UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

ANDREZZA BEATRIZ DE OLIVEIRA

MICROENCAPSULAGCAO DE FARMACO ANTIRRETROVIRAL PARA

TRATAMENTO DE COVID-19

CURITIBA
2025



ANDREZZA BEATRIZ DE OLIVEIRA

MICROENCAPSULACAO DE FARMACO ANTIRRETROVIRAL PARA
TRATAMENTO DE COVID-19

Tese apresentada ao curso de Pds-graduagao em
Ciéncias Farmacéuticas, Setor de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Parana, como
requisito parcial a obtengao do titulo de Doutor em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Josiane de Fatima Gaspari
Dias

Coorientadora: Profa. Dra. Deise Prehs Montrucchio

CURITIBA
2025



Oliveira, Andrezza Beatriz de

Microencapsulagéo de farmaco antirretroviral para tratamento de COVID-19
[recurso eletronico] / Andrezza Beatriz de Oliveira. — Curitiba, 2025.

1 recurso online : PDF

Tese (doutorado) — Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas.
Setor de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Parana, 2025.

Orientador: Profa. Dra. Josiane de Fatima Gaspari Dias
Coorientador: Profa. Dra. Deise Prehs Montrucchio

1. Desenvolvimento de medicamentos. 2. Tratamento farmacolégico da COVID-19.
3. SARS-CoV2. 4. Antivirais. |. Dias, Josiane de Fatima Gaspari. II. Montrucchio,
Deise Prehs. Ill. Universidade Federal do Parana. IV. Titulo.

CDD 615.19

Maria da Conceigéo Kury da Silva CRB 9/1275




MINISTERIO DA EDUCAGCAO
SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE

= UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
| ' F P R PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO
T P e PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO CIENCIAS
FARMACEUTICAS - 40001016042P8

TERMO DE APROVAGCAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagdo CIENCIAS FARMACEUTICAS da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a argui¢do da tese de Doutorado de ANDREZZA BEATRIZ DE
OLIVEIRA, intitulada: MICROENCAPSULAGAO DE FARMACO ANTIRRETROVIRAL PARA TRATAMENTO DE COVID-19, sob
orientago da Profa. Dra. JOSIANE DE FATIMA GASPARI DIAS, que apds terem inquirido a aluna e realizada a avaliagdo do
trabalho, sé@o de parecer pela sua CAS no rito de defesa.

A outorga do titulo de doutora esta sujeita a homologagao pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes e corregbes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de P6s-Graduagao.

CURITIBA, 15 de Dezembro de 2025.

JOSIANE DE
Presidente

TIMA GASPARI DIAS
Banca Examinadora

i

YANNA gANTAS RATTMANN ELISIANE ﬁA SARTOR

Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA) Avaliador Externo (CENTRO DE ENSINO SUPERIOR DE MARINGA -
ITIBA)

LUCIANA GIBBERT

Avaliador Externo (DEPARTAMENTO DE NUTRIGAO) Avaliador Externo BE PONTA GROSSA)

o A;/eAnuidéWP‘reféito Lothario Meis‘sner,y 632 - CURiTIBA : Péréné -Brasﬂ L e it
CEP 80210-170 - Tel: (41) 3360-4098 - E-mail: cfufpr@gmail.com



Dedico este trabalho aqueles que mantiveram seus esforcos para defender a ciéncia

nesses tempos dificeis, e assim manter a luz em meio as trevas.



AGRADECIMENTOS

A minha mae Sueli Lazarin de Oliveira, pelo estimulo para iniciar essa jornada.

A meu pai Mario Ivan de Oliveira, pelo estimulo para termina-la.

A minha tia Shirley Lazarin, por estimula-la muito antes do seu inicio.

A minha irma Alessandra Larissa de Oliveira Lazzarin, pelo auxilio durante a
execucgao do primeiro objetivo do trabalho.

A Maiko de Campos Alves, pelo estimulo para continuar insistindo.

Aos verdadeiros amigos, pelo companheirismo em todos os momentos, sob
todos os aspectos.

Ao psicologo Leandro Dierka, por me estimular a vislumbrar nesses estudos
um caminho para enfrentar a minha doenca.

A colega Karine Amorim Fladzinski, pelo acolhimento, empatia e conselhos.

Aos colegas Jair José de Lima e Marco Franceschi, pelo acolhimento e apoio
técnico.

A Maria da Graga Teixeira e Dra. Cintia Aparecida dos Anjos, pela empatia,
simpatia, amizade, apoio técnico e disposigao constante.

A Dr. Paulo Vitor Farago, Dra. Sandra Maria Warumbi Zanin, Dra. Glaci
Teresinha Zancan (in memorian), Dra. Olga Chaim, por serem minha inspiragao
cientifica.

Ao professor Dr. Roberto Pontarolo, por manter constante a alma de mestre,
pelo conselho esclarecedor, pelos ensinamentos que foram duradouros por tantos
anos, desde a graduacao.

Ao Sistema Unico de Saude, por ser a grande motivacdo, sustento e
resisténcia; e pela gentil doagdo do medicamento para a fase experimental do estudo.

Ao Laboratério de Biopolimeros da Universidade Federal do Parana, pela
concessao do equipamento e apoio técnico na execugao dos testes de tamanho e
potencial zeta das microparticulas.

A Central Analitica do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Parana, pela concessao dos equipamentos e apoio técnico na execucao dos testes
de rotacao Optica, espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Ao Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana, pela

realizacao da analise de observacao por microscopia eletronica de varredura.



A Maria da Graga Teixeira, Mauricio Passos, e a Central Analitica do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana pelo apoio para a
realizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A Universidade Federal do Parana e ao Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas pelo apoio institucional, pela oferta das condi¢cbes para o
desenvolvimento do conhecimento e pela concessdao da estrutura para a
concretizacado desse trabalho, apesar do momento dificil.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pelo apoio institucional.

Aos professores e colegas do Programa de Pds-Graduagéo, sobretudo pela
colaboracéo e estimulo nos diversos momentos desta caminhada.

A orientadora Dra Josiane de Fatima Gaspari Dias, por tudo o que representou
desde o inicio: ndo apenas uma tutora, mas a educadora, a inspiradora, aquela que
ofereceu apoio, acolhimento e seguranca em todos os momentos.

A coorientadora Dra Deise Prehs Montrucchio, por ser o apoio e a inspiracéo,
a luz quando as duvidas ofuscaram as respostas.

A todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para a

conclusao deste trabalho, muito obrigada!

"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001."



Devemos manter a nossa certeza de que depois dos dias ruins, os bons virdo
novamente.

Marie Curie (1915), em carta para sua filha Iréne Curie.



RESUMO

O enfrentamento da pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 envolveu a
elucidacédo dos mecanismos de patogenia, além de tratamento para a doenga causada
por coronavirus (COVID-19), apontando para o uso de alguns farmacos, entre eles,
os antirretrovirais Remdesivir e Nirmatrelvir. Embora os farmacos aprovados para o
tratamento de COVID-19 tenham tido resultados positivos, estudos de metanalise de
ensaios clinicos randomizados demonstram que ainda é preciso obter eficacia mais
contundente. Nesse contexto, a microencapsulacdao pode promover melhoria na
farmacodindmica do farmaco, por consistir em um processo em que substancias
ativas sao revestidas por um filme polimérico, formando sistemas com dimensdes
micrométricas, e que podem adquirir alguns beneficios, tais como: melhora na
protecao da contra degradagéo, auxilio na absorg¢ao pelo organismo, ou promogao de
sitio-especificidade. Com o objetivo de desenvolver uma formulagéo que possa servir
como alternativa para o tratamento da COVID-19, propde-se a microencapsulacéo de
farmaco antirretroviral com potencial para o favorecimento da eficacia dos tratamentos
estabelecidos. A metodologia envolveu diversas etapas, iniciando pela selecdo do
farmaco por meio de estudo bibliografico sistematico, de critérios regulatérios e de
viabilidade econémica, seguido da determinagdo da composicdo e método de
preparagao das microparticulas. Apds, a microencapsulagao foi realizada por técnica
de microemulsificagdo, com revestimento de acido estearico, e por gelificagcdo
ionotropica, com revestimento de quitosana. Por fim, as nanoparticulas foram
avaliadas por testes de doseamento de farmaco, capacidade de carga de farmaco,
eficiéncia de encapsulagao, potencial zeta, tamanho e morfologia. Os resultados
obtidos para selegao do farmaco indicaram Remdesivir ou Nirmatrelvir, sendo que o
segundo foi o escolhido para as etapas subsequentes. Os resultados ao final dos
ensaios apontaram favorecimento parcial as nanoparticulas de Nirmatrelvir com
revestimento de acido estearico, pois apresentaram maior eficiéncia de encapsulagao
(EE% = 71,15) e capacidade de carga (LC% 1,17) quando comparadas com aquelas
revestidas com quitosana (EE% 54,31; LC% 0,73), embora as dimensdes beneficiem
as particulas revestidas com quitosana (entre 190,07 e 334,20 nm) frente as
revestidas com acido estearico (entre 611,7 e 620,5 nm). O resultado de potencial
zeta (entre -1,25 e -1,65 mV para revestimento de quitosana e entre -1,14 e -2,85 mV
para revestimento de acido estearico) aponta para a neutralidade de carga de
superficie e instabilidade em dispersdes com tendéncia a formagao de aglomerados
para as duas preparacdes. A analise morfoldgica por microscopia eletrénica mostrou-
se satisfatéria para ambas as preparacgdes, pois nas amostras em que houve adi¢cao
de farmaco houve a formacao de estruturas relativamente esféricas e lisas em
tamanho de escala nanométrica, que sdo ausentes nas amostras controle (em que
nao houve a adicdo de farmaco), em que sao visualizadas estruturas continuas e
fibrosas, compativeis com a matriz de revestimento utilizada em cada metodologia.
Apesar de ser recomendavel realizar mais estudos para aperfeicoamento, as
formulagées compreendem uma base para um produto tecnolégico com potencial de
tratamento de uma doenga preocupante para a saude mundial, em especial quando
nao ha cobertura vacinal ideal.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; tratamento farmacolégico da COVID-19; antivirais;
desenvolvimento de medicamentos.



ABSTRACT

Overcoming the pandemic caused by the SARS-CoV-2 coronavirus involved
elucidating the mechanisms of pathogenesis, in addition to treatment for the disease
caused by coronavirus (COVID-19), denoting the use of some drugs, including the
antivirals Remdesivir and Nirmatrelvir. Although drugs approved for the treatment of
COVID-19 have shown positive results, meta-analysis studies of randomized clinical
trials show that more convincing efficacy is still needed. From this perspective,
microencapsulation can promote improvements in the drug's pharmacodynamics,
because it consists in a process in which active substances are coated with a polimeric
film, forming systems with micrometric dimensions, which can acquire some benefits
as protection against degradation, favoring absorption by the organism, or site-
specificity. In order to develop a formulation that can serve as an alternative for the
treatment of COVID-19, we proposed microencapsulation of an antiviral drug with the
potential to improve the effectiveness of established treatments. The applied
methodology involved several stages, starting with the selection of the drug by
systematic bibliographical study, regulatory criteria and economic viability, then
electing the composition and developing the methods for preparation of microcapsules.
Then, microencapsulation was performed by micro emulsification technique with
stearic acid coating, and by ionotropic gelation with chitosan coating. Finally, the
nanoparticles were assessed by drug dosage, drug loading capacity, encapsulation
efficiency, zeta potential, size and morphology. The results obtained on drug selection
point at Remdesivir or Nirmatrelvir, the last one was chosen to next steps. The final
results showed a partial advantage for Nirmatrelvir nanoparticles coated with stearic
acid, since they showed higher encapsulation efficiency (EE% 71.15) and loading
capacity (LC% 1.17) when compared to those coated with chitosan (EE% 54.31; LC%
0.73), although the size results benefit the particles coated with chitosan (between
190.07 and 334.20 nm) compared to those coated with stearic acid (between 611.70
and 620.50 nm). The zeta potential result (between -1.25 and -1.65 mV for chitosan
coating and between -1.14 and -2.85 mV for stearic acid coating) indicates surface
charge neutrality and instability in dispersions, with a tendency to form agglomerates,
for both preparations. The morphological analysis was satisfactory for both
preparations, as in the samples in which drug was added, there was the presence of
relatively spherical and smooth structures in nanometric scale size, absent in the
control samples (in which no drug was added), in which continuous and fibrous
structures compatible with the coating matrix were seen. Although further studies are
recommended, the developed formulations provide the basis for a technological
product with the potential to treat a disease of concern to global health, especially when
there is no ideal vaccination.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19 drug treatment; antiviral agents; drug

development.
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1 INTRODUGAO

A COVID-19 é uma doenca de origem zoondtica que emergiu com ampla
transmissibilidade e altos niveis de letalidade que causou um estado de emergéncia
de saude mundial que evoluiu para uma pandemia (Mill; Polese, 2023).

Seu surgimento foi marcado pela ocorréncia de varios casos de pneumonia
viral identificados na China, no final de 2019. Na primeira semana de janeiro de 2020,
confirmou-se a descoberta de um novo tipo de coronavirus — o SARS-CoV-2, capaz
de causar uma sindrome respiratoria aguda grave que foi denominada “doencga do
coronavirus” (Coronavirus Disease, ou COVID-19). A Organizagao Mundial da Saude
declarou a doenga como Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional
(ESPII) em 30 de janeiro de 2020, e como pandemia, em 11 de margo de 2020. O fim
da ESPII foi declarado pela OMS em 5 de maio de 2023 (Organizacdo Pan-Americana
de Saude (OPAS), 2024).

O enfrentamento da pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 gerou
um envolvimento intenso no meio cientifico, em especial na busca de tratamento para
a enfermidade. Diversos farmacos foram apontados para tal, ao mesmo tempo que
ocorreram descobertas sobre a estrutura viral e mecanismo molecular de infeccéo e
patogenia (Albini et al., 2020; Caly et al., 2020; Cao et al., 2020; Choudhury;
Mukherjee, 2020; Pillay, 2020; Prajapat et al., 2020; WHO. Solidarity Trial Consortium,
2021).

Com relacédo a patogénese, as descobertas indicaram que a infec¢ao pelo
SARS-CoV-2 ocorre por meio da sua afinidade pelo receptor do tipo enzima de
conversao de angiotensina tipo 2 (ECA-2, ou em inglés ACE2) em células humanas,
ligando-se a eles pelas proteinas-espiculas virais (denominadas “S”, do inglés spike)
(Albini et al., 2020; Hoffmann et al., 2020; Tai et al., 2020; Mercurio et al., 2021).

No primeiro ano de pandemia, a busca por vacina e por tratamento
farmacoterapéutico efetivo contra a infecgao foi notavel no meio cientifico, com varias
publicagdes demonstrando a tentativa de testes com diversos farmacos. Dentre eles,
podem ser citados: Ribavirina, associacdo de Lopinavir e Ritonavir (com nome
comercial Kaletra®), Remdesivir, Nelfinavir, Oxido Nitrico, Oseltamivir, Favipiravir,
Umifenovir (nome comercial Arbidol®), Cloroquina, Hidroxicloroquina, Azitromicina,
Entricitabina, Tenofovir, Atazanavir, Ritonavir, Darunavir, Indinavir, Saquinavir,

Lamivudina, Zidovudina, Adalimumabe e Piperaquina. No entanto, poucos farmacos
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demonstraram seguranga e eficacia para o tratamento de COVID-19 suficientes para
a aprovagao de seu uso pelas agéncias reguladoras de saude pelo mundo, sendo
eles: Remdesivir, Nirmatrelvir + Ritonavir, Molnupiravir, Baricitinibe e Tocilizumabe.
Baricitinibe e Tocilizumabe possuem agéo imunomoduladora, enquanto Remdesivir,
Molnupiravir e Nirmatrelvir + Ritonavir possuem ag&o antiviral (Ford et al., 2020; Juul
et al., 2020; Prajapat et al., 2020; Zhang; Liu, 2020; Anvisa, 2023).

Tendo em vista essas perspectivas, a microencapsulagao enquanto estratégia
em Tecnologia Farmacéutica pode ser utilizada para a melhoria da
farmacoterapéutica, uma vez que é capaz de melhorar o efeito de farmacos por
influéncia na farmacocinética e farmacodinamica, com redugcao de eventos adversos
(Tomaro-Duchesneau et al., 2013; Wang et al., 2016).

Por definicdo, a microencapsulagdo consiste em uma tecnologia de
revestimento de materiais sélidos, liquidos ou gasosos com coberturas finas de
composicdes variadas, formando pequenas particulas denominadas microcapsulas
(Silva et al., 2014).

No meio farmacéutico, substancias ativas sao revestidas por filmes
poliméricos compostos por diversos materiais, formando capsulas micro ou
nanométricas. O material encapsulado adquire algumas caracteristicas, a depender
da composi¢cdo do revestimento: estabilidade frente a condigdes do ambiente
(umidade, pH, oxidagao) por formar uma barreira fisica entre o0 meio externo e o
nucleo; aumento da absorgéo pelo organismo, no caso de o revestimento apresentar
caracteristicas lipofilicas; especificidade ao alvo terapéutico quando o revestimento
possui fatores que conferem afinidade a micro / nanocapsula, como a presenca de
proteinas que se ligam a determinados receptores celulares (Tomaro-Duchesneau et
al., 2013; Silva et al., 2014; Wang et al., 2016).

Portanto, a microencapsulagao de farmacos utilizados para o tratamento de
COVID-19 pode melhorar e acelerar o efeito farmacoterapéutico por seus potenciais
efeitos na farmacocinética e farmacodinamica, além de reduzir a ocorréncia de
eventos adversos dose-dependente.

Mesmo com o anuncio, em maio de 2023, do fim da fase de emergéncia
internacional da COVID-19, é importante ressaltar que essa doenca continua sendo
uma ameacga a saude, visto que a adesao as campanhas de imunizagao nao tem sido
a ideal, especialmente considerando as mutacdes frequentes do virus (Organizagao
Pan-Americana de Saude (OPAS), 2024).
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No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2025), foram notificados 19.950
novos casos da doenga e 101 oObitos durante o ano de 2024 (entre 01/01/24 e
28/12/2024), correspondendo a uma incidéncia de 410,51 pacientes por 100.000
habitantes e a uma taxa de mortalidade de 2,84 a cada 100.000 habitantes. O
tratamento farmacolégico da doenga conta com dois antirretrovirais com uso aprovado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria: Remdesivir (Veklury®) para uso
hospitalar em casos de COVID-19 severa, e Nirmatrelvir + Ritonavir (Paxlovid®) para
uso ambulatorial em casos de COVID-19 leve a moderada (Anvisa, 2023). Entretanto,
a recomendacdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (World Health
Organization (WHO), 2025) prioriza a vacinagao atualizada como principal estratégia
do manejo de COVID-19 globalmente, pois as vacinas disponiveis demonstram
eficacia na redugéo de casos graves e obitos, mesmo diante do surgimento de novas
variantes do virus. Contudo, dados do Ministério da Saude (2025) demonstram que a
cobertura vacinal bivalente contra COVID-19 apresentou uma reducgao critica no
Brasil, em especial a partir de 2024.

Assim, o desenvolvimento de uma formulacdo envolvendo a
microencapsulacao de antirretrovirais € uma estratégia potencial para o tratamento da
infeccao, que tem alto impacto sobre a saude publica, em especial quando a cobertura
vacinal ndo ¢é a ideal.

Portanto, o presente se trata de um estudo descritivo sucedido por um estudo
experimental analitico quantitativo in vitro, cujas etapas visam propor o
desenvolvimento de um produto farmacéutico cujas propriedades possam melhorar o

tratamento farmacoldgico utilizando farmaco antirretroviral contra o SARS-CoV-2.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Propor a microencapsulacao de farmaco antirretroviral, contribuindo para o

desenvolvimento de uma formulacdo com potencial tratamento da COVID-19.

1.1.2 Objetivos especificos

e Selecionar o farmaco antirretroviral a ser utilizado no estudo, por meio
de estudo bibliografico sistematizado com metanalise, de estudo de
critérios normativos e de viabilidade econémica.

e Realizar estudo para determinar a composi¢cao das microparticulas.

e Propor o método de producdo de microparticulas de farmaco
antirretroviral para tratamento de COVID-19.

e Proceder a microencapsulacao do farmaco.

¢ Analisar a efetividade do processo de microencapsulagao por meio de
testes de caracterizagao, tais como: potencial zeta, tamanho, eficiéncia
de encapsulagéo, capacidade de carga, morfologia.

e Realizar testes de teor de farmaco frente as microparticulas

produzidas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O referencial tedrico buscou elaborar uma narrativa com informagdes a
respeito do coronavirus SARS-CoV-2, da patogenia e aspectos patoldgicos da
enfermidade pandémica COVID-19, do seu tratamento utilizando farmacos
antirretrovirais, e de aspectos gerais e técnicas de microencapsulagao de farmacos,

bem como de farmacos antirretrovirais.

2.1 CORONAVIRUS SARS-COV-2

Os virus sao microrganismos simples, ndo celulares, que consistem em um
cerne de acido nucléico de DNA ou RNA de filamento unico ou duplo, circundado por
um envoltorio proteico denominado capsideo. Alguns virus também possuem um
envelope lipidico que, da mesma forma que o capsideo, pode conter glicoproteinas
antigénicas. O envelope lipidico viral pode ser composto de glicoproteinas ou
fosfolipideos antigénicos virais produzidos por meio dos mecanismos celulares,
adquiridos de seu hospedeiro quando o nucleocapsideo brota através das membranas
da célula infectada (Golan et al., 2014; Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018; Rang
et al., 2020).

De acordo com Warren (2016) e Yuki, Fugiogi e Koutsogiannaki (2020), os
coronavirus sao virus de RNA envelopados, com nucleocapsideo helicoidal e
apresentam genoma de RNA n&do segmentado com cerca de 30kb, de fita simples e
polaridade positiva, com polimerase do virion ausente. Ao microscopio eletrénico,
podem ser observadas espiculas proeminentes, em forma de clava e com aspecto de
“coroa” (halo).

Apresentam tamanho muito pequeno (usualmente na faixa de 20-30 nm), o
que impede sua visualizagdo ao microscopio optico. Além disso, nao possuem nucleo
ou organelas produtoras de energia e proteinas, portanto, ndo contam com um
sistema metabdlico préprio. Assim, os virus precisam ligar-se e penetrar em células
vivas de um hospedeiro e utilizar os seus processos metabdlicos para se replicar
(reproduzir-se) (Warren, 2016; Rang et al., 2020).

Os coronavirus sao transmitidos por aerossois respiratorios, sendo que o

receptor de superficie celular do coronavirus da SARS é a enzima de conversao da
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angiotensina do tipo 2 (ACE2), cuja expresséo é alta nos pulmdes, coragdo, vasos
sanguineos, ileo, rim e bexiga. Apos a infeccédo, o ciclo de replicagdo viral do
coronavirus SARS-CoV-2 no hospedeiro consiste em cinco etapas: adsorgao,
penetragcdo, biossintese, maturacdo e liberacdao (Warren, 2016; Yuki; Fugiogi;
Koutsogiannaki, 2020).

Taxonomicamente, Yuki, Fugiogi e Koutsogiannaki (2020) e Zhang e Liu
(2020) explicam que os coronavirus (CoVs) pertencem a subfamilia
Orthocoronavirinae, familia Coronaviridae, ordem Nidovirales. Nessa subfamilia estdo
incluidos a-coronavirus, B-coronavirus, y-coronavirus, e ©-coronavirus, assim
divididos com base na sua estrutura gendmica.

Esses virus primariamente causam infecgbes em animais, como aves e
mamiferos, sendo que, nas ultimas décadas, tém mostrado a capacidade de infectar
também humanos, especialmente durante a Sindrome Respiratoria Aguda (SARS) em
2002 e a Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS) em 2012, além da recente
pandemia COVID-19 (Doenga de Coronavirus 2019, Coronavirus Disease 2019),
cujos sintomas inicialmente foram relacionados com pneumonia (Warren, 2016; Tai et
al., 2020; Zhang; Liu, 2020).

Segundo Yuki, Fugiogi e Koutsogiannaki (2020), os coronavirus a e 3 infectam
apenas mamiferos, sendo que, dentre os que infectam humanos, os a-coronavirus
sorotipos 229E e NL63 causam resfriado comum e crupe. Em contraste, SARS-CoV
(coronavirus da sindrome respiratoria aguda), MERS-CoV (coronavirus da Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio) e SARS-CoV-2 apresentam estrutura gendmica que
os classifica como [(3-coronavirus.

No final de 2019, um novo coronavirus relacionado aos MERS e SARS foi
descoberto na China, com transmissdo entre humanos mediante proximidade e
contato. Inicialmente, o novo coronavirus foi denominado 2019-nCoV, porém apos
estudos taxonémicos realizados pelo Grupo de Estudos de Coronaviridae (CSG,
Coronaviridae Study Group) do Comité Internacional de Taxonomia de Viroses (ICTV,
International Committee on Taxonomy of Viruses), foi renomeado SARS-CoV-2 (Tai
et al., 2020; Zhang; Liu, 2020).

O SARS-CoV-2 possui dezesseis proteinas nao estruturais e quatro proteinas
estruturais: espicula (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). A

proteina N envolve o genoma de acido ribonucleico (RNA), enquanto as proteinas S,
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E e M constituem o envelope viral. As espiculas de glicoproteinas conferem ao
coronavirus a formacao da sua aparéncia caracteristica de coroa (Sohag et al., 2020).

A Figura 1 fornece uma representagéo esquematica da estrutura do SARS-
CoV-2.

FIGURA 1 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO SARS-CoV-2

. gr%i Glicoproteina Espicula (S)

Proteina de Membrana (M)

RNA Gendmico

Proteina do Envelope (E)

Proteina Nucleocapsideo (N)

Membrana Lipidica

FONTE: Adaptado de Sohag et al., 2020

Nota: Representacdo da estrutura de SARS-CoV-2, indicando RNA gendmico de fita simples,
associado a proteina nucleocapsideo (N), formando um complexo ribonucleoproteico essencial para a
replicagao viral. Além disso, indica o envelope lipidico abrigando as proteinas estruturais M e E, também
a glicoproteina espicula (S).

A proteina espicula (S) € a maior dentre as quatro proteinas estruturais do
virus (incluindo as proteinas M, E e N), sendo uma glicoproteina homotrimérica
transmembranar, saliente a superficie viral, que determina a diversidade das
coronaviroses e o tropismo ao hospedeiro. E composta por 1273 aminoacidos, sendo
que cada monémero possui aproximadamente 180 kDa. Sua fungao é permitir a fuséo
da membrana viral com a membrana da célula hospedeira (Pillay, 2020; Yuki; Fugiogi;
Koutsogiannaki, 2020).

De acordo com Pillay (2020), a proteina S apresenta modificagbes pos-
traducionais significantes, tais como a alta glicosilacédo do seu ectodominio com N-
glicanas heterogéneas em conformagdes pré-fusdo e pés-fuséo, cuja troca entre elas
€ acionada pela ligagdo ao receptor celular ACE2. O autor afirma que os
oligossacarideos influenciariam a iniciacdo da replicagdo viral atuando sobre
proteases da célula hospedeira, além de determinar o reconhecimento por anticorpos.
Além disso, uma outra modificagdo pos-traducional citada por Pillay (2020) é a

acilagcao dos residuos de cisteina na cauda citosolica com acido palmitico.
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A proteina supracitada € composta pelas subunidades funcionais: S1,
responsavel pela ligagdo no receptor da célula hospedeira, e S2, para a fusdo das
membranas celular e viral. A subunidade S1 consiste na cabecga globular (ou ‘pétala’),
o0 maior dominio, contendo o sitio de ligacdo ao receptor N-terminal, com
aproximadamente 200 aminoacidos. Por sua vez, a subunidade S2 consiste na haste
da estrutura da proteina espicula (S), com dominio de fusdo de membrana, C-terminal,
seguido pelas duas regides heptameras HR1 e HR2, o dominio transmembréanico TM
e a cauda citosdlica (Pillay, 2020; Yuki; Fugiogi; Koutsogiannaki, 2020).

A Figura 2 traz uma representagcao esquematica da estrutura do SARS-CoV-

2, com destaque a proteina espicula.

FIGURA 2 — SARS-COV-2 COM DESTAQUE A PROTEINA S

Glicoproteina Espicula S
A P P!

TH09394041099049940444
Citosel do virion

' . v ~
) \.
< -
Envelope . . *
Dimero da esterase

Hemaglutinina

FONTE: Adaptado de Pillay (2020).

Nota: Representacéo da organizagado estrutural do coronavirus e o detalhamento da glicoproteina
espicula (S). Em (A), observa-se o virion envelopado contendo o RNA gendmico e as proteinas
estruturais associadas. Em (B), é ilustrada a insercéo da proteina S na membrana viral, destacando-se
suas subunidades S1 e S2, envolvidas no reconhecimento do receptor celular e no processo de fusao
de membranas.

Durante a infecgéo viral, a proteina viral espicula (S) na superficie do virion
promove o reconhecimento do receptor ACE2 e a fusdo da membrana (adsorgéo e
penetracdo). A subunidade S1 possui o dominio de ligagdo ao receptor (RBD —
receptor binding domain), que se liga por interacdo Van der Waals diretamente ao
residuo 31 de Lisina da dominio-peptidase (PD) da ACE2, por meio do seu residuo
394 de Glutamina (Yan et al., 2020; Yuki; Fugiogi; Koutsogiannaki, 2020; Zhang; Zhou,
2020).

De acordo com Hoffmann et al. (2020), a identificacdo do sitio de clivagem
S1/S2 na proteina S se deu pela localizagcdo de varios residuos de arginina

(multibasico), o que indica alta afinidade por enzimas proteoliticas.
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A ativacao da proteina S por clivagem pode ser descrita, didaticamente, em
uma sequéncia de dois passos:

Passo 1 - Clivagem no sitio S1/S2 para iniciacdo: Apdés a ligagcado da
subunidade S1 do SARS-CoV-2 a proteina ACE2 da célula hospedeira, ocorre uma
alteragcdo na conformacdo da molécula e um sitio de clivagem é exposto em S2.
Proteases celulares tais como a enzima Serino-Protease Transmembranar tipo 2
(TMPRSS2) clivam a proteina, separando as subunidades S1 e S2, que passam a
manter-se ligadas de forma n&o covalente e a por¢ao distal da subunidade S1 contribui
para a estabilizacdo da subunidade S2 ancorada na membrana no estado pré-fusao
(Kreutz et al., 2020; Pillay, 2020; Shang et al., 2020; South et al., 2020; Yan et al.,
2020; Yuki; Fugiogi; Koutsogiannaki, 2020; Osuchowski et al., 2021);

Passo 2 - Clivagem para ativagdo no sitio S’2, uma posi¢cao adjacente ao
peptideo de fusdao dentro da subunidade S2: A clivagem subsequente no sitio S’'2
presumivelmente ativa a proteina S para fusdo na membrana por mudancgas
conformacionais irreversiveis (Yuki; Fugiogi; Koutsogiannaki, 2020).

A Figura 3 representa a ligagdo do coronavirus SARS-CoV-2 ao receptor

ACE2 e a ativagao por TMPRSS2 para iniciar o processo de entrada do virus na célula.

FIGURA 3 - LIGACAO DO SARS-COV-2 A MEMBRANA CELULAR

Membrana da
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FONTE: Adaptado de Pillay (2020).

Nota: llustracdo do processo inicial de entrada do coronavirus na célula hospedeira, evidenciando a
interacao da glicoproteina S com a ACE2 presente na membrana celular. Destaca-se a atuacdo da
TMPRSS2 na clivagem da proteina S, etapa essencial para a ativagdo do mecanismo de fusédo entre
as membranas viral e celular.

Yuki, Fugiogi e Koutsogiannaki (2020) descrevem que, devido a caracteristica

de ser sujeita a clivagem por uma gama de diferentes proteases, a proteina S dos
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coronavirus € incomum entre os virus. Ainda, o SARS-CoV-2 apresenta uma
caracteristica exclusiva entre os coronavirus, que provavelmente o torna mais
patogénico: a existéncia do sitio de clivagem de furina (sequéncia RPPA) no dominio
S1/S2 (que é também submetido a clivagem por proteases como a serino-protease
transmembranar 2 — TMPRSS2 e catepsina L), cuja expressdao € mediada por
ubiquitina.

Zhang et al. (2020) descrevem que, apdés a clivagem pela TMPRSS2
produzindo as subunidades S1 e S2, os peptideos HR1 (heptad repeat 1) e HR2
(heptad repeat 2) da subunidade S2 gradualmente se aproximam um do outro e
formam uma banda helicoidal de seis hélices (6-HB), que promove a fusdo das
membranas do envelope viral e da célula hospedeira.

A Figura 4 representa as interagbes moleculares para a entrada do virus na

célula hospedeira.

FIGURA 4 — INTERACOES MOLECULARES PARA A ENTRADA DO SARS-COV-2 NA CELULA
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FONTE: Traduzido de Zhang et al. (2021).

Nota: llustragdo do mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira mediado pela proteina
S. A subunidade S1 reconhece e se liga ao receptor ACE2 presente na membrana celular, enquanto a
clivagem proteolitica pela TMPRSS2 ativa a subunidade S2. Essa ativagdo promove a exposi¢éo do
peptideo de fusdo (FP) e o rearranjo conformacional das regides HR1 e HR2, culminando na formacao
do feixe de seis hélices (6-HB) e na fusdo das membranas viral e celular, etapa essencial para a
liberagdo do material genético viral no citoplasma.

A Figura 5 demonstra um esquema da entrada do coronavirus na célula

hospedeira, seguida do ciclo de replicagao viral.
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FIGURA 5 — INFECGAO POR SARS-COV-2 E O CICLO DE REPLICAGAO VIRAL
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FONTE: Adaptado de Sohag et al., 2020.

Legenda: 3CLpro = Protease semelhante a quimotripsina; ACE2 = Enzima Conversora de Angiotensina
tipo 2; E = Proteina Envelope; M = Proteina de Membrana; N = Nucleocapsideo; PLpro = Protease
semelhante a papaina; S = proteina S (Espicula); TMPRSS2 = Serinoprotease Transmembranar tipo
2; PP1a = Replicase de poliproteinas 1a; PP1ab = Replicase de poliproteinas 1ab; NSP 1-3 = Proteinas
nao estruturais 1 a 3; NSP 4-16 = Proteinas n&o estruturais 4 a 16.

Nota: Representacgao do ciclo replicativo do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. A entrada viral ocorre
pela ligacao da proteina S ao receptor ACE2, com ativacdo mediada pela protease TMPRSS2 ou por
endocitose. Apds a liberagdo do RNA viral no citoplasma, ocorre a tradugdo das poliproteinas virais
(ppl1a e pplab), que séo clivadas pelas proteases PLpro e 3CLpro, originando as proteinas nao
estruturais (NSPs) responsaveis pela formagdo do complexo replicase-transcriptase. Esse complexo
promove a sintese de RNA gendmico e subgenémico, seguida da tradugao das proteinas estruturais
(S, E, M e N), montagem e maturagao viral no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, culminando
na liberagdo de novos virions por exocitose.
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A entrada do coronavirus na célula hospedeira ocorre por meio de ligagao da
proteina S (espicula) ao receptor celular ACE2. Apds a entrada na célula hospedeira,
inicia-se o ciclo de replicagdo viral: a RNA replicase viral é formada pelo RNA
mensageiro e resulta em replicacdo rapida do RNA viral e outras proteinas estruturais
necessarias (Choudhury; Mukherjee, 2020).

A Figura 6 demonstra um esquema da replicagdo dos virus de RNA de
polaridade positiva (como os coronavirus), utilizando a replicase viral que formara o

genoma dos novos virions.
FIGURA 6 — CICLOS DE REPLICACAO DOS ViRUS DE RNA POLARIDADE POSITIVA
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FONTE: Adaptado de Ramdhan; Li (2022).

Nota: Esquematizagéo simplificada do ciclo de replicagao viral no interior da célula hospedeira. Apés a
entrada e liberagdo do genoma viral no citoplasma, ocorre a tradugéo das proteinas virais, seguida da
clivagem proteolitica para geracao de proteinas funcionais. Paralelamente, o material genético viral é
transcrito, originando novas cépias do genoma e RNAs mensageiros. As proteinas estruturais e o
genoma recém-sintetizado sdo entdo direcionados para a montagem de novos virions, que, apos
maturagao, sao liberados da célula, completando o ciclo replicativo.

=

Os virus com genoma constituido por RNA sdo considerados unicos em suas

estratégias replicativas, uma vez que suas replicases sdo as unicas na natureza que
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sintetizam moléculas de RNA a partir de moldes de RNA (RNA polimerase-RNA
dependente, RpRd). Assim, 0 genoma do SARS-CoV-2 inicia diretamente a producéo
de proteinas virais, por ser senso-positivo (polaridade positiva), incluindo as proteinas
replicase que formam fatores de replicagdo a partir da membrana do reticulo
endoplasmatico (Santos; Romano; Wigg, 2015; Lamers; Haagmans, 2022).

Santos, Romano e Wigg (2015) explicam que os mecanismos de replicagcao
do virus de RNA de polaridade positiva (RNA+), de forma geral, s&o os menos
complexos dentre todos os virus de RNA e de DNA. No entanto, as estratégias de
controle de traducao/transcricéo e transcricao/replicacao sdo extremamente eficientes
e inovadoras. No caso do SARS-CoV-2, a estratégia de replicagdo envolve:

1) tradugéo da poliproteina viral precursora contendo somente as proteinas
nao estruturais;

2) processamento do precursor nao estrutural pela protease viral;

3) transcricao da fita de RNA complementar (negativa) pela RpRd viral a partir
do molde genbmico;

4) transcrigdo pela RpRd viral, a partir da fita de RNA negativo, de RNAm
subgendmicos que serdao moldes para a tradugao das proteinas estruturais; e

5) transcricao da fita de RNA gendmico completa pela RpRd viral a partir da
fita de RNA negativo.

A Figura 7 apresenta o esquema de replicagdo dos virus de de RNA de

polaridade positiva que apresentam RNAmM subgendémicos, como os coronavirus.
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FIGURA 7 — REPLICAGAO GENOMICA DOS VIRUS RNA+ QUE APRESENTAM RNAm
SUBGENOMICOS.
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FONTE: Santos; Romano; Wigg (2015)

Nota: llustragdo da estratégia de replicacao e transcrigido do RNA de virus de RNA fita simples de
polaridade positiva. O RNA genémico positivo (RNA*), contendo estrutura de cap na extremidade 5’ e
cauda poli(A), atua diretamente como RNA mensageiro, sendo traduzido para a sintese das proteinas
nao estruturais, incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RpRd). Em seguida, a RpRd catalisa
a sintese do RNA complementar de polaridade negativa (RNA~), que serve como molde para a
producao de novos RNAs gendmicos (RNA*) e de RNAs subgendmicos (RNAm sg). Estes ultimos séo
traduzidos em proteinas estruturais, enquanto o RNA gendmico recém-sintetizado é destinado a
traducao adicional ou @ montagem de novos virions.

Tanto os eventos de transcricao/traducdo quanto os de replicacdo dos
genomas virais dependem, em maior ou menor grau, dos fatores proteicos das células
hospedeiras. Assim sendo, os genomas virais devem apresentar sequéncias
sinalizadoras de traducéo, transcrigao e replicagdo comuns aos genes e elementos
de replicacdo celulares, além de modificagbes terminais que servirdo como
importantes sinais regulatérios para a expressao génica e a replicagao viral (Santos;
Romano; Wigg, 2015).

Dentre os virus de RNA de polaridade positiva, nos quais 0 genoma ja é o
proprio RNA mensageiro (RNAm), as referidas modificagdes terminais variam em
numero de bases de 7 a 30 kilobases (kb) e apresentam sequéncias de leitura abertas
(ORF, open reading frame) sintetizadas como precursores poliproteicos, que por sua

vez podem apresentar diferencas nas modificacdes presentes nas extremidades das
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moléculas de RNA. A modificacdo terminal apresentada pela familia Coronaviridae é
a adicdo de 7-metil-guanosina na extremidade 5’ do seu material genético (cap 5’),
que ocorre apos a transcricdo do RNAm e, além de proteger e estabilizar a fita
nucleotidica da degradagao exonucleolitica 5’-3’ em meio citosélico, corresponde ao
sitio de ligagcao do complexo de iniciagdo de tradugéo (Santos; Romano; Wigg, 2015;
Rampersad; Tennant, 2018).

Santos, Romano e Wigg (2015) descrevem que os virus da familia
Coronaviridae apresentam, nos dois tergos iniciais do genoma (extremidade 5'), a
codificagao para as ORF do precursor poliproteico nao estrutural e, no terco restante,
a ORF do precursor poliproteico estrutural; cercadas por regidées nao traduzidas
(5'UTR e 3'UTR) com fungédo de sinalizagao regulatéria de traducédo e transcricdo do
RNA. De acordo com Rampersad e Tennant (2018), a cauda poli(A) na extremidade
3' associa-se a proteinas de ligacao poli(A) que a protegem contra a degradagao
exoribonucleolitica e estabilizam o RNAm no citoplasma. O Quadro 1 apresenta
resumidamente as caracteristicas encontradas nas extremidades 5’ e 3’ de genomas

virais de coronavirus.

QUADRO 1 — MODIFICAGOES TERMINAIS EM GENOMAS DE CORONAVIRUS

Familia Extremidade 5’ Extremidade 3’
Coronaviridae cap leader — UTR UTR — poli(A)

FONTE: Adaptado de Santos; Romano; Wigg (2015)

Nota: UTR = Untranslated Regions, Regido Nado Traduzida. Refere-se a segmentos do RNA
mensageiro (MRNA) nas extremidades 5' e 3' que n&o sdo traduzidos em proteina, mas sao cruciais
para a regulacéo da expressao génica.

Enfim, Warren (2016) sintetiza o ciclo replicativo do coronavirus:

O virus adsorve-se as células por meio de suas espiculas de superficie
(hemaglutinina) e, em seguida, penetra no citoplasma, onde é
desencapsidado. O genoma de fita positiva é traduzido em dois polipeptideos
grandes, que sao autoclivados pela protease codificada pelo virus. Dois
desses peptideos agregam-se, formando a RNA polimerase (transcriptase)
que replica o genoma. Além disso, RNAm s&o sintetizados e ent&o traduzidos
em proteinas estruturais. O virus € montado e adquire seu envelope a partir
do reticulo endoplasmatico, e ndo da membrana plasmatica. A replicagcéo
ocorre no citoplasma (Warren, 2016, p. 281).
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2.2 PATOGENESE DA DOENGCA DE CORONAVIRUS 2019 (COVID-19)

Estudos sobre a patogénese da COVID-19 tém apontado que sua entrada nas
células humanas se da via Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) nas
superficies celulares (Choudhury; Mukherjee, 2020; Hoffmann et al., 2020; Li; Hu;
Zhang, 2020; Zhang et al., 2020).

A ACE2 é amplamente distribuida no organismo humano, encontrada
principalmente no trato digestivo, pulmdes, rins, coragdo, vasos sanguineos, mas
também no bacgo, figado, cérebro, intestino, placenta, endotélio, e outros tecidos. A
distribuicdo de ACE2 em varios tecidos poderia explicar a disfungédo em varios 6érgaos
observada em pacientes portadores de COVID-19 (Li; Hu; Zhang, 2020; Zhang et al.,
2020; Zhang et al., 2021).

Entretanto, o pulmao parece ser o 6rgao-alvo mais vulneravel a COVID-19,
pois a ampla area de superficie desse 6rgao o faz altamente susceptivel aos virus
inalados, mas também ha um fator biologico: 83% das células que expressam ACE2,
e, portanto, favoraveis a replicagdo do coronavirus, sao células epiteliais alveolares
do tipo Il (AECII, ou AT2). A alta expressao de ACE2 em células AT2 pode explicar o
fendmeno da lesao alveolar severa observada apds a infecgdo por SARS-CoV-2 (Li;
Hu; Zhang, 2020; Zhang et al., 2021).

Lamers e Haagmans (2022) explicam que as células alveolares tipo 1 (AT1)
cobrem a maior parte da superficie alveolar e mediam as trocas gasosas, enquanto
as células AT2 secretam surfactantes pulmonares necessarios para lubrificar o
pulmao, o que reduz a tensao superficial nos alvéolos durante a respiragao. Além
disso, as células AT2 s&o as células progenitoras das células AT1 no pulmao humano
adulto.

De acordo com Li, Hu e Zhang (2020), no tecido pulmonar humano normal,
ACE2 é expresso nas células epiteliais alveolares do tipo | e tipo Il, porém concentrado
em um numero restrito de células alveolares do tipo Il (AT2): 0,64% das células
pulmonares humanas expressam ACE2, sendo que dessas, mais de 80% sao células
AT2.

A expressdo de ACE2 por células AT2, em pulmdes normais, varia
etnicamente, sendo 2,5% em asiaticos e 0,47% em africanos e brancos,
sugerindo que a populagao asiatica € mais suscetivel a COVID-19. Além
disso, a expressdo de ACE2 é maior em homens do que em mulheres. (Li;
Hu; Zhang, 2020, p. 589)
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Li et al. (2021) descrevem que foram propostas trés fases clinicas da COVID-
19: Viremia, Fase aguda e Recuperagéo. De modo geral, ha a hipétese de que o curso
da infeccdo segue os estagios: invasdo viral e replicagdo, resposta imune
desregulada, danos multiplos aos 6rgaos e recuperagao.

Com relacédo a fase de invasao viral, replicacao e viremia, as informacdes
publicadas por Lamers e Haagmans (2022) afirmam que goticulas respiratorias e
aerossois contendo particulas virais de SARS-CoV-2 infectam o organismo, atingindo
inicialmente as células multiciliadas da nasofaringe ou traqueia, ou as células
sustentaculares da mucosa olfativa, e mantendo-se em um periodo de incubagao
média de 4-5 dias antes do inicio dos sintomas. As particulas virais realizam o
processo de replicacao. Os fatores de replicagao contém vesiculas bi-membranares
onde a transcricdo ocorre, de forma a proteger da detecgcdo por receptores
citoplasmaticos de reconhecimento de padrao (PRRs) o RNA dupla fita intermediario
do processo.

Quando o PRR citoplasmatico detecta moléculas do SARS-CoV-2, inicia-se
uma cascata de sinalizagao para promover a transcricao de interferons tipo | e tipo 11l

— ocorre entdo a resposta imunologica (Li et al., 2021).

Pacientes com insuficiéncia respiratéria por hipoxia associada a COVID-19
tém evidéncias de hiperinflamagéo sistémica, incluindo liberacdo de pro-
inflamatdrios: citocinas, como interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e TNF, além de
concentragcbes elevadas de marcadores, incluindo D-dimero, ferritina e
proteina C-reativa (CRP) (Lamers; Haagmans, 2022, p. 271).

De acordo com a descricdo de Lamers e Haagmans (2022), interferons e
quimiocinas sao produzidas também pelas células epiteliais ndo infectadas, além das
células imunolégicas locais (como neutrofilos e macrofagos), em resposta a
sinalizagcédo da célula infectada. As células imunoldgicas e nao infectadas detectam
interferons da célula infectada, ou produzidos localmente de forma paracrina, por meio
de receptores TLRs (Toll-like receptors). A producao de citocinas também promove o
desenvolvimento de respostas adaptativas de células B e T que ajudam a eliminar o
virus.

Quando a infecgao atinge o trato respiratério inferior, seja por consistir no sitio
inicial da infeccao, ou por falha na resposta imunoldgica inata ou adaptativa, causando
disseminagao gradual ao longo da arvore traqueobrénquica, os alvéolos sao afetados,

principalmente as células alveolares tipo 2 (AT2). Portanto, o dano alveolar pode
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ocorrer diretamente da infeccdo das células AT2, ou um efeito indireto causado por
respostas inflamatdrias locais. As células adotam um fendétipo associado ao dano e a
lesdo pulmonar, caracterizado pela falha na diferenciagdo completa em células AT2.
Assim, o epitélio e o endotélio rompidos permitem extravasamento de fluido para os
alvéolos, expde a matriz extracelular subendotelial, atrai e ativa plaquetas e inicia a
cascata de coagulacgao, levando a deposigao de fibrina. Ao mesmo tempo, células do
sistema imunolégico, como neutréfilos e mondcitos, séo atraidas e podem promover
ainda mais inflamacgao e coagulagdo, gerando uma trombo embolia pulmonar (TEP)
(Lamers; Haagmans, 2022).

Assim, ocorre o desenvolvimento da Sindrome do Desconforto Respiratério

Agudo (SRDA) associado a COVID-19, que esta representado na Figura 8.

FIGURA 8 — IMUNOPATOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO DE SDRA ASSOCIADO A COVID-19
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FONTE: Lamers; Haagmans (2022).

Nota: Comparagdo da estrutura e a fungdo do alvéolo pulmonar saudavel com as alteragbes
observadas na sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) associada a COVID-19. No alvéolo
saudavel, observa-se a integridade do epitélio alveolar, a produ¢cdo adequada de secrecbes e a
manutencao da barreira alvéolo-capilar. Em contraste, na SDRA associada a COVID-19, a infecgao
das células epiteliais alveolares desencadeia intensa resposta inflamatéria, com liberagao de citocinas
€ quimiocinas, ativagao de macréfagos e endotélio, recrutamento de neutréfilos e linfocitos citotoxicos,
deposicdo de fibrina e trombose microvascular. Esses eventos resultam em aumento da
permeabilidade vascular, acumulo de fluido alveolar, dano tecidual e fibrose, comprometendo
significativamente as trocas gasosas.
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A SRDA foi a principal causa de internagcdes hospitalares e obitos durante a
pandemia COVID-19, devido a formacdo de um padrao focal de tecido pulmonar
altamente inflamado e inundado, prejudicando a troca de oxigénio e levando a
hipoxemia.

O estado pro-inflamatério pro-fibrético pode levar a formagao de microtrombos
e / ou hiperinflamacéao e consequente processo de morte celular programada.

Segundo Lamers e Haagmans (2022), a formagao de microtrombos ocorre a
partir da ativacdo de neutrdéfilos ativados pelas plaquetas, que promove a formagao
de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) contendo fator tecidual; além da
regulacao positiva do Inibidor 1 do Ativador do Plasminogénio (PAI1).

Samir, Malireddi e Kanneganti (2020) explicam que os trés principais
processos de morte celular programada sao: piroptose (dependente de inflamassoma
e executada por membros da familia gasdermina), apoptose (mediada pelo
apoptosoma e executada por caspases) e necroptose (mediada pela cascata serina-
treonina-proteina quinase 3 [RIPK3] — dominio de quinase de linhagem mista como
pseudoquinase [MLKL]). No entanto, segundo os autores, algumas patologias podem
induzir os trés processos concomitantemente, e alguns estudos indicaram a presenca
de um complexo proteico celular pré-inflamatério (PANoptossoma) que pode induzir o
processo de morte celular programada que foi denominado PANoptose. O
PANoptosoma contém moléculas criticas para piroptose, apoptose, e necroptose,
sendo capaz de ativar todas as trés formas de morte celular proinflamatérias.

Assim, a PANoptose consiste em uma via inflamatéria para morte celular
programada, regulada pelo complexo PANoptossoma com caracteristicas-chave de
piroptose, apoptose e / ou necroptose, que nao pode ser explicada por nenhuma
dessas vias isoladamente (Karki et al., 2021).

2.3 ASPECTOS CLINICOS DA COVID-19

Liu e Li (2023) descrevem a COVID-19 como uma doenca infecciosa
respiratoria aguda, com caracteristicas de pneumonia, cujos pacientes apresentam
febre com temperatura acima de 38°C, com sintomas como tosse seca, fadiga,
dispneia, dificuldade respiratoria e opacidade vitrea grosseira em exames de imagem

pulmonar.
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De acordo com Lamers e Haagmans (2022), embora em alguns casos a
infeccdo seja assintomatica, a maioria dos pacientes apresenta doencga respiratoria
leve a moderada, apresentando: tosse, febre, cefaleia, mialgia e diarreia. Nesses
casos, a infec¢ao é provavelmente limitada a células ciliadas e sustentaculares nas
vias aereas superiores. No caso de doengas graves, geralmente se apresenta como
sintoma mais comum a dispneia (falta de ar), resultado de hipoxemia,
aproximadamente uma semana apoés o inicio dos sintomas leves. Esses pacientes
geralmente atendem aos critérios para SDRA, com lesbes pulmonares caracterizadas
por inflamacgao, extravasamento vascular pulmonar e, consequentemente, perda de
tecido pulmonar aerado. Também podem ocorrer sintomas extrapulmonares, tais
como sintomas gastrointestinais e doengas cardiacas, renais e lesao hepatica, além
de arritmias cardiacas, rabdomiodlise, coagulopatia e choque.

A COVID-19 pode afetar multiplos érgaos, causando, além do SDRA nos
pulmdes, arritmia, choque, lesdo do miocardio, lesdo renal aguda e disfuncéo
hepatica. Isso pode estar relacionado ao dano direto pelo SARS-CoV-2 as células que
expressam ACE2 (pulmbes, coracdo, sistema renal e trato gastrointestinal, em
especial no intestino delgado) e a resposta imunolégica exacerbada do hospedeiro,
na qual citocinas e quimiocinas liberadas por células imunes ativadas nao apenas
participam da resposta imune antiviral, mas também podem causar danos celulares e
disfuncdo organica.

O prognostico da doencga é variavel, e seu desfecho depende de varios
fatores, incluindo: a velocidade de eliminacdo do virus e a intensidade e tempo de
duracéo da resposta inflamatdria. As possibilidades abrangem recuperagao, fibrose,
disfuncao de o6rgaos, doenga crbénica pos-COVID-19 (também conhecida como
COVID-19 longa), inflamagdo persistente, imunossupressédo, sindrome de
catabolismo ou até mesmo morte (Li et al., 2021; Lamers; Haagmans, 2022).

Entre os sobreviventes a doenca, uma parcela importante de individuos
permanece sintomatica por um tempo variavel, mesmo apos a presencga do virus ser
indetectavel frente aos testes moleculares. A persisténcia de sintomas levou a
Organizagdo Mundial da Saude a definir a sindrome p6s-COVID-19 ou COVID-19
longa como uma nova entidade clinica que aparece em pacientes recuperados da
infeccao pelo SARS-CoV-2. A sindrome se caracteriza pela persisténcia, por mais de
trés meses, de sintomas que ndo podem ser explicados por uma condigao prévia a

infeccdo viral. Tais sintomas apresentam uma ampla variedade, tais como: fadiga,
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desconforto pés-esforgo, disturbios do sono, dispneia, ansiedade, confusdao mental,
depressao, dificuldade de concentracéo, alteragdes do paladar, queda de cabelos,
entre outros. Varias hipoteses tém sido levantadas para explica-los, incluindo
desregulacdo do sistema imune, persisténcia prolongada do virus, instalagdo ou
agravamento de estado inflamatorio crénico ou ainda que os sintomas seriam
secundarios a lesbes em orgaos especificos afetados pelo virus, incluindo sistema

nervoso, coragao/vasos sanguineos, rins e outros (Mill; Polese, 2023).

2.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA COVID-19

A pandemia de COVID-19 causou mais de 7 milhdes de mortes: de acordo
com a Organizacao Mundial da Saude, até 28 de dezembro de 2025 foram 7.108.060
obitos (WHO, 2025).

Lamers e Haagmans (2022) descrevem a taxa geral de mortalidade de cerca
de 1%, sendo que cerca de 3 a 20% das pessoas com COVID-19 necessitaram de
hospitalizagdo, dos quais um subconjunto consideravel (~10-30%) requerendo
cuidados intensivos, colocando grande presséo sobre os sistemas de saude.

Mill e Polese (2023) afirmam que, até outubro de 2023, a doenca afetou 770
milhées de pessoas e causou 6,9 milhdes de ébitos. Em numero de casos, o Brasil
ocupa a oitava posigao (38 milhdes), subindo para a segunda em numero de 6bitos
(mais de 700 mil) e, infelizmente, alcanga o primeiro na taxa de letalidade com,
aproximadamente, 368 6bitos/100 mil habitantes. Segundo os autores, esses dados
indicam que, se a pandemia foi devastadora para o mundo, foi ainda mais drastica
para a populacao brasileira: a letalidade da doenca a nivel mundial foi de cerca de
1%, enquanto o Brasil tem destaque negativo com letalidade proxima a 1,9%.

Dados atualizados em dezembro de 2025 descritos nos relatérios da
Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2025) e do Ministério da Saude (2025)
apontam mortalidade global de 0,91% entre os pacientes de COVID-19, com uma
notavel diminuicdo de notificagdes desde julho de 2023; no entanto, no Brasil o
percentual de mortalidade acumulado continua superior ao mundial, sendo 1,82%.

As analises das caracteristicas clinicas dos pacientes com COVID-19
sugerem que os pacientes com hipertensao compreendem 20-30% do total, sendo
58,3% dos pacientes que necessitaram de terapia intensiva, e 60,9% das mortes

causadas por COVID-19. Outros fatores de risco identificados para o desenvolvimento
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de COVID-19 severa foram idade avancada, obesidade, insuficiéncia cardiaca,
arritmia cardiaca, diabetes, faléncia renal e doenca pulmonar cronica. Além disso,
predisposicao genética relacionada a inducao de interferon, com estimativa de que
contribuiram ~20% de mortes relacionadas ao COVID-19 (Li; Hu; Zhang, 2020;
Lamers; Haagmans, 2022).

2.5 TRATAMENTO COM FARMACOS ANTIVIRAIS

Comparado ao numero de farmacos disponiveis para o tratamento de
infeccdes bacterianas, o numero de farmacos antivirais € pequeno. A principal razao
para essa diferenca reside na dificuldade em obter-se toxicidade seletiva contra os
virus: a replicagdo viral esta intimamente envolvida com o0s processos normais de
sintese da célula (Warren, 2016).

A despeito dos progressos realizados no desenvolvimento de farmacos
antivirais, as medidas de saude publica e as vacinas profilaticas continuam sendo os
principais métodos pelos quais a sociedade controla a disseminacdo das infecgcoes
virais (Golan et al., 2014).

Apesar da dificuldade, milhées de vidas sdo salvas devido aos farmacos
disponiveis para combater os virus, cujo sitio de agdo corresponde nas varias etapas
especificas do ciclo de replicagéo viral (Golan et al., 2014; Warren, 2016).

Os farmacos antivirais atuam sobre as etapas da replicagao viral, cujos alvos
potenciais tém numero reduzido, uma vez que os virus realizam replicagao intracelular
utilizando os mecanismos da célula hospedeira. Assim, os agentes antivirais atuais
exploram as diferengas existentes entre as estruturas e as fungdes das proteinas
virais e humanas, para obter uma seletividade de acao antiviral (Golan et al., 2014;
Warren, 2016).

Segundo Golan et al. (2014), os virus codificam, em sua maioria, proteinas
singulares que nao sao normalmente produzidas pelas células humanas. Muitas delas
estdo envolvidas no ciclo viral (fixagdo e entrada na célula do hospedeiro,
desnudamento do capsidio viral, replicagdo do genoma viral, montagem e maturagao
das particulas virais, liberagao da progénie de virus da célula hospedeira).

A Figura 9 apresenta, esquematicamente, as etapas basicas do ciclo de
replicacéo viral, apontando o local potencial de intervencdo farmacoldgica, com

exemplificagdo de farmacos atuantes nessas vias.
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FIGURA 9 — CICLO DE REPLICAGAO VIRAL E POTENCIAIS SIiTIOS DE INTERVENGAO
FARMACOLOGICA
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FONTE: Golan et al. (2014).

Nota: Etapas do ciclo replicativo viral na célula hospedeira e os principais alvos de agédo de farmacos
antivirais, incluindo inibidores de fusao, bloqueadores de canais idnicos, inibidores da polimerase, da
protease e da neuraminidase.

Os agentes antivirais sdo, em sua maioria, analogos de nucleosidios, cujo alvo
€ a replicagdo do genoma, inibindo, tipicamente, a DNA polimerase ou a transcriptase
reversa viral. Varias outras classes de farmacos sao dirigidas para outras etapas do
ciclo de vida dos virus, incluindo fixacdo e entrada, desnudamento, montagem e
maturagao, e saida e liberacéo (Golan et al., 2014).

Warren (2016) destaca que os farmacos antivirais possuem uma limitagao,
baseada no fato que ocorrem varios ciclos de replicacao viral durante o periodo de
incubagao, quando o paciente se mostra saudavel. Quando o paciente apresenta uma
doenca viral sistémica reconhecivel, o virus disseminou-se por todo o corpo, sendo
tarde demais para interdita-lo. Salienta-se também que os virus que realizam estado

de laténcia no interior da célula representam uma barreira a agdo dos farmacos

antivirais atuais, bem como a emergéncia de mutantes virais resistentes a farmacos.
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O Quadro 2 relaciona as classes farmacos antivirais com seus potenciais

sitios de acdo da quimioterapia antiviral.

QUADRO 2 - SITIOS E MECANISMOS DE AGAO DA QUIMIOTERAPIA ANTIVIRAL

Sitio de agdo (etapa da Mecanismo de agao dos Farmacos
replicacao) Antivirais
Eventos precoces (entrada | Inibidor da fusdo do Enfuvirtida
ou desencapsidacao do HIV as células
virus) Hospedeiras
Inibidores da desmontagem do Amantadina

revestimento viral e inibidores
da neuraminidase

Antagonista de
receptor de quimiocina (CCRS5)

Maraviroque

Sintese de acido nucléico
por DNA e RNA
polimerases virais

Inibidores nucleosidicos da
transcriptase reversa

Abacavir, didanosina
(dideoxiinosina), entricitabina,
lamivudina, estavudina (d4T),
tenofovir, zidovudina, adefovir,
entecavir, telbivudina, tenvofir

Inibidores nao nucleosidicos da
transcriptase reversa

Efavirenz, etravirina, nevirapina,
rilpivirina

Inibidores da DNA-polimerase
Viral

Cidofovir, foscarnete,
ganciclovir, valganciclovir,
aciclovir, fanciclovir, idoxuridina,
penciclovir, valaciclovir

Integrase responsavel pela
integracéo do DNA de HIV
ao DNA celular

Inibidor de integrase

Raltegravir

Clivagem de polipeptideos
precursores

Inibidores de protease

Atazanavir, darunauvir,
fosamprenavir, indinavir,
lopinavir, ritonavir, saquinavir,
timpranavir, boceprevir,

telaprevir
Acao de proteinas Nenhuma
regulatdrias virais
Montagem do virus, Nenhuma

incluindo a proteina da
matriz

Liberagao do virus

Inibidores da desmontagem do
revestimento viral e inibidores
da neuraminidase

Zanamivir, oseltamivir

FONTE: Adaptado de Warren (2016) e Rang et al. (2020)

Destaca-se que, conceitualmente, ha diferengca entre os medicamentos

antivirais e antirretrovirais. Antiviral € um termo amplo, aplicado para medicamentos
que tratam qualquer infeccdo viral (como gripe, herpes, hepatite), enquanto
antirretroviral (ARV) refere-se especificamente a antivirais que tém como alvo
retrovirus, principalmente o HIV, interferindo em seu ciclo de vida unico, como a
transcricdo reversa. Todos os antirretrovirais sao antivirais, mas nem todos os

antivirais sao antirretrovirais; os ARVs sdao um subconjunto especializado
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desenvolvido para retrovirus, que inserem seu material genético no DNA do

hospedeiro, diferentemente de outros virus (MacDougall, 2018).

2.6 TRATAMENTO DE COVID-19 COM FARMACOS ANTIRRETROVIRAIS

Ford et al. (2020) realizaram um estudo de revisdo sistematica visando
verificar o desfecho do tratamento de pacientes portadores de SARS (Sindrome
Respiratéria Aguda Grave), MERS (Sindrome Respiratéria do Oriente Médio) ou
COVID-19 (Doenga causada por coronavirus) com antirretrovirais. Os autores
verificaram que, na maioria das publicacdes, o tratamento utilizado foi associagao de
Lopinavir e Ritonavir. No entanto, concluem que, com base nas evidéncias obtidas, é
incerto 0 uso da associagao ou de outros antirretrovirais por pacientes com alto risco
para obter desfechos clinicos favoraveis ou evitar COVID-19.

Zhang e Liu (2020) descrevem os achados do levantamento bibliografico que
realizaram, sobre varios farmacos com acado anti-infecciosa. Ribavirina, um agente
antiviral de amplo espectro, normalmente utilizada para o tratamento de Hepatite C,
foi utilizada em outros surtos de SARS, porém sem agao significativa contra SARS-
CoV in vitro, além de apresentar toxicidade, incluindo hemdélise (em 76%) e redugao
de hemoglobina (em 49%). Porém, quando testada in vifro em associagdo com
interferon-[3, sinergicamente inibiu a replicagcdo de SARS-CoV em culturas de células
animais e humanas. Assim, os autores sugerem a consideragdo de ribavirina
associada a outros farmacos antivirais para o tratamento de COVID-19.

A combinagédo de Lopinavir e Ritonavir (Kaletra®) é amplamente utilizada
como inibidor da enzima protease no tratamento de infeccdo por HIV. O Ritonavir
causa sinergismo na acgao de Lopinavir por aumentar a sua meia-vida por meio da
inibicao do citocromo P450. Os autores sugerem a utilizagao de Lopinavir, Ritonavir e
Ribavirina para o enfrentamento do SARS-CoV-2 (Zhang; Liu, 2020).

Remdesivir € um analogo de nucleosideo que apresentou inibicdo do
coronavirus humano e zoonético in vitro e contengao da sindrome respiratéria aguda
severa por coronavirus (SARS-CoV) in vivo. A atividade antirretroviral de Remdesivir
associado a Interferon- € superior a da associagao Lopinavir, Ritonavir e Ribavirina
contra MERS-CoV, e poderia ser uma escolha melhor para o tratamento de COVID-
19. Zhang e Liu (2020) defendem que é necessario realizar estudos clinicos

randomizados e controlados para determinar sua seguranca e eficacia.
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Nelfinavir € um inibidor seletivo da protease do HIV, que é responsavel pelo
processamento pés-transcripcional dos pro-peptideos do virus. Segundo os autores,
por inibir fortemente a replicacdo de SARS-CoV, o farmaco poderia ser uma opgao de
tratamento contra o SARS-CoV-2 (Zhang; Liu, 2020).

Umifenovir (Arbidol®) &€ um derivado inddlico produzido na Russia, registrado
para o tratamento de Influenza e outras infecgdes virais respiratérias na Russia e na
China. O seu mecanismo de acao contra os virus Influenza A e B, bem como o da
Hepatite C e dos virus SARS, inclui o bloqueio da replicacéo viral e da fusdo com a
célula (Zhang; Liu, 2020).

Nirmatrelvir € um inibidor de protease MP™ peptideomimético de segunda
geragao, disponivel por via oral, desenvolvido pela Pfizer. A avaliagdo da inibicdo de
protease em um estudo clinico em pacientes com COVID-19 e em um estudo
inacabado em um total de 2246 participantes mostrou resultados promissores, de 89%
de reducdo na hospitalizagdo por COVID-19 e sem obitos (o grupo placebo

apresentou 7 obitos) (Joyce; Hu; Wang, 2022).

2.6.1 Remdesivir

Em 22 de outubro de 2020, o 6rgao regulamentador de saude dos Estados
Unidos (Food and Drug Administration, FDA) aprovou o uso do medicamento Veklury®
(remdesivir, po liofilizado para injecédo) para o tratamento de COVID-19 em pacientes
hospitalizados adultos e pediatricos com 12 anos de idade ou mais, com peso superior
a 40 quilogramas. Esse foi o primeiro tratamento aprovado para COVID-19 pelo FDA,
autorizado para administracdo hospitalar ou em um servigco de saude capaz de prover
atendimento de casos graves comparavel ao atendimento de internagdo hospitalar
(FDA, 2020).

A aprovacéao foi realizada com base na analise de dados de trés estudos
clinicos controlados randomizados em pacientes hospitalizados com COVID-19 leve
a moderada: Beigel et al. (2020), Spinner et al. (2020) e Goldman et al. (2020).

O estudo de Beigel et al. (2020) comparou a utilizagdo de remdesivir com
placebo, por 29 dias de tratamento, em 1062 pacientes hospitalizados. Seus
resultados apontam para melhora do estado clinico em 10 dias de utilizagdo de

Veklury®, sendo que o grupo placebo precisou de, em média, 15 dias para melhora
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clinica, e houve significancia estatistica na diferenca de dias e na razdo de
probabilidade (odds ratio).

O estudo de Spinner et al. (2020), por sua vez, comparou o tratamento padréao
de pacientes internados com COVID-19 moderada com o uso de Veklury®, por cinco
dias ou dez dias, em uma amostragem de 584 pacientes. Os resultados apontam a
melhora de sintomas de COVID-19 maior em pacientes que receberam remdesivir por
cinco dias do que em pacientes que receberam o tratamento padrao, com significancia
estatistica. A utilizacao do medicamento por dez dias demonstrou-se numericamente
favoravel, mas sem significancia estatistica.

O estudo de Goldman et al. (2020) foi realizado em 397 pacientes
hospitalizados com COVID-19 severa, comparando-se a utilizacdo do Veklury® por
cinco dias e por dez dias. Os resultados apontaram que a sintomatologia foi
semelhante entre os dois grupos, e nao houve diferengca com significancia estatistica
nas taxas de melhora clinica ou mortalidade entre os dois grupos.

No Brasil, apenas em marco de 2021 a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) concedeu o registro do antirretroviral Remdesivir para o tratamento
de pacientes acometidos pela COVID-19: por meio da Resolugdo RE n° 1.074 de 12
de margo de 2021, autorizou a utilizagdo do medicamento Veklury®, da fabricante
Gilead Sciences Farmacéutica do Brasil Ltda., cuja substancia ativa € Remdesivir, em
apresentacao frasco-ampola contendo 100 mg para administragdo via endovenosa
(Anvisa, 2021a).

A aprovacao do medicamento pela Anvisa se deu tendo em vista a aprovacéao
prévia por outros 6rgaos reguladores de medicamentos no mundo, e 0s mesmos
estudos, descritos por Beigel et al. (2020), Goldman et al. (2020) e Spinner et al.
(2020). De acordo com Anvisa (2021b), em sua apresentagao de aprovacao do
medicamento Veklury® para tratamento de COVID-19, o registro sanitario do
remdesivir para tratamento da doenga foi aprovado por diversas agéncias

reguladoras, conforme apresentado no Quadro 3.
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AGENCIAS REGULADORAS
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Data Pais
07/05/2020 Japao
07/06/2020 Emirados Arabes
10/06/2020 Singapura
01/07/2020 india
02/07/2020 Taiwan
02/07/2020 Iraque
03/07/2020 Agéncia Europeia (EMA, European Medicines Agency)
10/07/2020 Australia
17/07/2020 Hong Kong
24/07/2020 Coreia do Sul
27/07/2020 Canada
29/07/2020 Israel
26/08/2020 Libano
22/10/2020 Estados Unidos
14/10/2020 Russia
12/11/2020 Argentina
25/11/2020 Suica

FONTE: A autora, adaptado de Anvisa (2021b)

Braga et al. (2022) descrevem o Remdesivir como um antirretroviral analogo
de nucleosideo, originalmente desenvolvido pela empresa Gilead Sciences para
tratamento do virus Ebola. No contexto da pandemia de COVID-19, é o primeiro
medicamento ndo baseado em anticorpos monoclonais aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA), dos Estados Unidos, e pela agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, do Brasil, para tratamento da doenca.

Mercurio et al. (2021) informam que o remdesivir atua sobre a RNA polimerase
RNA-dependente do virus, e que ja é utilizado para reduzir complica¢des relacionadas
a infecgdes pelos virus Ebola, Dengue, and MERS-CoV.

A Figura 10 apresenta a estrutura quimica do Remdesivir.

FIGURA 10 — FORMULA QUIMICA ESTRUTURAL DO REMDESIVIR

(Remdesivir - 1)

FONTE: Braga et al. (2022).
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De maneira geral, encontra-se bem estabelecido que a atividade antirretroviral
enzima RNA polimerase dependente de RNA do virus (RdRp), diretamente envolvida
no seu processo de replicagao (Kokic et al., 2021; Braga et al., 2022).

Essa inibicao é associada ao produto de metabolismo in vivo do Remdesivir,
que contém um grupamento trifosfato em vez da fosforamida, sendo reconhecido e
utilizado pela RdRp viral como um analogo da adenosina trifosfato (ATP) (Braga et al.,
2022).

A Figura 11 apresenta o intermediario ativo do remdesivir, o remdesivir

trifosfato, que se forma por fosforilagao durante o metabolismo in vivo.

FIGURA 11 — METABOLITO ATIVO DO REMDESIVIR
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FONTE: Adaptado de Braga et al. (2022).

A forma ativada de Remdesivir age como um analogo de nucleosideo, inibindo
a enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) do coronavirus. O mecanismo
envolve a incorporacao da molécula pela RdRp ao RNA crescente que esta sendo
produzido, bloqueando o processo (Kokic et al., 2021). A Figura 12 apresenta um

esquema do efeito do remdesivir-trifosfato no processo de replicagdo de RNA.

FIGURA 12 — EFEITO DO REMDESIVIR TRIFOSFATO NA REPLICAGAO DO RNA VIRAL

. Molde de RNA Loop . RNA produzido O RNA alongado
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FONTE: Adaptado de Kokic et al. (2021).

Nota: Apds a adigdo do Remdesivir trifosfato na cadeia do RNA crescente, ocorre o bloqueio da sintese
de RNA. A adi¢do do quarto nucleotideo apds a incorporagéo do farmaco é prejudicada por uma
barreira a translocagao adicional de RNA, que causa a retengao do 3’-nucleotideo do RNA no sitio de
ligacédo da enzima RdRp. Na estrutura do remdesivir em estado de bloqueio da sintese, o0 3’-nucleotideo
do RNA sendo sintetizado € combinado e localizado com a base do modelo no centro ativo, e isso pode
prejudicar a revisao pela 3'-exonuclease viral
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Assim, como analogo de nucleosideo, o Remdesivir atua como um inibidor de
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), visando interromper o processo de
replicacdo do genoma viral. A Figura 13 apresenta um esbogo esquematico do seu
mecanismo geral de ag&o.

FIGURA 13 — PROCESSO DE REPLICACAO DO SARS-COV-2 E MECANISMO DE ACAO DO
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B se-
! -“V}‘ l I ¥ (IRNA
} o' * [0} &> :
& » M 50, Tradugdo
. Replicagdo _ Transcrigao - ’;,#
& A
k {#) VA | . . 0 ™~
C‘D .I £ {+)RNA &
* _Fn __- ﬁ
. M Ridkp
d & (b RENA ‘ WLpe
o 2 - ! e i "r- . | 2 v M o
e S TR - 2 4
—— L
% L +3
3

Adigao do Remdesivir

FONTE: Carestiato; Weid (2020).

Nota: Ciclo replicativo do SARS-CoV-2 e inibicdo pelo Remdesivir. (1) Adsorgéo viral via interagao
proteina S-ACE2. (2) Tradugéo e formagédo do complexo de replicagcédo-transcricdo, destacando-se a
enzima RdRp. (3) Incorporacdo do Remdesivir (analogo de nucleosideo) pela RdRp, resultando em
terminacdo prematura da cadeia por bloqueio estérico. (4) Inibicdo da sintese de RNA gendmico e
subgendmico, com resisténcia a atividade de revisdo da nsp74-ExoN.

Entretanto, o Remdesivir é instavel na corrente sanguinea e possui um tempo
de meia-vida limitado em menos de uma hora em humanos, portanto, requer

administracao por infusdo continua (Joyce; Hu; Wang, 2022).
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2.6.2 Ritonavir + Nirmatrelvir

Em 22 de dezembro de 2021, a agéncia reguladora de saude dos Estados
Unidos (Food and Drug Administration — FDA) foi a primeira a autorizar a utilizagao do
primeiro antirretroviral oral para tratamento de COVID-19, o Paxlovid® (nirmatrelvir /
ritonavir) (FDA, 2021).

O Nirmatrelvir € um inibidor covalente reversivel da protease do tipo
coronavirus 3C (3CL) ou MP™_ impedindo a replicagao viral, enquanto o ritonavir possui
a fungao de manter a concentracao de nirmatrelvir em concentracdes séricas efetivas
para os niveis terapéuticos por meio da inibigao do Citocromo P3A4 que o metaboliza
(Joyce; Hu; Wang, 2022).

A estrutura molecular dos farmacos Nirmatrelvir e Ritonavir esta representada

na Figura 14.

FIGURA 14 — ESTRUTURA QUIMICA DOS FARMACOS QUE COMPOEM O MEDICAMENTO
PAXLOVID®: NIRMALTREVIR E RITONAVIR

Paxlovid

Nirmatrelvir
Inibe 3CLpro

Ritonavir
Inibe CYP3A4

FONTE: Adaptado de Joyce; Hu; Wang (2022).

O FDA (2021) afirma, em sua publicacao, que a autorizagcao do Paxlovid® foi
baseada em um estudo clinico multicéntrico, randomizado, duplo cego, controlado por
placebo, realizado pelos pesquisadores de diversas plantas da empresa fabricante do

medicamento, Pfizer CO.
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Os dados primarios que apoiam esta autorizagdo de uso emergencial para
Paxlovid sdo do EPIC-HR (Evaluation of Protease Inhibition for COVID-19 in
High-Risk Patients), um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado
por placebo que estuda Paxlovid para o tratamento de adultos sintomaticos
nao hospitalizados com diagndstico confirmado laboratorialmente de infecgéo
por SARS-CoV-2.

Neste estudo, os pacientes eram adultos com 18 anos de idade ou mais, com
um fator de risco pré-especificado para progressdo para doenga grave ou
tinham 60 anos ou mais, independentemente de condi¢gdes médicas crbnicas
pré-especificadas. Nenhum deles havia recebido a vacina contra COVID-19
e tampouco haviam sido previamente infectados com COVID-19.

O principal resultado medido no ensaio foi a proporgéo de pessoas que foram
hospitalizadas devido a COVID-19 ou morreram por qualquer causa durante
28 dias de acompanhamento. Paxlovid reduziu significativamente a
propor¢ao de pessoas com hospitalizacdo ou morte relacionada a COVID-19
por qualquer causa em 88% em comparagédo ao placebo entre pacientes
tratados dentro de cinco dias do inicio dos sintomas e que nao receberam
tratamento terapéutico com anticorpos monoclonais para COVID-19.

Nesta analise, 1.039 pacientes receberam Paxlovid e 1.046 pacientes
receberam placebo e entre esses pacientes, 0,8% que receberam Paxlovid
foram hospitalizados ou morreram durante 28 dias de acompanhamento, em
comparacao com 6% dos pacientes que receberam placebo. A seguranga e
eficacia do Paxlovid para o tratamento da COVID-19 continuam a ser
avaliadas (FDA, 2021, p. 1).

O estudo citado teve seus resultados publicados em abril de 2022: Hammond
et al. (2022) descrevem o estudo conhecido como EPIC-HR (Evaluation of Protease
Inhibition for COVID-19 in High-Risk Patients), ou Avaliacéo da Inibicdo de Protease
para COVID-19 em pacientes de alto risco, mantido pela empresa Pfizer CO., com a
finalidade de testar clinicamente o farmaco antirretroviral Nirmatrelvir — um inibidor da
principal protease (MP™©) do SARS-CoV-2 com atividade potencial in vitro.

Hammond et al. (2022) conduziram um estudo clinico duplo cego, no qual um
total de 2246 pacientes adultos, sintomaticos, ndo vacinados, ndo hospitalizados e
com alto risco de progresséo para COVID-19 severa foram separados em proporgéo
1:1, de forma randomizada, em dois grupos: controle por placebo (1120 pacientes) ou
tratamento com nirmatrelvir 300mg / ritonavir 100 mg (1126 pacientes). A posologia
foi de administracao a cada 12h, por cinco dias. Foram avaliados os resultados de
morte ou hospitalizacdo relacionada a COVID-19 apds 28 dias, carga viral, e

segurancga. Os autores apresentam os seus resultados:

A incidéncia de hospitalizagdo ou morte relacionada a COVID-19 no dia 28
foi menor no grupo Nirmatrelvir do que no grupo placebo em 6,32 pontos
percentuais (intervalo de confianga [IC] de 95%, -9,04 a -3,59; P<0,001; risco
relativo redugao, 89,1%); a incidéncia foi de 0,77% (3 de 389 pacientes) no
grupo Nirmatrelvir, com 0 mortes, em comparagédo com 7,01% (27 de 385
pacientes) no grupo placebo, com 7 mortes.
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Com relagdo a carga viral, apés ajuste para carga viral basal, status
soroldgico e regiao geografica, Nirmatrelvir / Ritonavir reduziu a carga viral
no quinto dia por uma média ajustada (+EP) de 0,868+0,105 log1o copias
adicionais por mililitro (IC 95%, —1,074 a — 0,6615; P<0,001) quando o
tratamento foi iniciado dentro de trés dias apds o inicio dos sintomas, uma
diminuicdo na carga viral por um fator de 10 em relagdo ao placebo e
0,695+0,085 log1o copias por mililitro (IC 95%, —0,861 a —0,530; P<0,001)
quando o tratamento foi iniciado dentro de 5 dias apds o inicio dos sintomas.
A incidéncia de eventos adversos que surgiram durante o periodo de
tratamento foi semelhante nos dois grupos (qualquer evento adverso, 22,6%
com Nirmatrelvir / Ritonavir e 23,9% com placebo; eventos adversos graves,
1,6% e 6,6%, respectivamente; e eventos adversos que levaram a suspensao
do tratamento, 2,1% e 4,2%). Disgeusia (5,6% e 0,3%) e diarreia (3,1% e
1,6%) ocorreram mais frequentemente com Nirmatrelvir / Ritonavir do que
com placebo.

Com o uso do método Kaplan-Meier, as taxas estimadas de eventos de
hospitalizagéo relacionada a COVID-19 ou morte por qualquer causa em 28
dias foram de 0,72% e 6,53% nos grupos nirmatrelvir e placebo,
respectivamente, correspondendo a uma diferenca de -5,81 pontos
percentuais (IC 95%, —7,78 a —3,84; P<0,001) e uma redugao de risco relativo
de 88,9% na hospitalizacdo ou morte relacionada a COVID-19 por qualquer
causa. Nove mortes foram relatadas no grupo placebo e nenhuma no grupo
nirmatrelvir (Hammond et al., 2022, p. 1403-1405)

Assim, os autores concluem que o tratamento com Nirmatrelvir / Ritonavir no
inicio da doenga por COVID-19 pode diminuir a progressdo para doenca grave e
reduzir rapidamente a carga viral do SARS-CoV-2 (Hammond et al., 2022).

No Brasil, a autorizagdo temporaria de uso emergencial do medicamento
Paxlovid® (Nirmatrelvir + Ritonavir) para o tratamento de COVID-19 foi aprovada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em 30/03/2022. A autorizagao foi
concedida para o uso em adultos que ndo requerem oxigénio suplementar e que
apresentam risco aumentado de progressao para doenga grave (Anvisa, 2022).

A Anvisa nao autorizou o seu uso: (a) para inicio de tratamento em pacientes
que requerem hospitalizagdo devido a manifesta¢des graves ou criticas da COVID-19,
(b) para profilaxia pré ou pos-exposi¢ao para prevencao da infeccédo pelo SARS-CoV-
2, (c) para uso por mais de cinco dias. A agéncia também recomendou que seu uso
fosse evitado durante a gravidez e em pacientes com insuficiéncia renal grave ou com
falha renal (Anvisa, 2022).

De acordo com Anvisa (2022), o uso emergencial de Paxlovid® para
tratamento de COVID-19 foi aprovado com base no estudo EPIC-HR, também na
aprovacgao prévia pelas agéncias reguladoras (

Quadro 4):
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QUADRO 4 — APROVAGAO DO PAXLOVID® PARA TRATAMENTO DE COVID-19 PELAS
AGENCIAS REGULADORAS

Data Pais
22/12/2021 Estados Unidos
31/12/2021 Reino Unido
14/01/2022 México
17/01/2022 Canada
18/01/2022 Australia
27/01/2022 Agéncia Europeia (EMA, European Medicines Agency)
10/02/2022 Japao
12/02/2022 China

FONTE: A autora, adaptado Anvisa (2022)

Apos a aprovacgao do uso emergencial pela Anvisa, a Comissao Nacional de
Incorporacdo de Tecnologias no Sistema Unico de Saude (Conitec) emitiu parecer
inicial favoravel para utilizagdo do medicamento pelo Sistema Unico de Saude (SUS)
em 12/04/22, o que ocorreu apos a realizagado de consulta publica, cujo resultado foi
publicado em 05/05/22. Nesta data, o Plenario da Conitec deliberou por maioria
simples recomendar a incorporacao da associagao entre o nirmatrelvir / ritonavir para
o tratamento de COVID-19 nos seguintes grupos de pacientes com sintomas leves a
moderados, que ndo requerem oxigénio suplementar, independentemente do status
vacinal: a) imunocomprometidos com idade = 18 anos (segundo os critérios utilizados
para priorizagao da vacinagao para COVID-19); b) com idade = 65 anos (Brasil, 2022).

Atualmente, Paxlovid® esta disponibilizado para dispensagdo no SUS
mediante critérios clinicos, adquirido pelo Ministério da Saude, via Componente
Estratégico da Assisténcia Farmacéutica (CESAF), conforme pactuagdo na Comissao
Intergestores Tripartite. Portanto, o medicamento é distribuido pelo SUS aos Estados,
para entdo serem encaminhados aos municipios, conforme pactuacéo local, e
seguindo os critérios clinicos para dispensacéao descritos no Quadro 5 (Curitiba, 2022;
Brasil, 2022).

Além da disponibilizagdo do medicamento pelo SUS, desde 21/11/22 ha a
possibilidade da sua dispensacdo em farmacias privadas, uma vez que houve a
autorizacao pela Anvisa do fornecimento do medicamento para o mercado privado,
com a rotulagem e bula em portugués de Portugal e em espanhol. De acordo com a
Anvisa (2022), a aprovagéo levou em consideragdo a venda do medicamento ao
mercado privado em outros paises com autoridades internacionais de referéncia,

como Estados Unidos e Canada.
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QUADRO 5 — CRITERIOS CLINICOS PARA DISPENSAGCAO DO PAXLOVID® PELO SUS (2022)

Parametro Critério
Idade Idade maior ou igual a 65 anos
Idade + condicao prévia de Idade maior ou igual a 18 anos, imunocomprometido
saude

Confirmacgéao de COVID-19

Teste rapido de antigeno (TRA) positivo
Teste de biologia molecular (RT-PCR ou RT-LAMP) positivo
Critério de exclusdo: Autoteste

Cronologia da doenga

Entre 1° e 5° dia de sintomas

Quadro clinico da doenca

Leve ou moderado (COVID-19 ndo grave)

Sintomatologia

Quadro respiratorio agudo com pelo menos dois dos seguintes
sinais e sintomas: febre (mesmo que referida), calafrios, dor de
garganta, dor de cabega, tosse, coriza, disturbios olfativos ou
disturbios gustativos

Uso de oxigénio suplementar

Nao esteja em uso de oxigénio suplementar

FONTE: A autora, adaptado de Curitiba. Secretaria Municipal de Saude (2022)

De acordo com a empresa Wyeth Industria Farmacéutica Ltda./Pfizer (2023),

fabricante do medicamento, a apresentagao do Paxlovid® é em embalagens contendo

5 blisters diarios. Cada blister diario contém 4 comprimidos revestidos de nirmatrelvir

150 mg e 2 comprimidos revestidos de ritonavir 100 mg, totalizando 30 comprimidos

revestidos por cartucho. A posologia recomendada € de 300 mg de nirmatrelvir (dois

comprimidos de 150 mg) com 100 mg de ritonavir (um comprimido de 100 mg), todos

tomados juntos por via oral, duas vezes ao dia, durante 5 dias. Paxlovid® deve ser

administrado, assim que possivel, apos resultados positivos de teste viral direto de

SARS-CoV-2, e no prazo de 5 dias ap6s o inicio dos sintomas. A Figura 15 apresenta

o cartucho de Paxlovid® contendo comprimidos de Nirmatrelvir (coloragéo résea) e de

Ritonavir (coloragao branca).

FIGURA 15 — CARTELA DE PAXLOVID®: COMPRIMIDOS DE NIRMALTREVIR (ROSEOS) E DE

RITONAVIR (BRANCOS)
- a "

FONTE: Brasil (2022).
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Segundo a fabricante do Paxlovid®, o Nirmatrelvir mostrou ser um potente
inibidor de protease SARS-CoV-2 3CL (Ki=0,00311 uM ou IC50 = 0,0192 yM) em um
ensaio enzimatico bioquimico. O ritonavir, por sua vez, ndo é ativo contra a protease
SARS-CoV-2 3CL, mas inibe o metabolismo de nirmatrelvir mediado pelo CYP3A,
proporcionando assim concentragdes plasmaticas aumentadas do farmaco. Dessa
forma, o Ritonavir € um agente de sinergismo, contornando a limitagdo
farmacocinética do Nirmatrelvir (Vitiello et al., 2022; PFIZER, 2023).

Farmacodinamicamente, o Nirmatrelvir € um inibidor peptidomimético da
protease 3C do coronavirus (3CL, 3CIP® ou MP™), tornando a enzima incapaz de
processar precursores de poliproteinas, o que leva a prevencgao da replicacao viral
(Pfizer, 2023).

De acordo com Joyce, Hu e Wang (2022), além das quatro proteinas
estruturais (S, M, N, E), o genoma do SARS-CoV-2 codifica duas poliproteinas: pp 1a
e pp 1ab, que sao clivadas pela enzima MP™ em onze sitios, produzindo proteinas néo
estruturais vitais para a replicagdo viral. Portanto, evitar esta clivagem inibiria a
replicacao e proliferagao viral.

Trata-se de uma cisteino-protease homodimérica, constituida de 303
aminoacidos que formam duas subunidades acopladas que se dobram
independentemente uma da outra: assim, compreendem o sitio catalitico contendo
dominios semelhantes a quimotripsina | + Il que contém a diade catalitica C145-H41
(residuos 1-197) e o agrupamento de hélices dominio Il (residuos 198-304). A MPr
forma um dimero devido as interacdes entre o terminal N do dominio I+l e o terminal
do dominio lll; esse dimero é reversivel e mais estavel quando o substrato é ligado
(Joyce; Hu; Wang, 2022; Reina; Iglesias, 2022).

O substrato dessa protease é preferencialmente a glutamina no sitio P1 da
molécula de pp 1a e pp 1ab, executando uma fungdo fundamental no processo de
replicacao viral. Visto que nenhuma protease de cisteina humana conhecida se cliva
ap6s a glutamina, a MP® é considerada um alvo interessante para farmacos
antirretrovirais, pois ocorre um aumento da seletividade (Joyce; Hu; Wang, 2022).

A Figura 16 demonstra a proteina viral MP® complexada com o Nirmatrelvir

em seu ligante.
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FIGURA 16 — PROTEINA MPRO V|RAL LIGADA A NIRMALTREVIR
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Y
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FONTE: Joyce; Hu; Wang (2022).

A Figura 17 demonstra detalhes moleculares da ligacdo covalente entre o
Nirmatrelvir e o sitio ligante da proteina MP™© do SARS-CoV-2.

FIGURA 17 — LIGAGAO COVALENTE ENTRE NIRMATRELVIR E PROTEINA MPRO VIRAL
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FONTE: Adaptado de Joyce; Hu; Wang (2022).

Sendo assim, o mecanismo de acdao do medicamento Paxlovid® esta
representado na Figura 18: o nirmatrelvir, enquanto inibidor peptidomimético da
protease 3CL, impedindo a protease de processar precursores polipréticos e assim
prevenindo a replicagao viral; e o ritonavir, inibindo o metabolismo de nirmatrelvir
proporcionando um aumento em suas concentracdes plasmaticas (Vitiello et al.,
2022).
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FIGURA 18 — MECANISMO DE AGAO DO PAXLOVID®
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slows down metabolism of Nirmatrebvir

FONTE: Vitiello et al. (2022).

Nota: Representagdo esquematica do ciclo inicial de replicagdo do SARS-CoV-2 e do mecanismo de
acao do nirmatrelvir, associado ao ritonavir. Apos a entrada viral e liberagdo do RNA genémico, ocorre
a tradugao das poliproteinas virais, que dependem da clivagem pela protease 3CL para gerar proteinas
funcionais. O nirmatrelvir (PF-07321332) inibe seletivamente a protease 3CL, bloqueando o
processamento das poliproteinas e, consequentemente, a replicagdo viral. O ritonavir atua como
potenciador farmacocinético, inibindo enzimas do citocromo P450 e reduzindo o metabolismo do
nirmatrelvir.

2.7 MICROENCAPSULAGCAO DE FARMACOS

Microencapsulagdo € uma tecnologia que consiste em envolver materiais
sélidos, liquidos ou gasosos em pequenas capsulas, que podem ser classificadas
conforme o seu tamanho: macroparticulas (> 5000um), microparticulas (0,2 a
5000um) e nanoparticulas (< 0,2 ym). Consistem em um nucleo interno contendo a
substancia ativa, revestido com uma camada polimérica que compde a membrana da
capsula (Silva et al., 2014; Neves et al., 2021).

Essa tecnologia apresenta importancia na bioterapéutica e outras aplicagoes,
sendo util na imobilizacdo de farmacos e outras moléculas biofarmacéuticas, por

conceder protegao do produto encapsulado e liberagdo controlada do conteudo, além



59

do direcionamento ao alvo terapéutico, e tudo isso pode assegurar efeitos terapéuticos
eficientes e seguros. Isso em razdo de que as microparticulas sado carreadoras de
farmacos produzidos sob medida, capazes de transportar os agentes terapéuticos até
0 seu alvo, além de promocgao de liberagdo controlada, dependendo da composigao

do seu revestimento (Tomaro-Duchesneau et al., 2013; Wang et al., 2016).

2.7.1 Aspectos Gerais

Nanoparticulas poliméricas podem apresentar-se na forma de nanocapsulas
ou nanoesferas. As nanocapsulas sao caracterizadas por um sistema de reservatorio,
no qual ha uma membrana polimérica envolvendo um nucleo geralmente oleoso, e o
agente ativo pode estar dissolvido no nucleo e / ou adsorvido a parede polimérica. Por
outro lado, as nanoesferas ndo possuem formulacdo contendo fase oleosa, se
apresentando em um sistema matricial, onde o agente ativo esta dissolvido de forma
molecular ou disperso de maneira heterogénea em uma matriz polimérica (Souto;
Severino; Santana, 2012; Melo et al., 2024).

A Figura 19 apresenta esquematicamente a diferengca estrutural entre

microcapsulas / nanocapsulas e microesferas / nanoesferas.

FIGURA 19 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DE MICROCAPSULA E MICROESFERA

MICROCAPSULAS ; MICROESFERAS
(SISTEMA RESERVATORIO) (SISTEMA MATRICIAL)

MEMBRANA
POLIMERICA

MATRIZ
POLIMERICA

AGENTE
ATIVO

AGENTE
ATIVO

FONTE: Melo et al. (2024).

Nota: Representacdo esquematica dos principais tipos de sistemas microparticulados poliméricos. As
microcapsulas (sistema reservatoério) apresentam o agente ativo confinado em um nucleo, envolto por
uma membrana polimérica continua, enquanto as microesferas (sistema matricial) consistem na
disperséo do agente ativo ao longo de uma matriz polimérica. Essas diferengas estruturais influenciam
0s mecanismos de liberagao do farmaco e o desempenho farmacotécnico do sistema.
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A escolha do material do revestimento € muito importante, pois influencia na
eficiéncia da microencapsulacédo e na estabilidade da microcapsula. Deve atender a
alguns requisitos, tais como: nao deve reagir com o nucleo, deve ser capaz de selar e
manter o nucleo no interior, de proteger o nucleo contra condi¢gées adversas, além da
viabilidade econ6mica. Como a maior parte dos materiais ndo possui todas as
propriedades desejadas, € comum misturar dois ou mais materiais nos revestimentos
das microparticulas. S&o utilizadas substancias poliméricas de natureza variavel,
podendo ser naturais ou sintéticos, incluindo carboidratos, gomas, lipidios, materiais
inorganicos, proteinas, entre outros (Silva et al., 2014; Pereira et al., 2018).

O Quadro 6 apresenta alguns exemplos de materiais de revestimento e os

respectivos mecanismos de liberacdo do conteudo do nucleo.

QUADRO 6 — EXEMPLOS DE MATERIAS DE REVESTIMENTO E MECANISMOS DE LIBERAGCAO
DO CONTEUDO DA MICROCAPSULA

. . Mecanismo de liberagao
Material de revestimento — — - - —
Mecéanico Térmico Dissolugao Quimico
Alginato soluvel em agua X X
Carragenana X X
Caseinato X X
Quitosana X
Celulose modificada X X
Gelatina X
Goma xantana X X
Goma arabica X X
Latex X X
Amido X X
Etilcelulose insoluvel em agua X
Alcoois graxos X X X
Acidos graxos X X X
Resina hidrocarbbnica X X
Mono, di, e triacilglicerol X X
Ceras naturais X X
Polietileno X X

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2014).

Nota: O quadro correlaciona a natureza dos materiais poliméricos e lipidicos de revestimento de
microcapsulas com os mecanismos de liberagdo do conteldo encapsulado. Evidencia-se a
aplicabilidade generalizada da liberagdo mecéanica e a especificidade da liberagdo por dissolugéao
(restrita a polimeros hidrossoluveis) e quimica (associada a materiais lipidicos como acidos e alcoois
graxos).

A escolha do método mais adequado para a produgdo de microparticulas
depende do tipo de nucleo, da aplicagdo desejada, do tamanho requerido para as

particulas, das propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede, do mecanismo
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de liberagao requerido, da escala de producado e do custo (Silva et al., 2014; Pereira
et al., 2018).

2.7.2 Métodos de Producéao

As técnicas de microencapsulagao sao classificadas em trés grupos (Vaniski;
Corti; Drunkler, 2017; Neves et al., 2021):

a) métodos fisicos: spray drying, spray coating, spray chilling, liofilizagéo,
precipitacao de fluido supercritico, evaporacao de solvente, leito fluidizado,
extrusao, centrifugacao multifuros;

b) métodos fisico-quimicos: coacervacao simples ou complexa (separagao
de fase aquosa), evaporagdo emulsdo solvente (separagédo por fase
organica), emulsao solidificagcéo, co-cristalizagéo;

c) métodos quimicos: polimerizagao interfacial, complexacdo de incluséo
molecular, lipossomas, gelificagao ibnica.

As técnicas mais acessiveis, por ndo requererem equipamentos custosos,

estdo descritas a seguir, de acordo com os métodos em que sao classificadas.

2.7.2.1 Métodos Fisicos

A evaporagao de solvente € um método fisico que apresenta uma maior
acessibilidade, pois se baseia no principio da diferenca dos pontos de evaporacgao das
substancias envolvidas. Quando o farmaco a ser encapsulado é hidrofébico, o
polimero é dissolvido com a substancia na fase oleosa e entao é adicionado a uma
fase aquosa contendo o surfactante, sob alta forga de cisalhamento. Em seguida,
promove-se evaporagao do solvente organico sob sistema a vacuo, levando a
precipitacdo do polimero e a formacdo das microparticulas (Wang et al., 2016;
Shepherd; Issadore; Mitchel, 2021).

A Figura 20 demonstra um esquema do processo de evaporagao de solvente.
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FIGURA 20 — PREPARAGAO DE MICROPARTICULAS PELO METODO DE EVAPORAGAO DE
SOLVENTE

Emulsdo 0 / A Evaporagdo do solvente Recuperagdo das

Fdrmaco + componentes s c
micro / nanocdpsulas

do revestimento em
solvente orgénico

(fase oleosa)

Fase Continua
(aquosa)

FONTE: Wang et al. (2016).

Nota: Esquema do método de emulsificagdo 6leo-em-agua seguido de evaporagao do solvente para
obtengao de micro- ou nanocapsulas poliméricas. O farmaco e os componentes do revestimento sao
dissolvidos na fase orgéanica e emulsificados na fase aquosa continua sob agitacdo, formando a
emulsdo O/A. A subsequente evaporagdo do solvente organico promove a solidificagdo do polimero,
resultando na formacgao e recuperacao das particulas poliméricas.

2.7.2.2 Métodos Fisico-Quimicos

Os métodos fisico-quimicos sdo os mais comuns, quando se considera a
disponibilidade de insumos e equipamentos para a produgéo.

De acordo com Wang (2016), a microencapsulagao por emulsificagéo envolve
sistemas de emulsdo, que podem ser simples (para substancias hidrofébicas) ou
duplos (para substancias hidrofilicas). A fase hidrofébica deve ser parcialmente
miscivel com a fase aquosa, pois a produgao envolve a difusdo da fase organica para
a fase aquosa, enrijecendo as particulas. Pode ser utilizado ultrassom nessa fase,
para impor alta energia a emulsdo formada. A quantidade e a identidade dos
surfactantes na fase aquosa definem o tamanho das particulas e o preenchimento das
capsulas com farmaco.

A Figura 21 representa esquematicamente a preparagao de microparticulas

pelo método de emulsificagao.
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FIGURA 21 — PREPARAGAO DE MICROPARTICULAS PELO METODO DE EMULSIFICAGAO

Fédrmaco + componentes
do revestimento em
solvente orgdnico
(fase oleosa) I

Recuperagdo das
micro / nanocdpsulas

Solugdo de surfactante

O o

mp °’o
o o

Difuslo de solvente

Fase Continua
(aquosa) Barra de agitagdo magnética Surfactante estabilizador

Nota: Representacado esquematica do método de emulsificagdo seguido de difusdao de solvente para a
obtencao de micro- ou nanocapsulas poliméricas. O farmaco e os componentes do revestimento sao
dissolvidos na fase organica e dispersos na fase aquosa contendo surfactante, sob agitacdo. A difuséo
do solvente organico para a fase continua promove a precipitacéo do polimero ao redor da fase oleosa,
formando particulas estabilizadas por surfactante, posteriormente recuperadas.

FONTE: Wang et al. (2016).

Um outro método fisico-quimico para produgdo de microparticulas € o de
nanoprecipitagdo, também conhecido como deslocamento de solvente, ou deposigéo
interfacial. As microparticulas sdo obtidas instantaneamente na suspenséao coloidal
quando a fase oleosa ¢é adicionada lentamente a fase aquosa, sob agitacdo moderada,
devido ao principio do efeito Marangoni. Apds, os solventes sdo removidos sob
pressao reduzida (Wang et al., 2016).

A Figura 22 demonstra um esquema do meétodo de nanoprecipitacao.

FIGURA 22 — PREPARAGAO DE MICROPARTICULAS POR METODO DE NANOPRECIPITAGAO

Recuperagdo das
micro / nanocdpsulas

Surfactante + solvente

Fdrmaco + Componentes do revestimento
(fase aquosa)

(fase oleosa)

Precipitagdo dos componentes
de revestimento

£ !—— I " g
= . | b
O o
[C—— == | o oooo
/ O ©
s it 00 %0 i%-
omba II'IJE ora
(=1 Difusdo de

.8 - solvente
Barra de agitagdo magnética  Surfactante

estabilizador

Nota: Representacdo esquematica do método de nanoprecipitagdo para a obtengdo de micro- ou
nanocapsulas. A fase orgéanica (oleosa), contendo o farmaco e o polimero de revestimento, é injetada
por uma bomba injetora na fase aquosa, que contém um surfactante estabilizador. A difusédo do solvente
organico para a fase aquosa leva a precipitagao interfacial do polimero ao redor das goticulas de dleo,
formando as particulas, que sédo posteriormente recuperadas.

FONTE: Wang et al. (2016).
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2.7.2.3 Métodos Quimicos

Um dos métodos quimicos mais acessiveis € o de gelificagdo idnica, pois
possui grande adaptabilidade a diferentes tipos de principios ativos a baixo custo, sem
requerer alta energia ou uso de tecnologias muito avangadas (Oliveira et al., 2023).

De acordo com Oliveira et al.(2023), essa técnica é baseada no gotejamento
de uma solugao polimérica anidnica contendo a substancia a ser encapsulada isolada
ou emulsionada sobre uma solugédo de polimero catiénico, formando um complexo
mediante interagbes ibnicas sobre polimeros de cargas opostas. Os materiais de
revestimento mais utilizados sédo a quitosana e o alginato.

A Figura 23 apresenta um esquema do método de gelificacao idnica.

FIGURA 23 — PREPARAGAO DE MICROPARTICULAS PELO METODO DE GELIFICACAO IONICA

Agitador em alta
2 velocidade

Solugdo polimérica
anidnica

Solugdo polimérica
catidnica

Particulas

Nota: Representacdo esquematica do método de gelificacdo idnica para obtencdo de micro- ou
nanocapsulas. Procede-se a adi¢gado controlada da solugdo polimérica anidénica a solugéo polimérica
catibnica, ambas multivalentes, sob agitagdo mecanica de alta velocidade, promovendo a interagédo
entre as cadeias poliméricas e a formacgao de reticulos que formam particulas no meio reacional.

FONTE: Wang et al. (2016).

Ha diversos métodos de preparagdo de microparticulas. Alguns exigem a
disponibilidade de equipamentos especificos, ou insumos mais custosos; no entanto,
ha técnicas mais simples e acessiveis que podem ser utilizadas para essa finalidade.
Portanto, a melhoria de perfis farmacolégicos de medicamentos por meio da

tecnologia de microencapsulagao pode ser acessivel, mesmo com poucos recursos.
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2.8 MICROENCAPSULAGCAO DE ANTIVIRAIS

A dificuldade em obter farmacos que atuem no ciclo de replicagao viral (que é
interno a célula hospedeira) de forma efetiva e segura, buscando atingir minimamente
moléculas das células do hospedeiro por meio de atuagao seletiva sobre moléculas
virais, € um desafio a Farmacologia e a Farmacovigilancia. Nesse contexto, a
Tecnologia Farmacéutica pode colaborar por meio da microencapsulagao, que tem
um potencial de aumentar a seletividade, reduzir a dose ingerida e diminuir eventos
adversos. Ha alguns estudos publicados a respeito da microencapsulagdo de
farmacos antivirais.

Reolon et al. (2019) realizaram a microencapsulagéo de aciclovir e curcumina,
visando contornar as limitagdes biofarmacéuticas dos compostos e aumentar o seu
poder antiviral. Prepararam microparticulas pelo método de spray drying, utilizando
trés tipos de revestimento compostos pelos polimeros hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) e / ou Eudragit® RS 100 (EUD), e relataram resultados positivos para as trés
formulagdes quanto a dissolucéo, liberacdo de farmaco e acao antiviral in vitro.

Bhanja et al. (2010) prepararam microparticulas mucoadesivas de Aciclovir,
por gelificagao idnica utilizando alginato de sddio e polimeros de carboximetilcelulose
ou meticelulose. Em sua publicagdo, os autores descrevem que as microparticulas
tiveram resultados positivos de formato (esférico e sem agregacgéo), eficiéncia, fluidez,
rendimento, preenchimento e teor de farmaco, com caracteristicas de liberagéo
controlada.

Bhattacharyya et al. (2007) desenvolveram uma forma farmacéutica
multiparticulada de liberagdo controlada de aciclovir, utilizando como polimero a
etilcelulose e a técnica de microencapsulagao por evaporagao de solvente, obtendo
resultados satisfatérios de tamanho de particula, rendimento, preenchimento de
farmaco e dissolugéo in vitro com liberagao controlada.

Das e Rao (2006) promoveram a microencapsulagdo de Zidovudina por
difusdo de solvente de dupla emulsao O/A/O, utilizando etilcelulose como material de
revestimento, e obtendo microesferas esféricas com bons resultados de fluidez,
preenchimento de farmaco, e dissolugao com caracteristicas de liberagcao controlada.

O grupo de pesquisa de Cavalli (2012, 2013, 2018) realizou alguns estudos
de micrencapsulagédo de aciclovir utilizando ciclodextrina ou quitosana no

revestimento. Em 2012, obtiveram resultados satisfatérios na atividade antiviral de
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aciclovir utilizando revestimento de -ciclodextrina-poli(4-acriloilmorfolina) conjugada.
Em 2013, o estudo utilizando ciclodextrina carboxilada como revestimento e pelo
método de cross-linking apresentou melhor eficacia na atividade do aciclovir. Em
2018, publicaram o estudo em que desenvolveram nanoesferas de aciclovir utilizando
quitosana como revestimento, pelo método de nanoemulsificagédo, para o tratamento
tépico de infeccdes por Herpes virus (Cavalli, 2012; Lembo, 2013; Donalisio, 2018).
A microencapsulacéo de farmacos antivirais, €, portanto, motivo de pesquisa
e desenvolvimento dentro da area de Tecnologia Farmacéutica ha décadas. A ampla
variedade de insumos e farmacos, além da evolucao de tecnologias, € o que a torna

extensa e duradoura.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo é experimental analitico quantitativo in vitro, com o objetivo
de desenvolver uma formulagdo com potencial tratamento da COVID-19, por meio da
microencapsulacéo de farmaco antirretroviral.

Suas principais etapas consistem em: Selecionar um farmaco antirretroviral
com atividade contra o SARS-CoV-2 no tratamento de COVID-19, por meio de estudo
bibliografico e de viabilidade econdmica; propor uma composi¢cao para o revestimento
de microparticulas, por meio de estudo bibliografico e de disponibilidade de recursos;
propor metodologias para a preparagdo das microparticulas; promover a
microencapsulacdo do farmaco; realizar os testes de avaliagédo de efetividade do
processo produtivo e de teor de farmaco frente as microparticulas obtidas.

A Figura 24 apresenta um esquema das etapas da metodologia utilizada.

FIGURA 24 — FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA UTILIZADA NO ESTUDO
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o Analize de critérios normativos
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FONTE: A autora (2025).
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Os métodos para cada etapa da pesquisa sdo descritos nos topicos que se

seguem.

3.1 SELECAO DO FARMACO

3.1.1 Estudo Bibliografico

Considerando-se que, ao inicio deste trabalho, ainda ndo havia a definicéo de
nenhum farmaco para o tratamento de COVID-19, e tampouco havia o
desenvolvimento de vacina para a sua prevengao, foi realizado um estudo bibliografico
a fim de se buscar o conhecimento cientifico existente até entao.

Levando em conta que a conduta clinica deve ser guiada por evidéncias
cientificas para prover ao paciente um plano terapéutico seguro e eficaz, a escolha do
farmaco para tratar a enfermidade deve ser cientificamente baseada sob o mesmo
critério. Haja vista a escala de evidéncias cientificas, buscou-se elaborar um estudo
com um alto nivel de evidéncia segundo o banco de dados de praticas baseadas em
evidéncias do Instituto Joanna Briggs (Joanna Briggs Institute Evidence-Based
Practice, JBI EBP Database). Assim, foi conduzida uma revisao bibliografica baseada
em ensaios randomizados controlados, com nivel de evidéncia 1.a, o mais alto,
conforme a publicacado de Wolters Kluwer Health, Inc (2020) e seguindo o protocolo
descrito por Aromataris e Munn (2020).

O Quadro 7 demonstra os niveis de evidéncia cientifica segundo a JBI EBP

Database.
QUADRO 7 — NiVEIS DE EVIDENCIA JBI EBP DATABASE (continua)
Niveis de Evidéncia Subniveis de Evidéncia
Nivel 1 — Desenho Nivel 1.a — Revisdo sistematica de ensaios randomizados controlados
Experimental (RCTs)
Nivel 1.b — Revisao sistematica de RCTs e outros desenhos de
estudos

Nivel 1.c — Ensaios randomizados controlados

Nivel 1.d — Pseudo-RCTs

Nivel 2 — Desenho Quasi- | Nivel 2.a — Revisdo sistematica de estudos quasi-experimentais
Experimental Nivel 2.b — Revisao sistematica de estudos quasi-experimentais e

outros desenhos de estudos de niveis mais baixos

Nivel 2.c — Estudo controlado prospectivo quasi-experimental

Nivel 2.d — Estudo pré-teste / pés-teste ou com grupo controle

retrospectivo

Nivel 3.a — Revisao sistematica de estudos coorte comparaveis
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(concluséo)

Niveis de Evidéncia

Subniveis de Evidéncia

Nivel 3 — Desenho
Analitico Observacional

Nivel 3.b — Revisao sistematica de estudos coorte comparaveis e
outros desenhos de estudos de nivel mais baixo

Nivel 3.c — Estudo coorte com grupo controle

Nivel 3.d — Estudo Caso-Controle

Nivel 3.e — Estudo observacional sem um grupo controle

Nivel 4 — Estudo
Observacional Descritivo

Nivel 4.a — Revisao sistematica de estudos descritivos

Nivel 4.b — Estudo Transversal

Nivel 4.c — Estudo de Série de Casos

Nivel 4.d — Estudo de Caso

Nivel 5 — Opiniao de
Especialista e Pesquisa
de Bancada

Nivel 5.a — Revisao Sistematica de opinides de especialistas

Nivel 5.b — Consenso de especialistas

Nivel 5.c — Pesquisa de bancada / Opinido de apenas um especialista

FONTE: Adaptado de Wolters Klumer Health (2020).

Segundo Aromataris € Munn (2020), ensaios clinicos randomizados

controlados tém boa confiabilidade, no entanto, revisdes sistematicas, revisdbes de

escopo e metanalises representam o nivel mais alto de evidéncia, tendo em vista que

eles consideram varios estudos em suas analises. Os autores explicam que

Uma revisdo sistematica dirige questdes relativamente precisas (como a
efetividade ou segurangca de uma intervengéo especifica baseada em um
conjunto de resultados preciso), enquanto as revisdes de escopo podem ser
usadas para mapear conceitos ou definigdes de trabalho, sendo Uteis para
examinar evidéncias emergentes enquanto ainda n&o ha clareza sobre quais
questdes podem ser aplicadas de forma mais valida. Ambas as formas de
revisédo sao fortemente submetidas a metodologias e métodos para a sintese
de evidéncia para servir de base para a tomada de decisbes em saude.
(Aromataris; Munn, 2020, p. 6)

Portanto, o estudo realizado consistiu inicialmente em uma revisdo de escopo,

tendo em vista que seu objetivo foi mapear as informagdes sobre estudos controlados

randomizados envolvendo tratamento de COVID-19 com farmacos antirretrovirais,

uma vez que ainda ndo havia definicdo de um numero restrito de farmacos que

pudessem tratar a doenga. A revisao foi realizada seguindo a metodologia sistematica

descrita no manual Joanna Briggs Institute Manual for Evidence Synthesis (PRISMA)
(Aromataris; Munn, 2020).

Com o tempo, novas pesquisas foram sendo realizadas, e os seus resultados

apontaram para determinados farmacos, que tiveram aprovagéo emergencial para uso

no tratamento de COVID-19 por varias agéncias reguladoras no mundo. Assim, foi

realizado um novo levantamento de farmacos, baseado nos critérios normativos,

conforme descrito em 3.1.1.2 Consideracao de Critérios Normativos.
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A seguir, foi realizado um outro estudo bibliografico, de revis&o sistematica
com metanalise, para os farmacos considerados antivirais conforme a definicdo de
Katzung (2016) e Bruton, Hilal-Dandan e Knollmann (2018). A reviséo sistematica com
metanalise também se deu de acordo com as diretrizes do Joanna Briggs Institute
Manual for Evidence Synthesis (PRISMA) (AROMATARIS, MUNN, 2020), conforme
descrito no tépico 3.1.1.3 Revisao bibliografica sistematica dos antivirais aprovados
por agéncias reguladoras para o tratamento de COVID-19 e em seus subtodpicos.

Finalmente, foi realizado um estudo de viabilidade econbémica entre os
farmacos apontados pelos resultados anteriores, descrito em 3.1.2 Estudo de
Viabilidade Econémica para Selegdo do Farmaco a ser Estudado, para que fosse
selecionado entre eles um antirretroviral a ser utilizado para a microencapsulagao.

A metodologia para cada uma das fases da etapa de selegdo do farmaco

antiretroviral esta descrita de forma mais detalhada a seguir.

3.1.1.1 Estudo bibliografico de escopo para determinagéo do farmaco
3.1.1.1.1 Estratégia de busca

A estratégia de busca foi conduzida por pesquisa sistematica na literatura
publicada na base de dados Pubmed, aplicando os seguintes termos: (((SARS-CoV-
2[Title/Abstract]) OR (COVID-19[Title/Abstract])) AND ((antiviral[Title/Abstract]) OR
(drug[Title/Abstract])) AND (treatment[Title/Abstract])).

3.1.1.1.2 Critérios de inclusdo e de exclusao

Com relacéao aos critérios de inclusdo, houve uma selegao eletrénica por meio
dos filtros do proprio sistema de busca da base de dados: foram aplicados os filtros
“Free full text’, “Randomized Controlled Trial’,”5 years”, para considerar na pesquisa
artigos referentes a estudos clinicos randomizados publicados em inglés, nos ultimos
cinco anos, com disponibilizagao de texto completo gratuitamente.

Entao, os titulos resultantes foram analisados manualmente para eligibilidade,
considerando os critérios de exclusao: artigos duplicados, estudos sem relacéo ao
tratamento de COVID-19 por farmacos antivirais, estudos que nado se referem a
estudos clinicos randomizados controlados, publicagdes relacionadas a estudos ainda

nao executados (protocolos de estudo, desenhos de estudo e outros).
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Nesse estudo, foram considerados farmacos antivirais conforme a definicao
de Bruton, Hilal-Dandan e Knollmann (2018) e de Katzung (2018), tendo em vista que
COVID-19 ¢é primariamente uma pneumonia viral aguda que leva a faléncia
respiratoria (Hung et al., 2020).

Os referidos autores descrevem que farmacos antivirais sdo considerados
agentes que sao utilizados em doencas infecciosas causadas por um virus e agem
por inibicdo de eventos especificos da replicagao viral ou preferencialmente inibem a
sintese de acido nucleico ou proteina dirigida por virus em vez de dirigida pela célula
hospedeira. Eles devem agir em um dos cinco passos basicos do ciclo de replicagao
viral: (a) fixacdo e penetracado do virus na célula hospedeira, (b) desnudamento do
virus (isto €, remocgéo da superficie proteica e liberagdo do DNA ou RNA viral), (c)
sintese dos novos componentes virais pela célula hospedeira conforme direcionado
pelo material genético viral, (d) montagem dos componentes em um novo virus, e (e)
liberagdo do virus da célula hospedeira. (Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018;
Katzung, 2018).

Foram excluidos também Cartas ao editor (Lefters), manuais, artigos de
opinido, resumos de conferéncias e estudos com baixa qualidade de acordo com a
analise de qualidade utilizando o método de Jadad.

O método de avaliagao de qualidade de Jadad para publicagbes de estudos
randomizados controlados consiste na avaliagao de trés topicos relacionados com a
reducao de vieses: descrigao de randomizagao, descricdo de cegamento e descrigéo
de perdas na amostra, por meio de concessao de pontuagdes de acordo com as

respostas as questdes apresentadas no Quadro 8.

QUADRO 8 — PONTUAGOES NA AVALIAGAO DE QUALIDADE DE JADAD  (continua)

Ani Resposta
Topl_co 9e Questéao Adequacgéo do tépico
avaliagdo N3o Sim
Randomizagéo 1 ponto
- Ha descri¢do da adequada adicional (+1)
Descricao de domizacs 0 t 1 ¢
randomizagdo randomizag&o no ponto ponto
estudo? Randomizagéo 1 ponto
inadequada subtraido (-1)
Mascaramento 1 ponto
- Ha descricdo do adequadO adicional (+1)
Descricéo de 0 1 t
cegamento mascaramento no ponto ponto
estudo? Mascaramento 1 ponto
inadequado subtraido (-1)
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(conclusao)

Ani Resposta
TOpI.C o 99 Questao Adequacéo do tépico
avaliagao Nio Sim

Houve um
esclarecimento
sobre a disposigao

Descricao de

perdas na dos pacientes 0 ponto 1 ponto -
amostra . ;
incluidos no
estudo?

Pontuagcdo maxima 5 pontos

Fonte: Adaptado de Jadad (1996).

Foram considerados estudos de baixa qualidade aqueles cuja soma da

pontuacgdo resultou menor do que 3.

3.1.1.1.3 Critérios de elegibilidade das fontes

A avaliacao das fontes de informacéao e extracao de dados para o estudo foi
realizada em todos os artigos resultantes, por trés revisores, de forma independente.
Os revisores inicialmente realizaram a exclusdo manual para eligibilidade dos artigos,
segundo os critérios de exclusao citados no tépico 3.1.1.1.2 Critérios de inclusao e de
exclusdo. O gerenciamento dos resultados nessa etapa foi conduzido utilizando o
software Microsoft Excel®.

Apds, realizou-se uma reunido expondo os resultados de cada analise e, em
casos de discordancia, busca de consenso em casos. Foi prevista consulta a um
quarto revisor em caso de o consenso nao ser atingido, seguindo as determinacgdes

do manual de Aromataris e Munn (2020), no entanto, nao foi necessaria.

3.1.1.1.4 Extracado de dados

A extracdo dos dados foi procedida por tabulagcdo das informacdes,
organizadas de acordo com a identificagdo PICOS (Populagéo, Intervengao,
Comparacao, Resultados, Desenho do estudo) descrita por Aromataris e Munn (2020)

e por Higgins et al. (2021), conforme apresentado no Quadro 9.
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QUADRO 9 - INFORMAGOES COLETADAS DOS ESTUDOS PARA A REVISAO DE ESCOPO

Identificagdo PICOS Informacgdes coletadas
Informacgdes gerais Titulo
Ano de publicagao
Autores
Periddico
Populacao Pais de origem (onde foi conduzido o estudo)

Ndmero de participantes
Idade dos participantes
Condigdes clinicas dos participantes

Intervencao Farmaco(s) testado(s) contra SARS-CoV-2
Intervencéo realizada (esquema do tratamento)
Comparacao Intervencéo realizada no grupo controle
Resultados Resultados de efetividade

Resultados de seguranca
Desenho de Estudo Tipo de artigo / estudo
Objetivos do estudo
Local da intervencao

FONTE: Adaptado de Aromataris, Munn (2020) e Higgins et al. (2021).

3.1.1.1.5 Analise de evidéncia

A analise de evidéncia foi realizada submetendo os dados extraidos
provenientes dos artigos eleitos a um mapa descritivo, e, entdo, verificando quais
foram os farmacos antivirais estudados contra o SARS-CoV-2 e seus resultados de
eficacia e seguranga. Foi realizada uma contagem simples da frequéncia de relatos
para cada farmaco antiviral citado nos artigos que atenderam os critérios de incluséao.

Para os farmacos cuja frequéncia de citagdo nesses artigos permitiu a
comparagao de resultados, foi conduzida uma metanalise utilizando o software

Cochrane Software Review Manager®.

3.1.1.2 Consideracgao de Critérios Normativos

Com o desenvolvimento das descobertas cientificas a respeito do tratamento
de COVID-19 com farmacos antivirais, bem como a autorizagcdo emergencial de
utilizagcao de farmacos para o tratamento da doenca por parte dos 6rgaos reguladores
de saude em todo o mundo, esse critério também foi considerado para a escolha do
farmaco a ser microencapsulado.

Foi realizado levantamento nas normativas das principais agéncias
reguladoras de saude mundiais, a fim de verificar quais farmacos obtiveram a

autorizacao para utilizagao no tratamento de COVID-19, e estes foram tabulados e
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apresentados na secio 4.1.2 Resultados do Levantamento de Critérios Normativos
de Agéncias Reguladoras de Saude para Determinagdo do Farmaco.

Os farmacos que obtiveram autorizagcédo por agéncias reguladoras de saude,
considerados antivirais conforme a definicdo de farmacos antivirais de Bruton, Hilal-
Dandan e Knollmann (2018) e de Katzung (2018), foram analisados quanto a
viabilidade econbmica para aquisicao dos insumos e reagentes para a etapa de
experimentacao laboratorial.

Também foi realizada uma nova revisao bibliografica sistematica para estes

farmacos.

3.1.1.3 Reviséao bibliografica sistematica dos antirretrovirais aprovados por agéncias
reguladoras para o tratamento de COVID-19

Foram promovidas também revisdes bibliograficas sistematicas com
metanalise dos farmacos antirretrovirais aprovados por agéncias reguladoras, apos a
sua adogao nos guias e manuais de tratamento de COVID-19, a fim de verificar o
impacto do aumento do numero de estudos clinicos controlados randomizados
publicados, nos resultados estatisticos e na evidenciagao cientifica.

As revisdes foram realizadas seguindo a metodologia sistematica descrita no
manual Joanna Briggs Institute Manual for Evidence Synthesis (PRISMA) (Aromataris;
Munn, 2020), apés registro na plataforma International Prospective Register of
Systematic Reviews (PROSPERO).

3.1.1.3.1 Estratégia de busca

A estratégia de busca para o Remdesivir foi conduzida por pesquisa
sistematica na literatura publicada na base de dados Pubmed, aplicando os seguintes
termos: (((SARS-CoV-2[Title/Abstract])) OR (COVID-19[Title/Abstract])) AND
((remdesivir[Title/Abstract]) AND (treatment[Title/Abstract]))); e na base de dados
OMS / OPAS Bireme aplicando os termos: (Title, abstract, subject (SARS-CoV-2) OR
(COVID-19) AND (remdesivir) AND (treatment)).

Para o Nirmatrelvir, a estratégia de busca na base de dados Pubmed seguiu
a aplicacao dos termos: ((nirmatrelvir[Title/Abstract]) AND (treatment[Title/Abstract])
AND (("covid 19"[Title/Abstract]) OR ("sars cov 2"[Title/Abstract]))), enquanto na base
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de dados OMS / OPAS Bireme aplicou-se os termos: (Title, abstract, subject
(nirmatrelvir) AND (treatment) AND ((SARS-CoV-2) OR (COVID-19)))

3.1.1.3.2 Critérios de inclusdo e de exclusao

Com relagao aos critérios de inclusdo, para ambas as revisdes houve uma
selecao eletrdnica por meio dos filtros do proprio sistema de busca da base de dados:
foram aplicados os filtros “Free full text’, “Randomized Controlled Trial’,”5 years”, para
considerar na pesquisa artigos referentes a estudos clinicos randomizados publicados
em inglés, nos ultimos cinco anos, com disponibilizagdo de texto completo
gratuitamente.

Entao, os titulos resultantes foram analisados manualmente para eligibilidade,
considerando os critérios de exclusao: artigos duplicados, estudos sem relagéo ao
tratamento de COVID-19 por remdesivir (ou nirmatrelvir), estudos que néo se referem
a estudos clinicos randomizados controlados, publicacbes relacionadas a estudos
ainda nao executados (protocolos de estudo, desenhos de estudo e outros),
publicagdes que nao se referem ao estudo de seguranca e eficacia de tratamento com
os farmacos, estudos que nao consideram a classificagdo clinica de COVID-19
conforme indicagao pelas agéncias reguladoras (moderada - severa para remdesivir,
ou leve — moderada para nirmatrelvir).

Foram excluidos também Cartas ao editor (Letters), manuais, artigos de
opinido, resumos de conferéncias e estudos com baixa qualidade de acordo com a
analise de qualidade utilizando o método de analise de viés por meio do software
Cochrane Software Review Manager®.

3.1.1.3.3 Critérios de elegibilidade das fontes

A avaliacao das fontes de informacéao e extracao de dados para o estudo foi
realizada em todos os artigos resultantes, por dois revisores, de forma independente.
Os revisores inicialmente realizaram a exclusdo manual para eligibilidade dos artigos,
segundo os critérios de exclusdo citados acima. O gerenciamento dos resultados
nessa etapa foi conduzido utilizando o software Microsoft Excel®.

Ap0s, realizou-se uma reunido expondo os resultados de cada analise e busca

de consenso em casos de discordancia. Foi prevista consulta a um terceiro revisor em
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caso de o consenso nao ser atingido, seguindo as determinagdes do manual de

Aromataris e Munn (2020), no entanto, nao foi necessaria.

3.1.1.3.4 Extracao de dados

A extracao dos dados foi procedida por tabulacdo de informacdes coletadas
dos artigos, organizadas de acordo com a identificacdo PICOS (Populagéao,
Intervencédo, Comparacéo, Resultados, Desenho do estudo), de forma semelhante
aquela realizada durante a Revisdo de Escopo e descrita no topico 3.1.1.1.4 Extragao

de dados.

3.1.1.3.5 Analise de evidéncia

A analise de evidéncia foi realizada submetendo os dados extraidos
provenientes dos artigos eleitos a um mapa descritivo, e, entdo, verificando quais
foram os resultados de eficacia e seguranga para remdesivir e nirmatrelvir. Foi, entao,
conduzida uma metanalise utilizando o software Cochrane Software Review

Manager® para analise estatistica dos resultados.

3.1.2 Estudo de Viabilidade Econémica para Sele¢édo do Farmaco a ser Estudado

Foi realizado um levantamento orcamentario dos custos de aquisicdo dos
farmacos pré-selecionados conforme o estudo bibliografico, que considerou critérios
de evidéncia clinica e normativos.

O orgamento consistiu em buscar o custo de aquisicdo de 1 grama do
farmaco, considerando a conversao em moeda nacional (Reais), em grau de pureza
“para analise” e / ou grau “farmacéutico” frente ao comércio especializado, em suas
paginas oficiais online ou por contato direto.

Os resultados foram tabulados e apresentados na secao 4.1.4 Resultados do
estudo de viabilidade econdémica para utilizagcdo do farmaco no processo de

microencapsulagao.
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3.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DAS MICROPARTICULAS

A composicao das microparticulas foi definida inicialmente por um estudo
bibliografico que buscou publicagdes a respeito de microencapsulagbes de farmacos
semelhantes aqueles definidos pelas verificagdes para escolha do farmaco a ser
microencapsulado, seguida de um estudo de viabilidade econbémica para a sua

execucgao.

3.2.1 Estudo Bibliografico para Determinacdo da Composi¢cao das Microparticulas

A composicao do revestimento das microparticulas foi determinada por meio
um estudo bibliografico que buscou publicagdes a respeito de microencapsulagdes de
farmacos semelhantes aqueles definidos na etapa de escolha do farmaco a ser
microencapsulado.

Foram realizadas buscas em literatura cientifica para, inicialmente, identificar
os farmacos antirretrovirais que apresentem semelhancas com o farmaco selecionado
para a microencapsulacéo, nos quesitos: mecanismo de agao, semelhanga quimica,
semelhancas fisico-quimicas.

Apos, foram realizadas buscas em bases de dados por estudos envolvendo
microencapsulacédo desses farmacos, cuja metodologia descrita possa ser aplicada
também frente ao farmaco selecionado.

Os resultados foram tabulados e apresentados na secéo 4.2.1 Resultados do
Levantamento Bibliografico sobre Microencapsulagdo de Farmacos semelhantes a

Remdesivir e a Nirmatrelvir.

3.2.2 Estudo de Disponibilidade de Recursos e Viabilidade Econdmica para

Determinacdo da Composi¢ao e Método de Producéo das Microparticulas

As metodologias verificadas na etapa anterior foram analisadas de acordo
com a viabilidade de recursos para a sua realizacgao, tais como a disponibilizacéo de
equipamentos e o levantamento orcamentario dos custos de aquisicdo dos insumos
necessarios para a preparagao das microparticulas.

Foram realizadas buscas dos valores dos insumos em grau “para analise” e /

ou grau “farmacéutico” frente ao comércio especializado, em suas paginas oficiais
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online ou por contato direto. Também foi verificada a disponibilidade de outros
recursos necessarios para a preparagao.

Os resultados foram tabulados e apresentados na sec¢ao 4.2.2 Resultados da
verificagdo de viabilidade orgamentaria para produ¢ao de microparticulas de farmaco

antirretroviral.

3.3 PROPOSTA DA COMPOSICAO E METODO DE PRODUGAOQ DAS
MICROPARTICULAS CONTENDO ANTIRRETROVIRAL PARA
TRATAMENTO DE COVID-19

A composigdo das microparticulas foi definida a partir dos estudos
bibliograficos de metodologias para microencapsulacdo de antirretrovirais
semelhantes aqueles utilizados para o tratamento de COVID-19, seguido da
verificacao da disponibilidade de equipamentos e insumos dos métodos selecionados
na fase do estudo de viabilidade econémica.

No entanto, devido a necessidade de se considerar a solubilidade do farmaco
eleito frente aos solventes utilizados nas técnicas descritas nos métodos
selecionados, foi requerida a adaptacao das metodologias.

Os resultados referentes a adaptacdo foram tabulados e apresentados na
secao 4.3 Proposta da composicao e do método de produgao das microparticulas para
o estudo.

3.4 ELABORACAO DAS MICROPARTICULAS

Foram elaborados dois tipos de microparticulas de Nirmatrelvir:
nanoparticulas lipidicas sélidas com revestimento de acido estearico, e nanoparticulas
poliméricas com revestimento de quitosana.

Previamente a sua elaboragéo, procedeu-se a obtengao dos insumos, em
especial do farmaco, Nirmatrelvir. Este foi extraido a partir de comprimidos de
Paxlovid®, e em seguida o cristal obtido foi submetido a testes de identificacdo e
verificagdo de pureza, conforme descrito no item 3.4.1 Extragdo e Identificagcdo de

Nirmatrelvir.
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3.4.1 Extracéo e ldentificagdo de Nirmatrelvir

O Nirmatrelvir foi extraido a partir de comprimidos de Paxlovid®, por meio da
utilizagao de diferentes solventes em série, considerando o levantamento bibliografico
em publicacdes especializadas sobre a solubilidade dos componentes do comprimido
descritos na bula do medicamento.

Inicialmente, os comprimidos foram submetidos a trituragdo manual utilizando
gral e pistilo, e em seguida misturados a metanol. Entédo, procedeu-se a filtragéo, e
ap6s a evaporacao do solvente no filtrado, foi adicionada agua purificada e foi
realizada filtragao a vacuo. O precipitado retido no filtro de papel foi lavado com etanol
anidro, e misturado com o solvente por alguns minutos. Procedeu-se nova filtragao, e
o filtrado coletado teve o solvente evaporado para se obter um pd branco a
esbranquigado.

A Figura 25 esquematiza as etapas de extracao de Nirmatrelvir a partir de

comprimidos de Paxlovid®.

FIGURA 25 — EXTRACAO DE NIRMATRELVIR A PARTIR DE COMPRIMIDOS DE PAXLOVID®

Comprimido de Nirmatrelvir (Paxlovid)

150 mg Nirmatrel vir
Celulose Microcristalina
Lactose Monoidratada
Croscarmelose Sédica
Didxidode silicio col oidal
Estearilfumaratode sodio
Hipromelose (E464)
Dioxido de titanio (E171)
Macrogol (E1521)

Oxido de ferro vermelho (E172)

4

Metanol dissolve:
Nirmatrelvir
Hipromelose (Hidroxipropilmetilcelulose)
Macrogol (Polietilenoglical )
Lactose Monoidratada
Estearilfumarato de sédio (pouco soltvel)

\ Aguadestilada

Aguadissolve:
Hipromel ose (Hidroxipropilmetilcelulose)
Macrogol (Folietilenoglicol)

\
Etanol anidrodissolve:
Nirmatrelvir

FONTE: A autora (2025).
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A identificagdo do Nirmatrelvir foi realizada segundo a descricdo da
Farmacopeia Internacional (WHO. Department of Essential Medicines and Health
Products, 2023). Foram realizados testes espectrofotométricos em frequéncia na
regidao infravermelha e de rotagdo Optica especifica. De acordo com a descrigao
farmacopeica, a absorgao no espectro infravermelho concordante com o espectro de
referéncia do Nirmatrelvir, associada a rotagao dptica especifica [a]?°p entre -98,0 e -
109,0, confirma a identidade do farmaco.

O teste espectrofotométrico em frequéncia na regidao infravermelha por
transformada de Fourier (FTIR) foi realizado diretamente sobre o cristal pulverizado,
utilizando o aparelho Nicolet IS10 Smart Omni-Sampler Thermo-Scientific.

O teste de rotacao o6ptica foi realizado conforme descricdo da Farmacopeia
Internacional (WHO. Department of Essential Medicines and Health Products, 2023):
uma solucgao do cristal em concentracdo de 10 mg/mL em metanol R (grau de pureza
Reagente) foi analisada frente ao controle, que consistiu no mesmo volume do
solvente, no equipamento Polarimetro ADP440 Bellingham & Stanley.

O calculo de rotacao optica especifica foi realizado conforme a equacéao (1),
descrita na 112 Farmacopeia Internacional (WHO. Department of Essential Medicines

and Health Products, 2023) para substancias solidas:

[a]?0 = 10.000 a

l.c

onde:
a = rotagao observada;
| = comprimento do tubo do polarimetro, em milimetros;
¢ = massa da substancia em gramas contida em 100 mL de solugéo;

[a]?®p = rotagdo dptica especifica determinada a 25°C e 589,3 nm (linha D da luz de so6dio)
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3.4.2 Elaboracédo de Nanoparticulas de Nirmatrelvir

3.4.2.1 Elaboragao de nanoparticulas poliméricas revestidas com quitosana

A elaboragao de microparticulas poliméricas com revestimento de quitosana,
por método de gelificagao ionotrépica, seguiu uma adaptagado da metodologia descrita
por Belletti et al. (2012).

Inicialmente, adicionou-se por gotejamento o Nirmatrelvir diluido em
dimetilsulfoxido a uma solugéo de quitosana em acido acético 5% (v/v) sob agitagao
magnética mantida por uma hora. Posteriormente, adicionou-se lentamente a solugéo
gelificante de trifosfato de sédio (6 mg/mL), sob sonicagao a 20 W, por cinco minutos.
Apos duas horas sob agitagcdo magnética, a solugao coloidal foi centrifugada a 20.000
rom por 40 minutos e o centrifugado lavado com agua destilada, e finalmente
submetido a ressuspensao com agua destilada e armazenamento sob refrigeragéo a
4°C.

3.4.2.2 Elaboragao de nanoparticulas lipidicas solidas revestidas com acido
estearico

A elaboracédo de nanoparticulas lipidicas solidas com revestimento de acido
estearico por método de microemulsificagdo seguiu uma adaptagdo da metodologia
descrita por Ravi e Vats (2017).

A microemulsificagcado se deu pela adicdo da fase aquosa, que consistiu em
uma solucdo de surfactante (alcool polivinilico 1%), sobre a fase organica, que
consistiu em acido estearico fundido adicionado de Nirmatrelvir solubilizado em etanol
anidro, ambas aquecidas a 75°C, e submetidas a agitacdo mecanica por 10 minutos.
Em seguida, a emulsao foi levada a sonicagao a 20 W por 20 minutos e submetida a
resfriamento rapido em banho de gelo, para em seguida ter o volume ajustado para
40 mL com agua purificada fria. A preparacéao foi centrifugada a 20.000 rpm por 45
minutos, o centrifugado lavado com agua purificada trés vezes, para entdo proceder

a ressuspensao e armazenamento sob refrigeracéo a 4°C.
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3.5 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A caracterizagao das microparticulas foi realizada sob os aspectos:

— Determinagao do teor de farmaco nas microparticulas, por meio de
doseamento;

— Capacidade de carga de farmaco, por meio da dosagem de farmaco e
da quantidade de microparticulas obtida;

— Eficiéncia de encapsulagao, por meio da dosagem de farmaco;

— Tamanho e morfologia, por meio de microscopia eletrénica.

— Tamanho e potencial zeta, por método de difusdo de luz e de
eletrocinética.

As analises das nanoparticulas foram realizadas em todas as amostras
produzidas, configurando amostragem da totalidade. Dessa forma, os resultados
obtidos sao expressivos de todo o material produzido.

Para uma maior fidedignidade dos resultados, as microparticulas foram
produzidas em triplicata, frente a controles negativos, que consistiram na produgao
idéntica e simultaneo dos preparados de nanoparticulas, porém, sem a adi¢do do
farmaco.

A coleta dos dados foi realizada por meio de instrumentos de investigagao que
foram convertidos em graficos, quadros e tabelas comparativas construidos para a
verificagdo dos resultados.

3.5.1 Doseamento de farmaco

O doseamento de farmaco encapsulado se deu por meio da determinacao do
teor de Nirmatrelvir no sobrenadante dos preparados, pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando o equipamento Cromatoégrafo Shimadzu LC-
2050C-3D, utilizando detector de fotodiodos (PDA — photodiode array).

Ap0s a realizagao de varredura de absorbancia utilizando o Espectrofotémetro
Shimadzu UV-1800, bem como a varredura do detector PDA do cromatégrafo, o
comprimento de onda mais adequado para a leitura dos dados foi ajustado (215 nm)
e foi construida curva de calibrag&o utilizando diluigdes do farmaco em metanol grau

HPLC. As amostras e as diluicbes de farmaco foram inseridas em vials e submetidas
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as condi¢cdes de corrida cromatografica descritas por Veerareddy e Gandla (2024):
Coluna de fase reversa tipo C-18, fase movel isocratica acetonitrila e solugdo aquosa
de acido férmico 0,1% (60 : 40), velocidade de fluxo de 1 mL / minuto e tempo de
corrida de 16 minutos. A leitura da intensidade de absorbancia pelo equipamento foi
expressa por meio do software LabSolution, e ocorreu frente a amostras controle
(solvente e preparados sem a adi¢cao de farmaco).

O método foi previamente validado conforme o Guia de Validagdo de
Processos Analiticos publicado pelo ICH, International Concil for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (2023).

O processo de validagao envolveu a verificagdo de Limite de Quantificacao
(QL, Quantification Limit) e Limite de Deteccéo (DL, Detection Limit), visto que as
medi¢des sao realizadas em faixas de concentragdes muito baixas. O método utilizado
se baseou no desvio padrao de resposta linear e inclinagao, ao se testar a amostra e
o solvente repetidas vezes e em dias diferenciados.

De acordo com o ICH (2023), este método considera a equagéo (2) para

calcular o Limite de Detecc¢ao:

DL=33x0 (2)
S
Onde:
DL é o Limite de Detecgao;
0 é o desvio padrao da resposta;
S é ainclinagao da curva de calibragao.
Quanto ao Limite de Quantificacdo, a equacao (3) foi utilizada:
QL =10x0o (3)
S
Onde:

QL é o Limite de Quantificagao;
0 € o desvio padrao da resposta;

S é ainclinagéo da curva de calibragao.

A inclinacao S foi estimada a partir da equacéao da reta da linha de regressao
(curva de tendéncia) obtida a partir da curva de calibragao, enquanto a estimativa de

o foi realizada com base no desvio padrao do branco. De acordo com o Guia de
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Validacdo da ICS (2023), a medigdo da magnitude da resposta de fundo é realizada
analisando-se amostras em branco repetidas vezes e calculando-se o desvio padrao
das respostas.

A curva de calibragao foi construida considerando seis pontos dentro da faixa
linear da curva de resposta de absorbancia com relagdo a concentragao de farmaco,
utilizando o software Microsoft Excel®. O coeficiente de relacao de Pearson (R) e a
equacgao da reta foram determinadas por meio da insergdo de curva de tendéncia,
utilizando o mesmo software. A inferéncia da concentracdo de nirmatrelvir no
sobrenadante das amostras foi calculada a partir da equagao da reta.

A dosagem de farmaco no sobrenadante nos permite determinar
indiretamente o teor de farmaco encapsulado, utilizando como dado a massa de
farmaco adicionada na preparagao, e subtraindo-se o quantitativo determinado pela

técnica de doseamento.
3.5.2 Capacidade de carga de farmaco
A Capacidade de carga de farmaco é calculada apés a sua quantificacédo no

sobrenadante, utilizando a equacao (4) (Serban et al., 2024). Os resultados foram

tabulados e apresentados na sec¢ao 4.5.2 Capacidade de carga de farmaco.

LC(%) = (quantidade de farmaco adicionado — quantidade de farmaco dosado) x 100

Massa de nanoparticulas produzidas 4)

Onde:

LC (%) = capacidade de carga de farmaco, dada em porcentagem.

3.5.3 Eficiéncia de Encapsulacao

A Eficiéncia de Encapsulacao é calculada apés a determinacao de seu teor

no sobrenadante, utilizando a equacao (5) (Serban et al., 2024):

EE(%) = (quantidade de farmaco adicionado — quantidade de farmaco dosado) x 100 (5)

Quantidade de farmaco adicionado
Onde:

EE (%) = Eficiéncia de Encapsulagéo, dada em porcentagem.
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Os resultados foram tabulados e apresentados na secao 4.5.3 Eficiéncia de

encapsulagao.

3.5.4 Morfologia das Microparticulas

A morfologia das microparticulas foi visualizada por meio de Microscopia
Eletrénica de Varredura, utilizando o Microscoépio Eletronico de Varredura (MEV/SEM)
modelo MIRA3 do fabricante Tescan Orsay Holding (Republica Tcheca).

As amostras foram submetidas a secagem em estufa a 35°C, e preparadas
por metalizacdo com ouro para serem analisadas no equipamento, operado a alto
vacuo, tensao de 3 kV e resolugdo de 2,5 nm. Em seguida, foram observadas e foram
realizados registros fotograficos de campos de observagdo nos aumentos: 10.000,
20.000. 50.000 e 100.000 vezes. As micrografias estao apresentadas na se¢ao 4.5.4

Morfologia das Microcapsulas.

3.5.5 Tamanho e Potencial Zeta

Os parametros de tamanho e potencial zeta das microparticulas se deu por
meio do equipamento Zetasizer Nano Series ZS modelo ZEN3600 do fabricante
Malvern Instruments and PANalytical (Egham, Surrey, United Kingdom).

As amostras foram diluidas em propor¢gdo 1:10, vertidas em cubeta
potenciométrica e submetidas a leitura pelo equipamento, utilizando as configuragbes
padrao. Os resultados foram tabulados e apresentados nas secdes 4.5.5 Tamanho

das Microparticulas e 4.5.6 Carga de superficie das microparticulas (Potencial Zeta).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscou-se o desenvolvimento de uma formulagao com potencial tratamento
da COVID-19, por meio da microencapsulagao de farmaco antirretroviral. A definigao
considerada para este conceito foi a de agentes farmacolégicos utilizados em
infecgdes virais com mecanismo de agao envolvendo inibicdo de eventos especificos
da replicacéao viral, ou de sintese de acido nucleico ou proteina dirigida por virus em
vez da célula hospedeira (Bruton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018; Katzung, 2018).

Inicialmente, realizou-se a sele¢ao do farmaco (primeira etapa), seguida da
determinagao da composigao das microparticulas (segunda etapa) e metodologias de
producdo (terceira etapa), a sua execugdo (quarta etapa) e, finalmente, a
caracterizagcao das nanoparticulas (quinta etapa). Os resultados obtidos para cada

etapa estao descritos a seguir.

4.1 SELECAO DO FARMACO

A etapa de sele¢ao do farmaco consistiu em levantamento bibliografico do
mais alto nivel de evidéncia cientifica, também do estudo de critérios normativos e de
viabilidade econdmica para utilizagado na fase experimental.

O estéagio de selegao do farmaco iniciou-se em um periodo em que os estudos
cientificos sobre o tratamento da doencga se encontravam em uma fase incipiente, na
qual ainda se descobriam caracteristicas moleculares do virus, mecanismos de
patogenia, e se buscava o desenvolvimento de vacinas e farmacos que fossem
eficazes contra o0 SARS-CoV-2 e seguros para a utilizagdo humana. Assim, foram
realizados alguns levantamentos bibliograficos de nivel 1.a de evidéncia cientifica
segundo a JBI EBP Database (Wolters Klumer Health, 2020).

Tendo em vista a situacao inicial de indefinicdo de farmacos passiveis de
serem utilizados para o tratamento de COVID-19, a primeira revisao bibliografica nivel
1.a de evidéncia cientifica foi uma revisdo de escopo, uma vez que nio era possivel
responder a uma questao precisa (como a efetividade ou seguranga de um tratamento
especifico baseado em um conjunto de resultados preciso), que € necessario para a

realizagao de revisoes sistematicas. Portanto, a revisao de escopo visou examinar as
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evidéncias emergentes enquanto ainda nao se havia a clareza sobre quais farmacos
poderiam ser utilizados de forma mais valida (Aromataris; Munn, 2020). A revisao de
escopo, assim como as revisdes sistematicas que foram realizadas posteriormente, é
fortemente submetida a metodologias e métodos para a sintese de evidéncia para
servir de base para a tomada de decisdes em saude.

Assim, o estudo foi iniciado com uma revisdo de escopo, tendo em vista que
seu objetivo foi mapear as informag¢des sobre estudos controlados randomizados
envolvendo tratamento de COVID-19 com farmacos antivirais, uma vez que ainda nao
havia definicdo de um numero restrito de farmacos que pudessem tratar a doencga. A
reviséo foi realizada seguindo a metodologia sistematica descrita no manual Joanna
Briggs Institute Manual for Evidence Synthesis (PRISMA) (Aromataris; Munn, 2020),
conforme descricdo no toépico 3.1.1.1 Estudo bibliografico de escopo para
determinacao do farmaco e subtépicos.

O levantamento ocorreu em 15/05/21, e, apds a sequéncia metodoldgica
sistematica definida, dez estudos clinicos randomizados cumpriram os critérios de
elegibilidade e foram analisados. O remdesivir foi o farmaco mais citado, e, por isso,
foi submetido a metanalise para avaliagao dos resultados de eficacia e seguranca,
que indicou melhora no tempo de recuperagdo dos pacientes e reducédo de
mortalidade (porém, com alta heterogeneidade entre os estudos e sem significancia

estatistica frente aos grupos controle).

4.1.1 Resultados da revisao de escopo para determinacado do farmaco

A revisao bibliografica de escopo teve seu protocolo registrado na base Open
Science Framework. Os resultados da busca e selegcdo das publicagdes estao
apresentados no fluxograma representado na Figura 26, descrevendo cada passo:

identificacao, triagem, eligibilidade, niumero de artigos incluidos.
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FIGURA 26 — FLUXOGRAMA DE QUATRO PASSOS PRISMA

—
=
g' Reqgistros identificados por meio da busca no banco de dados:
=
‘é (n =4230)
=
o L4
—
Registros apds triagem por ana
de publicaco (filtro ‘Gtimos 5 Registros excluidos:
anos'’); >
(n=0}
(n = 4230}
Registros apds triagem por
disponibilidade do texto completo Registros excluidos:
(filtro ‘texto completo gratuito’): »
(n=733)
(n = 3487)
Registros apds triagem por tipo
de estudo (filtro ‘ensaio Registros excluidos:
= randomizado controlado’): >
g (n=3447)
= (n=50)
: !
Registros apds remocao de O e
artigos duplicados: g )
——— =
(n=50) n=0)
l Registros excluidos:
Registros depois da triagem de
critérios de exclusio: —_— ] Protocolo de estudo (n = 5)
n=11) O estudo n3o & umensaio randomizado
controlado (n = 1)
0 estudo ndo € sobre o tratamento de
COVID-19 com farmacos antivirais (n =
— 33)
8 v
2 Artigos completos analisados :
= para eligibilidade: Textos completos excluidos:
= . .
=) - ) ) _
= (n=11) Baixa qualidade (n=1)
s
F
g Estudos incluidos na revisio:
-
E (n=10)
s

FONTE: A autora (2021)

A busca de publicagcdes na base de dados Pubmed aplicando os termos
descritos em 3.1.1.1.1 Estratégia de busca resultou em 4230 registros, até a data
corrente da realizacao do levantamento, 15/05/21.

Os registros foram triados eletronicamente aplicando os filtros de critérios de
inclusdo conforme descrigao no tépico 3.1.1.1.2 Critérios de inclusao e de exclusao,
obtendo assim 50 registros.

Em seguida, esses titulos foram manualmente avaliados para eligibilidade no

estudo por trés revisores, excluindo registros que atendessem os critérios de exclusao
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conforme o topico 3.1.1.1.2 Critérios de inclusdo e de exclusdo, que somaram 39

exclusoes.

Os 11 registros remanescentes foram analisados quanto a qualidade pela

Andlise de Qualidade por Escala de Jadad, como mostrado no Quadro 10.

QUADRO 10 — ANALISE DE QUALIDADE DOS REGISTROS POR ESCALA DE JADAD

Referéncia Randomizacdo | Cegamento | Perdas | Randomizacido | Cegamento | Soma
apropriada apropriado
Sim =1 Sim =1 Sim =1 Sim =1 Sim =1
Nao=0 Nao=0 Nao=0 Nao = -1 Nao = -1
Beigel et al. 1 1 1 1 1 5
(2020)
Goldman et al. 1 0 1 1 N/A 3
(2020)
Wang et al. 1 1 1 1 -1 3
(2020)
Humeniuk et 1 1 1 1 -1 3
al. (2020)
Cao et al., 1 0 1 1 N/A 3
2020
Sadeghi et al. 1 0 1 1 N/A 3
(2020)
Nojomi et al. 1 0 1 1 N/A 3
(2020)
Khalili et al. 1 0 1 1 N/A 3
(2020)
Dabbous et al. 1 0 1 -1 N/A 1
(2021)
Lou et al. 1 0 1 1 N/A 3
(2021)
WHO (2021) 1 0 1 1 N/A 3

FONTE: A autora (2021).

Devido a baixa qualidade (escore < 3), um dos estudos, o de Dabbous et al.
(2021), também foi excluido. Portanto, foram incluidos no estudo dez publicacdes
referentes a ensaios randomizados controlados envolvendo o uso de antirretrovirais
para tratamento de COVID-19, sendo que apenas trés deles utilizaram cegamento,
que € um método que aumenta a seguranga do ensaio, reduzindo o risco de viés.

As dez publicagdes incluidas na revisao foram submetidas a extracdo de
dados por tabulagcdo de informagdes organizadas de acordo com a identificagao
PICOS (Populagao, Intervengdo, Comparagao, Resultados, Desenho do estudo),
elaborando-se um mapa descritivo que permite verificar quais foram os antivirais
estudados contra COVID-19, bem como seus resultados de efetividade e seguranca.

O mapa descritivo pode ser visualizado no Quadro 11.
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Os estudos apontaram para o uso de: remdesivir, lopinavir, umifenovir,
lopinavir-ritonavir, favipiravir, sofosbuvir-daclatasvir, sofosbuvir-ledispavir e baloxavir.

A contagem simples da frequéncia de relatos para cada farmaco antiviral
citado nos artigos que atenderam os critérios de inclusdo apontou que cada farmaco
teve apenas um artigo que o referiu, exceto o lopinavir-ritonavir, que foi testado em
dois estudos (20%) e o remdesivir, que foi testado em cinco estudos (50%).

A visualizagao grafica da frequéncia absoluta de relatos para cada farmaco

antiviral reportado nos estudos esta representada no Grafico 1.

GRAFICO 1 - FREQUENCIA ABSOLUTA DE ESTUDOS PARA CADA ANTIVIRAL
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FONTE: A autora (2021).

Foi realizada metanalise dos resultados de efetividade e seguranga
apresentados nos estudos relacionados ao remdesivir: tempo de recuperacgao,
eventos adversos e mortalidade.

Com relagao aos resultados de efetividade do remdesivir, foi possivel realizar
a comparacao de tempo de recuperagao com trés publicagcdes, referentes aos estudos
de Beigel et al. (2020), Goldman et al. (2020) e Wang et al. (2020). Em um total de
1681 pacientes, foi verificado em reducao de dias para recuperacado dos pacientes
com a diferenga média de 2,01 dias (-6,72, 2,71) (95% CI; I? = 99%) entre o grupo que
recebeu tratamento com remdesivir (total de 887 participantes) e o grupo controle

(total de 794 pacientes), mas nao foi estatisticamente significativo (p = 0,40).
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A plotagem de Floresta referente ao tempo de recuperagao esta representada

no Grafico 2.

GRAFICO 2 — GRAFICO EM FLORESTA DO RESULTADO DE EFETIVIDADE DE REMDESIVIR:
TEMPO DE RECUPERACAO DOS PACIENTES (REVISAO DE ESCOPO)

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean [days] SD [days] Total Mean [days] SD [days] Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Beigel 2020 10 129 532 15 149 516 342%  -5.00[-5.17,-4.83] L]
Goldman 2020 8 3 197 7 3 200 34.0% 1.00 [0.41, 1.59] -
Humeniuk 2020 0 0 0 0 0 0 Not estimable
Wang 2020 21 8 158 23 8 78 31.9% -2.00 [-4.17,0.17]
WHO Solidarity Consortium 2021 0 0 0 0 0 0 Not estimable

Total (95% CI) 887 794 100.0% -2.01[-6.72, 2.71]
Heterogeneity: Tau? = 16.91; Chiz = 372.17, df = 2 (P < 0.00001); I> = 99% k
Test for overall effect: Z = 0.83 (P = 0.40)

t + t + J
-20 -10 0 10 20
Favours [Experimental] Favours [Control]

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2021).

Com relagao aos resultados de seguranga do remdesivir, foi possivel realizar
a comparacgao de ocorréncia de eventos adversos com quatro publicagdes, referentes
aos estudos de Beigel et al. (2020), Goldman et al. (2020), Wang et al. (2020) e
Humeniuk et al. (2020). Em um total de 1801 pacientes (981 no grupo tratado com
remdesivir e 820 no grupo controle), foi verificada razdo de probabilidade de
ocorréncia de efeitos adversos 0,93 (M-H, Random, 95% CI, [0.68, 1.27], I = 41%),
que favorece ligeiramente o grupo tratado com o farmaco (ou seja, ocorrem mais
eventos adversos neste grupo), mas sem significancia estatistica (p = 0,65).

A plotagem de Floresta referente a incidéncia de eventos adversos esta

representada no Grafico 3.

GRAFICO 3 - GRAFIACO EM FLORESTA DO RESULTADO DE SEGURANCA DE REMDESIVIR:
INCIDENCIA DE EVENTOS ADVERSOS (REVISAO DE ESCOPO)

Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Beigel 2020 131 532 163 516 42.7% 0.71[0.54, 0.93] ——
Goldman 2020 145 197 140 200 28.3% 1.20[0.77, 1.85] [
Humeniuk 2020 26 94 6 26 8.3% 1.27 [0.46, 3.53]
Wang 2020 102 158 50 78  20.7% 1.02[0.58, 1.80] D
WHO Solidarity Consortium 2021 0 0 0 0 Not estimable
Total (95% ClI) 981 820 100.0% 0.93 [0.68, 1.27]
Total events 404 359

Heterogeneity: Tau? = 0.04; Chi? = 5.09, df = 3 (P = 0.17); I?=41%
Test for overall effect: Z = 0.46 (P = 0.65)
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FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2021).

Mortalidade foi o ultimo indice testado na metanalise, e corresponde a um

resultado relacionado a seguranga do remdesivir. Os cinco estudos puderam ser
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utilizados para essa comparagao: Beigel et al. (2020), Goldman et al. (2020), Wang et
al. (2020), Humeniuk et al. (2020) e WHO - Solidarity Trial Consortium (2021). Assim,
um total de 7132 pacientes (3630 no grupo tratado com remdesivir e 3502 no grupo
controle) resultou em razao de probabilidade de ocorréncia de mortalidade de 1,06
(M-H, Random, 95% CI, [0.74, 1.52], I? = 0%), favorecendo ligeiramente o grupo
controle (ou seja, ocorrem mais eventos de morte neste grupo), mas sem significancia
estatistica (p = 0,74).

A plotagem de Floresta referente a incidéncia de mortalidade esta

representada no Grafico 4.

GRAFICO 4 — GRAFICO EM FLORESTA DO RESULTADO DE SEGURANCA DE REMDESIVIR:
INCIDENCIA DE MORTALIDADE (REVISAO DE ESCOPO)

Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Beigel 2020 15 532 19 516 27.3% 0.76 [0.38, 1.51] - &
Goldman 2020 21 197 16 200 27.7% 1.37[0.69, 2.72] —
Humeniuk 2020 0 0 0 0 Not estimable
Wang 2020 22 158 10 78  20.1% 1.10[0.49, 2.45] I L —
WHO Solidarity Consortium 2021 16 2743 14 2708 25.0% 1.13[0.55, 2.32] e
Total (95% Cl) 3630 3502 100.0% 1.06 [0.74, 1.52]
Total events 74 59
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi? = 1.49, df = 3 (P = 0.68); I2= 0% b t t T t t J
Test fc'grJ over;,II effect: Z=0.34 (P =0.74) ( ) 0102 0.'5 1 2 5 10
Favours [Experimental] Favours [Control]

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2021).

Observa-se que ha uma alta heterogeneidade entre os estudos,
provavelmente pelas diferentes metodologias envolvidas nos estudos incluidos na
revisdo, pela divergéncia de populacdo, e/ ou pela variabilidade entre os grupos
controle nos estudos (alguns utilizaram placebo, enquanto outros utilizaram o
tratamento padrédo como controle).

Destaca-se que apenas dois dos estudos (40%), aqueles realizados por
Beigel et al. (2020) e por Wang et al. (2020), foram realizados em duplo-cego.

Entretanto, os resultados apontam para o uso de remdesivir para tratamento
de COVID-19 devido a um leve favorecimento frente ao grupo controle, apesar da alta

heterogeneidade e insignificancia estatistica.
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4.1.2 Resultados do Levantamento de Critérios Normativos de Agéncias

Reguladoras de Saude para Determinagao do Farmaco

A aprovagao emergencial de medicamentos para o tratamento de COVID-19
ocorreu a partir de julho de 2020, por diversas agéncias reguladoras mundiais.

O Quadro 12 apresenta os medicamentos autorizados emergencialmente e/ou
aprovados pelas principais agéncias reguladoras, bem como o atendimento ao critério
de classificagéao enquanto antiviral segundo Katzung (2018) e Bruton, Hilal-Dandan e
Knollmann (2018).

Os medicamentos Veklury® (Remdesivir), Paxlovid® (Nirmatrelvir + Ritonavir)
e Lagevrio® (Molnupiravir) sdo, dentre aqueles que obtiveram autorizagdo
emergencial pelas agéncias reguladoras, os que sdo considerados farmacos antivirais
segundo Katzung (2018) e Bruton, Hilal-Dandan e Knollmann (2018).

Lagevrio® nao obteve a aprovagao posterior das agéncias reguladoras,
enquanto Paxlovid® e Veklury® possuem aprovagdo pelo Food and Drug
Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e Anvisa (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria).

E interessante destacar que o farmaco nirmatrelvir, do medicamento
Paxlovid®, nao foi citado durante a busca referente a revisdo de escopo. Isso pode
ser explicado pela data em que ocorreu a busca, em que Nirmatrelvir ainda nao

despontava como possivel tratamento para COVID-19 nas publicacdes.
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Em dezembro de 2021, trés medicamentos contendo farmacos antirretrovirais
possuiam autorizagdo emergencial por agéncias reguladoras de saude para
utilizagao: Veklury® (contendo Remdesivir), Paxlovid® (contendo Nirmatrelvir e
Ritonavir), e Lagevrio® (contendo Molnupiravir). Como Lagevrio® nao teve o registro
aprovado pelas agéncias reguladoras, o Molnupiravir ndo foi incluido dentre as novas
revisbes de literatura ocorridas posteriormente. Assim, foram realizadas novas
revisdes bibliograficas sistematizadas, para o Remdesivir e para o Nirmatrelvir.

Dessa vez, a busca péde ser embasada em um questionamento especifico
sobre a eficacia e seguranca de ambos os farmacos, possibilitando a realizagao de
uma revisao sistematica com metanalise, conforme descrito no tépico 3.1.1.3 Revisao
bibliografica sistematica dos antirretrovirais aprovados por agéncias reguladoras para
o tratamento de COVID-19 e em seus subtépicos. No caso do Remdesivir, treze
estudos clinicos randomizados cumpriram os critérios de eligibilidade e foram
analisados inclusive por metanalise, resultando em um leve favorecimento do uso do
farmaco para o tratamento de COVID-19 frente ao grupo controle: a mortalidade
melhorou modestamente (com significancia estatistica), assim como o tempo de
recuperacao (porém sem significancia estatistica e com alta heterogeneidade entre os
estudos). Com relagcao ao Nirmatrelvir, sete estudos foram selecionados apés aplicada
a metodologia sistematica definida, e os resultados da metanalise apontaram para
reducado discreta do tempo de recuperagao dos pacientes frente ao grupo controle,
além com baixa incidéncia de eventos adversos (de forma significante
estatisticamente e baixa heterogeneidade). Os resultados podem ser verificados no

tépico 4.1.3 Resultados da revisao bibliografica sistematica.

4.1.3 Resultados da revisao bibliografica sistematica

Tendo em vista a aprovacdo de Veklury® e Paxlovid® por agéncias
reguladoras de saude, e a sua inclusdo em guias e protocolos de tratamento de
COVID-19, mais estudos clinicos foram realizados para testar a eficacia e seguranga
do Remdesivir e do Nirmatrelvir, dentro do contexto de Farmacovigilancia.

Assim, foram procedidas revisdes bibliograficas sistematicas com metanalise
para verificar o impacto do aumento da quantidade de ensaios clinicos nos resultados

estatisticos de seguranca e eficacia desses farmacos.
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4.1.3.1 Revisao sistematica de estudos clinicos randomizados sobre eficacia e
segurancga do uso de nirmatrelvir frente a COVID-19

A revisao sistematica foi registrada na International Prospective Register of
Systematic Reviews (PROSPERO) sob numero CDR42024606271.

Os resultados da busca e selecdo das publicacdes estdo apresentados no
fluxograma representado na Figura 27, descrevendo cada passo: identificacao,
triagem, eligibilidade, numero de artigos incluidos.

FIGURA 27 — FLUXOGRAMA PRISMA DA REVISAO SISTEMATICA PARA O NIRMATRELVIR
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FONTE: A autora (2024)
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A busca de publicac¢des na base de dados Pubmed resultou em 680 registros,
enquanto a busca de publicacdes na base de dados OMS / OPAS Bireme resultou em
975 registros, até a data corrente da realizagao do levantamento, 13/10/24. Apds a
triagem eletronica realizada por aplicagao dos filtros, conforme descrito no tépico
3.1.1.3.2 Critérios de inclusdo e de exclusado, foram obtidos 66 registros, sendo 12
provenientes da Pubmed e 54 da Bireme. Em seguida, esses titulos foram
manualmente avaliados para eligibilidade no estudo por dois revisores, excluindo
registros que atenderam aos critérios de exclusdo predefinidos, resultando em 56
exclusoes.

Dos dez registros remanescentes, trés foram excluidos por duplicidade.
Assim, sete artigos foram analisados quanto a qualidade pela Andlise de Risco de

Viés, cujo resultado esta demonstrado no Grafico 5.

GRAFICO 5 — ANALISE DE RISCO DE VIES DURANTE A REVISAO SISTEMATICA PARA
NIRMATRELVIR
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FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2024).
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Assim, foram incluidos no estudo sete publicacbes referentes a ensaios
randomizados controlados envolvendo a verificagdo de eficacia e seguranga do uso
de Nirmatrelvir para tratamento de COVID-19, que foram submetidas a extragao de
dados por tabulagdo de informagdes organizadas de acordo com a identificagdo
PICOS (Populagao, Intervencdo, Comparagao, Resultados, Desenho do estudo),

conforme apresentado no Quadro 13.
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Todos os estudos compararam Nirmatrelvir associado com Ritonavir ao
tratamento padrao ou placebo (Cao et al., 2022; Hammond et al., 2022; Hammond et
al., 2024; Liu et al., 2023; Schilling et al., 2024; Yang et al., 2021; Zou et al., 2024).

Em seguida, foi realizada metanalise de seguranga e eficacia dos estudos,
comparando os resultados de eventos adversos (seguranga) e tempo de recuperagao
(eficacia), cujos resultados podem ser observados nas plotagens em floresta
apresentadas nos graficos Grafico 6 e Grafico 7.

O resultado de metanalise para os dados relativos a seguranca do uso do
farmaco (Grafico 6) considerou apenas quatro artigos, visto que apenas esses

apresentavam dados sobre incidéncia de eventos adversos nos pacientes.

GRAFICO 6 — GRAFICO EM FLORESTA DO RESULTADO DE SEGURANCA DURANTE A
REVISAO SISTEMATICA PARA NIRMATRELVIR: INCIDENCIA DE EVENTOS ADVERSOS

Nirmatrelvir + Ritonavir  Placebo or SoC Odds Ratio 0Odds Ratio Risk of Bias
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI ABCDEFG
Hammond et al 2022 123 1109 52 1115 60.4% 2.55[1.82, 3.57] 5 000000
Hammond et al 2024 83 654 31 634 37.1% 2.83[1.84, 4.34] - (III11T]
Liu et al 2023 5 132 2 132 25% 2.56 [0.49, 13.43] _ 0006060
Schilling et al 2024 0 58 0 84 Not estimable 000060
Total (95% CI) 1953 1965 100.0% 2.65 [2.04, 3.44] <
Total events 211 85
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi? = 0.14, df = 2 (P = 0.93); 12 = 0% 50401 0f1 y 150 100’
Test for overall effect: Z = 7.32 (P < 0.00001) Favours Nirmatrelvir+Rito  Favours Placebo or SoC

Risk of bias legend

(A) Random sequence generation (selection bias)

(B) Allocation concealment (selection bias)

(C) Blinding of participants and personnel (performance bias)
(D) Blinding of outcome assessment (detection bias)

(E) Incomplete outcome data (attrition bias)

(F) Selective reporting (reporting bias)

(G) Other bias

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2024).

Assim, um total de 3918 pacientes (1953 no grupo tratado com Nirmatrelvir +
Ritonavir e 1965 no grupo controle) resultou em razéo de probabilidade de ocorréncia
de eventos adversos de 2,65 (M-H, Random, 95% CI, [2.04, 3.44], 1> = 0%),
demonstrando que os pacientes que recebiam o medicamento apresentavam quadro
relacionado a evento adverso em maior indice do que aqueles que recebiam
tratamento padrao ou placebo, de forma estatisticamente significante (p = 0,00001).

Com relacédo ao resultado associado a efetividade (Grafico 7), houve

descricao deste dado em apenas trés estudos.
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GRAFICO 7 - GRAFICQ EM FLORESTA DO RESULTADO DE EFICACIA DURANTE A REVISAO
SISTEMATICA PARA NIRMATRELVIR: TEMPO DE RECUPERAGAO

Nirmatrelvir + Ritonavir Placebo or SoC Mean Difference Mean Difference Risk of Bias

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI ABCDEFG
Hammond et al 2024 13.8 1 654 14.1 1 634 944%  -0.30[-0.41,-0.19] 000000
Liu et al 2023 10 4 132 105 45 132 11%  -0.50[-1.53, 0.53] (II111]
Schilling et al 2024 14 1 58 14 2 84  45% 0.00 [-0.50, 0.50] 000666
Total (95% Cl) 844 850 100.0%  -0.29 [-0.39, -0.18]

ity: 2= - Chiz = = = 2= 09 ; + t + J
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi* = 1.49, df = 2 (P = 0.48); I = 0% 100 20 0 50 100

Test for overall effect: Z = 5.33 (P < 0.00001) Favours Nirmatrelvir+Rito Favours Placebo or SoC

Risk of bias legend
(A) Random sequence generation (selection bias)

(B) Allocation concealment (selection bias)

(C) Blinding of participants and personnel (performance bias)
(D) Blinding of outcome assessment (detection bias)

(E) Incomplete outcome data (attrition bias)

(F) Selective reporting (reporting bias)

(G) Other bias

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2024).

Para este quesito, a metanalise envolveu um total de 1694 pacientes (844 no
grupo tratado com nirmatrelvir com ritonavir e 850 no grupo controle) e resultou em
melhora discreta do tempo de recuperacao de pacientes com COVID-19 leve a
moderada, com diferenga média de -0,29 dia [MD = -0.29, 95% CI (-0.39, -0.18), P <
0.48], com significancia estatistica [Overall Effect Z = 5.33 (P = 0.00001)] e baixa
heterogeneidade [I? = 0%)].

Portanto, a metanalise indicou que o nirmatrelvir associado a ritonavir
apresentou resultados estatisticamente confiaveis de que ha uma melhora modesta
no estado clinico de pacientes portadores de COVID-19 leve a moderada, mais

precisamente nos resultados de tempo de recuperagao da doenca.

4.1.3.2 Revisao sistematica de estudos clinicos randomizados sobre eficacia e
segurancga do uso de Remdesivir frente a COVID-19

A revisao sistematica foi registrada na International Prospective Register of
Systematic Reviews (PROSPERO) sob nimero CDR42024514151.

Os resultados da busca e selecado das publicacées estao apresentados no
fluxograma representado na Figura 28, descrevendo cada passo: identificagéo,

triagem, eligibilidade, numero de artigos incluidos.



FIGURA 28 — FLUXOGRAMA PRISMA DA REVISAO SISTEMATICA PARA O REMDESIVIR

] [ Identificacio ]

Triagem

Registros identificados por meio da busca no banco de dados:

BVS: n = 2977
Pubmed n=2325
Total: n = 5302

¥

Registros apds triagem por ano
de publicacio (filtro ‘Utimos 5
anos'):

(BYE n= 2968, Pubmedn =
2325, Total n = 5293)

v

¥

Registros apds triagem por
disponibilidade do texto completo
{filtro ‘texto completo gratuito’):
(BVS n=2902; Pubmedn =
1966; Total n = 4868)

Registros excluidos:
(BYS n=19 Pubmedn=0; Total
n=9)

-

Registros apds triagem por tipo
de documerto (filtro *artigo’):
(BVS n = 2693, Pubmed n =

1966; Total n = 4659)

Registros excluidos:
(BVS n = 66, Pubmed n = 359;
Total n=425)

v

.

Registros apds triagem por
idioma (filtro ‘inglés’):
(BVS3 n = 2607, Pubmed n =
1949; Total n = 4556)

Registros excluidos:
(BVSn=209 Pubmedn=10;
Total n = 209)

Registros excluidos:
(BVS n = 86, Pubmed n =17,
Total n = 103)

v

Registros apds triagem por tipo
de estudo (filtro ‘ensaio
randomizado controlado’):
(BYS n = 385, Pubmed n = 45;
Total n = 431)

Registros excluidos:
(BYS n=2222, Pubmedn =
1903, Total n = 4125)

v

Registros depois da triagem de
critérios de exclusio
(BVEn=13% Pubmedn=29,
Totaln = 22)

&

h 4

Registros excluidos:
0 estudo ndo & um ensaio randomizado
controlade (BY'S n =319, Pubmed n=12)

0 estudo ndo é sobre o tratamento de COVID-19
com Remdesivir (BVS n =47, Pubmedn = 23)
A populacio ndo é composta por pacientes
hospitalizados com COVID-19 severa / moderada
(BYSn=3; Pubmedn=1)

MN&o é um artigo completo disponibilzado
gratuitamente (BVSn=1)

0 estudo ndo verifica resuftados de eficicia e
seguranca de tratamento com Remdesivir (BVS n
=2, Pubmedn=1)

Registros apads remocdo de
artigos duplicados:
(n=14)

b

Registros excluidos:
Duplicades (n = 8)

¥

Artigos completos analisados
para eligibilidade:
(n=13)

Estudos incluidos na revisao:
(n=13)

[ Incluidos ][ Eligibilidade ] [

Textos completos excluidos:
Artigo retratado (n=1)

FONTE: A autora (2024)
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A busca de publicagbes nas bases de dados seguiu o protocolo descrito no
tépico 3.1.1.3.1 Estratégia de busca, resultando em 2325 registros na base de dados
Pubmed, enquanto a busca de publicagbes na base de dados OMS / OPAS Bireme
resultou em 2977 registros, até a data da realizagdo do levantamento, 25/08/24. A
triagem eletronica aplicando os filtros do mecanismo de busca, conforme descrito em
3.1.1.1.2 Critérios de inclusdo e de exclusdo, resultou em registros, sendo 46
provenientes da Pubmed e 385 da Bireme. Em seguida, esses titulos foram
manualmente avaliados para eligibilidade no estudo por dois revisores, excluindo
registros de acordo com os critérios de exclusado predeterminados. Essa etapa
resultou em 309 exclusdes.

Dos 22 registros remanescentes, 8 foram excluidos por duplicidade e 1 por se
tratar de artigo retratado pelo peridédico em que foi publicado. Assim, 13 artigos foram
analisados quanto a qualidade pela Analise de Risco de Viés, cujo resultado esta
demonstrado no Gréfico 8.

E notavel a limitagdo quanto ao risco de performance, devido a caracteristica
de cegamento apresentada na maior parte dos artigos. Isso foi justificado pelas
condigdes em que esses estudos foram realizados, que foi durante o enfrentamento a
pandemia, em que nao havia nenhuma definicdo sobre qual tratamento seria o mais
adequado, tampouco vacina para a enfermidade, e o indice de mortalidade pela
COVID-19 era extremamente preocupante. Dessa forma, o cegamento nesses
estudos foi limitado, pois os pacientes apresentavam real risco de morte e as equipes
de saude que os atendiam também tinham o risco de contagio.

Mesmo com tal limitagdo, visto que se apresentou na maioria dos estudos
selecionados, decidiu-se pela ndo exclusao dos registros por este requisito, devido ao
impacto que a reducido drastica de artigos selecionados causaria na etapa de
metanalise.

Como nao houve exclusdo de nenhum registro por esse requisito, foram
incluidos no estudo treze publicagdes referentes a ensaios randomizados controlados
envolvendo a verificacdo de eficacia e seguranca do uso de Remdesivir para
tratamento de COVID-19.
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GRAFICO 8 — ANALISE DE RISCO DE VIES NA REVISAO SISTEMATICA PARA REMDESIVIR

Random sequence generation (selection hias) _:I

Allocation concealment (selection bias) _:I

Elinding of participants and personnel (performance hias) _
Elinding of outcome assessment (detection hias) _:-
Incomplete cutcome data (attrition bias) _

Selective reporting (reporting hias) _

Otherhias | |
ID% ESI% 50:% 75=% 1DD%=
.Lowrisknfbias DUncIearrisknfbias .High risk of hias ‘ a
z
=
2
o
w _3
:f28
= = (=] (=] T =3
= @ = o = -
£ 2 2 2 ooz oz =
o o oz o= F o o oo
[ [ [ [on) [on) [on) [on) [on)
= = = = = = = =
BN R B X2 B BOR
@ = O O O -~ |® | @ | Randomsequence generation (selection hias)
@ O O O -~ |®| @ | rocatonconcealment (selection bias)
Q0O ® 0 0 | ® O -cindngofparticipants and personnel (performance hias)
w . . . . . ~ . Blinding of outcome assessment (detection hias)
® OO e S| O O nompetoutcome data (atirition bias)
O O O e S | G| O -sekctereportng (reporting bias)
Other hias b

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2024).

As 13 publicacgdes incluidas na revisao foram submetidas a extragao de dados
por tabulagdo de informagdes organizadas de acordo com a identificacdo PICOS
(Populagao, Intervencdo, Comparagado, Resultados, Desenho do estudo), conforme

apresentado no Quadro 14.



‘BJlonSS
61-AINOD Wwod
sojuaioed wae selp
0} no G Jod JinIsapwal
wiod ojuswejel}
op edueinbas
9 BIOBOIS B JeleAe
eled ¢ ase} op ‘opage
‘opeziwopuel opnis3

(%8) euogjelidsal eoug|ey
ep eJoid ‘(sajusioed
sSop 9%6) Basneu
wieloj sunwod siewl
SOSJAAPE SOJUdAd SO
"BOlUBDBW OBJB|IJUBA Bp
9pEpPISS9IdU WSS BISASS
61-AINOD wod sajuaioed
wa ayueolyubis edualalip
was ‘selp G Jod opejes}
10} @nb odnib o enb
op Joid eyuswajueoyiubis
Boluj|0 oedenys
ewn nojuasaide selp
0| Jod JaAIsepwial woo
ojuswejed) ap odnib O

seip

G Jod Jnsepwiay
wiod ojuswejel |

‘s@juanbasqgns seip
Z9p Sou ayuswelelp bwoQl
9 ‘| BIp OU OSOUBABJUI
JInIsapwial ap Bw 00z

uemie |
9 |ng op elal0)
‘eandebuig ‘Buoy
BuoH ‘eyuews)y
‘eyueds3 ‘elley|
‘soplun sopeis3
SOU ‘epeuliyuod
BIOASS G
-QINOD Wod soue
Z\ e Jouadns apep|
wo9 sopezijeydsoy
sojualoed /¢

(0202) ‘1e }o uewp|oD

‘oLIglelOqe|

Jod opewJiyuod
61-dINOD Wod
sopezijeldsoy sojnpe
aJjus oonnadeus)
ajuabe op seolul|o
eduelinbos o eloeolo
e JejjeAe ap oAll_lqo
wo9 ‘ogeoed Jod

(%9°1€)
ogaoe|d welagaosal
anb sajuaioed 91.G
Sop €91 Wd 3 (%9'¥2)
JINISBpWaI Welaqadal
anb sajuaioed zgg sop
L€l wa sopeusibal welo}
saAelb sOsJaApe SOJUBA]
‘6 elp ou ogaoe|d
W09 %Z‘Gl © JINISapwal
wod %L L ep @ ‘G| elp
ou 0gaoe|d WO %6 L1
9 JIAISepWwal wWod 9, /9
ap 10} JaiB|\—ue|dey
apepl|eloW ap BABWIISD
V "Selp G| wa ogaoe|d
odnib o @ ‘elpaw woe

(sreuorolpe
selp g op slew Jod
Bw Q0| op selelp sesop Jod
opinBas ‘elp oJiswiid ou Bw

‘eindebuig
o oeder ‘eyuedsg
‘00IX9|N ‘Belalo)
‘eyuews|y ‘eroals
‘opiun oulay
‘eoleweulq ‘sopiun
sSopejs3 Sou ‘BloAsS
no epelapow

E 9A9| 61-AINOD
woo sopezijeydsoy

opejosjuod obao-ojdnp | seip gL wa oedelsadnoal 00z @nbeje ap asop) seip so}npe
opeziwopuel olesug | aAa) JIAIsapway odnub O 0gaoe|d 0} op siew Jod JIAISapuway sajuaroed 90| (0z02) e 1o |9bI8g
opnjs3 ap oyuasaq sopej}|nsay oedesedwon oeduanIdlu| oede|ndod FENEYEIEY
(enuyuoo) HIANISTANTY

Vdvd VOILYNWALSIS OYSIATY V 3LNVYHNA SOJId OANND3IS SOANLST SOA SOA|vdLX3 SOAVA SOd OAILIYOS3IA VdVIN — L OdAvNO

433




ou JINISBpWal ap

edueinbes o eloROIS
e Jeoljlian eed

oJage opeziuopuel
001UJ|0 olesug

‘elp ojuinb ou JiAIsepwial
wioo ojuswelel} nagaoal
anb odnib o esed oolujo
snjejs op ajueonubis
BJOY[dW SANOH

oelped ojuswejel |

Bw 0ol op sosop
ap opinbas ‘elp osowud
ou Bw gQgZ ap |elolul asop
‘0SOUBABIIUI JINISEPWSY

SOpe)s3 Sou ‘BIaAdS
epnbe 61-AINOD
woo ‘sopezijeydsoy
‘soj|npe
sojualoed 8g

(0202) '[e 3o souuIdg

'61-AINOD
woo sajualoed

we aqiuiioleq e
OpEBIDOSSE UIAISapWIa
ap ojuswelel} op
SO2|UJ|D sope}Nsal SO
JeljeAe eled ‘ogaoe|d
Jod ope|oJiuod
‘obao-0jdnp
‘opeziwopuel opnjs3

"SOI9ASS SOSIoApE
SOJUBAD 8p BIOUII000
Jouaw aAnoy waquie |
‘eduaop ep oessaibouid

B OWO092 Wwaq ‘opeuiquod

ojuswejed) N8gadal
anb odnub o eJed Jousw

ajuswajueosyubis 10}
oedeladnoal ap odws) O

oelped ojuswejel |

‘gjuswelielp
‘ledo elA Jod Bw § aqiuniolieg

B Opelo0SSE  JIAISSpWaY
ap awibay :aqupoueg
+ JIAsepwiey  odnig -

‘Belp

owlio9p O 9lB dluswelelp
Bw 001 ap Sasop
ap opinbes ‘eip osdwLd
ou Bw (QQzZ @p [elolul asop
‘osouaAesul JINISapway

JINISapway odnlg) -

‘eyuedsg
2 oeder ‘00IXa\
‘Ing op elaio)
‘eoleweulq ‘opiun
ouiay ‘eindebuig
‘sopiun sopejs3
SOu ‘epewlijuod
61-AINOD
wo9 sojnpe
sojualoed ¢goL

(0202) 1e 12 ey

'61-AINOD
wo9 sajusioed

ap ojuswelely
0 eJed JIAIsapwal op
edueinboes o eloeolo e
Jeljeae eled ‘ogaoe|d
Jod opejoJyuo9 ‘obad
-ojdnp ‘opeziwopuel
091U INW opNn}s]

‘0gaoe|d ap osnh O
weladwouayul sayuaioed
(9%G) onyenb o sajusioed

(%21) g1 Wa sosiaApe
SOJUaAd sojad JIAIsapwial
wioo ojuaweled}
op oeddnuiayul
aAnoH -ogeoe|d odnib op
sajusioed g/ sop (%%9)
0G W d JINISSpWaI
wod sopejed} sajuaioed
GGl sop (%99) 20l we
sopeje|aJ Weloj SOsIaApe
SOJUBAT “JINISOPWaY Bp
oSN 0 W09 soAieoiubIs
ajuswWeNsleIsa
SOID}JouUaq 8ANOY OBN

ogeoe|d

‘elp
oWwII99p O 9]k sjuswelelp
Bw 0o op sesop
ap opinbas ‘eip odlowud
ou Bw QQZ ap |elolul asop
‘0SOUBABIIUI JINISBPWSY

‘Bulyo
eu ‘epewJijuod
BIBASS 61-AINOD
woo sopezijeydsoy
‘soue gz
apepl woo sojnpe
sojualoed J¢z

(0202) ‘1e 18 Buepp

(%)
oedednsuod @ (%)
aselajsueijoulwe-eulue|e
ap SI9AJU SOp ojuswne

opn)s3 ap oyuasag

sopej|nsay

oe3esedworn

oeduaIdlu|

oede|ndod

CEIEIEIEY

(oedenunuoo)

€l




"JIAISOpWal
op SO2IU|[O SOMB)e
SO JejjeAe nosiA anb
‘olage ‘ope|oJjuod
‘opeziwopuel opnisg

‘opepljelow ap
oonodwe) 8 |ediA eBied

ap sopeynsal sou sodnib

SO aljud Bol}S)}e)Sd
edualajip aAnoy oeN

oelped ojuswejel |

‘Eelp
OwIo9p O 9}k djudWeLelp
Bw 0ol op sosop
ap opinbas ‘eip ondwid
ou Bw QQgz op |elolul asop
‘OSOUBABIUI JIAISBPUWISY

BI9ASS 61-AdINOD
W09 ‘BAISUSIU|
eidela| ap apepiun
eu sopezijeydsoy
so}npe
sojualoed gg|

(1202) ‘e jo enQ jeueg

'61L-AINOD
woo sajusioed wa

B| B}9g UOJaHaUI B
OPEBIJOSSE JIANISapWal
ap ojuswejel} op 8
SO2IUJ|O SOpe}Nsal SO
Jeljeae eled ‘ogaoeld

"OpeuIquod
JIAISSpWS] WoD

sopejed) opuenb soolu

sopej|nsal sou eloid
weJaAnqo olugbixo ap

auodns ap weJe)ssaosu

anb sajuaioed sO
‘oedeladnoal ap odws)
ap opeynsal o eled
‘opeulquiod JIAISepwal
woo d JIAISapwal
wod ojuswejely

‘ajuswelielp ‘eauelnogns eIA
Jod 6r y el-B}OQ UOIBUBIU|
B OPEBIJOSSE JINISOpWaY
ap awibay :aqupoueg
+ JIAIsSapway odnug) -

‘Belp
owio9p O 9je dluswelelp
Bwi 001 ap sosop
ap opinbes ‘elp odidwud

‘oedep
9 021X\ ‘INS Op
elalo) ‘eindebuig
‘soplun sopejs3
SOU ‘epeulyu0d

ap eolul|o e1oedld
e Jeoljlion eled
‘opage ‘oanoadsoud
‘ope|oJjuod
‘opeziwopuel opnijs3

‘sodnub so anus
S09IUJ[O SOpE}NSaJ SOU
sojueoliubis sedualajip
SEpeAISSqO Welo) OeN

oeJped ojuswelel |

owIo9p O g)e sjuswelelp
Bw 0ol op sesop

ap opinbas ‘eip osdwid

ou Bw Qpgz op |elolul asop

‘OSOUBABIUI JIAISBPUWIDY

-QINOD w09 ‘soue
0¥ e Jouadns apep

wo9 ‘sopezieydsoy
‘sojnpe
sajuaioed gg

Jod ope|oaiuod welagaoal anb sodnib ou Bw Qpz op |elolul asop 61-AINOD
‘obao-ojdnp SO aJjua eAljeonlubis ‘osouaAe.ul JINISapWaY woo sojnpe
‘opeziwopuel opn)sJ eduala)ip aAnoy oeN oeJped ojuswejel | JJinIsapway odnuo) - sajualoed 96 (Lzo2) '1e e ey
"JINISBpWal "Belp BIPU| BU ‘BI9ASS 6|

(1202)
Ao ‘ybuig ‘ueleyepy

‘Bl9|e}8d 9 elwajesodly
‘easneu :weloy
JINISepwal nagadal anb

odnub ou sopelpodal siew

SOSISAPE SOJUSAS SO
‘o1ueolyiubis
ajusweonsne)ss

'61L-AINOD l0} ogu e3uaJsyip
woo sajusloed esso ‘ojuswelel) "elp eIsy
ap ojuawelel) ap elp owiogp ou waiod owIo9p O 9)e suswelelp 2 edoing ‘sopiun
opnjs3 ap oyuasag sopej}|nsay oe3esedworn oeduaIdlu| oede|ndod HENEYEIEY

(oedenunuoo)

1423




eled ‘ooLugoNINW
‘ope|oJjuod
‘opeziwopues opnjsg

sou ajuedliubis
9 0)SepOoW 0}I19}0
nojussalide JiAIsepwial
Wwoo ojuswelel} O

oeiped ojuswejel |

Bw 00| op sosop
ap opinbas ‘elp oslowud
ou Bw gQZ ap |elolul asop
‘0SOUBABIIUI JINISBPWSY

Jod epew.iyuod
BIBASS 61-AINOD
wo9o sopezijeudsoy

sojnpe /9¢1

(zzoz) 1eje v

"JINISBpWal
op eoju]|o eoedle e
JeleAe eled ‘¢ asej ap
‘oJage ‘ooljugdNINW
‘ope|oJjuod
‘opeziwopuel opnis3

‘(oelped
ojuswejed) N8gaoal
anb odnib o esed 9, 1¢
9 “JINISBpWaY Nagaoal
anb odnib o eied 9,¢¢)
B9l}SI1e)Sa eloueolubis
nojuasa.ide oeu sOSJaApe
SOJUBAS 9p BIOUJI000
‘sodnub siop
SO aJ43ud seAneolubis
Seolu||o sedualayip
SEPBAISSCO WEIOo) OBN

oelped ojuswejel |

‘Eelp
OowIo9p O g)e djuswelelp
Bw 0o op sesop
ap opinbas ‘eip osdwid
ou Bw Qpgz ap |elolul asop
‘OSOUBABIUI JINISBpWaY

edoing eu
‘olugbixo ap ayuodns
eled oedeoipul
9 BJAASS 61-AINOD
wo9 sopezijeydsoy
sojnpe /68

(z202) e jo Jepy

‘8¢
elp o sode no sajue
0pL1I020 J8) 8LIoWw e ap

a)uswaluspuadsapul
‘Jejeydsoyeaul
apepljeuow eu
sojuswe)el] Sop 01l8)8
0 JejeAe eled ‘ouage

‘oedez|eudsoy
ap oedeinp no esjuedawW
oede|iuaA ap oiojul
oonodwe) ‘epepijenow

‘[@A1uodsip
ajuswi|edo|
BAB)SS OOBW.IE)
ajenbe anb wa
|eoo| @ eoods eu
oeJped ojuswejel}
oe sopiewqgns
sajuaroed weloy
ooeuwle} wn esed

‘seip 9 Jod 6 g} ap
BSOUSABJJUI BLIBIP 9SOP NO
‘selp 9 ap opoliad wn Jod 6n
{7 seauelNogns sasop sal}
‘e|-ejaq uosapaiu| odnis) -
‘selp | Jod eip oe sazaA
senp BwQg / BwoQg JiAeuoll
-lineuldo| sopiwdwos
siop :lineuidoT odnlg) -
'selp 0| Jod elp
oe s9zaA senp sopiwidwod
slop ‘gl eJoy ep aiped e ‘@ ‘9
eloy eu soplwiidwod osenb
slew ‘048z eioy eu Bwog
euinbolooIxolply ap ojeyns
ap sopiwldwod oenb
:euinboJojoixolpiH odnig -

‘6 B | SeIp sou
BwoQ| @ o4az elp ou BwoQz

"SINO sagIbal
S|9S Se sepo}
wa sasied Q¢ ap ‘Y
Z/ Wa elougiajsuel)
ap eAleoadxa
wses ‘6L-AINOD
ap oonsoubelp
wioo ‘soue gz
apep! Wwo9 so)npe

‘opeziwopuel olesug | niznpal odewJde) WNYuaN | 8j05juod-sodnib sO | ap asop :JiAIsapway odnig) - sajuaioed 0gglL L (L20Z) OHM
‘ebanIoN eu ‘Y4Dd
Jod epewuiyuoo
oe3esedworn oeduaIdlu| oede|ndod HENEYEIEY

opn)s3 ap oyuasag

sopej|nsay

(oedenunuoo)

1"




"(¥202) eJone v :31NOH

“JINISSpWal
ap BOIUJ[O BIOBOID
e JedlyliaA eled
‘ouaqge ‘oanoadsoud
‘021I3UR2INWI
‘ope|oJjuod
‘opeziwopuel opn)s]

sodnib so asjus sosIaApe
SOJUBAS Bp Sope)nsal
sop ajueoyiubis
edualajip aAnoy oeN
‘opeuIquiod
ojuswe)ed) 0 Nagadal
anb odnub o esed
Jousw ajuswajueoyiubls
10} SBWOJUIS SOP
oedeladnoal ap odwal O

‘BIp OwIo9p
0 9)e djuswelelp
Bw 001 ap
sasop ap opinbas
‘elp odiswud ou
Bw 00z ap el
9sop ‘osouaneul
JINISBpWaY

sepeplun ap sagyjiw
9| ap wabesop eu q}
-B}8g-U0JaLIa)U| B OpeIooSSE
JINlsSepwiay ap swibay

‘BUlyo
BuU ‘61-AINOD
Jod sopezijejdsoy
so}npe
souaoed gLz

(£202) ‘e jo we]

'61L-dINOD
woo sopezijeydsoy
sojualoed
W JINISapwal
ap 021UJ[0 O}IB}e
0 JeljeAe eled ‘ollege

‘eduaop ep oessaibo.id
no spepljeuow
e 2.1qos 0}19}8
ouanbad wn nojussaide
‘sajualoed so4ino
SO aJjus( "eoluedawW
oede|ijuan qos ef
61-AINOD wo9 sajusioed
sou ajueoliubis
ollaje nojussalide

‘6 B | Selp sou
BwoQ| @ 049z elp ou Bwooz

‘SINO saglbal sias
se sepo} wa sasjed
GE€ 9p ‘61-AINOD
ap oonsoubelp
woo sojnpe

‘opeziwopuel olesug oBU JIAISBpPWSY O oelped ojuswelel] | ep asop :IAlsepway odnig sojusloed G/zg (2202) OHM

‘sodnub so anue

edueinboes sp sopeynsal
sou eAneolubis
edualalip 8Anoy oeN

"JIAISBpLWIS] Op SO2IUJ|D "sojualoed ‘Belp ‘epeue) ou
sopejnsal so JejjeAe SOp S02IUJ[O sope}nsal owIo9p O 9)e suswelelp ‘leliojeloge| awexa
opnjs3 ap oyuasag sopej}|nsay oe3esedworn oeduaIdlu| oede|ndod HENEYEIEY

(oesnjouod)

9Ll




117

Nove estudos compararam Remdesivir com tratamento padrao ou placebo
(Spinner et al., 2020; Beigel et al., 2020; Ader et al., 2022; Barrat-Due et al., 2021; Al
et al., 2022; Mahajan; Singh; Gifty, 2021; Wang et al., 2020; WHO. Solidarity Trial
Consortium, 2021; WHO. Solidarity Trial Consortium, 2022), um comparou 0
tratamento com Remdesivir por cinco dias e por dez dias (Goldman et al., 2020), um
comparou Remdesivir com associagdao de Remdesivir e Baricitinib (Kalil et al., 2020),
e dois compararam Remdesivir com associacdo de Remdesivir e Interferon beta 1a
(Kalil et al., 2021; Tam et al., 2023).

Foi realizada metanalise de seguranca e eficacia dos nove estudos que
compararam Remdesivir com controle negativo (placebo ou tratamento padrado),
observando os dados de mortalidade e tempo para recuperacao.

O resultado de metanalise para os dados relativos a seguranga do uso do
farmaco (mortalidade) pode ser observado na plotagem em floresta apresentada no
Graéfico 9.

GRAFICO 9 — GRAFICO EM FLORESTA DO RESULTADO DE SEGURANCA DURANTE A
REVISAO SISTEMATICA PARA REMDESIVIR: INCIDENCIA DE MORTALIDADE

Remdesir Control Odds Ratio Odds Ratio Risk of Bias
Study or Subgroup Events Total BEvents Total Weight M-H, Fixed, 95% C1 M-H, Fixed, 95% CI ABCDEFG
ader et al 2022 21 414 24 418 22%  0.88[0.48,1.60] [TITTT]
&li etal 2022 117 B34 145 64T 11.3%  0.78[0.60,1.03] — 290700
Beigel et al 2020 LT Y 61 521 56%  0.52[0.34,0.81] —_— 1280080
Mahajan, Singh, Gifty 2021 5 34 1036 02%  1.90[0.42,2.64] + @900
Spinner et al 2020 2 193 4 200 04% 051009283 4 (T 1 11 1]
Wang et al 2020 15 158 778 08% 106042273 eseeee
WHO 2021 301 2743 303 2708 26.2%  0.98[0.83,1.16] — 2200
WHO 2022 502 4148 643 4120 532%  0.92[0.82,1.04] . 2990900
Total (95% CI) 8863 8737 100.0%  0.90 [0.82, 0.98] ¢
Total events 1098 1190
Heterogeneity: Chi®= 9.60, df=7 (P =021}, F=27% UTS Df? 1|5 i

Testfor overall effect 2= 236 (F=0.02) Favours Remdesivir Favours Control
Risk of bias legend

(A) Random sequence generation (selection hias)

(B) Allocation concealment (selection bhias)

(C) Blinding of participants and personnel (performance hias)

(D) Blinding of outcome assessment (detection bias)

(E) Incomplete outcome data (attrition bias)

(F) Selective reporting (reporting hias)

(G) Other bias

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2024).

Mortalidade € o unico indice testado na metanalise descrita em todos os
estudos. Assim, um total de 8863 pacientes (4146 no grupo tratado com remdesivir e
4129 no grupo controle) resultou em razado de probabilidade de ocorréncia de
mortalidade de 0,90 (M-H, Random, 95% CI, [0.82, 0.98], I? = 27%), demonstrando
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melhora nesse indice em um efeito modesto, mas estatisticamente significante (p =
0,02) em pacientes hospitalizados com COVID-19.

Com relagao ao resultado associado a efetividade (tempo de recuperacéo),
houve descrigdo deste dado em apenas quatro estudos. A plotagem em floresta da
metanalise referente ao tempo de recuperacao dos pacientes pode ser visualizado no
Gréfico 10.

GRAFICO 10 - GRAFICQ EM FLORESTA DO RESULTADO DE EFICACIA DURANTE A REVISAO
SISTEMATICA PARA REMDESIVIR: TEMPO DE RECUPERAGAO

Remdesivir Control Mean Difference Mean Difference Risk of Bias

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI ABCDEFG
Ali et al 2022 9 8 634 9 7 647 256% 0.00 [-0.82, 0.82] [ 00200
Beigel et al 2020 10 1 399 15 3 352 259%  -5.00[5.33, -4.67] = 220000
Spinner et al 2020 8 5 193 7 8 200 25.0% 1.00 [-0.31, 2.31] . 0006606
Wang et al 2020 21 8 158 23 8 78 236%  -2.00[-4.17,0.17] L 000060
Total (95% Cl) 1384 1277 100.0%  -1.51 [-5.01, 1.98] 4

ity 2 — . 2 — = - 12 = 9], I t t {
Heterogeneity: Tau? = 12.27; Chi? = 185.05, df = 3 (P < 0.00001); I> = 98% '—100 _5;0 0 5'0 100'

Test for overall effect: Z = 0.85 (P = 0.40) Favours [remdesivir] Favours [control]

Risk of bias legend

(A) Random sequence generation (selection bias)

(B) Allocation concealment (selection bias)

(C) Blinding of participants and personnel (performance bias)
(D) Blinding of outcome assessment (detection bias)

(E) Incomplete outcome data (attrition bias)

(F) Selective reporting (reporting bias)

(G) Other bias

FONTE: Cochrane Software Review Manager® (2024).

Para este quesito, a metanalise envolveu um total de 2661 pacientes (1384
no grupo tratado com remdesivir e 1277 no grupo controle) e resultou em melhora do
tempo de recuperacdo de pacientes hospitalizados com COVID-19, com diferenca
média de -1,51 dia [MD = -1.51, 95% CI (-5.01, 1.98), P < 0,0001], porém sem
significancia estatistica [Overall Effect Z = 0.85 (P = 0.40)] e com alta heterogeneidade
[I? = 98%].

Dessa forma, o tratamento com Remdesivir continua apresentando um leve
favorecimento frente ao grupo controle, quando utilizado para tratamento de COVID-
19 em pacientes hospitalizados, com a metanalise demonstrando insignificancia

estatistica e alta heterogeneidade entre os estudos clinicos randomizados.
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4.1.4 Resultados do estudo de viabilidade econdémica para utilizacdo do farmaco no

processo de microencapsulagao

Finalmente, a verificacdo de viabilidade econdmica consistiu na comparacao
de custo de mercado entre os dois farmacos, Remdesivir e Nirmatrelvir. O
levantamento orgamentario consistiu em buscar o custo de aquisigdo de 1 grama de
cada farmaco, considerando a conversao em moeda nacional (Reais), em grau de
pureza “para analise” e / ou grau “farmacéutico” frente ao comércio especializado, em
suas paginas oficiais online ou por contato direto. Os resultados de custos para

aquisicao de Nirmatrelvir e Remdesivir estdo dispostos na Tabela 1.

TABELA 1 — LEVANTAMENTO DE CUSTOS PARA AQUISIGAO DE 1 G DE FARMACO

Farmaco Valor Fonte do orgamento Valor em Reais
Remdesivir US$ 7522,00 Selleck Chem R$ 45132,00
Nirmatrelvir US$ 5027,00 Selleck Chem R$ 30162,00

FONTE: A autora (2024).

O quantitativo de 1 g de Remdesivir em alto grau de pureza tem valor de
mercado de R$ 45.132,00, enquanto Nirmatrelvir, R$ 30.162,00.

Sendo assim, a primeira etapa pode ser finalizada considerando como
farmacos de escolha para a produgao de nanoparticulas para o tratamento de COVID-
19: o Remdesivir e o Nirmatrelvir, com o primeiro sendo favorecido clinicamente, e o
segundo, por viabilidade econémica. Foi utilizado o Nirmatrelvir, por ter sido

disponibilizado posteriormente, por doacéao.
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4.2 RESULTADOS DO ESTUDO PARA DETERMINACAO DA COMPOSICAO DO
REVESTIMENTO DE MICROPARTICULAS CONTENDO FARMACO
ANTIRRETROVIRAL PARA TRATAMENTO DE COVID-19

A segunda etapa do estudo, determinacdo da composicdo das
microparticulas, consistiu inicialmente em uma busca em literatura especializada de
farmacos semelhantes em mecanismo de acao e caracteristicas quimicas e fisico-
quimicas aqueles selecionados na etapa anterior, visto que os ultimos sdo farmacos
relativamente novos e sem estudos de microencapsulagao publicados em meios
cientificos. Em seguida, realizou-se um levantamento de artigos sobre a
microencapsulagdo dos farmacos semelhantes, cuja metodologia descrita pudesse
ser aplicada também frente ao farmaco selecionado (Remdesivir e Nirmatrelvir). Além
disso, foi necessario verificar a disponibilidade de recursos e viabilidade econdmica
para a execug¢ao da metodologia durante a fase experimental, considerando o valor e

a quantidade de cada insumo a ser utilizado.

4.2.1 Resultados do Levantamento Bibliografico sobre Microencapsulacao de

Farmacos semelhantes a Remdesivir e a Nirmatrelvir

Os resultados da busca em literatura cientifica para identificar farmacos
semelhantes ao Remdesivir estdo apresentados no Quadro 15.

Sendo o Remdesivir um antirretroviral analogo de nucleosidio, foi realizado
um levantamento de semelhancgas quimicas e fisico-quimicas entre outros farmacos
da mesma classe farmacologica. A maior semelhanga com relacéo a estrutura quimica
conformacional, peso molecular e solubilidade foi encontrada nos farmacos Sofosbuvir
e Tenofovir.

O levantamento bibliografico de estudos envolvendo microencapsulamento
dos farmacos Remdesivir, Sofosbuvir e Tenofovir resultou na compilagcdo de dados
apresentada no Quadro 16.

A andlise das metodologias demonstrou que as mais viaveis, por
disponibilizacdo de equipamentos e insumos, sdo: Nanoparticulas poliméricas
revestidas com quitosana descritas por Belletti et al. (2012), e Nanoparticulas

poliméricas revestidas com quitosana descritas por Milkova et al. (2023).
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Com relagdo a busca de farmacos semelhantes ao Nirmatrelvir, podemos
verificar os dados no Quadro 17.

Sendo o Nirmatrelvir um antirretroviral inibidor de protease, um levantamento
de caracteristicas quimicas e fisico-quimicas entre farmacos da mesma classe
farmacoldégica foi realizado. Os farmacos considerados com maior semelhanga com
relagdo ao peso molecular e solubilidade foram Darunavir e Lopinavir. A compilacao
de dados dos principais estudos envolvendo microencapsulamento dos farmacos

Darunavir e Lopinavir esta disposta no Quadro 18.
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A andlise das metodologias demonstrou que as mais viaveis, por
disponibilizacédo de equipamentos e insumos, sao: Nanoparticulas lipidicas soélidas
revestidas com docosanoato de glicerila descritas por Alex et al. (2011),
Nanoparticulas poliméricas com revestimento de quitosana descritas por Belletti et al.
(2012), Nanoparticulas lipidicas solidas revestidas com acido estearico descritas por
Ravi e Vats (2017) e Nanoparticulas hibridas revestidas com PLGA e Brij® 78
descritas por Elkateb et al. (2020).

A monografia de Nirmatrelvir na Farmacopeia Internacional (WHO.
Department of Essential Medicines and Health Products, 2023) nao descreve
temperatura de ponto de fusdo ou degradacdo do farmaco. Assim, para averiguar a
viabilidade das metodologias com relagdo a temperatura utilizada, nos baseamos no
estudo de Kumar e Sundararajan (2024), que consistiu em um estudo de degradacéao
do farmaco. Os resultados obtidos pelos autores indicaram que o Nirmatrelvir ndo
sofreu degradacédo no teste de estresse térmico, que consistiu na submissdo da
substancia a 120°C por trés dias (99,26% de farmaco e 0% de seus produtos de
degradacéo).

Assim, as metodologias apontadas como mais viaveis por disponibilidade de
equipamentos e insumos, nao sao inviabilizadas pela temperatura a qual submetem o

sistema.

4.2.2 Resultados da verificagao de viabilidade orgamentaria para producao de

microparticulas de farmaco antirretroviral

A verificagdo dos custos para a preparagao das nanoparticulas de farmaco
antirretroviral esta descrita na Tabela 2.

O menor custo de produgado corresponde a metodologia descrita por Belletti
et al. (2012) para producado de nanoparticulas revestidas com quitosana, seguida
daquela descrita por Elkateb et al. (2020) para produgdao de nanoparticulas com
revestimento de PLGA e Brij®78 e daquela descrita por Ravi e Vats (2017) para

producado de nanoparticulas lipidicas solidas revestidas com acido estearico.
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4.3 PROPOSTA DA COMPOSICAO E DO METODO DE PRODUGAO DAS
MICROPARTICULAS PARA O ESTUDO

A terceira etapa do estudo, proposta de composi¢ao e método de producao
das microparticulas, considerou inicialmente a disponibilidade de equipamentos e
insumos dos trés métodos selecionados na fase do estudo de viabilidade econémica.
Assim, devido a disponibilidade imediata desses recursos materiais, as nanoparticulas
foram desenvolvidas baseando-se na metodologia descrita por Ravi e Vats (2017)
para produgdo de nanoparticulas lipidicas solidas revestidas com acido estearico, e
na metodologia descrita por Belletti et al. (2012) para produg¢do de nanoparticulas
poliméricas revestidas com quitosana.

As metodologias descritas utilizaram outros farmacos antirretrovirais, embora
relativamente semelhantes ao farmaco selecionado para o presente estudo, o
Nirmatrelvir. Sendo assim, caracteristicas como diferengcas de solubilidade ou
condigdes dos equipamentos disponiveis no laboratério foram abalizados, e as
metodologias tiveram que ser adaptadas.

A descricao das alteragbes de metodologia realizadas para a produgao de
nanoparticulas lipidicas solidas com revestimento de quitosana esta disposta no
Quadro 19:

QUADRO 19 — ADAPTAGCOES REALIZADAS A TECNICA DE BELLETTI ET AL. (2012)

Procedimento na técnica de Belletti et al. (2012) Adaptacgao

O farmaco (Tenofovir) & dissolvido em acido acético Devido a solubilidade de Nirmatrelvir, o farmaco

5%, juntamente com quitosana e homogeneizado foi dissolvido em dimetilsulféxido e, em seguida,

por agitagcdo magnética por doze horas gotejado sobre a solugdo de quitosana em acido

acético 5%, sob agitagdo magnética que foi
mantida por mais uma hora.

A solugao surfactante de trifosfato de sodio foi A solugéo surfactante de trifosfato de sodio foi
adicionada lentamente sob sonificagéo (100 W por adicionada lentamente sob sonificagao (20 W por
um minuto e meio), e, posteriormente, a suspensao cinco minutos), e, posteriormente, a suspensao
foi levada a agitagdo magnética por duas horas. foi levada a agitagdo magnética por duas horas.
Para coletar as nanoparticulas, as amostras foram Para coletar as nanoparticulas, as amostras
centrifugadas a 18.000 rpm por 30 minutos, lavadas foram centrifugadas a 20.000 rpm por 40
com agua destilada, ressuspensas e submetidas a minutos, lavadas com agua destilada,
freeze-drying, para entdo ser armazenadas sob ressuspensas e armazenadas sob refrigeragcao
refrigeragédo de 4°C. de 4°C.

FONTE: A autora (2025).



133

Para a produgdo de nanoparticulas poliméricas com revestimento de
quitosana, as alteragdes da técnica descrita por Belletti et al. (2012) estdo dispostas
no QUADRO 20:

QUADRO 20 — ADAPTAGOES REALIZADAS A TECNICA DE RAVI E VATS (2017)

Procedimento na técnica de Ravi e Vats (2017) Adaptacgao
O farmaco (Lopinavir) é dissolvido em acido Devido a solubilidade de Nirmatrelvir, o farmaco foi
estearico fundido, que compde a fase orgéanica dissolvido em etanol anidro e, em seguida,

incorporado a fase organica que consistia em
acido estearico fundido.

A microemulsificagdo com a solugdo aquosa de Devido aos equipamentos disponiveis, a
surfactante ocorre sob agitagdo mecanica em microemulsificagdo com a solugao aquosa de
homogeneizador de alta velocidade (10.000 rpm surfactante ocorre sob agitagdo mecanica em
por cinco minutos) seguida de sonicador (80 W por | Vortex Mixer por 10 minutos seguida de sonicador
10 minutos) (20 W por 20 minutos)
Apos resfriamento em banho de gelo, o volume da | Apds resfriamento em banho de gelo, o volume da
formulagao foi ajustado para 75 mL com agua formulagao foi ajustado para 40 mL com agua
ultrapura fria. purificada por osmose reversa fria.

FONTE: A autora (2025).

A metodologia de produgdo de nanoparticulas lipidicas solidas teve trés
alteracdes, que consistiram na dissolugdo prévia do farmaco pois o Lopinavir
apresenta solubilidade em &cido estearico, enquanto o Nirmatrelvir € insoluvel; a
velocidade de agitagdo mecanica e frequéncia de sofinicagao foram alteradas devido
as limitagées dos equipamentos disponiveis, sendo compensado pelo aumento de
tempo de submissao a etapa; e o volume ajustado da formulagao final foi alterado,
devido as limitagdes do equipamento a ser utilizado na etapa subsequente
(centrifuga).

Com relacdo a producdo de nanoparticulas poliméricas revestidas com
quitosana, também houve a dissolugao prévia do farmaco em outro solvente, uma vez
qgue o Tenofovir é soluvel em acido acético, enquanto o Nirmatrelvir € insoluvel neste
solvente; a frequéncia de sonificacao e a velocidade de centrifugacao foram alteradas
devido a limitacdo do equipamento disponivel, sendo compensada pelo tempo de
submissao a essa etapa; e o preparado nao foi submetido a freeze-drying devido a
indisponibilidade do equipamento no laboratério, no momento em que as
nanoparticulas foram preparadas.

Os resultados da execugao das técnicas adaptadas estao descritos a seguir,

na secéo 4.4 Elaboracao das Microparticulas.
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4.4 ELABORACAO DAS MICROPARTICULAS

A quarta etapa, elaboracdo das microparticulas, deu continuidade a fase
experimental do estudo. Consistiu no desenvolvimento e execugdo de método para
extracdo de Nirmatrelvir a partir do comprimido Paxlovid® e a identificagdo do cristal
obtido conforme a descricdo na Farmacopeia Internacional (WHO. Department of
Essential Medicines and Health Products, 2023), seguida da elaboragdo de

microparticulas conforme as metodologias propostas na etapa anterior.

4.4.1 Extracao e identificacao de Nirmatrelvir

O antirretroviral obtido foi o Nirmatrelvir, por meio da extragcao do farmaco a
partir de comprimidos de Paxlovid® contendo 150 mg de Nirmatrelvir e excipientes.
Foram utilizados oito comprimidos roseos da embalagem comercial (com massa total
6,1159).

De acordo com a bula de Paxlovid ® (Pfizer, 2023), a embalagem do
medicamento apresenta-se em cinco cartelas diarias, sendo que cada cartela contém
quatro comprimidos revestidos de Nirmatrelvir e dois comprimidos revestidos de
Ritonauvir, totalizando trinta comprimidos revestidos por cartucho.

Ainda de acordo com Pfizer (2023), cada comprimido revestido de Nirmatrelvir
contém 150 mg de farmaco e os excipientes: celulose microcristalina, lactose
monoidratada, croscarmelose sddica, didéxido de silicio coloidal, estearilfumarato de
sodio, hipromelose (E464), didxido de titanio (E171), macrogol (E1521) e éxido de
ferro vermelho (E172).

Entao, foi realizado levantamento bibliografico para verificar a solubilidade dos
componentes em diferentes solventes, e assim determinar um procedimento de
submissdo a uma sequéncia de solventes para a extracdo de Nirmatrelvir. As

informacdes levantadas estao sistematizadas no Quadro 21.
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Sendo assim, apos trituragdo do comprimido, a adicdo de metanol dissolve
Nirmatrelvir, lactose monoidratada, estearilfumarato de sodio, hipromelose e
macrogol. Se a essa solugao for adicionada agua, apenas hipromelose e macrogol
continuam em solugdo, precipitando Nirmatrelvir, lactose monoidratada e
estearilfumarato de sédio. Se o precipitado for submetido a etanol anidro, apenas o
Nirmatrelvir sera dissolvido, visto que lactose monoidratada e estearilfumarato de
sodio sdo insoluveis nesse solvente. Dessa forma, a proxima etapa é levar a solucéo
etandlica a aquecimento até secar o solvente.

Assim, a extragao foi realizada de acordo com os parametros descritos no
Quadro 22:

QUADRO 22 — PARAMETROS DA FASE DE EXTRAGAO DE NIRMATRELVIR

Descri¢dao do procedimento Parametro Resultado
Triturar os comprimidos em gral usando Peso médio dos comprimidos Peso médio: 0,764 g
pistilo Quantidade de comprimidos 8 comprimidos
Massa total Massa total: 6,115 g
Juntar metanol e agitar manualmente, Volume de metanol 25 mL de metanol
filtrar, coletar o filtrado em um béquer e Volume de filtrado Aproximadamente 20 mL
aquecer até evaporar o metanol
Juntar agua destilada e agitar Volume de 4gua 40 mL de agua
manualmente, filtrar a vacuo. Coletar o Volume de etanol anidro 20 mL de etanol anidro

precipitado, lavando-o e dissolvendo-o
com etanol anidro sob agitagao manual.

Filtrar e submeter o filtrado a aquecimento Massa de cristais obtidos 0,5422 g de cristais
até a evaporacao do etanol. Coletar e
armazenar os cristais resultantes, para
apos realizar testes de identificagao.

FONTE: A autora (2024).

Foram obtidos 542,2 mg de cristais brancos, que foram amostrados para a
realizacdo dos testes de identificagdo conforme determinacdo da Farmacopeia
Internacional (WHO. Department of Essential Medicines and Health Products, 2023).

Assim, a identificacdo do Nirmatrelvir se deu por meio do teste de rotacéo
optica especifica de uma solugédo 1% do cristal obtido em metanol grau reagente,
seguida de espectrofotometria em frequéncia infravermelha. Os resultados estao

descritos na Tabela 3 e na Figura 29.
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TABELA 3- RESULTADO DO TESTE DE ROTACAO OPTICA DO CRISTAL OBTIDO

Massa de cristal Volume de metanol | Resultado da leitura | Temperatura Rotacgao optica
grau reagente no equipamento especifica
0,0686 g 7 mL -0,97 20°C -98,9

FONTE: A autora (2024).

O caélculo de rotagcéo optica especifica seguiu a equagédo (1) (WHO.

Department of Essential Medicines and Health Products, 2023):

[a]?°p = 10.000 a

l.c

a = rotagao observada: -0,97 a 20,1°C

| = comprimento do tubo do polarimetro, em milimetros: 100 milimetros

¢ = massa da substéncia em gramas contida em 100 mL de solugéo;

c =0,0686 g =0,0098 g/ mL
7 mL
c =0,0098 x 100 = 0,98 g/ 100 mL ou 0,98 % (p/v)

[a]?°0 = 10000 . (- 0,97) =-98,98

100. 0,98

[0]25p = - 98,9

Valor de referéncia: [a]*°p entre -98,0 e -109,0

Com relagéao ao perfil espectrofotométrico no Infravermelho por Transformada

de Fourier (FTIR), o espectro obtido esta representado na Figura 29.
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FIGURA 29 — ESPECTROMETRIA EM FREQUENCIA INFRAVERMELHA DO CRISTAL OBTIDO
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FONTE: A autora (2025), a partir de imagens obtidas pelo Central Analitica do Departamento de
Farméacia da Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento FTIR Nicolet IS10 Smart
Omni-Sampler Thermo-Scientific acoplado ao Software Omnic® (2025).

O espectro de referéncia publicado em literatura (Jiang et al., 2023) esta
apresentado na Figura 30. Esse espectro foi obtido pelos autores por meio de
espectrofotometria no infravermelho por transformada de Fourier utilizando pastilhas
de brometo de potassio (KBr), que promove a redugao de ruidos na leitura pelo
equipamento, devido a sua propriedade higroscopica.

Embora o método utilizado para o cristal ndo tenha sido o mesmo, visto que
nao utilizou brometo de potassio e tampouco o mesmo equipamento, o espectro
encontrado em literatura foi considerado passivel de comparacao, por demonstracao

dos sinais com padrdes semelhantes, em frequéncias proximas.
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FIGURA 30 — ESPECTROGRAMA FT-IR (KBr) DE NIRMATRELVIR
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FONTE: Jiang et al. (2023).

A Figura 31 foi elaborada com a finalidade de comparar os dois espectros,
destacando-se o0s sinais obtidos, correlacionando-os nos dois perfis
espectrofotométricos.

Com a verificagao de picos de intensidade similares ocorrendo em frequéncias
proximas, € possivel observar que o espectro obtido para o cristal € semelhante
aquele publicado por Jiang et al. (2023), embora o segundo apresente adaptagdes de
imagem, com a finalidade de permitir uma melhor observagéo dos picos. Os autores
realizaram uma adaptacao de escala, diminuindo-a entre as frequéncias 4000 e 2000
cm™', e aumentando-a entre 2000 e 400 cm™.

Tal adaptacdo nao foi realizada no espectro obtido para o cristal por
indisponibilidade desta ferramenta no software Omnic® acoplado ao aparelho

utilizado no experimento.



141

FIGURA 31 — COMPARAGAO ENTRE OS ESPECTROS FTIR DO CRISTAL OBTIDO E
NIRMATRELVIR
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(a) espectro em frequéncia infravermelha com transformada de Fourier (FT-IR) do cristal obtido.
(b) espectro FT-IR (KBr) do Nirmatrelvir, publicado por JIANG et al. (2023).

FONTE: A autora (2025).

Uma anadlise comparativa pode ser visualizada também no Quadro 23,
destacados de forma textual os principais sinais obtidos nos espectrogramas que sao

correspondentes, apontando a atribuicdo a esses sinais, conforme Pavia et al. (2010).
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QUADRO 23- COMPARAGAO ENTRE AS BANDAS FTIR DO ESPECTRO DE REFERENCIA
(NIRMATRELVIR) E DO CRISTAL OBTIDO

Comprimento de
onda no espectro

Corresponde a
sinal no espectro

Atribuicao

Observagoes

obtido (cm™) referéncia
3500-3300 Sim Estiramento N-H / O-H | Banda larga; possivel efeito de hidratagéo
3450.06 Sim Estiramento N-H Claramente correspondente
3387.29 Sim Estiramento N-H Banda presente no espectro de referéncia
3366.17 Sim Amida A Pequena mudanga Normal
3348.03 Sim Estiramento N-H Corresponde visualmente com o espectro
de referéncia
3323.29 Sim Estiramento N-H Ombro visivel também no espectro de
referéncia
3224.14 Parcialmente Sobretom / anda de Indicagéo fraca no espectro de referéncia
combinagéo
2958.60 Sim Estiramento C-H Boa correspondéncia
alifatico
2921.06 Sim Estiramento C—H Correspondente as bandas CH do
alifatico espectro de referéncia
1693.64 Sim C=0 (Amida I) Banda de amida diagnostica forte
1637.07 Sim Amida Il Consistente com o espectro de referéncia
1542.19 Sim Amida Il / dobra N-H Boa correspondéncia
1489.91 Sim Dobra CH; Impresséo digital
1477.00 Sim Dobra CH, Visivel no espectro de referéncia
1462.58 Sim Dobra CH Correspondéncia aceitavel
1438.27 Sim Vibragdes C—N / CH Impresséo digital densa
1402.44 Sim Estiramento C-N Corresponde visualmente com o espectro
de referéncia
1374.59 Sim Dobra CH; Boa correspondéncia
1357.77 Sim Estiramento C-N Impresséo digital
1314.53 Sim C-N/C-O Compativel com o espectro de referéncia
1294.19 Sim Amida I Presente no espectro de referéncia
1265.41 Sim Estiramento C—-N Corresponde com o espectro de
referéncia
1209.43 Sim Estiramento C-O Banda clara no espectro de referéncia
1178.19 Sim Estiramento C-O Consistente
1155.96 Sim Vibragdo C-N/ C-O Impresséo digital
1124.53 Sim Deformacgéo CF; Compativeis visualmente
1098.10 Sim Estiramento C—-N Presente no espectro de referéncia
1080.52 Sim Estiramento C-O Boa correspondéncia
1072.12 Sim Vibragdes C-O / C-N Sobreposi¢ao de multiplas vibragoes
1061.24 Sim Deformacéo CF; Visivel no espectro de referéncia
1049.27 Sim Estiramento C-N Impresséo digital
1021.45 Sim Estiramento C—N Corresponde ao espectro de referéncia
1008.50 Sim Regido da Impressao Concordante com o espectro de
digital referéncia
75-99 Nao Artefatos de ruido / linha Nao visiveis no espectro de referéncia

de base

FONTE: A autora (2025).
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Portanto, os resultados dos testes de identificacdo determinados na
Farmacopeia Internacional (WHO. Department of Essential Medicines and Health
Products, 2023) foram satisfatorios, uma vez que o teste de rotagdo especifica
resultou -98,9, atendendo a especificagao predefinida ([a]25D entre -98,0 e -109,0), e
que a espectrometria no infravermelho resultou em um perfil espectrofotométrico
semelhante ao espectograma obtido para Nirmatrelvir em literatura especializada (no
caso, o estudo de Jiang et al., 2023), atendendo ao especificado na farmacopeia.
Assim, os resultados dos testes de identificacdo obtidos para o cristal correspondem
com as especificagdes descritas na literatura de referéncia. Dessa forma, a extracao
de Nirmatrelvir a partir de comprimidos revestidos de Paxlovid® foi bem-sucedida.

Além disso, o cristal obtido dissolvido em metanol em concentracdo de 1
mg/mL e foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo a
metodologia descrita por Veerareddy e Gandla (2024), e previamente validado
conforme o Guia de Validagdo de Processos Analiticos publicado pelo ICH,
International Concil for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use (2023), conforme descrito no tépico 3.5.1 Doseamento de farmaco. A
validacdo do método indicou Limite de Deteccdo de 0,0104 mg/mL e Limite de
Quantificagdo de 0,0312 mg/mL. Portanto, a concentragdo de 1 mg/mL é satisfatoria
ao critério determinado na validagcdo do método analitico, uma vez que houve a
verificacdo de que a quantificagdo de concentragdes abaixo de 0,0312 mg/mL seria
questionavel quanto a precisdo do resultado, e concentragdes abaixo de 0,0104
mg/mL n&o seriam detectaveis utilizando esta metodologia.

Entretanto, o objetivo da submissédo da amostra a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, nessa etapa, consiste na verificacdo da existéncia de varios picos, que
corresponderiam a substancias que seriam consideradas contaminantes no cristal
obtido, e qual seria a intensidade desses sinais (proporgéo entre as alturas dos picos).

Além da amostra de cristal dissolvido na concentragdo de 1 mg/mL, também
foi aplicado ao equipamento uma amostra de solvente, para comparagao dos perfis
cromatograficos resultantes das duas aplicagdes.

O perfil cromatografico obtido para a solugéo de cristal demonstrou apenas
um pico diferente daquele obtido apenas com o metanol, conforme pode ser

visualizado na Figura 32.
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FIGURA 32 — PERFIL CROMATOGRAFICO DA SOLUGCAO METANOLICA DO CRISTAL
COMPARADO COM O PERFIL CROMATOGRAFICO DO SOLVENTE

= _—w-—-—-—

Tempo (minutos)

5,38667

——— S0lucac 1 mEfmML = - Solvente

FONTE: A autora (2025), a partir de dados obtidos pelo Central Analitica do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento Cromatégrafo Shimadzu LC-
2050C-3D acoplado ao Software LabSolution® (2025).

Esse perfil indica que o processo de extragao foi satisfatério, pois resultou em
um cristal que consiste em apenas uma substancia principal (o farmaco) com um alto
grau de pureza. Sendo assim, o cristal foi utilizado para o processo de produgdo de

microparticulas de Nirmatrelvir revestidas com acido estearico e com quitosana.

4.4.2 Elaboragao de nanoparticulas poliméricas revestidas com quitosana

A elaboracédo de nanoparticulas poliméricas com revestimento de quitosana
foi realizada conforme a técnica adaptada de Belletti et al. (2012) descrita na Segao
3.4.2.1 Elaborac&o de nanoparticulas poliméricas revestidas com quitosana.

Foi preparada em triplicata, e com controle negativo (com auséncia de adi¢ao
de farmaco). Os dados de produgéo estéo sistematizados no Quadro 24.

O preparado resultante foi um sistema bifasico, em que o sobrenadante foi
utilizado para os testes de capacidade de carga de farmaco, e a fase coloidal foi

utilizada para a avaliacao de tamanho, morfologia e superficie das microparticulas.
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4.4.3 Elaboragao de nanoparticulas lipidicas sélidas revestidas com acido estearico

A elaboragdo de nanoparticulas poliméricas com revestimento de acido
estearico foi realizada conforme a técnica adaptada de Ravi e Vats (2017) descrita na
Secao 3.4.2.2 Elaboragao de nanoparticulas lipidicas solidas revestidas com acido
estearico.

Foi preparada em triplicata, e com controle negativo (com auséncia de adigao
de farmaco). Os dados de produgéao estéo sistematizados no Quadro 25.

Assim como o preparado anterior, a resultante foi um sistema bifasico, em que
o sobrenadante foi utilizado para os testes de capacidade de carga de farmaco, e a
fase solida foi utilizada para a avaliagdao de tamanho, morfologia e superficie das

microparticulas.
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4.5 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A etapa final do estudo consistiu na caracterizagao das microparticulas, que
foi realizada nos aspectos: Teor de farmaco, Capacidade de carga de farmaco,
Eficiéncia de encapsulagao, potencial Zeta, tamanho e morfologia. Em ambas as
preparagoes, a resultante foi um sistema bifasico, em que o sobrenadante foi utilizado
para os testes de doseamento, capacidade de carga e eficiéncia de encapsulagao, e

a fase sélida, para os testes de morfologia, tamanho e potencial zeta.

4.5.1 Doseamento de farmaco

Para determinar o teor de farmaco no sobrenadante dos preparados de
microparticulas revestidas com quitosana e de microparticulas revestidas com acido
estearico, foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, apds sua
validacado. O doseamento foi realizado através da construcéo de curva de calibracao,
e representa uma forma indireta de verificar quanto farmaco foi encapsulado pela
metodologia proposta.

O método utilizado baseou-se na descricdo observada no estudo de
Veerareddy e Gandla (2024), que apresentaram dados de validacdo da sua
metodologia para detecgao de Nirmatrelvir por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector UV/VIS, utilizando como fase movel acetonitrila e agua
acidificada com acido férmico e coluna de fase reversa RP-C18.

Assim, procedeu-se a varredura de absorbancia de uma solugdo 1% em
metanol do farmaco extraido a partir de comprimidos de Paxlovid®, utilizando
espectrofotometria. O resultado demonstra um perfil de absorbancia correspondente
a descricao da Farmacopeia Internacional (WHO. Department of Essential Medicines
and Health Products, 2023), que descreve 205 nm como comprimento de onda para
leitura espectrofotométrica. O perfil de absorbancia do farmaco esta representado na
Figura 33.
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FIGURA 33 — PERFIL DE ABSORBANCIA DO PADRAO DE FARMACO SUBMETIDO A
VARREDURA NO ESPECTROFOTOMETRO UV1800 SHIMADZU
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FONTE: A autora (2025), a partir de dados obtidos pelo Central Analitica do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento Espectrofotdbmetro Shimadzu
UV-1800 acoplado ao Software UV Probe ® (2025).

Este resultado € compativel também com o perfil de absorbancia obtido por

Veerareddy e Gandla (2024), apresentado na Figura 34.

FIGURA 34 — ESPECTRO UV-VISIVEL DE NIRMATRELVIR
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FONTE: Veerareddy; Gandla (2024)
No entanto, o detector PDA do cromatdgrafo utilizado permitiu verificar que a

utilizagao do comprimento de onda 215 nm reduz a interferéncia de ruidos no perfil

cromatografico das amostras de diluigdes do farmaco e do solvente.
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O método analitico foi validado de acordo com o Guia de Validagcéo ICH
(2024), conforme descrito no topico 3.5.1 Doseamento de farmaco. Os dados estao

tabulados na Tabela 4.

TABELA 4- RESULTADOS DE VALIDAGCAO DO METODO ANALITICO CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA UTILIZADO PARA DOSEAMENTO DE NIRMATRELVIR

Desvio padrdao dos valores de Inclinagao da curva Limite de Deteccdo | Limite de Quantificacao
area sob o pico de solvente em de calibragao (S) (DL) (mg/mL) (QL) (mg/mL)
andlises de branco (o)

62484,19783 2.107 0,01040 0,03124

FONTE: A autora (2025).

A validagao do método indicou Limite de Detecgao de 0,0104 mg/mL e Limite
de Quantificagdo de 0,0312 mg/mL. Portanto, a quantificagdo de concentragbes
abaixo de 0,0312 mg/mL seria questionavel quanto a precisdo do resultado, e
concentragdes abaixo de 0,0104 mg/mL ndo seriam detectaveis utilizando esta
metodologia.

A curva de calibragao utilizada para a validagao e para o doseamento das
amostras foi construida utilizando diluigbes de nirmatrelvir (concentracdes: 1,1 — 0,55
- 0,345 - 0,23 - 0,11 — 0,55 — 0,0275 mg/mL), apresentando linearidade entre as
concentragdes 0,345 a 0,0275 mg/mL.

Foi tracada uma linha de tendéncia desta curva de calibragdo, cuja equagéao
da regressao linear foiy = 2.107 x + 213884, em que y é a intensidade de absorbancia
(area do pico) e x a concentragado de farmaco (mg/mL). O coeficiente de correlagao
obtido foi R? = 0,9911. A curva de calibragdo construida esta apresentada na Figura
35.

O coeficiente de correlagédo (R?) obtido é considerado satisfatorio, por indicar
forte relagéo linear positiva (valor entre 0,99 e 0,999), garantindo a linearidade da
resposta do equipamento e conferindo, assim, confiabilidade dos resultados
analiticos.

Portanto, os dados de area sob o pico observados nos perfis cromatograficos
das amostras de sobrenadantes dos preparados podem ser convertidos em
concentracdo de Nirmatrelvir, de forma confiavel, a partir do calculo utilizando a

equacéao da reta.
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FIGURA 35 — CURVA DE CALIBRAGAO PARA DOSEAMENTO DE NIRMATRELVIR POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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FONTE: A autora (2025)

Os resultados obtidos na analise de teor de Nirmatrelvir no sobrenadante dos
preparados de nanoparticulas revestidas com quitosana e de nanoparticulas
revestidas com acido estearico consistem nos perfis cromatograficos (apresentados
na Figura 36 e Figura 37) e nos calculos de doseamento com base na curva de
calibracdo, apresentados na Tabela 5.

O célculo de doseamento é realizado utilizando a equacéao da regressao linear
foi y = 2.107 x + 213884. Inicialmente, substitui-se y pelo valor de area sob o pico
observado no tempo de retencdo correspondente ao Nirmatrelvir (cerca de 5,5
minutos), no perfil cromatografico correspondente a amostra. Em seguida, efetua-se
o calculo conforme as regras de equacao de segundo grau.

A Figura 36 apresenta o perfil cromatografico do preparado de nanoparticulas

revestidas com quitosana, comparado com o seu controle (preparado sem farmaco).
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FIGURA 36 — PERFIL CROMATOGRAFICO DA ANALISE DO SOBRENADANTE DE PREPARADO
DE NANOPARTICULAS REVESTIDAS COM QUITOSANA E DO SEU CONTROLE NEGATIVO
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FONTE: A autora (2025), a partir de dados obtidos pelo Central Analitica do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento Cromatégrafo Shimadzu LC-
2050C-3D acoplado ao Software LabSolution® (2025).

Da mesma forma, a Figura 37 apresenta o perfil cromatografico do preparado
de nanoparticulas revestidas com acido estearico, comparado com o0 seu controle

negativo.

FIGURA 37 — PERFIL CROMATOGRAFICO DA ANALISE DO SOBRENADANTE DE PREPARADO
DE NANOPARTICULAS REVESTIDAS COM ACIDO ESTEARICO E DO SEU CONTROLE
NEGATIVO
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FONTE: A autora (2025), a partir de dados obtidos pelo Central Analitica do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento Cromatégrafo Shimadzu LC-
2050C-3D acoplado ao Software LabSolution® (2025).
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Segue a Tabela 5, apresentando os resultados do doseamento do farmaco no

sobrenadante das preparagdes.

TABELA 5- RESULTADOS DO DOSEAMENTO DE NIRMATRELVIR DO SOBRENADANTE DAS
AMOSTRAS DE MICROPARTICULAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Amostra Area sob o pico Concentragao de Volume de Quantidade de
farmaco (mg/mL) sobrenadante (mL) farmaco no
sobrenadante (mg)

Quitosana 562855 0,0174 180 3,1417
Amostra 1
Quitosana 644959 0,0216 90 1,9398
Amostra 2
Quitosana 629578 0,0208 90 1,8706
Amostra 3

Acido estearico 3280104 0,1533 20 3,0662
Amostra 1

Acido estearico 2987858 0,1387 20 2,7740
Amostra 2

Acido estearico 3159584 0,1473 20 2,9457
Amostra 3

FONTE: A autora (2025).

A dosagem de farmaco no sobrenadante nos permite determinar

indiretamente o teor de farmaco encapsulado, utilizando como dado a massa de

farmaco adicionada na preparagao, e subtraindo-se o quantitativo determinado pela

técnica de doseamento. Assim, a Tabela 6 demonstra a quantidade de farmaco

encapsulado:

TABELA 6— QUANTIDADE DE FARMACO CALCULADA NO SOBRENADANTE DAS AMOSTRAS
DE MICROPARTICULAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Amostra

Quantidade de farmaco
no sobrenadante (mg)

Quantidade de farmaco
adicionado (mg)

Quantidade de farmaco
encapsulado

Quitosana Amostra 1
Quitosana Amostra 2
Quitosana Amostra 3

Acido estearico
Amostra 1

Acido estearico
Amostra 2

Acido estearico
Amostra 3

3,1417
1,9398
1,8706
3,0662

2,7740

2,9457

6,2
3,9
5,1
9,4

9,8

11,5

3,0593
1,9602
3,2294
6,3338

7,0260

8,5543

FONTE: A autora (2025).
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4.5.2 Capacidade de carga de farmaco

Os resultados da Capacidade de carga de farmaco, calculados
individualmente para cada preparagdo, a partir do resultado de doseamento de
farmaco e do calculo segundo a metodologia descrita no tépico 3.5.2 Capacidade de

carga de farmaco, estao dispostos na Tabela 7:

TABELA 7- RESULTADOS DE CAPACIDADE DE CARGA DO FARMACO DAS
MICROPARTICULAS PREPARADAS

Amostra Capacidade de carga do farmaco (%) Média
Quitosana Amostra 1 0,8040 Nanoparticulas 0,7286
revestidas com

Quitosana Amostra 2 0,5150 quitosana

Quitosana Amostra 3 0,8669
Acido estearico Amostra 1 1,8086 Nanoparticulas 1,1725
P L. revestidas com
Acido estearico Amostra 2 0,5462 4cido estearico
Acido estearico Amostra 3 1,1627

FONTE: A autora (2025).

4.5.3 Eficiéncia de encapsulacao

Os resultados da Eficiéncia de encapsulagdo de farmaco, calculados

individualmente para cada preparacao, estao dispostos na Tabela 8:

TABELA 8 — RESULTADOS DE EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO PARA AS MICROPARTICULAS

PREPARADAS
Amostra Eficiéncia de Encapsulacao (%) Média
Quitosana Amostra 1 49,3419 Nanoparticulas 54,3082
evestida

Quitosana Amostra 2 50,2606 r unitlosasngom

Quitosana Amostra 3 63,3211
Acido estearico Amostra 1 67,3806 Nanoparticulas 71,1533
. . revestidas com
Acido estearico Amostra 2 71,6941 4cido estedrico
Acido estearico Amostra 3 74,3852

FONTE: A autora (2025).

Assim, as nanoparticulas revestidas com quitosana resultaram na
encapsulacéo de 54,31 + 7,82% do farmaco adicionado e capacidade de carga de

0,73 = 0,19% de farmaco, apresentando resultados melhores do que Belletti et al.
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(2012), que obtiveram com Tenofovir eficiéncia de encapsulacéo de 4,7 + 0,7% e
capacidade de carga de 0,18 £ 0,01%.

Para as nanoparticulas revestidas com acido estearico, a eficiéncia de
encapsulacéo foi ainda melhor, 71,15 + 3,53% e capacidade de carga de 1,17 %
0,63%, no entanto, Ravi e Vats (2017) obtiveram eficiéncia de encapsulagdo maior
(76,5 £ 3,5%) para Lopinavir, € nao realizaram o calculo de capacidade de carga.

A comparacao entre os dois revestimentos de nanoparticulas de Nirmatrelvir
indica que, nos quesitos eficiéncia de encapsulagdo e capacidade de carga, o
revestimento de acido estearico apresentou melhores resultados, pois um quantitativo
maior de farmaco foi encapsulado pelo método, embora a capacidade de carga seja
notoriamente baixa para ambas.

De acordo com Shaddel et al. (2018), uma capacidade de carga desejavel
requer que a massa de particulas contenha uma quantidade relativamente alta do
composto de interesse. Dessa forma, particulas com baixa capacidade de carga
podem nao ser viaveis, pois mais material encapsulado seria necessario. No entanto,
capacidade de carga acima de 50% né&o é desejavel, pois a capacidade de protegéo
do nucleo pelo revestimento € muito reduzida.

Os resultados de baixa capacidade de carga indicam uma limitagao no estudo,
e pode ter ocorrido devido a baixa compatibilidade do Nirmatrelvir com as substancias
que compdem o nucleo das nanocapsulas, apesar da sua diluicdo prévia em solventes
que poderiam promover uma melhora nessa questdo (metanol e acido estearico,

dimetilsulféxido e quitosana em meio acido).

4.5.4 Morfologia das Microcapsulas

A morfologia das microparticulas foi observada por meio de microscopia
eletrénica de varredura. As micrografias estdo apresentadas nas imagens Figura 38 e
Figura 39.

A Figura 38 apresenta imagens obtidas frente as amostras e respectivos
controles negativos, preparados com quitosana, enquanto a Figura 39 apresenta
imagens obtidas frente as amostras e respectivos controles negativos, preparados

com acido estearico.
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FIGURA 38 — MICROGRAFIAS DA OBSERVAGAO EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA DE NANOPARTICULAS REVESTIDAS COM QUITOSANA (CONTROLE NEGATIVO E
AMOSTRAS)

SEMHV.50KV | WD: 378 mm |
SEMMAG: 100kx | Dot InBeamSE 5 pm

View feld: 27,7 ym _ Date{micly: 05128125

o s st
mmzﬂp‘mmxm“
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*(1) Micrografias de amostra de controle negativo de preparagdo com revestimento com quitosana
(sem farmaco), (a) em aumento de 10.000 vezes e (b) em aumento de 50.000 vezes

(2) = Micrografia de amostra da preparagdo com revestimento com quitosana (amostra 1), (a) em
aumento de 100.000 vezes, e (b) em aumento de 50.000 vezes e 100.000 vezes

FONTE: A autora (2025), a partir de imagens obtidas pelo Centro de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento MIRA3 TESCAN (2025)

Nota: Nas amostras de controle negativo [1(a) e 1(b)], pode ser visualizada a matriz de quitosana com
conformagéo fibrosa e continua, enquanto nas amostras coletadas das preparag¢des contendo farmacos
[2(a) e 2(b)] podem ser visualizadas estruturas relativamente esféricas, lisas, de dimensdes
nanomeétricas, apoiadas sobre a matriz continua.




157

FIGURA 39 — MICROGRAFIA DA OBSERVAGAO EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA DE NANOPARTICULAS REVESTIDAS COM ACIDO ESTEARICO (CONTROLE
NEGATIVO E AMOSTRAS)

; L

B EM MY 20 WS T e
SEMMAG: 100kx | Det In-Beam SE | 500 nm
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View fleld: 2.77 ym | Data{mily): 08/26/28 View feld: 2.77 pm | Date{midly): 08/26/28 View flekd: 277 pm | Date(midry): 0872025 (23)

SEELEm e T =5 (20)

*(1) Micrografias de amostra de controle negativo de preparagdo com revestimento com acido
estearico (sem farmaco), em aumento de 10.000 vezes

(2) = Micrografia de amostra da preparagéo com revestimento com acido estearico, (a) amostra 1 em
aumento de 100.000 vezes, e (b) amostra 2 em aumento de 50.000 vezes e 100.000 vezes

FONTE: A autora (2025), a partir de imagens obtidas pelo Centro de Microscopia Eletrénica da
Universidade Federal do Parana, utilizando o equipamento MIRA3 TESCAN (2025)

Nota: Na amostra de controle negativo (1), pode ser visualizada a matriz de acido estearico com
conformagédo escamosa e continua, enquanto nas amostras coletadas das preparagdes contendo
farmacos [2(a) e 2(b)] podem ser visualizadas estruturas relativamente esféricas, lisas, de dimensbdes
nanométricas, apoiadas sobre a matriz continua.
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A observagao microscopica da morfologia das nanoparticulas demonstrou que
o processo foi satisfatorio para ambos os tipos de revestimento, pois nas amostras em
que houve adigao de farmaco houve a formacéao de estruturas relativamente esféricas
e lisas em tamanho de escala nanométrica, que sao ausentes nas amostras controle
(em que nao houve a adigdo de farmaco). Nas ultimas, sao visualizadas estruturas
continuas e fibrosas, compativeis com a matriz de revestimento utilizada (fibras de

quitosana ou escamas de acido estearico).

4.5.5 Tamanho das Microparticulas

A medida do tamanho das microparticulas foi realizada por meio do

equipamento Zetasizer. Os resultados estao apresentados na Tabela 9.

TABELA 9 — RESULTADOS DA ANALISE DE TAMANHO DAS MICROPARTICULAS E
RESPECTIVOS CONTROLES NEGATIVOS

Amostra Tamanho (nm)
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Média Desvio
padrao
Quitosana Controle 120,5 61,55 122,3 101,45 34,57
negativo 1
Quitosana Amostra 1 248,5 296,3 457,8 334,2 109,68
Quitosana Controle 252,9 114,7 231,3 199,63 74,34
negativo 2
Quitosana Amostra 2 201,6 185,6 183 190,07 10,07
Quitosana Controle 101,8 99,71 180,6 127,37 46,11
negativo 3
Quitosana Amostra 3 200,6 251,1 271,8 241,17 36,62
Acido estearico 19,02 19,83 17,52 18,79 1,17
Controle negativo 1
Acido estearico 642,0 623,3 596,2 620,5 23,03
Amostra 1
Acido estearico 22,55 21,25 18,24 20,68 2,21
Controle negativo 2
Acido estearico 568,0 651,6 615,5 611,7 41,93
Amostra 2
Acido estearico 20,52 18,57 19,78 19,62 0,98
Controle negativo 3
Acido estearico 598,43 603,57 637,89 613,30 21,45
Amostra 3

FONTE: A autora (2025), a partir de dados obtidos pelo Laboratorio de Biopolimeros da Universidade
Federal do Parana, utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series ZS modelo ZEN3600 (2025).
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Para as particulas de Nirmatrelvir revestidas com quitosana, o resultado foi de
334,20 £ 109,68 nm, de 241,7 + 36,62 nm e de 190,07 + 10,07 nm para as triplicatas.
Ja para as particulas revestidas com acido estearico, as triplicadas tiveram tamanho
medido de 620,50 + 23,03 nm, 613,30 + 21,45 nm e 611,70 + 41,93 nm.

Essas dimensdes ndo correspondem as medi¢cdes das estruturas esféricas
realizadas durante a observacao por microscopia eletrénica (em média 91,98 + 40,01
nm para revestimento de quitosana e, em média, 72,43 £ 14,38 nm para revestimento
de acido estearico), apresentadas na sec¢ao 4.5.4 Morfologia das Microcapsulas. Nos
campos de observacao da microscopia eletrénica, foi possivel verificar a presencga de
estruturas amorfas, de maior tamanho, que provavelmente influenciaram os
resultados obtidos pelo método Zetasizer (que se baseia em sensores que captam a
dispersao da luz, quando incidida sobe particulas em suspensdo, para realizar as

medigdes).

4.5.6 Carga de superficie das microparticulas (Potencial Zeta)

A carga de superficie das microparticulas, definida pelo potencial zeta,
também foi verificada por meio do equipamento Zetasizer. O potencial zeta é um
parametro relacionado a estabilidade e comportamento de nanoparticulas em
sistemas dispersos.

Para as particulas revestidas com quitosana, o potencial zeta foi de -1,25 %
0,61 mV, de -1,24 £ 0,70 mV e de -1,65 = 1,86 mV, para as friplicatas. Ja para as
particulas revestidas com acido estearico, o potencial zeta das triplicatas foi de -1,14
+ 0,011 mV, de -2,45 + 0,46 mV e de -2,85 + 0,40 mV. Os resultados estao

apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 — RESULTADOS DA ANALISE DE POTENCIAL ZETA DAS AMOSTRAS DE
MICROPARTICULAS E RESPECTIVOS CONTROLES NEGATIVOS (25°C)  (continua)

Amostra Potencial Zeta (mV)
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Média Desvio
padrao
Quitosana Controle -1,24 -2,43 -3,11 -2,26 0,95
negativo 1
Quitosana Amostra 1 -0,556 -1,73 -1,46 -1,25 0,61
Quitosana Controle -1,10 -1,13 -1,21 -1,15 0,057
negativo 2
Quitosana Amostra 2 -0,166 -1,03 -3,74 -1,65 1,86
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(conclusao)

Amostra Potencial Zeta (mV)
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Média Desvio
padrao
Quitosana Controle -1,19 -1,98 -1,46 -1,54 0,40
negativo 3
Quitosana Amostra 3 -0,356 -1,48 -1,89 -1,24 0,79
Acido estearico -9,37 -12,9 -5,54 -9,27 3,68
Controle negativo 1
Acido estearico -1,15 -1,13 -1,13 -1,14 0,011
Amostra 1
Acido estearico -5,54 -14,2 -5,57 -8,44 4,99
Controle negativo 2
Acido estearico -3,27 -2,46 -2,83 -2,85 0,40
Amostra 2
Acido estearico -7,98 -13,8 -6,57 -9,45 3,83
Controle negativo 3
Acido estearico -2,78 -1,93 -2,64 -2,45 0,46
Amostra 3

FONTE: A autora (2025), a partir de dados obtidos pelo Laboratério de Biopolimeros da Universidade
Federal do Parana, utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series ZS modelo ZEN3600 (2025).

Por estarem compreendidos entre -10 mV e +10 mV, ambas as preparagoes
sao classificadas como carga neutra; e por apresentarem valor abaixo de 25 mV, sao
consideradas de potencial zeta baixo, o que indica que sao instaveis em dispersoes,
indicando a tendéncia a formarem aglomerados (0 que corrobora com as imagens
visualizadas em microscopia eletrénica, apresentadas no topico 4.5.4 Morfologia das
Microcapsulas). Essa tendéncia ja havia sido verificada visualmente a olho nu, pois as
preparagdes obtiveram comportamento de suspensdes bifasicas.

Por apresentar revestimento de quitosana, que possui carga positiva,
esperava-se que o potencial zeta para as respectivas nanoparticulas apresentasse
valores positivos. Considera-se que o valor negativo observado tenha sido resultante
da presenca de ions acetato de forma supersaturada, indicando a necessidade de
melhoria no processo de produg¢ao, em especial no aumento do numero de enxagues

com agua purificada deionizada ao final da preparacao.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo de desenvolver uma formulagdo com potencial para tratamento da
COVID-19, por meio da microencapsulagcado de farmaco antirretroviral, foi alcancado
preliminarmente, tendo atingido parcialmente as expectativas, sendo necessarias
melhorias metodoldgicas em estudos posteriores.

O farmaco utilizado foi o Nirmatrelvir, devido principalmente a sua
disponibilidade, mas também por ter atividade contra o virus SARS-CoV-2 e ser o
tratamento de escolha para COVID-19 leve e moderada, segundo os protocolos do
Ministério da Saude.

A elaboracdo de nanoparticulas de Nirmatrelvir, enquanto farmaco de
tratamento contra uma doenca de importancia na saude global, que apresenta
limitagdes farmacolégicas confirmadas por estudos bibliograficos de escopo e
sistematico, apresenta um potencial interessante na melhoria do perfil
farmacocinético, reducao de dose e consequentemente de eventos adversos dose-
dependentes, e independéncia do uso concomitante de Ritonavir.

Assim, foram preparadas nanoparticulas de Nirmatrelvir, revestidas com
quitosana e com acido estearico, e foram caracterizadas em termos de tamanho de
particula, morfologia, potencial zeta, eficiéncia de encapsulagdo e capacidade de
carga do farmaco. N&o foram encontradas publicagdes sobre a microencapsulagao de
Nirmatrelvir, apontando para o ineditismo deste estudo.

Como resultado, foram obtidas particulas de tamanho nanomeétrico,
entretanto, apresentaram alta variabilidade de tamanho e um potencial zeta
ligeiramente negativo. Além disso, as formulagdes mostraram eficiéncia de
encapsulacdo moderada e baixa capacidade de carga do farmaco.

Embora as dimensbes nanométricas e a eficiéncia de encapsulacao
moderada possam ser consideradas resultados favoraveis em comparagao com
outros estudos envolvendo o encapsulamento de farmacos antivirais, a formulagao
também apresentou alta heterogeneidade no tamanho das particulas, estabilidade
limitada e desafios na obtencdo de doses terapéuticas com pequenos volumes de
preparagao, que podem ser considerados fatores limitantes do estudo.

Os resultados destacam a necessidade de desenvolvimento tecnolégico

continuo, incluindo a avaliacdo de materiais de revestimento alternativos e a
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exploracdo de técnicas de encapsulacdo mais adequadas para otimizar o
desempenho da formulacdo. A nanoencapsulacdo do Nirmatrelvir representa uma
abordagem tecnoldgica promissora, com potencial para aumentar a eficacia
farmacolégica e permitir seu uso sem a necessidade de coadministracédo de ritonavir.

Recomenda-se a continuidade dos estudos sobre as nanoparticulas
propostas neste trabalho, incluindo a realizagao de estudo de alteracao de formulagao
e/ou método de producdo para melhoria das caracteristicas como potencial zeta e
capacidade de carga, incluindo estudos de liberagao de farmaco e a avaliagao in vitro
da eficiéncia em culturas celulares infectadas pelo virus, e, a depender dos resultados,
estudos clinicos de eficacia e seguranca de medicamentos produzidos a partir destas

preparacoes.
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