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RESUMO

Desenvolvimento de um modelo farmacocinético baseado em fisiologia (PBPK)
aplicado a doenca de Chagas em modelo cao

A doenca de Chagas € causada pelo protozoéario Trypanosoma cruzi, tendo o benznidazol
(BNZ) como unico farmaco disponivel para seu tratamento no Brasil, porém com limitada
eficicia terapéutica, sobretudo na fase cronica. A variabilidade terapéutica observada nas
diferentes fases da doenca pode estar relacionada as propriedades farmacocinéticas
desfavoraveis do composto, como baixa biodisponibilidade e biodistribuicdo. A
modelagem farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK) integra dados fisiologicos,
bioquimicos e fisico-quimicos do farmaco para simular concentracfes plasmaticas e
teciduais ao longo do tempo, permitindo prever sua biodistribuicdo em diferentes
organismos e regimes de dose. O presente estudo teve como objetivo geral desenvolver
um modelo farmacocinético embasado em fisiologia (PBPK) para o beznidazol e avaliar
sua aplicabilidade para a doenca de Chagas no modelo céo, e com objetivos especificos:
I) coletar dados fisico-quimicos do beznidazol; 11) desenvolver um procedimento
operacional padronizado para coleta, organizacdo e inser¢do de dados fisico-quimicos e
farmacocinéticos do benznidazol no software PK-Sim visando a construgdo de modelos
PBPK; Il1) desenvolver e calibrar o modelo PBPK do benznidazol utilizando ferramentas
computacionais especializadas, validando-o com dados experimentais de farmacocinética
de animais infectados pelo Trypanosoma cruzi obtidos pelo nosso grupo de pesquisa. Para
alcancar esses objetivos, foram identificadas divergéncias entre os valores de
lipofilicidade e fracdo ndo ligada as proteinas plasmaticas do benznidazol, justificando a
realizacdo de cinco simulacGes para o refinamento do modelo. As simulagdes finais
apresentaram excelente concordancia para o tempo para atingir a concentragdo maxima
(Tmax) € @ meia-vida de eliminacdo (Tw), enquanto a area sob a curva (AUC) e a
concentracdo maxima (Cmax) permaneceram com discrepancias em relacdo aos valores
observados. A comparacdo entre caes sadios e infectados mostrou perfil farmacocinético
semelhante na fase aguda e maior exposicdo sistémica ao benznidazol na fase cronica,
associada a reducdo do clearance e do volume aparente de distribuicdo. Os resultados
demonstram a modelagem PBPK como ferramenta com potencial para otimizacdo da
terapia da doenca de Chagas, embora o modelo ainda necessite de refinamentos.

Palavras-chave: Farmacometria, Farmacocinética, Modelagem e Simulagdo, PBPK,

Doenca de Chagas, Benznidazol.



ABSTRACT

Development of a physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model applied to
Chagas disease in the dog model.

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, benznidazole (BNZ) is
the only drug available for its treatment in Brazil. However, the benznidazole exhibits
limited therapeutic efficacy, particularly during the chronic phase. The therapeutic
variability observed across the different stages of the disease may be linked to the
compound's unfavorable pharmacokinetic properties, such as low bioavailability and
biodistribution. Physiologically based pharmacokinetic (PBPK) modeling integrates
physiological, biochemical, and physicochemical drug data to simulate plasma and tissue
concentrations over time, enabling the prediction of biodistribution across different
organisms and dosing regimens. The general objective of this study was to develop a
PBPK model for benznidazole and evaluate its applicability to Chagas disease using a
canine model. Specific objectives included: 1) collect physicochemical data on
benznidazole; 1) develop a standard operating procedure for the collection, organization,
and input of benznidazole's physicochemical and pharmacokinetic data into PK-Sim
software to construct PBPK models; 111) develop and calibrate the benznidazole PBPK
model using specialized computational tools, validating it against experimental
pharmacokinetic data from Trypanosoma cruzi -infected animals obtained by our research
group. To achieve these objectives, discrepancies were identified regarding
benznidazole's lipophilicity and unbound plasma protein fraction values, justifying the
performance of five simulations to refine the model. The final simulations showed
excellent agreement regarding the time to reach maximum concentration (Tmax) and the
elimination half-life (T%2). In contrast the area under the curve (AUC) and maximum
concentration (Cmax) still showed discrepancies compared to observed values. The
comparison between healthy and infected dogs showed a similar pharmacokinetic profile
during the acute phase and greater systemic exposure to benznidazole during the chronic
phase, associated with reduced clearance and apparent volume of distribution. The results
demonstrate the potential of PBPK modeling as a tool for optimizing Chagas disease
therapy, although the model still requires refinement.

Keywords: Pharmacometrics, Pharmacokinetics, Modeling and Simulation, PBPK,

Chagas disease, Benznidazole.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia é uma prética milenar realizada pelos seres humanos, nas antigas
civilizagdes como os Babildnios e Sumérios, para a producdo de péo e vinho por exemplo.
(VITOLO, 2015; VITOLO, 2024). Ao longo do tempo, essa préatica evoluiu e deu origem
a um campo multidisciplinar que utiliza sistemas biologicos para o desenvolvimento de
bens e servicos de interesse comercial. Nesse contexto, o avango das técnicas
biotecnoldgicas possibilitou o desenvolvimento de farmacos cada vez mais complexos,
ampliando o campo de atuacdo da farmacologia, ciéncia responsavel por estudar a
interacdo de compostos quimicos com os organismos vivos (VITOLO, 2015; AMER,
BAIDOO 2021). Tem impulsionado a medicina de precisdo, ao integrar biomarcadores,
alvos moleculares, ferramentas computacionais e sistemas avancados de liberagcdo de
farmacos (FOUNTZILAS et al., 2022) que possibilitam o desenvolvimento de terapias
mais seletivas e individualizadas, aumentando a eficacia do tratamento e reduzindo a
ocorréncia de efeitos adversos (MARQUES et al., 2024).

A farmacometria € uma ciéncia que integra dados de biologia, farmacologia,
fisiologia, matematica e estatistica para descrever, compreender e prever a exposicao e a
resposta aos farmacos. A incorporacao de dados e biomarcadores amplia sua capacidade
de caracterizar a variabilidade interindividual, contribuindo para o desenvolvimento da
medicina de precisdo (MARQUES et al., 2024). Entre suas principais aplicacdes,
destacam-se a modelagem e simulacdo farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD), que
inclui a modelagem farmacocinética populacional (popPK) e modelagem farmacocinética
baseada em fisiologia (PBPK), que permite caracterizar a variabilidade da exposi¢do de
medicamentos, prever respostas terapéuticas e otimizar esquemas de dose, aumentando a
eficdcia e a seguranca dos tratamentos (USMAN et al., 2023).

A modelagem farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK) é uma abordagem
mecanistica que descreve a absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo dos
farmacos a partir de parametros fisiologicos, anatbmicos e bioguimicos dos 6rgdos e
tecidos. Estes modelos permitem simular o comportamento do medicamento em
diferentes condicdes fisiologicas e fisiopatoldgicas, possibilitando a predicdo da
exposicdo aos farmacos em populacfes distintas. Dessa forma, modelos desenvolvidos
para individuos saudaveis podem ser adaptados para representar estados de doenga e

extrapolados para diferentes cenarios clinicos (USMAN et al, 2023).



A aplicacdo da biotecnologia no desenvolvimento de medicamentos representa
uma estratégia importante para enfrentar por exemplo desafios relacionados as doencas
tropicais negligenciadas. As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de
doencas infecciosas parasitarias, bacterianas e virais que ocorrem com frequéncia em
regibes tropicais e subtropicais, e que afetam desproporcionalmente as comunidades
rurais e mais pobres, causando sérios problemas de saude, agravando as dificuldades
sociais e econdmicas (LIN et al., 2022; SWE et al., 2023).

Entre as doengas tropicais negligenciadas, destaca-se a doenca de Chagas, que
permanece um como um importante problema de salde publica na América Latina.
Causada pelo agente etiolégico Trypanosoma cruzi, no qual o benznidazol (BNZ) é o
principal farmaco com atividade tripanocida utilizado no tratamento da doencga, sendo
considerado o farmaco de primeira escolha para o tratamento no Brasil (ROLIM, 2010).
Entretanto, sua eficacia é limitada, especialmente na fase cronica da infeccéo, alem de
estar associada a ocorréncia de efeitos adversos que frequentemente comprometem a
adesdo ao tratamento (CRUZ et al., 2023; Silveira et al., 2026). Embora medidas de
controle tenham reduzido a transmissdo da doenca, os desafios relacionados a otimizacgéo
da terapia persistem, evidenciando a necessidade de estratégias que permitam
compreender o comportamento farmacocinético do benznidazol no organismo para
aprimorar sua eficicia e seguranca.

Neste cenario, as ferramentas computacionais ganham destaque na pesquisa
biotecnologica como suportes essenciais para o desenvolvimento e a avaliacdo de
farmacos. Destacam-se os modelos farmacocinéticos baseados em fisiologia (PBPK), que
integram dados experimentais para prever a distribuicdo de farmacos no organismo.
Dessa forma, construir um modelo PBPK aplicado a doenca de Chagas, constitui uma
estratégia promissora para avaliar a biodistribui¢do do benznidazol, visando otimizagédo

da terapia.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma enfermidade endémica na América Latina, sendo uma
doenca tropical negligenciada, de expressiva morbimortalidade (PEREZ-MOLINA et al.,
2018; WHO, 2026). A doenca de Chagas possui como agente etiolégico o protozoario
Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem Kinetoplastida, e da familia Trypanosomatida
(WHO, 2026 apud ALMEIDA et al., 2026). Atualmente, em termos de diversidade
genética do T. cruzi hoje sdo reconhecidas sete unidades de tipagem discreta (UTDs) que
se diferenciam em: Tcl-TcVI e Tcbat (ZINGALES, 2018). A susceptibilidade ou
resisténcia natural aos farmacos, como o benznidazol (BNZ) ou nifurtimox (NF) constitui
uma caracteristica inerente as diferentes cepas do parasito, sendo observada nos trés
estagios evolutivos do parasito (amastigota, epimastigota e tripomastigota) (ZINGALES,
2018). Crescem as evidéncias que a diversidade genética do parasito influencia os
resultados do diagndstico e da reposta ao tratamento da doenca, embora a magnitude e 0s
mecanismo envolvidos nessa associacdo ainda necessitem de investigagdo mais
aprofundada (DE SOUSA et al., 2024).

Além dos desafios cientificos relacionadas a compreenséo da etiopatogenia, ao
desenvolvimento de novos farmacos, métodos diagnosticos mais confiaveis e estratégias
preventivas, aspectos socioculturais, politicos e econdmicos frequentemente sao
negligenciados, dificultando o enfretamento efetivo da doenca. (MALAFAIA, 2009).
Como consequéncia dessas limitacdes, a doenca de Chagas permanece como um
importante problema de salde publica, afetando milhdes de pessoas. A Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 2026) estima que existem aproximadamente 6 a 7 milhdes de
pessoas infectadas no mundo, mais de 10 mil pessoas morrem a cada ano em
consequéncia de complicacGes clinicas da doenca e cerca de 75 milhGes de pessoas na
regido correm o risco de contrai-la. No Brasil, a prevaléncia varia de 1,0 a 2,4% da
populacdo, o que equivale a 1,9 a 4,6 milhGes de pessoas infectadas (DIAS et al., 2015).

Desde a década de 1990, iniciativas pela Organizacdo Pan Americana de Salde
(OPAS) contribuiram para reducdo significativa da transmissdo vetorial da doenca de
Chagas por meio do controle de vetores como Triatoma infestans e Rhodinius prolixus.
Contudo, a erradicacdo da doenca de Chagas nas Américas ndo foi alcangada, o que exige

vigilancia continua diante dos desafios como mudancas climaticas, adaptacdo dos vetores



ao ambiente e resisténcia a inseticidas (DE SOUSA et al., 2024). Alem disso, a doenga
de Chagas permanece negligenciada, frequentemente descrita como uma “doenca
silenciosa e silenciada”, devido ao longo periodo assintomatico e a limitada atencdo
recebida de governos, instituicdes de pesquisa e da sociedade (DE SOUSA et al., 2024).

A doenca apresenta curso clinico bifasico, fase aguda e crénica (NUNES et al.,
2024). A infeccdo aguda geralmente é assintomatica, com duracéo de 4 a 8 semanas, e
quando sintomatica, manifesta-se com sinais clinicos inespecificos, incluindo febre
persistente por mais de sete dias, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, edema
subcutaneo em membros ou face e exantema morbiliforme (DE SOUSA et al., 2024).
Sinais caracteristicos, como o sinal de Romana e os chagomas de inoculacdo podem
indicar a porta de entrada do parasito (DE SOUSA et al., 2024).

Apos a infecgdo aguda, a doenca progride naturalmente para a fase cronica, que
geralmente envolve um periodo clinicamente latente e assintomatico, conhecido como
fase cronica indeterminada, com duragédo de 10 a 30 anos, e que pode perdurar por toda a
vida. No entanto, até 40% dos infectados desenvolvem manifestacdes clinicas, sendo
conhecida como fase sintomatica cronica, envolvendo o coracdo (mais comum), 0
es6fago, o colon ou o sistema nervoso (PEREZ MOLINA, 2009).

Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi ODPDx

Estagios no inseto triatomineo Estagios no mamifero

o Inseto triatomineo faz uma ; : i
refei¢ao de sangue (tripomastigotas T"PO"‘BS“QOI&% WetafltllCOS
metaciclicos nas fezes do inseto < penetram em varias células no

S entram pela picada ou por membranw - local da picada. Dentro das células,
mucosas, como a conjuntival). 7

o Tripomastigotas metaciclicos
nas fezes do inseto.

7
i(

Tripomastigotas
podem infectar células
e se transformar em
amastigotas intracelulares
em novos sitios de infeccdo.

Amastigotas multiplicam-se
por fissao bindria em células
de tecidos infectados.

o Multiplicam-se

no intestino médio.

i

A o Inseto triatomineo
@" = faz uma refeicdo de

Epimastigotas sangue (ingere tripomastigotas).

no intestino médio.

e

& esigo nieccioso

4 Estagio diagnéstico

Amastigotas intracelulares
transformam-se em tripomastigotas,
depois rompem a célula e entram
na corrente sanguinea.

w2

Muitas espécies de mamiferos foram reconhecidas
ccomo hospedeiros reservatérios de T. cruzi.

Fonte: Adaptada de CDC — DPDx: American Trypanosomiasis, com uso de ferramenta de

Inteligéncia Artificial (1A).



2.2  Benznidazol

O benznidazol (BNZ) é o unico medicamento com acao tripanocida empregado
clinicamente no Brasil, e por isso é o farmaco de escolha para o tratamento da doenca de
Chagas (ROLIM, 2010).

Na clinica, a apresentacdo do beznidazol é de comprimidos de 100 mg para adultos
e 12,5 mg para criancas de até dois anos de idade e sua posologia consiste na
administracdo oral de 2,5-3,5 mg/kg em adultos e 2,5-5 mg/kg em criangas, de duas a
trés vezes ao dia, preferencialmente apds as refeicdes, com regime de tratamento de 60
dias, ndo excedendo dose diaria de 300 mg. A forma infantil tem por objetivo evitar o
fracionamento (LAFEPE, 2013).

O benznidazol apresenta alta eficacia na fase aguda, embora sua eficacia seja
reduzida na fase crénica, estudos demonstraram que o tratamento com o BNZ pode
reduzir a carga parasitaria, retardar a progressdo das alteracdes cardiacas e diminuir a
deterioracdo clinica dos pacientes (URBINA, 2009). Estudos tém demonstrado que a com
5 a 7 mg/kg na fase aguda, 2 vezes ao dia, durante 60 dias, pode-se obter 60 a 70% de
cura parasitologica. Entretanto, o tratamento na fase crénica, ainda que apresente um
efeito protetor sobre a evolucéo clinica da doenca é capaz de curar em apenas 20% dos
casos. As razdes para a diferenca na eficacia antiparasitaria do composto na fase aguda e
crénica da doenca nao sdo bem determinadas (CANCADO, 2002).

Figura 2 - Férmula quimica do benznidazol
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Efeitos adversos associados ao benznidazol foram registrados tanto em adultos, quanto
em criancas, sendo mais prevalentes as reacdes cutaneas. O exantema puriginoso foi o
mais recorrente, comumente associado a urticaria e ao angioedema, evidenciando o
predominio de reacdes de hipersensibilidade na terapia com benznidazol(CRUZ et al.,

2023). Disturbios gastrointestinais, como nauseas, vomitos, dor abdominal, perda de



peso, e neuroldgicos, como a cefaleia, também foram frequentes. Alterac6es laboratoriais,
ainda que menor escala, como leucopenia, eosinofilia, e elevacdo de enzimas hepéaticas
ocorreram raramente (CRUZ et al., 2023). Em torno de 56,6% dos pacientes interrompem

o0 tratamento devido as reagdes que o medicamento causa (CRUZ et al., 2023).

Figura 3 - Efeitos colaterais do benznidazol

Urticaria Angioedema Nauseas e vomitos

Exantema pruriginoso

v

Erupgao cutanea avermelhada Lesdes elevadas e avermelhadas Inchago profundo da pele e mucosas, Sensagdo de enjoo e episédios
com intensa coceira. que cogam. frequer em labios e palpeb de vémito.

Dor abdominal Perda de peso

Cefaleia (dor de cabega) Leucopenia
v YRy Te
o\ &

Desconforto ou dor na regiao Redugao do peso corporal Dor na cabeca, podendo variar de Redugao dos leucécitos no sangue,
da barriga. durante o tratamento. leve a intensa. aumentando o risco de infecgGes.

Eosinofilia Elevacao de enzimas hepaticas Interrupgao do tratamento

W'
Ay ]

X b Y Oy : b3 .o .
Aumento dos eosinéfilos no sangue, Aumento de enzimas como TGO, TGP e GGT, Aproximadamente 56,6% dos pacientes interrompem o
associado a reagdes alérgicas. indicando possivel lesdo hepatica. tratamento devido aos efeitos adversos.
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descricOes dos efeitos colaterais apresentados por Cruz et al., 2024.

2.3 Farmacocinética do benznidazol

O BNZ ainda ndo representa o farmaco ideal para o tratamento da doenca de
Chagas, visto que apresenta ser um composto de classe 4 no Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica, por possuir baixa solubilidade em &gua (0,237 mg/mL) e, baixa
permeabilidade, com coeficiente de particdo igual a LogPow= 0,7 (MAXIMIANO, 2010;
SANCHEZ, 2018), além de possuir elevada toxicidade.

As limitaces deste farmaco podem estar relacionadas com as suas propriedades
farmacocinéticas inadequadas, como baixa biodisponibilidade, reduzida distribuicéo, alto
clearance e/ou curta meia-vida de eliminacdo (LAMAS, 2006; URBINA, 2010;
MOREIRA DA SILVA, 2012). Essas caracteristicas podem ser atribuidas as propriedades
fisico-quimicas (MAXIMIANO, 2010) e da autoinducdo dos seus sistemas de
biotransformacdo (CYP3A hepatica e GST intestinal) e transporte (P-gp e MRP2)
(PERDOMO, 2013).



O BZN é administrado pela via oral, apresentando uma absor¢do rapida e quase
completamente pelo trato gastrointestinal (MOLINA, 2017). O tempo de meia vida
plasmatica € de aproximadamente 12 horas, sendo o pico em 3,5 horas, com
concentragdes maximas de 2,20 ug / mL (MOLINA, 2017). Sua taxa de ligacdo a
proteinas plasmaticas ¢ de 44,0%, atingindo sua concentracdo maxima (2,22 a 2,80 pg/ml)
em 2 a4 horas (RIBEIRO, 2009). E excretado pela urina e fezes, tanto na forma inalterada
como de seus metabdlitos (RAAFLAUB, 1980).

E metabolizado pelas enzimas do citocromo P450 do figado, com
biotransformacdo parcial (RIBEIRO, 2009). Segundo um estudo realizado por Perin
(2017) o BNZ atinge érgdos como o coragdo e colon, que sdo 0s érgdos mais pertinentes
afetados pela infeccdo pelo T. cruzi. Entretanto, sugere-se que o farmaco possui uma
inadequada biodistribuicao, devido a sua baixa solubilidade em agua.

Em um estudo realizado por Silveira (2026) para analisar a farmacocinética do
benznidazol e sua associacdo com as reacdes adversas do medicamento, mostrou que
82,8% dos pacientes apresentaram pelo menos um efeito adverso, e que em alguns casos
graves resultaram na interrupcdo definitiva do tratamento. A analise farmacocinética
demonstrou que pacientes com reagdes cutaneas apresentaram maiores valores de
concentragdo plasmatica maxima (Cmax) € area sob a curva (AUC), indicando uma
associacdo entre maior exposicao sistémica ao benznidazol e o desenvolvimento dessas
reacdes, reforcando a hipdtese de que a toxicidade do farmaco € depende da exposicao.
Estes achados contribuem para o desenvolvimento de estratégias de otimizacéo
posologica, como ajuste de dose e duracdo do tratamento, além da aplicacdo de modelos

farmacocinéticos para aumentar a seguranca.

2.4  Farmacometria

A farmacometria pode ser definida como o da ciéncia de modelos matematicos de
biologia, farmacologia, doencas e fisiologia usadas para descrever e quantificar interaces
entre xenobidticos e pacientes, incluindo efeitos benéficos e efeitos colaterais resultantes
dessas interacdes (BARRET et al., 2008).

A farmacometria € a ciéncia que utiliza da modelagem matematica e simulacgdes,
de modelos quantitativos em biologia, farmacologia e progressdo de doencas para
descrever comportamentos PK/PD dos medicamentos em relagdo as suas ac¢des, incluindo
efeitos terapéuticos e téxicos (USMAN et al., 2023). Portanto, a farmacometria pode ser

considerada a fusdo de farmacologia, fisiologia, fisiopatologia, matematica, estatistica e
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modelagem in silico por meio de programas de software para atender requisitos
regulatorios e terapéuticos para o desenvolvimento de novos medicamentos e tomadas de
decisdes clinicas (USMAN et al., 2023).

O desenvolvimento de medicamentos baseados em modelos (MIDD) utiliza
modelos quantitativos de estudos pré-clinicos e clinicos para otimizar a tomada de
decisdes, associado a analise de risco-beneficio durante o desenvolvimento de farmacos
A aplicacdo bem-sucedida de modelos quantitativos pode aprimorar eficacia de ensaios
clinicos e levar a dosagem ideal em paciente de forma mais individualizada, incluindo
subpopulacdes como por exemplo pacientes com insuficiéncia renal e hepética, ou
polimorfismos genéticos. Este tipo de abordagem é essencial para garantir que 0s
pacientes se beneficiem dos tratamentos, minimizando efeitos adversos (YEO, 2024).

Anélises baseadas em farmacometria incluem modelos de drogas baseados em
farmacocinética  (PK), modelos de exposicdo—resposta  farmacocinética—
farmacodinamica ou (PK-PD), modelos baseados em fisiologia (PBPK) e modelos de
Simulacdo de Ensaios Clinicos (CTS). A escolha da abordagem depende da
farmacocinética e farmacodinamica do medicamento, e dos objetivos clinicos e perguntas
que se quer responder (BANDEIRA et al., 2022).

2.5  Modelagem Farmacocinética baseada em Fisiologia

A modelagem farmacocinética baseada em fisiologia (do inglés Physiologically
Based Pharmacokinetic — PBPK) é uma técnica computacional que integra informacdes
fisiologicas do organismo com caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas do farmaco
para representar, de forma mecanistica sua absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo. A partir dessa integracdo, € possivel simular, ao longo do tempo, as
concentracBes plasmaticas, teciduais e em excrementos de farmacos e seus metabdlitos
(ISOHERRANEN, 2024).

A modelagem PBPK é um modelo farmacocinético compartimental complexo,
fundamentado no que se sabe sobre anatomia, fisiologia e perfusdo sanguinea dos
diferentes Orgdos das espécies estudadas. A construcdo do modelo integra dados
provenientes de fontes indepedentes (NEELY et al., 2018).

Os modelos PBPK podem incorporar varios niveis de complexidade fisiologica e
processos de eliminagdo e distribuicdo de farmacos, dependendo do uso pretendido e do
nivel de conhecimento das caracteristicas do farmaco (ISOHERRANEN, 2024). Por

exemplo, um modelo PBPK de corpo inteiro normalmente inclui a maioria dos 6rgaos
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definidos no corpo, como grandes 6rgdos de distribuicdo (musculos, pele, tecido adiposo
e 0ss0), principais 6rgaos de eliminacdo de farmacos (figado, rim e intestino), possiveis
locais de administracao de farmacos (intestino e pulmé&o) e outros érgéos de interesse para
distribuicdo ou acdo de determinados farmacos (coracdo, cérebro, pancreas e bacgo)
(ISOHERRANEN, 2024).

A PBPK € uma abordagem baseada em teoria que se inicia com o que é percebido
no nivel do 6rgao ou tecido. O movimento e a disposi¢do do farmaco no corpo estdo
relacionados ao fluxo sanguineo, a concentracao do farmaco no sangue e a um coeficiente
de particdo (USMAN et al., 2023). O coeficiente de particdo tecido-plasma (Kp)
representa a razdo entre a concentracdo do farmaco no tecido e sua concentragdo no
plasma em condi¢des de equilibrio, sendo um dos principais parametros responsaveis por
descrever a distribuigéo tecidual em modelos PBPK (OECD, 2021).

Esses tipos de modelos séo eficazes para responder a perguntas muito especificas;
por exemplo, a alteragcdo na concentracdo de um farmaco em uma populacdo especifica
de pacientes pode ser especulada pelo modelo PBPK, onde a assinatura molecular da
doenca ja foi incluida pela alteracdo de parametros-chave. Assim, um modelo PBPK
desenvolvido para individuos saudaveis pode ser modificado em relacdo ao estado
fisiopatologico da doenga, e podendo ser extrapolado de um conjunto de pacientes para
outras populacdes e estados clinicos (USMAN et al., 2023).

Na modelagem farmacocinética classica, o objetivo é ajustar um modelo
relativamente simples aos dados experimentais para determinar parametros
farmacocinéticos a partir do curso ajustado de concentracdo-tempo. Esses parametros sdo
usados para caracterizar e quantificar o comportamento da substancia investigada em
geral ou em um determinado ensaio clinico e, potencialmente, para extrapolar para
situacOes que ainda ndo foram investigadas (OSP, 2026).

Esses modelos podem incorporar &rgdos artificiais como diferentes
compartimentos, e a mudanca na farmacocinética dos medicamentos em tais cenarios
também pode ser prevista para a adaptacdo do regime de dosagem do medicamento. Esses
tipos de previsdes auxiliam nas recomendacgdes de dosagem ou impactam o desenho de

ensaios clinicos para avaliar um medicamento para uso inovador (USMAN, 2023).



2.6 Modelo céo na doenca de Chagas

Modelos de grandes animais, como o céo, geralmente sédo considerados mais
representativos para estudos pré-clinicos do que os modelos murinos (CHANDRA et al.,
2019). Essa superioridade esté relacionada ao maior tamanho corporal, a vida util mais
longa, & maior semelhanca com a fisiologia gastrointestinal humana e a capacidade de
desenvolver doengas espontaneas andlogas as observas em humanos (CHANDRA et al.,
2019).

Devido as semelhancas nas dimens@es do trato gastrointestinal, o modelo canino
é o ideal para testar formulacGes destinadas a humanos. Suas principais vantagens
incluem a biodisponibilidade dos medicamentos costuma ser comparével & observada em
humanos, como também o manejo simples em comparag¢do a outros animais de porte
semelhantes, como miniporcos e primatas. (DRESSMAN, 1986).

Conforme Dressman (1986), a fisiologia gastrointestinal dos cdes apresenta
elevada similaridade com a de seres humanos. Ambas as espécies compartilham
organizacdo anatdomica geral quando comparado o trato gastrointestinal, incluindo
estdbmago, intestinos delgado e grosso, e mecanismos fisiologicos semelhantes de
digestéo, absorcao de nutrientes e motilidade intestinal (DRESSMAN et al., 1986). Além
disso, cdes e humanos possuem processos digestivos baseados em secregdes gastricas
acidas, acbes de enzimas digestivas similares e uma microbiota intestinal que
desempenham papéis semelhantes. Essas semelhancas estruturais e funcionais sustentam
0 uso do cdo como modelo experimental relevante farmacologicos, e farmacocinéticos
baseados em fisiologia.

Os cédes jovens sdo altamente suscetiveis a infeccdo do T. cruzi e reproduzem
muito bem ambas as fases da doenca. Na fase aguda, embora a elevada mortalidade
dificulte estudos sobre a evolucdo cronica da doenca, diversos sinais clinicos foram
reproduzidos, incluindo o chagoma de inoculacdo, alteracbes neuroldgicas, ascite e
insuficiéncia cardiaca congestiva. Além disso, uma das principais vantagens desse
modelo é a grande semelhanca da anatomia e fisiologia cardiaca com a humana, além da
longa expectativa de vida, oferecendo oportunidade de monitoramento
eletrocardiografico do animal infectado e verificando correlacGes entre alteracbes
cardiaca e lesbes no sistema de conducdo do coracdo, favorecendo estudos das formas
tardias da doenca (DE LANA, 2017).

Dessa forma, a elevada relevancia translacional do modelo canino fornece uma

base robusta para a aplicagdo de abordagens farmacometricas. Espera-se que o presente
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estudo contribua para o desenvolvimento de ferramentas computacionais aplicadas a
otimizacdo terapéutica do benznidazol, ampliando as possibilidades de extrapolacdo

farmacocinética para diferentes cenarios experimentais.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA
Considerando que:

l. o0 tratamento da doenca de Chagas permanece limitado ao benznidazol,
apresentando eficacia limitada na fase crénica, além de efeitos adversos significativos;

Il a complexidade da farmacocinética aliada & escassez de dados clinicos
robustos o que dificulta a otimizacdo de esquemas terapéuticos, especialmente em
populagcdes vulneraveis como criangas, gestantes e pacientes com comorbidades;

II. o0 desenvolvimento de modelos farmacocinéticos embasados na fisiologia
(PBPK — Physiologically Based Pharmacokinetic models) representa uma abordagem

promissora para superar essas limitacoes.

O presente estudo propbe a aplicacdo de uma ferramenta inovadora para a
melhoria do tratamento da doenca de Chagas, tanto na perspectiva da saude publica
quanto no avanco cientifico. A construcdo de um modelo PBPK robusto e validado tera
impactos significativos na racionalizacdo terapéutica, no delineamento de ensaios clinicos
e na formulacdo de politicas de saude mais eficazes para a quimioterapia da doenca de
Chagas. Além disso, espera-se que este estudo favoreca o desenvolvimento e a aplicacao
de ferramentas computacionais voltadas a otimizacdo terapéutica do benznidazol,
ampliando as possibilidades de extrapolacdo farmacocinética para diferentes populacoes

e cenarios experimentais.
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral:

Desenvolver um modelo farmacocinético embasado em fisiologia (PBPK) para o
beznidazol e avaliar sua aplicabilidade para a doenca de Chagas no modelo c&o.
4.2  Especificos:

l. Coletar dados fisico-quimicos do beznidazol, em bases de dados e
literatura padréo;

1. Desenvolver um procedimento operacional padronizado para coleta,
organizacdo e insercdo de dados fisico-quimicos e farmacocinéticos do benznidazol no
software PK-Sim® , visando a construcdo de modelos PBPK;

M. Desenvolver e calibrar 0 modelo PBPK do benznidazol utilizando
ferramentas computacionais especializadas;

V. Validar o modelo PBPK com dados experimentais de farmacocinética de

animais infectados por Trypanosoma cruzi.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1- Softwares
5.11- R Studio ®

O software RStudio (versdo 2026.06.0, Build 242; Posit Software, PBC) é um
software para andlise de dados, e foi utilizado na construcéo de imagens graficas por ser
intercambidvel com o software de modelagem e simulagdo (M&S) PK-Sim®, descrito a
seguir. Também foi utilizado como ferramenta de célculo para as analises de validagédo
do modelo.

5.1.2- PK-Sim® (Open Systems Pharmacology)

O software utilizado para a construcao e simulacdo do modelo PBPK é o software
PK-Sim® (Open Systems Pharmacology, EUA), versdo 12.3, voltado para a construgéo
de modelos PBPK, incluindo estudos pré-clinicos como no modelo cdo. O software
permitiu prever os perfis de area sob a curva (ASC), concentragdo maxima (Cmax), tempo

para alcancar a concentracdo maxima (Tmax), € meia-vida de eliminagéo (T1.).

5.3- Desenvolvimento de um procedimento operacional para inser¢éo de dados no
PK-Sim®

Foi realizado um levantamento bibliografico de parametros fisico-quimicos e
farmacocinéticos do benznidazol em bases de dados cientificas e repositorios
especializados, incluindo PubMed, DrugBank, ChEMBL e Open Systems Pharmacology.
Foram coletadas informaces referentes a massa molecular, pKa, lipofilicidade (LogP),
solubilidade, fracdo livre plasmatica, razdo sangue/plasma, permeabilidade. Esses
parametros foram selecionados por influenciarem diretamente absorcéo, distribuicdo e
eliminacdo do composto.

Com base nessas informacdes, foi elaborado um procedimento operacional
padronizado (POP) (Anexo 1) descrevendo as etapas necessarias para selecéo,
organizacdo e insercdo dos parametros no software PK-Sim®. O procedimento contempla
a identificacdo das fontes de dados, critérios de selecdo dos pardmetros, tratamento de
valores conflitantes na literatura e utilizacdo de estimativas geradas pelo proprio software
quando dados experimentais ndo estiverem disponiveis.

Posteriormente, o procedimento foi aplicado a construcdo do modelo PBPK do
benznidazol, permitindo avaliar sua aplicabilidade como ferramenta de padronizacédo para

futuros estudos de modelagem farmacocinética baseada em fisiologia.
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5.4- Desenvolvimento do modelo PBPK

O presente estudo buscou desenvolver um modelo PBPK para o benznidazol,
utilizando os dados experimentais obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (Bandeira et al.,
2026). O estudo experimental foi conduzido em 27 cédes sem raca definida, distribuido
em cinco grupos experimentais: cdes ndo infectados tratados com benznidazol, cées
infectados tratados com benznidazol na fase aguda, cdes infectados tratados com
benznidazol na fase cronica, grupo controle positivo sem tratamento na fase aguda, e
grupo controle positivo sem tratamento na fase cronica. Os animais infectados receberam
Trypanosoma cruzi (cepa Berenice-78) e foram tratados por via oral com benznidazol na
dose de 3,5 mg/kg a cada 12 horas. Amostras seriadas de sangue foram coletadas durante
0 estado de equilibrio (do inglés steady state) para determinacdo das concentracdes
séricas do farmaco por cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High
Performance Liquid Chromatography — HPLC), permitindo célculo de Cmax, Tmax,
AUC.12, clearance (CL/F) e volume aparente de distribui¢éo (\Vd/F).

Para a construcdo do modelo PBPK, foram incorporados parametros fisico-
quimicos, farmacocinéticos e fisiopatoldgicos do benznidazol, considerando as alterac6es
associadas a doenca de Chagas. O modelo foi desenvolvido de forma sequencial e
submetido a calibracdo e validacdo em cada etapa por meio da comparacdo entre as
concentracdes simuladas e os dados farmacocinéticos observados no estudo pré-clinico.
A figura 4 apresenta o fluxo de trabalho adotado para a construcao e validacdo do modelo

PBPK do benznidazol em cées.
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Figura 4 - Fluxograma de desenvolvimento do modelo PBPK para o benznidazol
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5.5- Modelo Bioldgico e estudo pré-clinico

Para a construcdo do modelo foram utilizados os parametros de cées, sendo este 0
organismo de estudo. Os pardmetros anatdmicos e fisioldgicos, como peso, volume, pH,
fluxo sanguineo de entrada e saida dos 6rgdos, correspondentes aos valores padrao
(default) do software, de modelagem e simulagcdo PK-Sim®. Os dados utilizados sdo
provenientes de experimentos definidos pelo protocolo de pesquisa n°: 2017/38 aprovado
pelo Comité de Etica em experimentagio animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CEUA/UFOP).

5.6- Validacéo de modelo PBPK

A validacdo do modelo foi feita através da comparacéo dos perfis de concentragédo
plasmatica e musculares da simulagdo com os dados obtidos nos experimentos, para todas
as doses do benznidazol avaliadas, seguindo as diretrizes do guia da Food and Drug
Adiministration (FDA, 2020). Para essa avaliacdo, foram comparados os perfis
farmacocinéticos preditos pelo software com aqueles observados no estudo pre-clinico,
considerando-se como critério de aceitabilidade um desvio de + 2 vezes entre 0S
parametros farmacocinéticos preditos e observados (FDA, 2020). Os parametros
avaliados incluiram a concentragdo maxima (Cmax), tempo para atingir a concentragédo
maxima (Tmax), area sob a curva concentragdo-tempo (AUC), e a meia-vida de eliminagéo
(T1p).

5.7- Estatistica

Para uma avaliacdo quantitativa do modelo, foi utilizado o calculo de average
fold error (AFE), realizado no software RStudio (versdo 2026.06.0, Build 242; Posit
Software, PBC), sendo aceitos valores dentro do limite de aceitacdo de 0,5 — 2,0 (Li et
al., 2020). O AFE quantifica a concordancia entre os parametros farmacocinéticos
simulados e os valore observados experimentalmente. Essa métrica € calculada a partir
da média geométrica da razdo entre os valores preditos e observados, utilizando
transformacéo logaritmica para minimizar a influéncia de super e sub-predicdes (Li et al.,
2020).
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O desempenho preditivo do modelo foi classificado de acordo com os seguintes
critérios de interpretacdo do AFE:

Tabela 1 - Interpretacéo AFE

AFE INTERPRETACAO
1,0 Predicéo perfeita
0,8-1,25 Excelente concordancia

0,5-2,0 Modelo aceitavel
<05 Subpredicdo importante
>2,0 Superpredicdo importante

Os parametros farmacocinéticos apresentados nas tabelas correspondem a média
dos valores estimados pelo PK-Sim® (versdo 12.3) para cada grupo simulado, sendo

calculados a partir das simulac¢des individuais geradas pelo software.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Coleta de dados e procedimento operacional

O levantamento bibliografico e bancos de dados, como PubMed e DrugBank,
permitiu reunir os principais parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos do
benznidazol necessarios para a construcdo de um modelo PBPK. A partir dessas
informacGes foi desenvolvido um procedimento operacional padrdo (POP) para orientar
coleta, organizacgéo e insercao desses dados no software PK-Sim® (Anexo I). Organizado
em etapas sequenciais, este procedimento assegura tanto a rastreabilidade dos dados
empregados quanto a reprodutibilidade de parametrizacdo do composto.

As propriedades fisico-quimicos sdo a base para a parametrizacdo do modelo
PBPK, pois influenciam diretamente as propriedades ADME — absorc¢éo, distribuicéo,
metabolizacéo e excrecdo. Apds o desenvolvimento do POP, foi realizado o levantamento
e a organizacdo dos principais parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos do
benznidazol necessarios para a construcédo do modelo PBPK. As tabelas 2 e 3 apresentam
0s parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos, respectivamente, com valores e fonte

de obtencéo.

Tabela 2- Parametros fisico-quimicos do BNZ

Parametros Valor Unidade Fonte
Molécula C12H12N4Os - SwissADME
Peso Molecular 260.25 g/mol SwissADME
Lipofilicidade (logP) 0.816 - ADMET
Lipofilicidade (logP) 1.15 - SwissADME
Lipofilicidade (logP) 1.322 - Chemicalize
Fracdo ndo ligada 40.212 % ADMET
ao plasma
Fracdo nédo ligada 59 % Workman et al.,
no plasma 1984
pKa pKa acido: 13.68 - Chemicalize
pKa bésico: 1,52
Solubilidade em 0.325 mg/ml ADMET

agua

Fonte: Autoria Propria
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Tabela 3 - Parédmetros farmacocinéticos do BNZ (in silico e em céo)

Parametros Valor Unidade Fonte
Coeficiente de 0.772 - Maximiano et al., 2010
particéo (LogPow)
Volume de 0.956 L/kg ADMET
distribuicdo
0.84 L/h Bandeira et al., 2026
Clearance total
Enzimas 28.938 - ADMET
Metabolizantes —
BSEP_IC50
Substrato OAT3 94 % ADMET
Km OAT3 23.884 uM ADMET
Km OCT1 124.393 uM ADMET
Inibicdo de CYP1A2 59 % ADMET
Vmax CYP1A2 30.144 Nmol/min ADMET
Substrato CYP2A6 50 % ADMET
Inibicdo CYP2C19 61 % ADMET
Substrato CYP2E1 64 % ADMET

Fonte: Autoria Propria

Como observado na tabela 2, foram encontrados valores distintos para 0s
parametros de lipofilicidade e fracdo ndo ligada ao plasma. A lipofilicidade representa a
afinidade de uma molécula ou grupo por um ambiente lipofilico, auxiliando a prever a
absorcdo e outras propriedades de transporte de moléculas de farmacos no corpo
(COMER; TAN, 2001).

Os valores de LogP foram provenientes de trés plataformas computacionais
distintas: ADMET, SwissADME, Chemicalize e a metodologia de calculo para cada uma
delas justifica as variacGes observadas. O banco de dados ADMET estima o LogP por
meio de modelos de Rela¢Ges Quantitativas Estrutura-Atividade (QSAR) e Relagoes

Quantitativas Estrutura-Propriedades (QSPR), que estabelecem relagbes matemaética
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entre a estrutura quimica e suas propriedades fisico-quimicas, combinados com Redes
Neurais Artificias (ANN) e descritores moleculares para predizer LogP (SOHLENIUS-
STERNBECK e TERELIUS, 2021).

O SwissADME calcula a lipofilicidade por meio de cinco algoritmos
independentes, iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP, e SILICOS-IT, que utilizam
diferente abordagens computacionais, com modelos fisico-quimicos baseados na energia
livre de solvatagdo, métodos atomisticos fundamentados em fragmentos moleculares,
descritores topoldgicos e modelos hibridos que combinam fragmentos estruturais e
propriedades topoldgicas, no qual o valor é obtido pela média das estimativas geras por
esses algoritmos (KLIMOSZEK et al., 2024). A literatura disponivel ndo detalha o
método de célculo do Chemicalize especificamente, mas sua metodologia por ser inferida
a partir de abordagens semelhantes (KLIMOSZEK et al., 2024), no qual é estimado o
LogP com base na estrutura molecular, emprego de modelos atomisticos, fragmentarios,
topoldgicos e fisico-quimicos.

A fracdo ndo ligada ao plasma é a parte livre circulante do composto, ou seja, que
ndo esta ligada a proteinas, sendo um parametro crucial para interpretar exposicao, efeito,
e eliminacdo do farmaco (DI, 2021). Possui impacto significativo para entender
propriedades importante como o clearence (Cl), volume de distribuicdo (V4), interacdo
medicamentosa (DDI), e na modelagem PBPK (DI, 2021). Considerando que ambos 0s
parametros exercem influéncia direta na distribuicdo tecidual e na disponibilidade do
farmaco, foram realizadas simula¢cfes independentes utilizando cada um dos valores
encontrados, que serdo mostrados a seguir.

Baseando-se no POP, foram selecionados os parametros fisico-quimicos e
farmacocinéticos do benznidazol. Apos a selecdo dos valores de LogP e fracdo ndo ligada
ao plasma, os parametros foram inseridos individualmente no PK-Sim®, durante a etapa
de construcdo das simulagdes (Building Blocks). Como essas propriedades influenciam
diretamente o perfil ADME, no qual cada combinacdo foi utilizada para construir um
bloco de construcdo especifico para o benznidazol, mantendo-se constantes os demais
parametros farmacocinéticos e fisico-quimicos. Essa estratégia permitiu isolar o efeito
desses parametros sobre o comportamento farmacocinético previsto pelo modelo PBPK,

sem a interferéncia de alteracGes em outras propriedades do composto.
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6.2- Insercédo dos parametros no PK-Sim®

A construgdo do modelo PBPK foi realizada na plataforma Open Systems
Pharmacology (OSP), versdo 12.3, uma plataforma open-source especializada em
simulacbes farmacocinéticas e farmacodindmicas baseadas em fisiologia. Por meio da
integracdo dos softwares PK-Sim® e MoBi®, o sistema viabiliza a construgéo de modelo
mecanisticos para descricdo do perfil ADME de farmacos em multiplas espécies e
condic@es fisioldgicas. Além disso, sua organizacdo visa otimizar o fluxo de trabalho,
permitindo alterar parametros especificos e reutilizar dados sem reconstruir um modelo
do zero (OSP, 2026).

Os Building Blocks, ou blocos de construgdo (figura 5A), constituem um dos
principais componentes da plataforma da OSP, sendo fundamentais para organizacao e
parametrizacdo de modelos farmacocinéticos. Para promover maior flexibilidade e
eficiéncia na hora da modelagem, os dados sdo organizados em blocos de construgédo
independentes, cada um representando um conjunto de informacGes especifico, de modo
a evitar que todos os parametros necessarios para uma simulagédo sejam definidos em um
unico conjunto de dados (ESQlabs GMBH, 2026).

Primeiramente foram inseridos os parametros relacionados as propriedades fisico-
quimicas do benznidazol, que séo aquelas relacionadas a massa molecular, pKa, LogP e
fracdo ndo ligada ao plasma (Figura 5B). Essas informacdes permitem a caracterizagdo

do composto, determinando a permeabilidade e sua biodistribuicdo corporal
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Figura 5 — Interface do software PK-Sim® (versdo 12.3), destacando: (A) Building Blocks.; (B) aba Basic Physico-Chemistry; (C) aba ADME; e (D)
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Na aba das propriedades ADME (figura 5C), foram inseridos os parametros
farmacocinéticos como permeabilidade intestinal, utilizada pelo software para estimar
taxa de absorcdo do farmaco ap6s administracdo oral. Também foi feita a selecdo do
método de célculo da distribuicéo tecidual disponivel no software, para estimar a particdo
do beznidazol nos diferentes tecidos do organismo. Na mesma aba, no campo de
Metabolism foram inseridos os parametros referentes ao clearance hepatico.

O protocolo de administracéo foi configurado no software utilizando um modelo
de individuo representativo de cdo sadio (ndo infectado), adotando-se o peso de referéncia
de 25kg para parametrizacdo do modelo (figura 5A). A simulacdo do farmaco foi
estabelecida considerando uma formulag&o do tipo dissolvida.

A administragdo do benznidazol escolhida para a simulagdo foi por via oral (VO).
A dosagem estipulada foi de 3,5 mg/kg, administrada em um regime posoldgico de duas
vezes ao dia (B.1.D), o que corresponde a intervalos regulares de 12 em 12 horas entre as
doses. O periodo total do protocolo simulado foi de 120 horas, compreendendo um total
de 10 doses consecutivas (figura 5A).

Para avaliar e comparar com a simulacéo, os dados experimentais foram coletados
no intervalo corresponde a administracdo das Ultimas doses, abrangendo o trecho final
das 120 horas de avaliacdo. Especificamente, as coletas experimentais ocorreram nos
seguintes tempos apos o inicio do protocolo: 108.25; 108.50; 108;75; 109.00; 110.00;
111.00; 112.00; 114.00; 116.00; 118.00; 120.00.

Em razdo da variabilidade observada nos valores de LogP e da fracdo ndo ligada
as proteinas plasmaticas (Tabela 2), foram avaliadas diferentes combinagdes desses
parametros durante a parametrizacdo do modelo. Essa estratégia foi adotada porque
ambos exercem influéncia direta sobre a distribuicdo tecidual, a permeabilidade e a

ligacdo de proteinas plasmaticas em modelos PBPK.
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6.3- Calibracdo do modelo PBPK

De acordo com o guia da Food and Drug Administration (FDA) (2020), as
analises PBPK para aplica¢des biofarmacéuticas combinam dados de dissolucéao e outros
testes in vitro com modelos mecanisticos para prever a exposicao sistémica ao farmaco.
Essa abordagem considera mecanismos relacionados a absorcdo, como metabolismo e
transporte, além das propriedades de qualidade do medicamento, permitindo caracterizar
a influéncia de diferentes formulages sobre o comportamento farmacocinético.

Entretanto, a construcdo de modelos PBPK depende da disponibilidade de dados
farmacocinéticos e fisiologicos confiaveis para a parametrizacdo do modelo (KUEPFER
et al., 2016). Nesse contexto, a literatura sobre a farmacocinética do benznidazol em caes
permanece escassa, restringindo-se a apenas dois estudos conduzidos nesse modelo
experimental. Inicialmente, Workman e colaboradores (1984) descreveu o perfil
farmacocinético do benznidazol em cées saudaveis, estabelecendo parametros
fundamentais como absorcdo, biodisponibilidade, clearance, volume de distribuicéo,
meia-vida de eliminacdo e fracdo ndo ligada ao plasma. Posteriormente, Bandeira e
colaboradores (2026) observaram como as fases da doenca de Chagas, aguda e crénica,
impactam a farmacocinética do benznidazol em cées. Os resultados mostraram que 0
impacto da infecgédo crbnica, que eleva a exposicéo sistémica ao farmaco e diminuicdo de
seu clearance e volume de distribuicéo.

O namero restrito de publicagdes, expde uma lacuna de conhecimento,
justificando o desenvolvimento de modelos PBPK para integrar essas variaveis. A revisao
de literatura além de evidenciar a escassez de dados farmacocinéticos do BNZ em cées,
mas também aponta as divergéncias nos valores de parametros fisico-quimicos essenciais,
como o LogP e fracdo ndo ligada as proteinas plasmaticas. Como esses valores sdo criticos
para a biodisponibilidade do farmaco, foram realizadas simulagdes com diferentes valores
encontrados, avaliando o impacto das variacfes destes parametros. E isto, permite avaliar
a sensibilidade do modelo PBPK, selecionar os parametros mais adequados para sua
construcao.

Na primeira simulacdo foram utilizados os seguintes parametros:
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Tabela 4 - Parametros simulacéo 1

4 Valor Unidade
Parametros
Lipofilicidade (LogP) 0.816 -
20 nao li 40.20 %
Frag&o néo ligada ao plasma
Peso molecular 260.25 g/mol

Acido: 13.68
pKa Basico: 1.52

Solubilidade em agua

ApoOs a insercdo dos parametros utilizados na primeira simulagdo, foram
realizadas simulagGes farmacocinéticas considerando trés cendrios fisiopatologicos
distintos: cdes saudaveis, caes infectados por T. cruzi (cepa Berenice-78) na fase aguda,
e caes infectados por T.cruzi (cepa Berenice-78) na fase crénica da doenca. As simulactes
foram comparadas entre si para a avaliar a influéncia da progressdo da infeccao sobre o
perfil farmacocinético.

A cepa Brenice-78 foi selecionada por apresentar elevada relevancia cientifica por
ter sido isolada da primeira paciente diagnosticada com doenca de Chagas (DE LANA et
al., 1986). E amplamente empregada em estudos experimentais por apresentar elevada
suscetibilidade ao benznidazol e reproduzir de forma consistente as alteracdes cardiacas
da doenca de Chagas, incluindo miocardite, fibrose e disfuncdo cardiaca, o que permite
avaliar simultaneamente a resposta ao tratamento e a evolucdo das lesdes cardiacas
(VELOSO et al., 2011; SANTOS et al., 2016)
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Figura 7 - Simulagéo 1: Machos néo infectados
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Observa-se que as concentracGes plasméticas preditas pelo modelo (linha
vermelha) permaneceram inferiores as concentracbes observadas experimentalmente
(pontos coloridos) em todos os individuos sadios avaliados. Essa discrepancia é
evidenciada pela diferenga entre os perfis de concentracdo ao longo do tempo, com
diferenca superior a = 2, como indicado pelo FDA. Embora o modelo tenha reproduzido
de forma razoavel o comportamento temporal das concentrac@es, incluindo o aumento
inicial seguido pelo declinio gradual, os valores absolutos ndo refletem os dados
experimentais. Esse resultado sugere que determinados processos fisioldgicos ou
farmacocinéticos relevantes para a disposicdo do farmaco podem ndo estar sendo
representados de maneira adequada.

Apesar da discrepancia quantitativa entre os valores observados e os valores
preditos, o modelo foi capaz de reproduzir qualitativamente o comportamento
farmacocinético do benznidazol, representando as fases de absorcdo e eliminacdo do
farmaco. O resultado sugere que a estrutura do modelo é consistente, embora alguns
parametros fisiologicos e farmacocinéticos ainda necessitem de refinamento.

Nas figuras 8 e 9 podemos observar as simulacdes relacionadas a fase aguda e fase
crbnica, respectivamente. A persisténcia da divergéncia entre os dados observados e
simulados, tanto no grupo ndo infectado quanto no grupo infectado, evidencia que as

limitacBes do modelo véo além das alteracGes causadas pela infeccao.
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De acordo com Bohnert e Gan (2013), seguindo a Teoria do Farmaco Livre (Free
Drug Theory — FDT) apenas a fracdo ndo ligada as proteinas plasmaticas é capaz de
atravessar membranas bioldgicas, distribuir-se nos tecidos e interagir com receptores
farmacoldgicos, influenciando diretamente na farmacocinética. Dessa forma, pequenas
alteracdes na fracdo néo ligadas podem provocar mudangas importantes na distribuigéo e
exposicdo do farmaco. Os resultados corroboram com o estudo, visto que as simulagGes
mostraram que valores de LogP e fracdo ndo ligada ao plasma baixo resultaram em um
achatamento excessivo da curva de concentracdo plasmatica, ndo representando o perfil
farmacocinético do benznidazol. Dessa forma, foi realizada a segunda simula¢do com

parametros de valores diferentes.

Tabela 5 - Parédmetros simulagéo 2

3 Valor Unidade
Parametros

Lipofilicidade (LogP) 1.15 -

0

Frag&o ndo ligada ao plasma 59 %o

Peso molecular 260.25 g/mol

Acido: 13.68
pKa Bésico: 1.52

Solubilidade em agua

Nessa simulacédo, os valores de LogP e fracdo ndo ligada ao plasma aumentaram
a absorcdo do BNZ, o que pode ser observado com uma melhor definicdo do pico da
absorcao (fig. 12-15), atingindo pico de concentracdo por volta de 109,5-110 horas. Apos
esse ponto, observa-se uma reducdo progressiva das concentracdes ao longo do tempo,
caracterizando a fase de eliminagdo do farmaco (fig. 12-15). No entanto, esse pico (linha
vermelha) é inferior ao observado nos dados experimentais (pontos coloridos), indicando

que esse modelo subestimou a absor¢éo e/ou exposicao sistémica do benznidazol.
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Figura 10 - Simulacdo 2: Fémeas ndo infectadas
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Figura 11 - Simulagdo 2: Machos néo infectados
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Figura 12 - Simulagéo 2: Fase Aguda
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Figura 13 - Simulacao 2: Fase Cronica
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De acordo com a FDA (2020), quando um modelo PBPK necessita de
refinamento, recomenda-se a realizacdo de analises de incerteza e sensibilidade dos
parametros, de forma a avaliar a influéncia das varidveis de entrada sobre as predi¢ces do
modelo. Nesse contexto, diferentes combinac6es de LogP e fracdo néo ligada ao plasma
foram avaliadas por meio de andlises de sensibilidade, uma vez que esses parametros
apresentaram variabilidade entre as fontes consultadas e exercem influéncia direta sobre
biodisponibilidade e as predi¢es farmacocinéticas do modelo PBPK.

Considerando que as simulagfes anteriores apresentaram subestimacdo das
concentracdes plasmaticas do benznidazol em relacdo aos dados experimentais, foi
realizada uma terceira simulacéo utilizando diferentes valores de LogP e fracdo néo ligada

ao plasma, com o objetivo de aprimorar a capacidade preditiva do modelo.

Tabela 6 - Pardmetros simulagéo 3

3 Valor Unidade
Parametros

Lipofilicidade (LogP) 1.322 -

0

Frag&o ndo ligada ao plasma 59 %o

Peso molecular 260.25 g/mol

Acido: 13.68
pKa Bésico: 1.52

Solubilidade em agua

Ao avaliar a curva simulada, nota-se que o perfil de concentracdo-tempo do
benznidazol apresentou um pico de concentracdo maxima (Cmax) pouco evidenciado (fig.
17-19). Os niveis de biodisponibilidade aumentaram de forma lenta e progressiva até
atingirem o pico por volta de 113 horas, com um curto periodo de estabilizacéo, seguido
pelo inicio da fase de eliminacdo, com reducdo progressiva das concentracdes

plasmaticas.
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Coneentra

Figura 14 - Simulacdo 3: Fémeas ndo infectadas
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Concentration [pgiml]

Concentration [pgiml]

Figura 15 - Simulagdo 3: Machos néo infectados
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Figura 17 - Simulagao 3: Fase Cronica
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No entanto, as concentragcbes simuladas (linha vermelha) permaneceram
significativamente inferiores aos dados experimentais (pontos coloridos) em todo o
intervalo analisado, mostrando que os parametros utilizados nessa simulagdo ndo sdo
suficientes para reproduzir o perfil farmacocinético do benznidazol, e segue
subestimando a quantidade de farmaco disponivel. Resultados semelhantes sdo descritos
por Zhang et al. (2011), que destaca a analise de sensibilidade como uma etapa
fundamental para o refinamento de modelos PBPK, permitindo identificar parametros que
exercem maior influéncia sobre as predi¢des farmacocinéticas e otimizar sua capacidade
preditiva. Dessa forma, considerando a baixa concordancia entre as concentragdes
simuladas e experimentais, novos ajustes nos parametros foram feitos, tentando melhorar
a capacidade preditivas nas proximas simulagdes. Dessa forma, foram utilizados os

seguintes parametros na quarta simulacéo:

Tabela 7 - Pardmetros simulagao 4

3 Valor Unidade
Parametros

Lipofilicidade (LogP) 0.816 -

0

Frag&o ndo ligada ao plasma 59 %o

Peso molecular 260.25 g/mol

Acido: 13.68
pKa Basico: 1.52

Solubilidade em agua

A partir dessa parametrizacdo, foi gerado um novo perfil de concentracdo versus
tempo do benznidazol, posteriormente comparado aos dados experimentais obtidos em

caes saudaveis.
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Figura 18 - Simulacdo 4: Fémeas ndo infectadas
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Figura 19 - Simulagdo 4: Machos néo infectados
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O perfil de concentragdo plasmaética versus tempo na quarta simulagéo evidenciou
uma discreta elevacdo das concentracfes de benznidazol, sem o estabelecimento de um
pico de concentracdo maxima (Cmax) evidente (fig. 19-22). As concentra¢des plasmaticas
apresentaram uma leve inclinacdo na fase inicial da curva, seguida por um curto periodo
de estabilizacdo, atingindo seu valor maximo entre 113 e 114 horas (fig. 19-22)., ap6s o
qual foi observado um declinio gradual das concentra¢cdes do farmaco. Contudo, as
concentragdes simuladas (linha vermelha) permaneceram inferiores as concentragdes
experimentais (pontos coloridos) durante todo o intervalo avaliado, evidenciando que a
parametrizacdo adotada ainda ndo foi suficiente para predizer com precisdo o perfil
farmacocinético do benznidazol.

Esse resultado corrobora as observacdes de Zhang e colaboradores (2011) e as
diretrizes da FDA (2020), as quais apontam que modelos PBPK com baixa capacidade
preditiva demandam refinamentos sucessivos embasados em analises de sensibilidade,
sobretudo nos parametros de entrada. Na quarta simulacdo, embora o ajuste de LogP e da
fracdo plasmatica livre tenha elevado discretamente as concentragfes preditas, a
persistente subestimacdo frente aos dados experimentais indica a necessidade de

investigar as outras variaveis farmacocinéticas.
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Figura 20 - Simulagdo 4: Fase Aguda
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Figura 21 - Simulagéo 4: Fase Cronica
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Diante disso, embora quarta simulacdo tenha promovido o aumento discreto da
exposicdo sistémica do BNZ, as concentragfes simuladas permaneceram inferiores as
observadas experimentalmente. Assim, foi realizada a quinta simula¢do, empregando os
seguintes valores:

Tabela 8 - Pardmetros simulagdo 5

3 Valor Unidade
Parametros
Lipofilicidade (LogP) 1.15 -
40 140 li 40.2 %
Fragdo néo ligada ao plasma
Peso molecular 260.25 g/mol
Acido: 13.68
pKa Basico: 1.52
0.325 mg/ml

Solubilidade em &gua

A partir dessa parametrizacao foi o obtido o perfil farmacocinético apresentado a

sequir.
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Figura 22 - Simulacdo 5: Fémeas ndo infectadas
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Figura 23 - Simulagdo 5: Machos néo infectados
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Figura 24 - Simulagdo 5: Fase Aguda
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O perfil de concentragcdo versus tempo gerado na quinta simulacdo revelou um
aumento expressivo das concentracBes plasmaticas de benznidazol, estabelecendo um
pico maximo (Cmax) evidente entre 109 e 110 horas. Ap6s 0 pico, a curva assume uma
trajetoria de decaimento gradual, compativel com a fase de eliminagcdo do farmaco. Em
contraste com as outras simulacées, esse perfil de parametros demostrou uma capacidade
de maior predicdo a morfologia da curva, delineando melhor as fases de absorgdo e
eliminagéo.

A quinta simulagdo demonstrou uma melhora na capacidade preditiva do modelo
PBPK, com formacdo de um pico de concentracdo maxima (Cmax) mais pronunciado
quando comparado as simulacBes anteriores. Entretanto, apesar desse avango a curva
simulada permaneceu subestimando as concentracGes experimentais ao longo do
intervalo avaliado, indicando que ainda existem limitagfes na parametrizagdo do modelo.

Segundo Lin e colaboradores (2022) um modelo PBPK ¢é definido por dois pilares:
o modelo fisiologico (pardmetros do sistema) e o modelo da droga (parametros
especificos do farmaco). A qualidade das predicbes depende de todos os dados
disponiveis, incluindo dados in vitro (metabolismo, transportadores), in silico
(coeficientes de particdo) e in vivo, permitindo adequada caracterizacdo dos parametros
relacionados ao farmaco e ao sistema bioldgico, sendo a comparacdo entre dados
simulados e experimentais uma etapa indispensavel para identificar as principais fontes
de incerteza e direcionar o refinamento do modelo. Dessa forma, a persistente
subestimacdo observada na quinta simulacdo sugere que, além dos valores de LogP e de
fracdo ndo ligada ao plasma outros parametros farmacocinéticos podem necessitar de
otimizacdo para representar de forma mais fiel a farmacocinética do benznidazol.

Uma revisao realizada por Huang e colaboradores (2024) afirma que a falta de
parametros especificos de cada espécies, continua sendo um dos principais desafios na
construcdo e robustez de modelos PBPK. Os modelos PBPK séo altamente sensiveis a
parametros relacionados a droga (incluindo ADME), e a escassez ou incerteza desses
parametros constitui uma das principais limitacdes para a constru¢do de modelos com
elevada capacidade preditiva, especialmente em estudos de extrapolacdo entre espécies e
em condicoes fisiopatoldgicas distintas. Para a doenca de Chagas, ndo foram encontrados
estudos que mostram quais as alteracdes fisioldgicas acontecem no organismo apds a
infeccdo por T. cruzi, em ambas as fases da doenca, dificultando a caracterizacdo do
modelo PBPK.
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Nesse contexto, embora a quinta simulacdo tenha promovido melhor concordéncia entre
as concentragcdes simuladas e experimentais, a permanéncia de diferenca entre as curvas
reforca a necessidade de novos refinamentos do modelo, incorporando parametros
experimentais mais robustos e estratégias adicionais de calibracdo, aumentando a

aplicabilidade na predicdo farmacocinética do benznidazol.

6.4- Analises farmacocinéticas e estatisticas

Embora a observagdo visual das curvas de concentracdo plasmatica versus tempo
tenha permitido avaliar qualitativamente o impacto das diferentes parametrizagcdes sobre
o perfil cinético do benznidazol, uma comparagdo foi conduzida quantitativamente por
meio dos principais parametros farmacocinéticos. Foram avaliadas varidveis como
concentracdo maxima (C,,4,), tempo para atingir a concentracdo maxima (T,,s,), area
sob a curva (AUC), meia-vida de eliminagdo (t.,), 0 que possibilitou mensurar as
divergéncias entre os cenarios e verificar sua precisao frente aos dados experimentais.
Complementarmente, foi realizada uma analise estatistica, o calculo de average fold error
(AFE), para verificar se as diferencas entre os valores simulados e experimentais eram
estatisticamente significativas.

Os valores correspondem as médias dos parametros farmacocinéticos estimados
pelo PK-Sim® para cada populacéo simulada, permitindo a comparacéo global entre os
diferentes cenarios fisiopatoldgicos.

Para a primeira simulacao foram encontrados os seguintes valores:
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Tabela 9 - Parametros farmacocinéticos da simulagédo 1

AUC AUC Cmax [pmol/L]  Cmax [pmol/L] Tmax [h] Tmax [h] Meia vida [h] Meia vida [h]
Parametros [Lmol*min/l] [Lmol*min/I] (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado)
(Simulado) (Observado)
Fémeas néo 46949,09 18564,41 8,9 33,78 110,75 110,43 13,11 6,78
infectadas
Machos nao 46949,09 21903,67 8,9 40,74 110,75 117,75 13,11 35,70
infectados
46949,09 16457,87 8,9 33,78 110,75 112,66 13,11 15,99
Fase Aguda
46949,09 37891,16 8,9 169,32 110,75 110,65 13,11 37,05

Fase Cronica



Para os valores de AUC, o célculo do Average Fold Error (AFE) resultou em
valor superior a 2,0, indicando uma super predi¢do acentuada da exposi¢do sistémica
simulada em relacdo aos dados experimentais. Em contrapartida, a Cmax apresentou AFE
inferior a 0,5, evidenciando uma importante sub-predicdo desse parametro. Por sua vez,
0 Tmax € a meia-vida de eliminacéo (t»,) apresentara valores compreendidos entre 0,8 e
1,25, caracterizando excelente concordancia entre os valores simulados e experimentais.
Segundo Li et al. (2020), as discrepancias entre os valores previstos e experimentais
durante as etapas iniciais do desenvolvimento do modelo sdo esperadas e representam
uma importante ferramenta para identificacdo dos parametros que necessitam de
refinamento.

Em alguns animais, a estimativa da meia-vida de eliminacdo apresentou valores
negativos devido a impossibilidade de ajuste adequado da fase terminal da curva
concentracdo versus tempo. Esses resultados foram considerados artefatos matematicos
decorrentes da elevada variabilidade experimental e da auséncia de uma fase terminal
bem definida, ndo sendo utilizados para interpretacdo farmacocinética.

Dessa forma, considerando a super predicdo observada na segunda simulacéo,
evidenciada pelo valor de AUC, a segunda simulagdo mostrou o impacto das

modificacdes dos parametros de entrada no perfil farmacocinético.
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Tabela 10 - Parametros farmacocinéticos da simulagéo 2

AUC AUC Cmax [pmol/L]  Cmax [pmol/L] Tmax [h] Tmax [h] Meia vida [h] Meia vida [h]
Parametros [Lmol*min/l] [Lmol*min/I] (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado)
(Simulado) (Observado)
Fémeas nao 4892,36 18474,19 2,44 33,76 73,75 110,56 4,99 6,78
infectadas
Machos nao 4892,36 21903,42 2,44 29,15 73,75 117,75 4,99 35,70
infectados
4892,36 16715,48 2,44 31,73 73,75 112,66 4,99 26,93
Fase Aguda
4892,36 36741,55 2,44 210,47 73,75 110,95 4,99 37,173

Fase Cronica



Na segunda simulacéo, o calculo do AFE resultou em valores inferiores a 0,5 para
a AUC e a meia-vida de eliminacéo (t), indicando sub-predi¢do desses parametros em
relagio aos dados experimentais. Em contrapartida, os valores de Cmax € Tmax
permaneceram dentro da faixa de aceitabilidade (AFE entre 0,5 e 2,0), demonstrando
concordancia satisfatdria entre os resultados simulados e experimentais. Esses resultados
indicam que as modificacdes implementadas na segunda simulacdo otimizaram a
predicdo dos parametros associados ao processo de absorcdo. Porém, ainda persistem
limitagdes na estimativa da eliminagdo do farmaco e da sua exposicao sistémica total.

Em Chenel e colaboradores (2026), estabelecer os critérios de aceitacdo é
indispensavel para garantir a integridades e a transparéncia da validacdo, sendo que o
rigor das métricas deve refletir o contexto de aplicagdo do modelo. No presente cenério,
a adequacao de Cmax € Tmax reflete uma modelagem bem-sucedida na fase de absorcao.
Contudo, a sub-predicdo de AUC e meia de vida de eliminacdo reforcam que a
parametrizacdo ainda precisa de refinamento. Essa dualidade, refor¢a Al-Qassabi et al.
(2024) que a conformidade dos parametros ao critério de duas vezes ndo traduz
necessariamente a robustez total do modelo, pois pode encobrir falhas em outros
processos farmacocinéticos. Dessa forma, a segunda simulacdo tem um comportamento
aceitavel, compativel com modelos em estagio de desenvolvimento, mas que necessitam
de ajustes.

Diante das limitagdes, na terceira simulacdo com ajustes de novos parametros de
entrada. O objetivo foi reduzir as discrepancias entre os valores preditos e observados,

aprimorando capacidade preditiva do modelo.

58



Tabela 11 - Parametros farmacocinéticos da simulagéo 3

AUC AUC Cmax [pmol/L] Cméax [pmol/L] Tmax [h] Tmax [h] Meia vida [h] Meia vida [h]
Parametros [umol*min/I] [umol*min/I] (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado)
(Simulado) (Observado)
Fémeas néo 262,22 18564,195 0,06 33,75 113,25 110,56 5,79 6,78
infectadas
Machos néo 262,22 21903,42 0,06 40,74 113,25 111,75 5,79 35,70
infectados
262,22 16715,48 0,06 36,39 113,25 112,66 5,79 26,93
Fase Aguda
262,22 36741,55 0,06 210,47 113,25 110,95 5,79 37,34

Fase Cronica



Na terceira simulagdo, os valores de AUC, Cmax € meia-vida de eliminagéo
apresentaram AFE inferior a 0,5, indicando sub-predicdo desses pardmetros em relacdo
aos dados experimentais. Em contrapartida, 0 Tmax apresentou AFE igual a 1,0,
evidenciando concordancia perfeita entre o valor simulado e o observado, o que
demonstra elevada capacidade do modelo em predizer o tempo necessario para atingir a
concentracdo plasmatica maxima.

De acordo com Kuepfer e colaboradores (2016), a construgdo de modelos PBPK
fundamenta-se na integracdo de pardmetros do organismo e do farmaco, onde a
sensibilidade do modelo a cada variavel de entrada € heterogénea, ou seja, diferencas
entre pardmetros farmacocinéticos durante o desenvolvimento de modelos PBPK séo
esperadas, uma vez que a influéncia de cada parametro de entrada sobre o perfil
concentracdo-tempo ndo é uniforme. Assim, por mais que a predicdo perfeita de Tmax na
terceira simulacdo sugere resultados satisfatorios nos processos relacionados a absorcao,
a sub-predicdo da AUC, Cmax € da meia-vida de eliminacdo evidencia que parametros
associados a distribuicao e a eliminacéo do benznidazol ainda demandam refinamento.

Diante desses resultados, foram realizados novos ajustes nos parametros de
entrada, dando origem a quarta simulacdo, com o objetivo de melhorar a capacidade

preditiva do modelo, visando reduzir discrepancias. Os resultados foram os seguintes:
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Tabela 12 - Parametros farmacocinéticos da simulagéo 4

AUC AUC Cmax [pmol/L] Cméax [pmol/L] Tmax [h] Tmax [h] Meia vida [h] Meia vida [h]
Parametros [Lmol*min/l] [Lmol*min/I] (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado) (Simulado) (Observado)
(Simulado) (Observado)
Fémeas néo 3751,77 18564,19 0,68 33,75 113,5 110,56 5,79 6,78
infectadas
Machos néo 3751,77 21903,42 0,68 40,74 1135 111,75 5,79 35,70
infectados
3L T7 16715,48 0.68 36,39 1135 112,66 5,79 726,93
Fase Aguda
LI 36741,55 210,47 110,95 5,79 27,10
Fase Cronica ' 0,68 ' 1135 ' ' '
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Na quarta simulagéo, os resultados permaneceram praticamente inalterados em
relacdo a terceira simulagdo. Os parametros de AUC, Cmax € meia-vida de eliminagdo
continuaram apresentando valores de AFE inferior a 0,5, evidenciando a persisténcia da
subpredicdo desses parametros. Da mesma forma, 0 Tmax manteve AFE igual a 1,0,
indicando predicdo perfeita desse parametro. Esses resultados sugerem que as
modificagdes implementadas na quarta simulacdo ndo exerceram impacto significativo
sobre a capacidade preditiva do modelo.

Segundo Shebley e colaboradores (2018), o desenvolvimento de modelos PBPK
baseia-se em um processo iterativo de “prever, aprender e confirmar”, no qual as
modificagOes implementadas devem ser avaliadas de forma integrada, considerando ao
mesmo tempo os pardmetros farmacocinéticos e a capacidade do modelo em reproduzir
o perfil concentracdo-tempo observado. Nesse sentido, a manutencgéo dos resultados entre
a terceira e quarta simulacgdes indica que os ajustes realizados ndo foram suficientes para
melhorar a representagdo sisttmica do BNZ, enfatizando a necessidade de novos
refinamentos nos parametros com maior influéncia sobre AUC, Cmax € meia-vida de
eliminacéo.

A partir dessas constatacdes, teve o reajuste dos parametros de entrada na quinta
simulacdo, buscando elevar o poder preditivo do modelo e aproxima-lo do perfil

experimental, gerando os seguintes resultados:
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Parametros

Fémeas ndo

infectadas

Machos ndo

infectados

Fase Aguda

Fase Cronica

AUC
[umol*min/l]

(Simulado)

79617,77

79617,77

79617,77

79617,77

AUC
[umol*min/I]
(Observado)

18564,19

21903,42

16715,48

36741,55

Cmax [pmol/L]
(Simulado)

20,11

20,11

20,11

20,11

Cmax [pmol/L]
(Observado)

33,77

40,74

36,39

210,47

Tabela 13 - Parametros farmacocinéticos da simulagéo 5

Tmax [h]
(Simulado)

109,75

109,75

109,75

109,75

Tmax [h]
(Observado)

110,56

11,75

112,66

110,95

Meia vida [h]
(Simulado)

13,03

13,03

13,03

13,03

Meia vida [h]
(Observado)

6,78

35,70

26,93

37,05



Na quinta simulagéo, a AUC apresentou AFE superior a 2,0, revelando uma super
predicdo da exposicao sistémica do benznidazol. Em contrapartida, a Cmax permaneceu
subestimada com AFE inferior a 0,5. Ja 0 Tmax € a meia-vida de eliminacéo exibiram
valores de AFE entre 0,8-1,25, o que demonstra excelente concordancia entre os dados
simulados e experimentais. Esses achados sugerem que o modelo representou bem as
fases de absorcdo e terminal da eliminacdo, mas falhou em estimar o pico e a exposi¢éo
sistémica total.

A ocorréncia de super predigdo da AUC associada a sub-predicdo da Cmax sugere
que o perfil concentracdo-tempo simulado apresentou concentracdes mais distribuidas ao
longo do tempo, com pico inferior ao observado (fig. 23-26), mas as concentracdes
plasmaticas foram suficientes para elevar a exposicao total. Esse comportamento pode
estar relacionado a limitacGes na representacdo da absorcdo intestinal, distribuicao
tecidual e depuracdo do benznidazol (Kuepfer et al., 2016). Embora a concordancia de
Tmax € Mmeia-vida de eliminacdo indiquem proximidade adequada, ndo exclui imprecisdes
na estimativa da depuracdo sistémica ou na biodistribuicdo do farmaco.

Uma limitagdo importante do modelo é a auséncia de dados experimentais de
biodisponibilidade em cées infectados por Trypanosoma cruzi. Na falta dessas
informac0es, 0s processos de absor¢do foram representados com base em parametros da
literatura, estimativas in silico e de dados de animais sadios. Entretanto, infeccdo pode
alterar a funcdo gastrointestinal, modificando tanto a fracdo absorvida quanto a
velocidade de chegada do farmaco a circulacéo sistémica. Assim, o uso de um dnico valor
de biodisponibilidade ou de parametros de absorcdo derivados de animais sadios pode
ndo captar adequadamente as alteracdes fisiopatologicas presentes em caes infectados.

A sub-predicdo de Cmax também sugere necessidade de calibracdo mais precisa da
permeabilidade intestinal, parametro que influencia diretamente a velocidade de absorcao
e o0 pico plasmatico (FDA, 2020a). De acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica da FDA, a absorcdo oral € governada por duas propriedades intrinsecas:
solubilidade em &gua e permeabilidade do farmaco através da membrana intestinal. A
solubilidade é limitante para a biodisponibilidade oral por viabilizar a dissolucdo da
molécula no limen gastrico (AZMAN et al., 2022). Dessa forma, uma permeabilidade
subestimada pode retardar ou limitar a entrada do farmaco na circulacdo, reduzindo a Cmax
mesmo quando a quantidade total absorvida ao longo do tempo permanece elevada.

Outro aspecto relevante é a influéncia do clearance hepatico. A depuracao

hepatica influencia diretamente a exposicao sistémica do farmaco, além de determinar
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parametros como dose, meia-vida e biodisponibilidade (SODHI; BENET, 2021). Como
a AUC é inversamente proporcional a depuracdo sistémica, sua super predicdo pode
decorrer de uma estimativa reduzida do clearance, levando a permanéncia excessiva do
farmaco na circulacdo (KUEPFER et al., 2016). AlteracGes hepaticas associadas a
infeccdo, ao processo inflamatorio e a progressdo da doenca podem afetar o fluxo
sanguineo hepéatico, a expressdo e atividade de enzimas metabolizadoras e,
consequentemente, a capacidade de eliminacdo do benznidazol.

As distingdes fisiopatologicas entre os estdgios da infeccdo por T.cruzi sdo
determinantes para a disposi¢do cinética do BNZ, exigindo que o modelo PBPK considere
as particularidades de cada fase. Em Bandeira e colaboradores (2026), o artigo de base
deste trabalho, mostrou que a fase aguda apresenta elevada parasitemia e resposta
inflamatdria sistémica, demonstrou que a farmacocinética do BNZ nesse estagio
permanece semelhante a de animais sadios, sugerindo que os niveis de IL-6 ndo séo
suficientes para alterar significativamente o perfil cinético do farmaco. Em contrapartida,
a fase crénica € marcada por estado inflamatorio persistente, com niveis de IL-6 elevados
aproxidamente 7 vezes superior ao apresentado na fase aguda, associado também a
mudancas drasticas nos parametros de exposicdo. Nesse estagio, observa-se aumento
expressivo de Cmax € da AUC, acompanhado por reducdo no volume de distribuicdo (Vq)
e no clearance aparente (Cl). Tais alteracdes indicam maior exposi¢do sistémica,
possivelmente resultante da modulacdo de enzimas e proteinas de efluxo, como a P-gp,
mediada pelas altas concentracdes de citocinas pro-inflamatorias. Dessa forma, para
refinamento sucessivo de modelos PBPK, em cées, nas fases aguda e crénica ndo devem
ser tratados como fisiologicamente equivalentes.

Assmus e colaboradores (2025) demonstraram que a exposicdo ao BNZ,
representada principalmente pela AUC e Cmax, esta diretamente relacionada a cura
parasitologica, reforcando que as limitacGes nas estimativas desses parametros podem
comprometer a capacidade do modelo em predizer a eficacia terapéutica. Embora o
presente estudo tenha empregado um modelo PBPK, e ndo modelo PK/PD, os resultados
obtidos corroboram a importancia da correta predicdo dos parametros farmacocinéticos.

Considerando a crescente importancia da ferramenta PBPK junto as agéncias
regulatorias para a aprovacao de novos medicamentos ou regimes posologicos, torna-se
imperativo discutir essa teméatica no contexto da doenca de Chagas, cujos resultados da
quinta simulagdo deve ser interpretados como um avanco parcial na modelagem, e ndo

como uma validagdo definitiva. Embora a concordancia obtida para Tmax e meia vida
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indique que esses componentes essenciais foram adequadamente representados, as

diferengas observas em AUC e Cmax exp0Oes o desafio de realizar refinamentos futuros.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que o modelo desenvolvido constitui uma relevante aplicacdo de
PBPK na doenca de Chagas e o POP proposto fornece uma metodologia padronizada
aplicavel a futuros estudos com outros farmacos e cenarios fisiopatologicos. Apesar da
necessidade de refinamentos e de incorporacdo de dados especificos das fases aguda e
cronica, este trabalho estabelece uma base sélida para o desenvolvimento de modelos
PBPK mais robustos e contribui para o avanco da farmacometria na doenca de Chagas,

com potencial para otimizacdo de esquemas terapéuticos.
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ANEXO |
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO (POP)

Procedimento para coleta, organizacdo e insercdo de dados fisico-quimicos e
farmacocinéticos no software PK-Sim® para construcdo de modelos PBPK.

1. Objetivo: Padronizar o processo de levantamento, avaliacdo, organizacao e insercao
de parametros fisico-quimicos, biofarmacéuticos e farmacocinéticos no software PK-
Sim®, visando a construcdo de modelos farmacocinéticos baseados em fisiologia
(PBPK).

2. Campo de aplicacéo: Este procedimento aplica-se aos estudos de modelagem PBPK
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, utilizando o software PK-Sim® para simulagdo
farmacocinética de farmacos.

3. Responsabilidades:

e Pesquisador responsavel: supervisionar a selecdo dos parametros e validar os
dados utilizados.

e Bolsista/aluno: realizar a busca bibliografica, organizar os dados e inserir as
informacGes no software.

e Equipe de pesquisa: revisar e aprovar os parametros adotados no modelo.

4. Materiais e softwares

e PK-Sim® (Open Systems Pharmacology)
e Microsoft Excel®

e PubMed®

e DrugBank®
e ChEMBL®
e PubChem®

e Artigos cientificos indexados
5. Procedimento
5.1 Levantamento bibliogréafico

> Realizar busca sistemética das informacdes do farmaco utilizando descritores
especificos.

Exemplo:

e “Benznidazole physicochemical properties”
e “Benznidazole pharmacokinetics”
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e “Benznidazole plasma protein binding’
e “Benznidazole permeability”

» Registrar todas as fontes consultadas.
5.2 Coleta dos parametros
» Registrar em planilha eletronica:
Parametro| Unidade| Valor| Fonte

e Massa molecular (g/mol)

o pKa

e LogP

e Solubilidade (mg/mL)

e Fracdo livre plasmatica (%)

e Razdo sangue/plasma

e Permeabilidade intestinal (cm/s)
e Clearance (L/h/kg)

5.3 Avaliacao critica dos dados

» Quando existirem multiplos valores para um mesmo parametro:

e priorizar dados experimentais;

e priorizar estudos mais recentes;

e comparar valores obtidos em diferentes fontes;
e justificar a escolha do valor adotado.

5.4 Insercdo dos dados no PK-Sim®

» Criar composto no PK-Sim®.
» Inserir 0s parametros nas seguintes abas:
» Basic Physico-Chemistry

e Massa molecular

e pKa

e LogP

e Fracdo livre plasmaética

» ADME — Absorption

e Permeabilidade intestinal
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» ADME — Distribution
e Método de célculo da distribuicdo

> ADME — Metabolism

e Clearance hepético

e Enzimas metabolizadoras (quando disponiveis).

» ADME — Excretion

e Clearance renal (quando disponivel).
5.5 Verificacdo dos dados inseridos

» ApoOs a insercéo:

e Conferir unidades;

e Verificar consisténcia dos valores;
e Salvar versao do projeto;

e Registrar data da insercao.

5.6 Documentacao

» Todos os parametros utilizados deverdo ser documentados em planilha especifica

contendo:

e Valor utilizado;

e Unidade;

e Referéncia bibliografica;

e Justificativa da escolha.
6. Controle de qualidade

» Antes da execucdo das simulacdes:
v Conferir unidades de todos os parametros;
v Verificar coeréncia fisiologica dos valores;

v Confirmar espécie utilizada;

v Confirmar protocolo de administracéo;
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v Registrar versdo do software PK-Sim® utilizada.

7. Registros

Planilha de pardmetros do farmaco;
Arquivo PK-Sim®;

Relatdrio de modelagem;
Referéncias bibliogréficas utilizadas.

8. Referéncias

OPEN SYSTEMS PHARMACOLOGY. PK-Sim® User Guide.
Artigos cientificos e bases de dados utilizadas na obtencdo dos parametros.
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USO DE IA

Durante a preparacio deste documento, eu MIKAELLA CANDIDO COSTA, estudante
de CIENCIAS BIOLOGICAS — BACHARELADO declaro o uso de IAGen (Consensus
e ChatGPT — versdo 5.5), para busca e identificacdo de literatura cientifica e geracao de
imagens. Apds o uso desta ferramenta (Consenus e ChatGPT - versdo 5.5), a pessoa autora
revisou e editou o contetdo em conformidade com 0s principios éticos para o uso de
IAGen (resolucdo CONPEP 143) e com os acordos estabelecidos com a pessoa
orientadora da pesquisa. Dessa forma, assumo total responsabilidade pelo contetdo da
publicacao.
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