 211 1 1 85,6 85,6
83 M 62 1
84 M 27 82,7 145 200 1,2 1,3 108,2 99,8
85 M 30 232 557 0,9 1,2
86 M 36 73 887 0,9 117,2
87 M 25 62 20,0 1,2 82,5
88 M 27 94,5 32,3 700 1,3 1,4 114,1 105,9
89 M 26 83 29,8 656 887 1,1 1 119,5 131,4
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APENDICE 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Projeto: CUIDADO FARMACEUTICO PARA PESSOAS QUE VIVEM COM HIV (PVHIV) NA
FARMACIA ESCOLA UNB

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
Cuidado farmacéutico para pessoas que vivem com HIV (PVH) na farmacia escola UnB/HUB,
sob a responsabilidade das pesquisadoras Maria Inés de Toledo e Noémia U.T. Ledo, com a
participacdo do aluno Ringo Star Fernandes Guimardes. Esta parte do projeto tem como
objetivo verificar a quantidade do medicamento tenofovir no seu sangue.

O objetivo desta pesquisa é analisar o servico do cuidado farmacéutico para
pessoas que vivem com HIV (PVH) na Farmacia Escola HUB/UNB/EBSERH.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessdrios antes e no decorrer
da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecerd sendo mantido o mais
rigoroso sigilo pela omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participacdo se dard por meio de resposta a um questionario sobre o uso dos
medicamentos e coleta de uma pequena quantidade (3,5 mL) do seu sangue realizada
durante exames de rotina com um tempo estimado de no maximo 5 minutos a mais do
tempo usualmente gasto na sua rotina dentro do hospital para sua realizacao.

A pesquisa traz poucos riscos ao senhor(a), tais como, 1) pequeno gasto
adicional de tempo ja que as atividades serdo realizadas em conjunto com os seus
exames de rotina, 2) risco normal da coleta de sangue que serd realizada por
técnico treinado em coleta de rotina, 3) identificar possiveis falhas na adesdo ao
tratamento pois sera possivel saber se o(a) senhor(a) ndo estiver ingerindo os
comprimidos. Se o(a) senhor(a) aceitar participar, estara contribuindo para avaliar
os servicos clinicos farmacéuticos da Farmdacia Escola.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a participar de qualquer procedimento ou
responder qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de
participar da pesquisa em qualguer momento sem nenhum prejuizo para o(a)
senhor(a) ou alteracdo no seu atendimento no HUB. Sua participacdo é voluntaria,
isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracao.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na
pesquisa, o senhor (a) poderd buscar ser indenizado(a), bem como ser ressarcido(a)
de despesas adicionais decorrentes de sua participacdo na pesquisa, obedecendo-se
as disposicdes legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados, sem identificacdo dos usudrios,
no Nucleo de Medicina Tropical na Universidade de Brasilia podendo ser publicados
posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados somente para esta pesquisa e
ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apds isso serdo
destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Ringo Star Fernandes Guimaraes, no Laboratério de Toxicologia, no

Hospital Universitario de Brasilia (61) 3448.5000 SGAN 605, Av. L2 Norte Brasilia / DF. Cep: 70.830-
200

Rubricas
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telefone (61) 998593369, disponivel inclusive para ligacdo a cobrar, ou para a Profa.
Noémia na Farmdcia Escola (Fone (61) 2028-5018). O contato pode ser feito
também por email: ringo_star_2005@hotmail.com

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por profissionais
de diferentes areas cuja funcdo é defender os interesses dos participantes da pesquisa em
sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrées éticos. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante
da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail
cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e
de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de
Ciéncias da Saude, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o(a)
Senhor (a).

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura

Brasilia, __ de de

Hospital Universitario de Brasilia (61) 3448.5000 SGAN 605, Av. L2 Norte Brasilia / DF. Cep: 70.830-
200

Rubricas
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: CUIDADO FARMACEUTICO PARA PESSOAS QUE VIVEM COM HIV (PVHIV) NA
FARMACIA ESCOLA UNB

Pesquisador: NOEMIA URRUTH LEAO TAVARES
Area Temética:

Verséo: 5

CAAE: 85133418.0.0000.0030

Instituicdo Proponente: FACULDADE DE SAUDE - FS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.133.545

Apresentacédo do Projeto:

"O presente projeto sera desenvolvido em etapas com diferentes estratégias metodolégicas e desenhos
guantitativo e qualitativo de acordo com os objetivos do estudo, a saber: 1) Elaboracédo e validacdo do
Protocolo de Dispensacédo de TARV e validacao do instrumento de acompanhamento farmacoterapéutico.
Para validagdo dos instrumentos, serdo realizadas oficinas com a equipe da farmacia escola e equipe
interdisciplinar e multiprofissional, utilizando a técnica de consenso grupo nominal e posteriormente um
consenso com especialistas na area de servicos farmacéuticos clinicos utilizando o método Delphi. 2)
Coorte Clinica: Estudo observacional, sera realizada uma coorte clinica retrospectiva onde serdo analisados
os dados de pacientes que iniciaram TARYV entre novembro de 2017 e maio de 2018 em acompanhamento
farmacoterapéutico por seis meses na unidade (novembro de 2017 a outubro de 2018). Os dados seréo
extraidos do banco de dados do servico, em novembro de 2018 de forma retrospectiva.”

"Metodologia Proposta: O presente projeto serd desenvolvido na Farmécia Escola (FE) da Universidade de
Brasilia (UNB), farmacia comunitaria ambulatorial vinculada ao Hospital Universitario de Brasilia. O presente
projeto sera desenvolvido em etapas com diferentes estratégias metodoldgicas quantitativa e qualitativa de
acordo com os objetivos do estudo, a saber:1) Elaboracédo e validacdo do Protocolo de Dispensacédo de
TARVSera elaborado e validado um Protocolo de dispensacdo de medicamentos antirretrovirais, que
permitird a definicdo dos

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone:  (61)3107-1947 E-mail: cepfsunb@gmail.com
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parametros para atendimento dos usuarios de TARV e definidos critérios utilizados para a estratificagdo dos
pacientes de acordo com a necessidade da oferta de servi¢os clinicos mais complexos.2) Validagédo do
instrumento de acompanhamento farmacoterapéuticoSera realizado a validagdo do instrumento testado e
utilizado no servigo de acompanhamento farmacoterapéutico dos usuéarios de TARV pelo servi¢o.3) Coorte
Clinica:sera realizada uma coorte clinica de pacientes em acompanhamento farmacoterapéutico na
Farmacia Escola do HUB/UNB/EBSERH, cujos dados estiverem disponiveis no banco de dados do
servi¢o.O servigo de acompanhamento farmacoterapéutico realizado no servico inclui pacientes em inicio ou
mudanca de tratamento, bem como os encaminhados pela equipe multiprofissional devido a falhas
terapéuticas ou de adeséo e os triados na farmécia durante a dispensa¢do. Durante 0 acompanhamento é
realizada uma consulta de entrada (basal) e mais cinco consultas até o 6° més de tratamento apés a entrada
no servigco. No 1° e no 6° més de acompanhamento dos pacientes é aplicado o instrumento deAvaliacdo da
Qualidade de Vida da Organizacdo Mundial de Saude (versdo abreviada)(WHOQOL-bref ). Em caso de
relato de reacfes adversas, além da notificacdo no sistema Vigihosp, o algoritmo de Naranjo sera utilizado
para avaliar a causalidade.Desfechos e medidas no seguimento dos pacientes:

- A adesdo ao tratamento sera avaliada de trés formas dependendo da fonte de informacao: 1) Adeséo
autorreferida do paciente ao tratamento (avaliada pela versdo traduzida do Brief Medication Questionaire
(BMQ) (31); 2) Registro de dispensacao (Percentual de retirada de medicamentos na farméacia durante o
periodo de seguimento); 3) Avaliacdo direta através do monitoramento da concentragdo plasmética
realizada na avaliagdo da condigédo clinica (realizada ap0s a validacdo do método experimental, adaptado
Da ENEAS, PCR et al, 2014). Serdo colhidas amostras de sangue (3,5, mL) adicionais de PVHIV apés 90 de
inicio de tratamento (na mesma ocasido de coleta de exames de rotina) de pacientes que concordarem em
participar do estudo e assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

- Efetividade do tratamento TARV (resposta satisfatoria ao tratamento, entendida como a ocorrencia
simultanea, no periodo de seguimento de 1) evolucdo imunolégica favoravel,2) auséncia de hospitalizacao;
3) nado existéncia de qualquer novodiagnéstico de evidéncia de imunodeficiencia grave (aids) (17, 27).

- Qualidade de vida do paciente (instrumento deAvaliacdo da Qualidade de Vida da Organizacdo Mundial de
Saude (verséo abreviada)(WHOQOL-bref )

- Ocorréncia de Reacfes Adversas sera avaliada de trés maneiras, de acordo com sua fonte de informacéo:

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone:  (61)3107-1947 E-mail: cepfsunb@gmail.com
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1) Autorrelato: qualquer efeito ou sintoma indesejavel, relatado pelo paciente associado ao uso de TARV
durante os seguimento utilizando o algoritmo de Naranjo para avaliacao de

causalidade; 2) Registro médico: qualquer efeito ou sintoma indesejavel, registrado em prontuario, como
resultante do uso de ARV durante os primeiros 12 meses de tratamento; 3) Registro de exames laboratoriais
a partir do registro no prontuario; 4) Construcao de indicadores de monitoramento e avaliagao do servico de
cuidado farmacéutico.

Com base nos formularios e protocolo validados serdo construidos indicadores de oferta, demanda e
indicadores clinicos de monitoramento e avaliagdo do servigo implantado.”

"Critério de Inclusdo: Pacientes adultos (18 anos ou mais) que iniciaram TARV entre novembro de 2017 a
maio de 2018 em acompanhamento farmacoterapéutico na Farmécia Escola pelo periodo de seis meses."

"Critério de Exclusdo: Pacientes em acompanhamento médico da infec¢éo pelo HIV diferente do ambulatério
do HUB."

Objetivo da Pesquisa:

"Objetivo Primario:

Avaliar o processo de implantacdo do cuidado farmacéutico para pessoas que vivem com HIV (PVHIV) na
Farmacia Escola da UNB."

"Objetivo Secundario:

- Validar os instrumentos utilizados para realizacdo e registro dos servi¢os clinicos desenvolvidos na
Farmacia Escola;

- Elaborar e validar o protocolo de dispensacéo da Terapia Antirretroviral (TARV) visando a promog¢é&o do
uso racional de medicamentos e estratificagcdo de risco dos pacientes em relagdo aos problemas
relacionados a farmacoterapia;

- Analisar a efetividade dos servigos farmacéuticos clinicos em relagdo a adeséo ao tratamento, qualidade
de vida, desfechos clinicos dos pacientes atendidos, bem como monitorar as possiveis reacdes adversas ao
uso da terapia antiretroviral;

-Construir e validar indicadores e metas para o monitoramento e avaliacdo dos servigos clinicos
farmacéuticos."”

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

A presente pesquisa apresenta riscos considerados minimos, como o desconforto com o tempo gasto para a
participacdo na pesquisa, mas ndo realiza nenhuma intervencao ou modificacdo adicional nas variaveis
fisiolégicas ou psicoldgicas e sociais dos individuos que participam no estudo. A coleta de sangue para o
monitoramento plasmatico sera feita juntamente com os exames de rotina ja recomendados pelo protocolo
de tratamento. Todos os dados de pacientes e equipe serdo mantidos em sigilo e nenhum resultado sera
divulgado individualmente."

"Beneficios:
Os beneficios propostos com o projeto sdo avaliar a efetividade dos servigos clinicos farmacéuticos
implantados na Farmacia Escola e propor indicadores de monitoramento e avaliacdo dos mesmos."

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de emenda ao projeto aprovado anteriormente, com inclusdo de TCLE para a coleta de amostras
de sangue para determinacéo de tenofovir conforme ja previsto no projeto original. Segundo as autoras,
embora a coleta de sangue seja realizada no momento da coleta de exames de rotina usando a mesma
puncdo, é necessario incluir TCLE mencionando especificamente que serd avaliada a concentracédo de
tenofovir no sangue.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Documentos analisados para emissdo do presente parecer:

1- Projeto Detalhado: "Projeto_de_cuidado_com_emendamodificado.docx" em 31/01/2019
2- Modelo de TCLE: "tcleparacoletadesanguemodificado.docx” em 31/01/2019

3- Carta de resposta ao CEP: "cartarespostaparecer.doc" em 31/01/2019

Recomendagdes:
N&o se aplicam.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Analise das respostas as pendéncias apontadas no Parecer Consubstanciado No. 3.123.396:
Solicita-se:

1. Quanto ao TCLE:

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro
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1.1 Deixar claros os riscos envolvidos com a participagdo na pesquisa. Contemplar os riscos descritos no
projeto e também os riscos com a coleta de sangue. Embora a coleta de sangue ndo seja procedimento
exclusivo para a conducéo da pesquisa, o TCLE sera aplicado com a finalidade de usar amostra de sangue,
portanto acrescentar potenciais riscos e formas de minimiza-los.

RESPOSTA: “A pesquisa traz poucos riscos aos participantes, tais como, 1) pequeno gasto adicional de
tempo ja que as atividades serdo realizadas em conjunto com os seus exames de rotina, 2) risco normal da
coleta de sangue que sera realizada por técnico treinado em coleta de rotina, 3) identificar possiveis falhas
na adesdo ao tratamento pois sera possivel saber se o(a) senhor(a) ndo estiver ingerindo os comprimidos”.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2 Acrescentar a razéo da coleta de sangue no TCLE, conforme explicitada na carta de encaminhamento
da emenda ao CEP: "mencionando especificamente que sera avaliada a concentracao de tenofovir no
sangue".

RESPOSTA: Modificamos no TCLE para deixar mais claro: “Esta parte do projeto tem como objetivo verificar
a quantidade do medicamento tenofovir no seu sangue”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.3 Mencionar no TCLE o ressarcimento de despesas relacionadas com a participacdo na pesquisa,
conforme disposto no modelo de TCLE disponivel no site do CEP/FS (https://fs.unb.br/cep/modelos-
dedocumentos).

RESPOSTA: Modificamos a redagéo incluindo o que foi solicitado: “bem como ser ressarcido de despesas
adicionais decorrentes de sua participacdo na pesquisa”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.4 Numerar as paginas do TCLE para preservar a integridade do documento (pagina 1 de 2, P4agina 2 de
2).

RESPOSTA: Modificado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.5 Acrescentar campo para rubricas do participante e do pesquisador na primeira pagina.

RESPOSTA: Incluido.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2. No projeto da Plataforma Brasil e no projeto detalhado emendado, incluir riscos da coleta de sangue e
formas de minimiza-los.

RESPOSTA: O projeto foi modificado na pagina 11 conforme segue: “A presente pesquisa apresenta riscos
considerados minimos, tais como, 1) pequeno gasto adicional de tempo, 2) risco normal da coleta de
sangue 3) identificar possiveis falhas na adesédo ao tratamento pois sera possivel saber se o participante
nao estiver ingerindo os comprimidos. Para minimizar os riscos salientamos que nao havera nenhuma
intervencéo ou modificacdo adiconal nas variaveis fisioldgicas ou psicolégicas e sociais dos individuos que
participam no estudo, a coleta de sangue para 0 monitoramento plasméatico sera feita juntamente com os 0s
exames de rotina ja recomendados pelo protocolo de tratamento e por técnicos treinados do servico. Todos
os dados de pacientes e equipe serdo mantidos em sigilo e nenhum resultado serd divulgado
individualmente.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Esclarecer qual sera a participacdo de Ringo Star Fernandes Guimaraes na equipe de pesquisa.
RESPOSTA: O aluno de mestrado Ringo Star Fernandes é responsavel pela validagéo e determinacao de
tenofovir.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Todas as pendéncias foram atendidas.
Nao ha Obices éticos para a realiza¢do do presente protocolo de pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme a Resolu¢do CNS 466/2012, itens X.1.- 3.b. e Xl.2.d, os pesquisadores responsaveis deverao
apresentar relatérios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovacéo do protocolo de pesquisa inicial.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS 126562 31/01/2019 Aceito
do Projeto 8 E1.pdf 11:45:19 _

Projeto Detalhado / | Projeto_de_cuidado_com_emendamodifi 31/01/2019 | MARIA INES DE Aceito
Brochura cado.docx 11:42:18 | TOLEDO
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UF: DF Municipio: BRASILIA
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Qoo

Investigador Projeto_de_cuidado_com_emendamodiff 31/01/2019 [MARIA INES DE Aceito
cado.docx 11:42:18 |TOLEDO
TCLE / Termos de  |tcleparacoletadesanguemodificado.docx | 31/01/2019 |MARIA INES DE Aceito
Assentimento / 11:41:00 |TOLEDO
Justificativa de
Auséncia
Outros cartarespostaparecer.doc 31/01/2019 |MARIA INES DE Aceito
11:40:10 JTOLEDO
TCLE / Termos de |Carta_dispensa_tcle_coorte.pdf 16/05/2018 | CELIANE Aceito
Assentimento / 09:41:09 |SEVERINO NEIVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | SolDispTCLE.doc 16/05/2018 | CELIANE Aceito
Assentimento / 09:37:41 |SEVERINO NEIVA
Justificativa de
Auséncia
Outros CartaRespPendencias_ CEPFS_150520| 16/05/2018 |CELIANE Aceito
18.pdf 09:32:23 SEVERINO NEIVA
Outros CartaRespPendencias_ CEPFS_150520| 16/05/2018 |CELIANE Aceito
18.doc 09:30:59 SEVERINO NEIVA
TCLE / Termos de | TCLE_CEP_reformulado.docx 16/05/2018 | CELIANE Aceito
Assentimento / 09:28:31 |SEVERINO NEIVA
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_resposta_pendencias_17042018.| 17/04/2018 |CELIANE Aceito
pdf 18:19:34 | SEVERINO NEIVA
Outros CartaRespPendencias_ CEPFS_170420| 17/04/2018 |CELIANE Aceito
18.doc 18:15:48 | SEVERINO NEIVA
Declaracéo de Termo_de_responsabilidade_e _compro | 13/03/2018 |CELIANE Aceito
Pesquisadores misso.docx 13:50:08 | SEVERINO NEIVA
Outros cv_5571710480939360.pdf 08/02/2018 |CELIANE Aceito
17:32:09 SEVERINO NEIVA
Outros Carta_encaminhamento_CEP.pdf 08/02/2018 |CELIANE Aceito
16:55:18 | SEVERINO NEIVA
Declaracéo de Termo_de_responsabilidade_CEP.pdf 08/02/2018 |CELIANE Aceito
Pesquisadores 16:52:32 | SEVERINO NEIVA
Cronograma CRONOGRAMA_CEP.docx 08/02/2018 |CELIANE Aceito
16:39:40 | SEVERINO NEIVA
Orgcamento Orcamento_CEP.docx 08/02/2018 |CELIANE Aceito
16:38:21 | SEVERINO NEIVA
Declaracéo de Termo_de_concordancia_institucional_e| 05/02/2018 |CELIANE Aceito
Instituicdo e _copatrticipante.pdf 16:12:59 |SEVERINO NEIVA
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 05/02/2018 |CELIANE Aceito
15:39:15 | SEVERINO NEIVA
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Concentracao plasmatica de tenofovir e alteracdo da funcéo renal em
pessoas vivendo com HIV

Ringo Star Fernandes Guimardes?, , Ingrid Ferreira Metzger®® Eloisa Dutra
Caldas® e Maria Inés de Toledo”®

2Aluno de mestrado do PPGNMT da FM/UnB: Professora do curso de Farmacia
da Universidade de Brasilia, PPGNMT

Resumo

O fumarato de tenofovir desoproxila, inibidor nucleosideo da
transcriptase reversa, utilizado no tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), em associagdo com a lamivudina e o
dolutegravir sédico, compdem a terapia antirretroviral (TARV) de primeira linha
no Brasil desde 2017. Alguns autores observaram associacdo entre a
concentracdo plasméatica de tenofovir e diminuicdo da funcédo renal. Este
trabalho teve como objetivo determinar as concentracdes plasmaticas de
tenofovir e possiveis alteracfes da funcdo renal em pessoas vivendo com HIV
(PVHIV) em uso da TARV de primeira linha no Brasil. Trata-se de estudo
observacional transversal com a participacdo de 89 PVHIV atendidas no
Hospital Universitario de Brasilia que foram recrutadas entre agosto de 2018 e
abril de 2019. Dados clinicos foram obtidos de todos participantes e 24 deles
tiveram amostras de sangue coletadas para analise de tenofovir. O método
analitico validado para determinacdo de tenofovir envolve precipitacdo de
proteinas com acetonitrila e quantificacdo de tenofovir por LC-MS/MS, com
limite de quantificacdo de 5 ng/mL. As PVHIV participantes do estudo tinham
entre 19 e 67 anos (mediana de 31,5 anos), eram predominantemente homens,
com indice de massa corporal média de 24,6 + 3,8, e média de T CD4+ de
541,2 células/mm?®. Os dados de dosagem de creatinina sérica mostraram
queda significativa da funcao renal apos o inicio do tratamento, com depuracdo
de creatinina caindo de 114,3 para 97,4 mL/min/1,73m? As concentracdes
plasmaticas de tenofovir variaram em funcdo do tempo da Ultima dose, com
valores entre 19,7 e 112,7 ng/mL (média de 46,7 ng/mL), e foi possivel
estabelecer valores de referéncia para utilizacdo em estudos futuros

considerando o esquema de TARV de primeira linha vigente no Brasil.



Palavras-chave
Pessoas vivendo com HIV, HIV, tenofovir, LC-MS/MS, creatinina, nefropatias.

Introducéao

Com os avangos da terapia antirretroviral atualmente as suas
complicagbes se tornaram mais importantes do que as consequéncias da
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em si (FINE &
GALLANT, 2013; MOCROFT et al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendava até
recentemente como esquema de terapia antirretroviral (TARV) de primeira linha
para adultos a associacdo de trés farmacos: fumarato de tenofovir desoproxila,
emtricitabina ou lamivudina e efavirenz (OMS, 2016). Essa recomendacéo foi
alterada em 2019 com a substituicdo do efavirenz pelo dolutegravir sédico
(OMS, 2019), mesma TARV adotado pelo Brasil no ano de 2017 (BRASIL,
2017a).

O fumarato de tenofovir desoproxila, um pro-farmaco do tenofovir em
sua forma salina, € um dos inibidores nucleosideos da transcriptase reversa
(INTR) aprovados para o tratamento continuo de infec¢des cronicas da hepatite
B e do HIV, em combinacdo com outros antirretrovirais (ARV) (NISHIJIMA et
al., 2015).

Estudos em humanos apontaram que a nefrotoxicidade associada ao
uso do tenofovir pode ser dependente da concentracdo do farmaco no plasma
sanguineo, sendo que este é determinado principalmente por trés fatores:
dose, volume de distribuicio e taxa de excrecdo renal. Alteracbes ou
predisposicdo em um desses fatores podem aumentar a probabilidade de
ocorréncia de toxicidade (HALL, 2013). Problemas renais podem ter
prevaléncia em PVHIV em tratamento com a TARV entre 2% a mais de 30%,
dependendo da existéncia de outros fatores de risco (MOCROFT et al., 2016).
Rodriguez-Novoa et al. (2010) mostraram que o tenofovir age sobre os rins de
maneira dose-dependente, com uma relacdo direta com as concentracdes
plasmaticas. Desta forma, o monitoramento plasmatico de tenofovir pode ser

uma estratégia eficiente para prevenir problemas renais provenientes da TARV,



pois pode identificar usuarios que apresentam elevada concentracao
plasmatica do farmaco (RODRIGUEZ-NOVOA et al., 2010).

A quantificagdo de farmacos e seus metabdlitos pode ser feita em
varios tipos de amostras biolégicas, como plasma, soro, cabelo, urina e saliva
(SEIFERT et al., 2018). Essa quantificacdo desempenha papel importante na
avaliacdo e interpretacdo da  biodisponibilidade, bioequivaléncia,
farmacocinética e possiveis efeitos toxicos. O biomonitoramento de farmacos e
seus metabolitos também s&o de interesse crescente para o campo de
monitoramento da adesdo, dadas as limitacbes da adesdo autorreferida
(GANDHI et al., 2016). Os métodos de andlise devem ser validados para que
0os resultados produzidos sejam confiaveis e possam ser interpretados e
reproduzidos em qualquer laboratorio, apresentando especificidade,
linearidade, precisdo, sensibilidade, exatiddo e limite de quantificacdo
adequado (MAINARDES & GREMIAO, 2009).

A concentragdo plasmatica do tenofovir pode aumentar em mais de
30% em combinacdo com outros medicamentos, entre eles 0os presentes na
TARV, como os inibidores da protease (IP). Uma vez que este regime esta
amplamente utilizado, acaba se estabelecendo uma dificuldade para separar
esses efeitos e descobrir sinergismos (FINE & GALLANT, 2013; BAHETI et al,
2011).

Este estudo teve como objetivo investigar as concentracdes
plasmaticas de tenofovir e possiveis alteracées da funcao renal em PVHIV em
uso da TARV de primeira escolha conforme o Protocolo Clinico e Diretrizes

Terapéuticas (PCDT) vigente no Brasil em 2018.

Métodos

Materiais e equipamentos

O padrao de tenofovir monoidratado foi adquirido da Farmacopeia
Americana (USP), grau de pureza 100%, lote R044C0. O padréo de aciclovir foi
doado pelo Instituto de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ)
(Lote 1021, grau de pureza 100%). Reagentes usados: acetonitrila (Sigma-
Aldrich®); H,O MilliQ ultrapura sitema MilliQ gradiente CR, Millipore®; &cido
férmico (Sigma-Aldrich®);



Foram usados: agitador de tubos modelo VX-200 (Labnet®); centrifuga
Rotina 380R (Hettich®); balan¢a analitica Shimadzu® AUW220D. A coluna
usada de fase reversa (C18) foi da marca Phenomenex Gemini 5 ym, com
tamanho 150 x 4,60 mm.

Sistema Shimadzu®, equipado com bomba binaria LC-20AD, injetor
automatico SIL-20AC, forno de coluna CTO-20AC e modulo comunicador CBM-
SOA acoplado ao espectrometro de massas triplo quadrupolo 4000QTRAP, AB
SCIEX (EUA) com fonte Turbo lon Spray® e software Analyst®.

Participantes do estudo

Trata-se de estudo observacional transversal e experimental com a
participacdo de 89 PVHIV atendidas no Hospital Universitario de Brasilia
(HUB/UNB) em uso da TARV de primeira linha de tratamento no Brasil
(fumarato de tenofovir desoproxila + lamivudina e dolutegravir sédico) por pelo
menos sete semanas que foram recrutadas entre agosto de 2018 e abril de
2019, considerando esses critérios foi realizada amostragem de conveniéncia.
Dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos de todos participantes, e 24

deles tiveram amostras de sangue coletadas para quantificacdo de tenofovir.

Coleta e processamento do material biolégico

Aproximadamente 3,5 mL de sangue foram coletados dos participantes
por puncdo venosa apOs assepsia em tubos heparinados. O sangue foi
centrifugado em 5870 g por 15 min e o plasma obtido foi armazenado a -20°C
até o momento da analise.

A otimizacdo e validacdo do método analitico para determinacdo de
tenofovir em plasma foi realizada com um pool de plasma de seis voluntarios

saudaveis. Nesse estudo, esse material foi denominado como plasma branco.

Método analitico em LC-MS/MS

A Fase moével é constituida de H,O MilliQ acidificada com acido féormico
(0,1%) e acetonitrila 3%. As fases foram filtradas a vacuo em membrana de
0,45 um (Millipore®) e degaseificadas. Aeluicdo usada foi isocratica.



Método de extracao foi precipitacdo de proteinas com acetonitrila, com
300pL do sobrenadante, seco em fluxo de nitrogénio, ressuspendido em &gua,
filtrado em filtro de seringa e 20pL injetado no LC-MS/MS.

O método analitico para determinacdo de tenofovir foi validado nos
seguintes parametros: limite de quantificacdo de 5 ng/mL, seletividade, efeito

matriz, linearidade e homocedasticidade da curva, precisao e exatidao.

Analise estatistica

A fim de verificar se as pessoas que coletaram amostras para estudo
das concentraces de tenofovir eram representativas das pessoas elegiveis, 0s
dados clinicos e sociodemogréficos dos grupos foram comparados. Para
variaveis dicotbmicas foi usado o teste de Fisher e para variaveis categoricas o
teste qui-quadrado. Para variaveis numéricas foi usado o teste t para os dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para ndo paramétricos. Os valores de
creatinina e T CD4+ também foram analisados conforme o tempo de uso de
tenofovir (basal, aproximadamente trés meses) por meio do teste Teste de
Wilcoxon pareado. Nos testes de correlacdo foi aplicado o teste de Pearson
para variaveis paramétricas e o teste de Spearman para varidveis nao
paramétricas. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism 5® e foi considerado o nivel de significancia de 5%
(p =0.05).

Resultados

Caracteristicas sociodemogréficas

As PVHIV tinham de 19 a 67 anos (mediana de 31,5 anos), a maioria
homens (92,2%). Apenas quatro tinham mais que 50 anos, sendo dois com
mais de 60 anos. Cerca de 30% residia na regido leste do Distrito Federal e
13,5% residia no entorno no Distrito Federal.

A informacdo sobre o peso das PVHIV sO estava disponivel em 61
prontuarios, dos quais apenas 53 tinha informacdo sobre altura. A maioria dos
53 individuos apresentou indice de massa corporal (IMC) entre 18,5 e 24,9,
embora 12 individuos tenham apresentado sobrepeso (IMC = 25) e seis eram

obesos (IMC > 30). Nao houve diferenca entre o0s parametros



sociodemograficos entre os individuos que coletaram amostras de sangue para

determinacao de tenofovir e o total dos individuos elegiveis.

Dados Clinicos

As pessoas que apresentaram carga viral indetectavel antes de iniciar
o tratamento j& haviam recebido tratamento com outro esquema antirretroviral.
ApOs cerca de trés meses de tratamento, mais de 90% das PVHIV apresentou
carga viral indetectavel. A maioria das PVHIV apresentou valores altos de T
CD4+, com meédia acima do limite da normalidade (500 cépias/mL sangue)
antes de inciar o tratamento. Foi observado um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) no grupo de pessoas elegiveis e no grupo de pessoas
gue participaram da coleta de sangue em relacdo ao inicio do tratamento, ou
seja, em ambos 0s grupos houve aumento de T CD4+ apos trés meses de
tratamento.

Quanto a funcédo renal, ndo houve diferenca entre a creatinina sérica e
depuracdo de creatinina estimada antes do inicio do tratamento entre os
grupos elegiveis e 0s que coletaram amostras de sangue para determinacao de
tenofovir. Antes do inicio do tratamento, 2,6% das pessoas apresentavam
creatinina sérica acima dos valores de referéncia (1,2 mg/dL). Esse namero
aumentou para 24% apods trés meses de tratamento e se manteve com seis
meses de tratamento. Esse aumento é estatisticamente significativo em todos
0s grupos quando comparado a creatinina basal e apdés trés meses de
tratamento e apds seis meses de tratamento, mas ndo houve diferenca quando
comparado os valores de trés e seis meses de tratamento (Tabela 1).

Apenas 11% dos participantes elegiveis para o estudo apresentavam
depuracéo de creatinina basal inferior aos valores de referéncia (homem: 85
mL/min/1,73m? e mulher: 75 mL/min/1,73m?). Esse valor aumentou para 31%
dos participantes ap0s trés meses de tratamento e se manteve com seis
meses. Esse aumento € estatisticamente significativo quando comparada a
depuracdo de creatinina basal e apos trés meses de tratamento e ap0s seis
meses de tratamento no grupo com todos participantes elegiveis para o estudo
e no grupo de pessoas que nao coletaram sangue, mas nédo houve diferenca

guando comparado os valores de trés e seis meses de tratamento e quando



comparamos cada grupo no mesmo tempo de tratamento (creatinina basal, 1 e
2) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores da média e desvio padrdo de creatinina sérica (mg/dL) e
depuracdo de creatinina (CICr; mL/min/1,73m?) antes do inicio do tratamento e
apos aproximadamente trés e seis meses de tratamento.

Variaveis Elegiveis Coletaram N&o coletaram
sangue® sangue®
Creatinina basal (n=76) 0,97 +£0,19* 0,96 + 0,21* 0,97 £ 0,19*
Creatinina 1% (n=78) 1,13+0,2* 1,11 £0,23* 1,13+0,19*
Creatinina 2° (n=37) 1,14+0,2 1,15+0,17 1,13+£0,22
Valordep <0,0001 0,005 <0,0001
CICr basal (n=53) 114,3 £ 31,7 1159 = 37,4* 113,5 £ 29,0*
CICr 1% (n=54) 97,4 +27,6* 98,4 + 38,9* 97,0 £ 21,9*
CICr 2° (n=27) 95,5+22,0 99,1 + 30,6 93,4+ 15,8
Valordep  0,0006 0,004 0,006

°106,8 + 85,9 dias de tratamento, °240,9 + 139,4 de tratamento. °® Para determinacdo de
tenofovir *O valor de p corresponde ao teste estatistico de Wicoxon pareado comparando a
creatinina basal e a creatinina 1 ap06s inicio do tratamento.

Quantificacéo plasmética de tenofovir
As concentracbes médias de tenofovir diminuiram em funcdo do

intervalo entre a Gltima dose e a coleta de sangue (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de concentracdo plasméatica de tenofovir conforme o tempo
de ingestdo do medicamento, média + desvio padrao.

Variaveis Grupo 1 (n=6) Grupo 2 (n=8) Grupo 3 (n=10)
Concentragéo (ng/mL) 65,0 £ 11,7 51,6 +21,8 31,56+225
Tempo apos ingestao (h) 56+1,1 9,0+1,3 20,6 £4,2
Tempo de uso (dias) 239 £ 214 128 + 93 221 +£172

Grupo 1 =4 a 7h ap6s a ultima dose, Grupo 2 = 7,1 a 11h apés a ultima dose, Grupo 3= 15 a

28h apés a ultima dose

As variaveis testadas para correlagbes com as concentracdes
plasmaticas de tenofovir entre os grupos e total de pessoas sao: idade, IMC, T
CD4+, creatinina e depuracao de creatinina (CICr). A correlacdo entre a

concentracdo plasmatica de tenofovir e a depuracédo de creatinina da coleta 1



(apbs aproximadamente trés meses de tratamento) do grupo 2 foi positiva e
significativa (r=0,79; p=0,036). Também foi observada correlacdo positiva e
significativa (r=0,85; p=0,003) entre valores de T CD4+ e concentragcéo
plasmatica de tenofovir no grupo que coletou sangue entre 4 e 7 horas apés a
tltima dose. No entanto, correlacdo negativa entre concentracdo plasmatica e
T CDA4+ foi observada para o grupo que coletou sangue apos 15 a 28 horas
apos a ultima dose (r=-0,54; p=0,03). As demais correlacdes entre a
concentracdo de tenofovir plasmatica considerando os grupos e idade, peso,

IMC, CD4 e CICr antes e ap0s o inicio do tratamento nao foram significativas.
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Figura 1. Andlise de dispersdo das concentracdes de tenofovir obtidas dos
participantes da coleta de sangue. LN = logaritmo de base natural (e).



Discussao

As principais contribuigcdes deste trabalho foram a validacdo de método
laboratorial para quantificar tenofovir em amostra biolégica, os achados de
diminuicao da funcéo renal apds aproximadamente trés meses de tratamento e
os valores das concentracdes plasméticas de tenofovir em esquema de TARV
contendo dolutegravir.

O método para quantificacdo de tenofovir em plasma humano, usando
LC-MS/MS foi validado obedecendo aos critérios da Resolu¢cdo RDC n° 166, de
24 de julho de 2017. O método apresentou precisdo, exatidao, seletividade,
linearidade, efeito matriz, com LOQ aceitavel para o fim proposto, menor que
os descritos em outros estudos, sendo aplicavel para pessoas com baixa
adesao ao tratamento. O método de extracdo com a precipitacdo de proteinas
com acetonitrila € simples, suficiente para dar seletividade a quantificagdo no
LC-MS/MS. A eluigdo isocratica diminui o tempo de corrida.

As caracteristicas sociodemogréaficas dos usuarios de TARV do
presente estudo sdo semelhantes aos dados epidemioldgicos ja descritos para
essa populacdo, que é constituida majoritariamente de homens, adultos jovens
e ainda sem sinais de comprometimento do sistema imune ou do peso corporal
— caracteristicas observadas nos casos mais avancados da doenca. Esse perfil
reflete as mudancas que ocorreram nos ultimos anos desde o advento da
epidemia de HIV (RYOM, et al., 2013; NISHIJIMA et al., 2015; MOCROFT et
al., 2016).

No geral, foi observada resposta adequada a TARV, evidenciado pela
diminuicdo da carga viral em torno de 90 dias de tratamento, chegando a mais
de 90% dos participantes com carga viral indetectavel. Também foi observado
aumento estatisticamente significativo de T CD4+, com excec¢do do grupo que
nao participou da coleta de sangue (p=0,0512). Esses dados confirmam os
ensaios clinicos que justificaram a inclusdo de dolutegravir em combinacdo
com fumarato de tenofovir desoproxila e lamivudina como esquema de primeira
linha no Brasil, sendo mais eficaz e com menos efeitos adversos (BRASIL,
2017a; BRASIL, 2017Db).

Outro dado relevante deste trabalho se refere ao aumento dos niveis

de creatinina sérica e consequente diminuicdo da depuracao de creatinina, com



diferenca estatistica apds cerca de 90 dias de tratamento. Deve-se ressaltar
que tendo em vista o desenho do estudo podem existir outros fatores
fisiolégicos, doencas ou sinergismo com outros medicamentos que possam ter
contribuido para diminuicdo da funcédo renal. Gandhi et al. (2016) também
observaram que a depuracdo de creatinina diminui com o inicio do uso de
tenofovir. No entanto, levantamento anterior realizado com PVHIV atendidos no
HUB-UNB que iniciaram a TARV vigente a época (fumarato de tenofovir
desoproxila + lamivudina + efavirenz) ndo observou diminuicao significativa da
depuracdo de creatinina no inicio do tratamento, embora alguns individuos
tenham apresentado niveis de creatina sérica elevada apos aproximadamente
seis meses (FAGUNDES, 2016).

Em estudo com 703 PVHIV em Toéquio, observaram que a taxa de
filtracdo glomerular estimada (TFGe) teve diminuicdo de mais de 10
ml/min/1,73 m? ap6s inicio do tratamento e que 89% das pessoas tiveram um
delta negativo, ou seja, tiveram a TFGe reduzida e destes, 126 (20,2%)
apresentaram valores abaixo do limite da normalidade (60 ml/min/1,73 m?
(NISHIJIMA et al., 2015). Dados similares foram encontrados no presente
estudo, embora usando depuracao de creatinina em vez de filtragdo glomerular
para avaliar a funcdo renal. Cerca de 80% das PVHIV tiveram delta negativo de
depuracdo de creatinina estimada, e 31% apresentaram valores abaixo dos
valores de referéncia.

Em outro estudo semelhante, Wanga et al. (2015) analisaram os dados
da depuracdo de creatinina durante os primeiros seis meses de TARV
contendo fumarato de tenofovir desoproxila + emtricitabina e relatam discretas
alteracdes da depuracédo renal quando comparada ao valor basal. Os valores
variaram de -0,5 mL/min com intervalo variando de -10,7 a +10,8, sem
diferenca significativa. Ao contrario, nosso estudo encontrou como valor médio
dessa mudanca em menos tempo, cerca de 90 dias, de -16,24 mL/min/1,73m?
tendo valores variando de -45,23 a +20,17 sendo estatisticamente significativa
essa alteracao.

As concentragfes plasmaticas de tenofovir variaram em funcédo do
tempo da ultima dose, com valores entre 19,7 e 112,7 ng/mL (média de 46,7

ng/mL), e foi possivel estabelecer valores de referéncia para utilizagdo em



estudos futuros considerando o esquema de TARV de primeira linha vigente no
Brasil.

N&o foi observada neste estudo relagdo de concentracdo plasmatica de
tenofovir e depuracédo de creatinina quando considerados todas as PVHIV que
coletaram sangue, mas a relacdo foi significativa para aqueles que coletaram
sangue 7,1 a 11 horas ap6s a ultima dose. No entanto, essa analise nao
apresentou o resultado esperado, pois foi prejudicada pelo pequeno niumero de
participantes e pela impossibilidade de padronizar o horario de coleta apos a
ingestdo do medicamento.

Gandhi et al. (2016) relataram uma relagao entre concentragbes mais
altas de tenofovir e emtricitabina em amostras de cabelo com maiores declinios
da funcdo renal. Esse achado foi corroborado por Havens et al. (2013) que
também encontraram uma correlacdo negativa entre as concentracoes
plasmaticas de tenofovir e a TFGe (r = -0,29; p= 0,002).

O trabalho de Poizot-Martin (2013) incluiu pessoas jovens (de 11,3 a
21,1 anos), onde a concentracdo esperada de tenofovir no plasma seria um
pouco maior devido a aumento da dose relativa, e encontrou uma faixa de
concentracdo de tenofovir no vale de 61-135 ng/mL. Estes autores concluiram
que pessoas com concentracdo plasmatica de tenofovir no vale maior que 90
ng/mL tém risco maior de ter insuficiéncia renal, principalmente mulheres e
individuos mais velhos (POIZOT-MARTIN et al. 2013). No entanto, no nosso
estudo encontramos concentragbes de 31,5 + 22,5 ng/mL no vale, abaixo
desse valor.

Embora varios estudos estejam disponiveis na literatura avaliando a
funcao renal dos participantes quando em uso de TARV contendo fumarato de
tenofovir desoproxila, ndo foram encontrados estudos que avaliassem PVHIV
com a TARV atual usada no Brasil (fumarato de tenofovir desoproxila +
lamivudina e dolutegravir sédico). Daar et al. (2011) observaram que diferentes
TARV apresentam diferentes desfechos para a depuracao de creatinina, sendo
que a comparacdo de dois esquemas de TARV constituida de fumarato de
tenofovir desoproxila, emtricitabina e atazanavir + ritonavir, e fumarato de
tenofovir desoproxila + emtricitabina e efavirenz apresentou diferencas nas

concentracdes plasmaticas de tenofovir (DAAR et al., 2011).



Nossos resultados de concentragcbes de tenofovir no plasma
apresentaram valores mais baixos quando comparados aqueles encontrados
no estudo de farmacocinética de Baheti et al. (2011) envolvendo 55 pessoas
(BAHETI et al, 2011). No entanto, nesse trabalho houve uso de
lopinavir/ritonavir ou atazanavir/ritonavir, farmacos que podem aumentar as
concentracdes de tenofovir entre 22 e 32% (GOICOECHEA, 2008).

Tendo em vista os efeitos renais do tenofovir e a possivel relagdo com
as concentracdes plasmaticas, o uso do método de determinacédo validado
neste estudo podera contribuir para identificar precocemente individuos que
podem apresentar efeitos renais mais pronunciados. Outra aplicagdo do uso da
concentragdo plasmatica de farmacos se refere a adeséo ao tratamento, ja que
as ferramentas mais usuais para monitorar a adesdo, como autorrelato,
contagem de comprimidos e visitas domiciliares, apresentam limitacdes.
Cressey et al. (2017) propdés um protocolo para validagdo de método de
quantificacdo de tenofovir na pré-dose como alternativa para monitorar a
adesao.

Este estudo tem algumas limitacbes que devem ser mencionadas. O
uso de dados secundéarios retrospectivos, especialmente de parédmetros
clinicos causou algumas lacunas, como falta de dados de peso corpéreo e
dosagem de creatinina sérica, que limitaram as analises de alteracdo da
creatinina sérica e da depuracdo de creatinina estimada. Como se trata de uma
amostra de conveniéncia, 0 niumero de pessoas que concordaram com a coleta
de sangue foi limitada (27% dos participantes), e nao foi possivel coletar o
sangue de todos os participantes no momento ideal para essa andlise, o vale
da concentracdo plasmatica de tenofovir logo antes da ingestdo da proxima
dose da TARV. Finalmente, o método foi validado para quantificacdo de
apenas um dos trés farmacos que constituem a TARV utilizada como primeira
linha no Brasil, tendo em vista que nao foi possivel obter padréo de dolutegravir
saédico.

Apesar de todos 0s avancgos no tratamento da infeccéo pelo HIV, ainda
h&a muitos desafios a serem enfrentados para que tratamentos cada vez mais
efetivos e seguros possam ser disponibilizados em larga escala para a
populacdo. Desta forma, os dados epidemioldgicos sobre a funcéo renal de

PVIH em uso do esquema de primeira linha no Brasil devem ser



cuidadosamente avaliados e o0 método de quantificacdo de tenofovir no plasma,
desenvolvido neste trabalho, pode contribuir para tornar o uso desses

medicamentos mais seguros.
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