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RESUMO

O presente trabalho avaliou a utilizagio e validou um método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para quantificar o antifingico anfotericina B (AMB) em amostras
de plasma e pulmio de camundongos. Este método foi utilizado para quantificar os niveis de
AMB em amostras teciduais obtidas de animais tratados com um possivel sistema de
liberagdo sustentada de AMB, Nano-D-AMB (NanoAnf), baseado em misturas de polimeros
de 4cido polilatico-co-glicélico (PLGA) e acido dimercaptossuccinico (DMSA). O protocolo
experimental incluiu a extragdo em fase solida da AMB, seguido por uma andlise por CLAE
com deteccdo UV a 382 nm. Para a separagdo cromatogréfica, utilizou-se uma coluna C18 de
fase reversa e uma fase mével composta por acetonitrila:EDTA 10 mM (40:60, v/v) em pH
4,65. Foi observada resposta linear no intervalo de concentracdo de 2,25-180 pg - mL", com
limite de quantificacio de 0,68 pg- mL™". Os desvios padrdes relativos dos ensaios intra-dia e
inter-dia foram inferiores a 6% (n = 15). As taxas de recuperagdo das extracdes variaram de
acordo com os tecidos avaliados e com as concentra¢des utilizadas na fortificagdo dos
mesmos (0,5-5 ug - mL’l), obtendo-se valores médios de 74,6% e 61,3% para plasma e
pulmdes, respectivamente. Os testes de concentracdo plasmética e pulmonar de AMB foram
realizados em camundongos, divididos em 6 grupos de 5 animais, como segue: grupo I
(tratado com Nano-D-AMB (NanoAnf), 6 mg - kg'1 i.p., eutandsia em 24 h); grupo II (tratado
com Nano-D-AMB (NanoAnf), 6 mg * kg™ i.p., eutandsia em 48 h); grupo III (tratado com
Nano-D-AMB (NanoAnf), 6 mg * kg i.p., eutandsia em 72 h); grupo IV (tratado com
Anforicin B®, 6 mg - kg™ i.p., eutandsia em 24 h); grupo V (tratado com Anforicin B®, 6 mg -
kg'l 1.p., eutandsia em 48 h); grupo VI (tratado com Anforicin B®, 6 mg - kg'1 1.p., eutandsia
em 72 h). As concentragcdes plasmdticas de AMB nos tempos 24 h, 48 h, e 72 h foram
superiores nos grupos tratados com Nano-D-AMB (NanoAnf) (2,04 £ 0,51; 2,31 £ 0,57; 1,85

+ 0,46, respectivamente) em relacdo aqueles tratados com Anforicin B® (1,16 £0,19; 1,41 £



0,56; 1,32 £ 0,41, respectivamente) (p<0,05, Mann-Whitney test). Quanto aos niveis
pulmonares, ndo foi verificada diferenga significativa entre os tratamentos. Para ambas as
preparagdes, verificou-se um pico de concentracio tecidual de AMB apds 48 h de tratamento,
apesar da diferenca nio apresentar significancia estatistica. Concluindo, o presente estudo
avaliou um protocolo de CLAE exato e preciso para determinacdo de AMB no plasma e
pulmdes de camundongos. A preparacdo nanoestruturada de AMB, Nano-D-AMB
(NanoAnf), apresentou niveis plasmadticos superiores ao longo do tempo, o que pode sugerir
um fendmeno de liberacdo sustentada do farmaco a partir das estruturas poliméricas de PLGA

e DMSA.
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ABSTRACT

The present work was aimed to validate a High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) method for measuring amphotericin B (AMB) concentrations in murine plasma and
lung samples. This method was used to quantify the levels of AMB in tissue samples
obtained from animals treated with a desoxycholate amphotericin sustained delivery system
based on poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and dimercaptosuccinic acid (DMSA)
polymeric blends (Nano-D-AMB). The experimental protocol includes the solid-phase
extraction of AMB followed by HPLC analysis with UV detection at 382 nm. For
chromatographic separation, we used a C18 reversed-phase column and a mobile phase
composed by acetonitrile:EDTA 10 mM (40:60, v/v) at pH 4.65. A linear response was
observed in the concentration range of 2.25-180 ug - mL", with a limit of quantification of
0.68 pg - mL". The intra-day and inter-day relative standard deviations (R.S.D.) were less
than 6% (n=15). The extraction recovery rates varied according to the tissue and the spiked
concentrations used (0.5-5 ug - mL™); the recovery rates were 74.6% and 61.3% for plasma
and lungs, respectively. For testing the AMB levels in lungs and plasma of treated mice, the
animals were randomly divided into six groups of 5 animals as follows: group I (treated with
Nano-D-AMB 6 mg " kg™ i.p., euthanized at 24 h); group II (treated with Nano-D-AMB, 6
mg - kg™ i.p., euthanized at 48 h); group III (treated with Nano-D-AMB, 6 mg - kg™ i.p.,
euthanized at 72 h); group IV (treated with Anforicin B®, 6 mg- kg'1 1.p., euthanized at 24 h);
group V (treated with Anforicin B®, 6 mg - kg i.p., euthanized at 48 h); group VI (treated
with Anforicin B®, 6 mg- kg'1 i.p., euthanized at 72 h). Nano-D-AMB provided higher AMB
concentrations in plasma at 24 h, 48 h, and 72 h (2.04 + 0.51; 2.31 * 0.57; 1.85 * 0.46,
respectively) than Anforicin B® (1.16 £ 0.19; 1.41 £ 0.56; 1.32 £ 0.41) (p<0.05, Mann-
Whitney test). However, no significant differences were found in the pulmonary levels for all
period of time tested. Although the level of AMB has showed a peak at 48 h after treatment,
no significant differences were found along of the time intervals for both tested preparations.
In conclusion, this study evaluated a HPLC protocol that provided an accurate and precise
method to measure AMB concentrations in murine plasma and lung samples. The
nanostructured preparation of AMB named Nano-D-AMB showed a marked increase in
plasma concentration over the time, which could reflect a sustained drug releasing behavior

from the PLGA and DMSA polymeric blends.
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1 INTRODUCAO

1.1 NANOESTRUTURACAO DE FARMACOS

1.1.1 Inovacao Tecnologica na Indistria Farmacéutica

J4 é vasto o conhecimento na drea biofarmacéutica, de inovagdes farmacotécnicas com
o intuito de melhorar as caracteristicas farmacocinéticas de medicamentos utilizados no
tratamento de enfermidades diversas. Recentemente, o farmaco venlafaxina, um inibidor da
recaptac@o neuronal de serotonina e noradrenalina nos nicleos da rafe e do 16cus ceruleus, foi
formulado sob duas formas farmacéuticas, o comprimido e a cdpsula gelatinosa de liberacdo
controlada. O uso desta capsula levou a uma otimizacdo do tratamento dos transtornos do
humor, tais como depressdo maior, uma vez que a cdpsula garante uma liberacdo sustentada
do farmaco ao longo de 24 horas. Além disso, minimiza reag¢des adversas que sdo freqiientes
com o comprimido de venlafaxina (nduseas, vOomitos, mal-estar gistrico). Outro exemplo,
ainda, pode ser o uso do farmaco 4cido acetilsalicilico em um comprimido de liberacdo
entérica, a fim de minimizar reagdes adversas por contato direto do farmaco com a mucosa
géstrica. Neste caso, ndo é uma solugdo, mas uma das formas de reduzir, parcialmente, danos

a mucosa gastrica (1).

A tecnologia farmacéutica também tem se valido das descobertas ocorridas no campo
da nanotecnologia. O desenvolvimento de moléculas estruturadas em nanoparticulas é um
campo do conhecimento em franca expansdo e altamente promissor do ponto de vista de
inovacdo tecnoldgica (2). Mediante a vinculacdo de fiarmacos a nanoparticulas, podem-se
obter novas formas de liberacdo no organismo, os denominados sistemas de liberacdo

modificada de fairmacos (drug delivery systems). Assim, dosagem e reacdes adversas destes



medicamentos nanoestruturados poderiam ser reduzidas. Além disso, outras vantagens
farmacocinéticas poderiam ser alcancadas, como a melhor biodisponibilidade, através da
formulag@o das moléculas em nanossuspensdes cristalinas ou em nanoparticulas orgéanicas ou

lipidicas que poderiam, também, permanecer na circulagdo por maiores periodos de tempo
(3).

Uma das contribuicdes da nanobiotecnologia para novas formulagdes de
medicamentos é a possibilidade de serem gerados sistemas funcionais de liberagdo de
farmacos na escala nanométrica, tais como a nanoestrutura¢do do farmaco voriconazol (4, 5,
6). Quando um farmaco € nanoestruturado, as suas caracteristicas farmacocinéticas podem ser
modificadas de modo a melhorar a sua resposta farmacoldgica (7, 8). Estes sistemas podem
ser desenvolvidos de modo a agregar um farmaco para otimizar a farmacoterapia, permitindo
inclusive, diminuir o esquema posoldgico, ou seja, reduzir o nimero de administragdes didrias
do medicamento. Uma vez administrados em organismos vivos, liberam o farmaco de
maneira gradual e lenta, caracterizando, assim, um sistema de liberacdo sustentada de
farmacos (9, 10, 11). Esta forma de libera¢do permite que o firmaco permaneca por um maior
periodo de tempo no organismo sem ser biotransformado, havendo um aumento da

biodisponibilidade do farmaco, diferente do que aconteceria com as formulacdes

convencionais (12, 13).

A utilizagdo destes sistemas de liberagdo de farmacos tem apresentado resultados
importantes no sentido de reduzir as reagdes adversas de diversos medicamentos. Estudos
mostraram que a aplicacdo do antineopldsico paclitaxel, por exemplo, em sistemas de
liberagdo sustentada e em doses superiores a tolerdvel, ndo apresentou toxicidade nem
aumento de outros eventos adversos quando testado em modelo animal para o tratamento de

cancer de ovario (14).



Quanto a terapéutica das doencas infecciosas, particularmente as micoses sist€micas,
h4 também grande interesse tecnolégico em novas formulacdes medicamentosas. Dentre estas
doencas fungicas sist€émicas, destacam-se as seguintes: aspergilose, candidiase,
histoplasmose, criptococose que apresentam urgéncia no desenvolvimento de novos farmacos
e medicamentos com formula¢gdes farmacéuticas inovadoras, pois sdo preocupantes os casos

de resisténcia aos antiftingicos nas diversas regides geograficas do mundo.

Na América Latina, a paracoccidioidomicose é considerada doenca fingica sistémica
relevante, inclusive porque os pacientes infectados encontram-se na fase mais produtiva da
vida, sendo que a doenca leva a impacto social e econdmico. A freqii€ncia destas infecc¢des
aumentou significativamente nas tltimas décadas e as principais causas deste aumento s@o a
imunodepressdo causada em pacientes submetidos a transplantes, ao uso de antineoplasicos e
acometidos pela AIDS e sdo consideradas com a causa principal da morte destes pacientes. A
incidéncia de paracoccidioidomicose em zonas endémicas varia de 3 4 novos casos/milhdo
até 1 a 3 novos casos por 100 mil habitantes ao ano. Dados do Ministério da Satide atestam
que 3.181 casos de ébito por paracoccidioidomicose foram registrados no Brasil entre 1980 a
1995, resultando numa taxa de mortalidade por paracoccidioidomicose de 1,45 casos por

milhao de habitantes (15).

Neste sentido, vdrias estratégias estdo sendo pesquisadas e desenvolvidas para a
obtencdo de novos e eficientes tratamentos farmacoldgicos; dentre as quais pode ser citada a

aplicagcdo da nanobiotecnologia na preparacdo de formulacdes inovadoras (12, 16).

A nanoestruturacao de antifingicos tem se mostrado uma alternativa muito promissora
no desenvolvimento de novas formulacdes medicamentosas. A AMB (anfotericina B) ¢ um
exemplo bem sucedido dos beneficios obtidos com formula¢des nanoestruturadas, sendo que
a reducdo das graves reacdes adversas causadas com o uso deste fairmaco € o principal deles

(17, 18, 19, 20). Formulagdes em lipossomas (nome comercial Ambisome®), prepara¢des em



complexos lipidicos (Abeltec®) ou ainda as dispersdes coloidais (Amphotec® ou Amphocil®)
ja estdo em fase de estudos pré-clinicos, sendo que, algumas delas, como Ambisome®,
encontram-se disponiveis para o uso clinico (21). Apesar dos beneficios alcancados com estas
nanoestruturas, o custo do medicamento nanoestruturado ainda é elevado se comparado com a
formulagdo convencional para este farmaco (desoxicolato de AMB, especialidades
farmacéuticas Fungizone® e Anforicin B®). Entretanto, ainda que seja elevado o custo destes
novos medicamentos, € preciso ressaltar que tém sido notada uma reducdo das reacdes
adversas e do tempo de internacdo dos pacientes, o que acaba por reduzir os custos indiretos
decorrentes de internacdes hospitalares (46). Também ja foram desenvolvidos outros
antifingicos, a exemplo da prépria anfotericina B, como o fluconazol e o voriconazol,
estruturados em nanoparticulas poliméricas compostas por PLGA (polimero biodegradédvel de
dcido polilatico-co-glicélico) que demonstraram eficdcia em terapéutica experimental pois as
formulagdes demonstraram propriedades de sistemas carreadores dos farmacos citados
anteriormente (17, 19, 22, 23, 24, 25). Nanoparticulas baseadas em PLGA apresentam varias
vantagens tecnoldgicas, incluindo biocompatibilidade, biodegradabilidade, liberacio

sustentada e seguranca, conforme serd abordado posteriormente (17, 26).

1.1.2 Caracteristicas das Nanoestruturas Compostas de Polimeros Biodegradaveis de

PLGA

Diversos compostos tém sido empregados para o preparo de sistemas nanoestruturados

para liberag@o de farmacos, tais como quitosana, alginato e PLGA (17, 19, 27).

Os sistemas poliméricos para a liberagdo controlada de firmacos constituem-se em

moléculas organicas de alta massa molecular formados, em geral, por mais de 50 mondmeros.



Ao se agregarem em um padrdo regular, formam uma matriz ou reservatorio onde o farmaco
estard inserido (28). A liberag¢do do farmaco ¢ facilitada pela dissolucdo gradual da matriz e é

controlada pela solubilidade e porosidade da mesma (13).

Dentre os polimeros biodegradédveis, a combinacdo do 4cido poli-(latico-co-glicdlico)
(PLGA) € uma das mais utilizadas para a preparacdo de sistemas de liberacdo sustentada de

farmacos, sendo de uso liberado para a administragdo em humanos (9, 17, 29).

O 4cido poli-(lactico-co-glicolico) (PLGA) € formado por dois polimeros derivados do
dcido lactico (PLA) e do 4cido glicdlico (PGA). Sdo estabelecidas ligacdes do tipo éster,
resultando em um poliéster de cadeia alifitica. Durante a sintese do PLGA, podem ser
definidos o tempo de degradagdo e a liberacdo do fdrmaco incorporado, através da massa
molecular, do grau de cristalinidade e da relagdo entre a quantidade de PLA e PGA usados

para a sintese do PLGA (5, 22, 30).

Nanoparticulas de PLGA sdo estruturas poliméricas coloidais carreadoras de farmacos,
muito estudadas devido a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade (31). A biodegradacio
€ um termo utilizado para descrever o desgaste dos sistemas poliméricos quando ocorrido in
vivo. Embora os mecanismos de biodegradacdo ainda ndo estejam muito bem descritos, sabe-
se que a clivagem da cadeia polimérica ocorre pela hidrdlise das ligagdes ésteres (5, 32, 33).
A biodegradacdo ocorre a partir da matriz polimérica, sendo que a mesma estd sujeita as
reacoes de hidrélise. A biodegradacdo do polimero pode estar limitada a superficie da
nanoparticula exposta ao meio e tem inicio a partir das camadas mais superficiais até atingir o

nicleo da nanoparticula (13, 34).

Os produtos resultantes da biodegradagdo dos copolimeros de PLGA, os quais incluem
os éacidos latico e glicdlico, sdo os componentes normais do ciclo de Krebs e sdo

posteriormente biotransformados e excretados como diéxido de carbono e dgua sem afetar as



funcdes fisiologicas (28). A degradacdo dos polimeros ocorre em duas grandes etapas, de

modo sintetizado:
1. clivagem da cadeia polimérica por hidrélise (13, 34);

2. perda da integridade da massa resulta no inicio da fagocitose dos fragmentos do

polimero e a hidrdlise produz o 4cido latico e o dcido glicélico (13, 34).

1.2 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

1.2.1. Objetivos da Validacao de Metodologia Analitica

A técnica analitica utilizada neste trabalho para a detecc¢do e para a quantificagdo dos
farmacos em estudo (analito: anfotericina B; padr@o interno: piroxicam) foi a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), uma vez que permite a realiza¢do de bioensaios com maior
rapidez, melhor acuricia (especificidade, seletividade) e precisdo (representada por ensaios de
repetibilidade) (29).

Para utilizar a CLAE na investigacdo das concentragdes plasmaticas e pulmonares de
AMB, foi necessario antes, demonstrar que o método de anélise era apropriado para o uso e,
portanto, validado. Para que um método seja validado, ele deve ser submetido a uma série de
averiguacdes a fim de que possa ser qualificado para o uso em processos analiticos.

A validacdo analitica tem assumido vasta importancia em laboratérios de Controle de
Qualidade em todo o mundo. A inten¢do da validagdo do método CLAE, utilizado no presente
estudo, é demonstrar que ele ¢ adequado para o objetivo, isto €, a determinacdo quantitativa
do farmaco anfotericina B, bem como do firmaco usado como padrdo interno neste estudo,

piroxicam. O padrdo interno piroxicam € um farmaco que foi adicionado aos padrdes de



calibragdo com amostras em concentragdes conhecidas e constantes, para controle da

determinacgdo da anfotericina B (35, 36, 37).

1.2.2 Critérios de Validacao e Requisitos da Metodologia Validada

A validagdo de um método analitico deve mostrar as caracteristicas do método e
provar que ele € adequado ao seu fim, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos.
Portanto, é preciso fornecer evidéncia objetiva de que os requisitos para uma aplicacio ou uso
especificos pretendidos foram atendidos.

Durante o processo de validacdo de um método analitico, devem ser estabelecidas suas
caracteristicas de desempenho, que sdo: especificidade, seletividade, linearidade, faixa de
linearidade, limites de deteccdo e de quantificacio, exatiddo, precisdo e robustez (35,38). Tais
parametros de validac@o serdo, a seguir, abordados de forma resumida e direcionada a CLAE
para a detecgcdo e para a quantificacdo dos farmacos anfotericina B e piroxicam, utilizados

neste estudo.

1.2.2.1 Especificidade e Seletividade

Os termos especificidade e seletividade relacionam-se ao evento de deteccdo e a
confirmagdo na identificacdo de farmacos e outros compostos. Estes dois pardmetros
demonstram a habilidade que o método possui em responder somente ao analito de interesse
(neste caso, anfotericina B), mesmo na presenca de outros componentes da amostra, tais como

impurezas, produtos de degradacao ou metabdlitos (35).



A especificidade estd relacionada a determinag@o de somente um composto, tal como
anfotericina B, e a seletividade é a capacidade do método em responder e distinguir vdrias

substancias presentes na amostra.

1.2.2.2 Linearidade

Linearidade € a capacidade que o método possui de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo dos farmacos na amostra (35). Esta
habilidade pode ser representada pela equagdo de reta y = ax + b, sendo y a resposta medida
(4rea sob a curva), x a concentracdo do farmaco e a inclinacido da reta é dada por a, sendo b a
sua interseccdo. A linearidade é determinada pela andlise de, no minimo, seis concentragdes
diferentes, em ensaio com triplicatas (35, 36).

O coeficiente de correlagdo linear r pode ser usado como indicativo da linearidade do
método; deve-se construir um grafico (curva de calibracio) mostrando a relagdo entre a
concentragdo do farmaco e a resposta (drea sob a curva). A razdo drea/concentracdo deve
permanecer constante com a variagio da concentragao.

A curva de calibragdo representa a relagdo entre a resposta do cromatégrafo (4rea sob
a curva) e a concentracio conhecida do firmaco. De acordo com as normas recomendadas
pela ANVISA, deve-se gerar uma curva de calibragdo para cada farmaco, a qual serd utilizada
para calcular, através da equacdo da reta, a concentracdo dos farmacos nas amostras. Para
construir a curva de calibracdo, s@o necessdrias as cromatografias de, pelo menos, seis

concentragdes diferentes (35, 38).

1.2.2.3 Faixa de Linearidade



Faixa de linearidade é o conjunto de valores de uma amostragem para os quais se
espera que o erro do instrumento de medida (cromatégrafo) esteja dentro dos limites
especificados. Na pritica, é definida como a faixa de concentracdo do farmaco na qual o
método pode ser aplicado, cujo limite inferior € o proprio limite de quantificacdo do método e
o limite superior depende do cromatdégrafo utilizado (38).

Inserida na faixa de trabalho do método, pode haver uma faixa na qual a relacio entre
a concentracdo do farmaco (qualquer que seja ele) e a 4rea sob a curva medida € linear e a
sensibilidade é praticamente constante. A faixa de linearidade € obtida a partir da construcio
do gréfico de concentragdo por resposta (curva de calibragdo), com pelo menos, seis niveis de
concentracdo, dentro da faixa linear identificada, com verificacdo da relacdo da resposta do

aparelho com a concentrag@o do analito, isto é, relacdo drea sob a curva versus concentracao.

1.2.2.4 Precisio

A precisdo ¢ uma medida da dispersdo dos resultados obtidos em ensaios
independentes em condi¢cdes cromatogréficas definidas. E a avaliacdo da proximidade dos
resultados gerados em uma série de medidas obtidas de varios ensaios distintos, mas com
condicdes de cromatografia idénticas de uma mesma amostra (36).

Se expressa a precisdo através do desvio padrio ou desvio padrio relativo dos
resultados obtidos e, como € dependente da concentracdo do farmaco, deve ser medida em
diferentes niveis de concentracao.

Para demonstrar a precisdo do método, é necessario realizar e definir as seguintes
precisdes: intra-ensaio, inter-ensaio e inter-laboratorial (35).

Quando os resultados analiticos s@o obtidos utilizando-se as mesmas condi¢des de

andlises e efetuadas por um mesmo analista em um mesmo laboratério, com o mesmo
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equipamento dentro de um curto periodo de tempo, o desvio padrdo obtido entre estes
resultados é chamado de desvio padrdo da repetibilidade e esta situacdo é conhecida como
precisdo intra-ensaio ou condi¢des de repetibilidade (precisdo intra-day). A repetibilidade do
método € feita por, no minimo nove determinacdes, sendo trés concentragdes diferentes
analisadas em triplicata.

A precisdo inter-ensaio, também chamada de precisdo intermedidria, representa a
compatibilidade entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes,
pelo mesmo analista e mesmo equipamento (cromatégrafo, neste caso) (38). A ANVISA
recomenda um minimo de dois dias diferentes para a realizagdo dos ensaios analiticos. A
precisdo inter-ensaio é a melhor indicagdo da variabilidade de resultados dentro do
laboratério, pois requer o desligamento, isto é, a interrup¢do do funcionamento do
cromatdgrafo, entre cada um dos ensaios realizados em dias diferentes.

Deste modo, a precisdo dos métodos analiticos serd expressa como o desvio padrio,
desvio padrao relativo — DPR (%) — ou coeficiente de variacio — CV (%) — de uma série de
medidas (36). A precisdo ¢ um pardmetro de validacdo importante, pois indica a menor
diferenca possivel entre os resultados, bem como, também, a maior diferenca que pode ser

obtida pelo método utilizado (35).

1.2.2.5 Limite de Deteccao

Segundo os critérios estabelecidos pela ANVISA, o limite de detec¢do é o menor valor
de concentragdo do fairmaco presente nas amostras que pode, com alguma certeza estatistica,
ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado pelo método. Este pardmetro € essencial

para medidas obtidas em niveis muito baixos, uma vez que permite a diferenciacdo entre a
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menor concentracdo do fairmaco e o ruido de fundo (também chamado ruido da linha de base)
do método.
Recomenda-se que o limite de detec¢@o seja duas a trés vezes maior que o ruido da

linha de base de um equipamento de cromatografia (35).

1.2.2.6 Limite de Quantificacdo

Os conceitos de limite de detec¢do e quantificagdo sdo praticamente idénticos,
mudando somente as ordens de grandeza das incertezas associadas aos resultados obtidos
nestes niveis de concentragdo, isto €, enquanto o limite de deteccdo aponta para a menor
concentracdo que pode ser registrada, porém, ndo necessariamente quantificada com precisao,
o limite de quantificacdo indica a menor concentracdo do fairmaco que pode ser estabelecida
com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condigdes cromatograficas experimentalmente
estabelecidas (35, 36). O limite de quantificagdo é obtido por meio da andlise de solucdes
contendo concentragdes decrescentes do firmaco até o menor nivel determindvel com

precisao e exatidao aceitaveis (35).

1.2.2.7 Exatiddo

Exatidao € a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito
como convencionalmente verdadeiro. “E expressa pela relagdo entre a concentragio média
determinada experimentalmente e a concentracio tedrica correspondente; é a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro” (35).

A exatiddo pode ser realizada através de andlises de concentra¢des do farmaco (AMB

ou piroxicam) em comparacdo as andlises de concentragdes de material de referéncia. Os
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materiais de referéncias sio comumente denominados padrdes de referéncia ou padrdes
analiticos (como exemplo, cita-se AMB/Sigma-Aldrich).

De acordo com os critérios de aceitabilidade da ANVISA, a exatidio deve ser
determinada em um mesmo ensaio e em ensaios diferentes, sendo que o desvio padrio
relativo — DPR (%) — ndo deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificacdo, para o

qual se admitem desvios menores ou iguais a 20% (35, 36).

1.2.2.8 Robustez

Robustez “é a capacidade do método analitico em resistir a pequenas e deliberadas
variagdes dos pardmetros analiticos” (35), ndo alterando resultados frente a estas pequenas
alteracdes.

Caso haja variacdes que possam eventualmente interferir na producio dos resultados,
as mesmas deverdo ser controladas e precaucdes deverdo ser incluidas no procedimento,
mesmo porque, durante a utilizacdo de um método na rotina de um laboratério de anélises, a
sua execucdo ndo mantém exatamente o mesmo rigor que o utilizado durante o
desenvolvimento e a validagao.

Os fatores que devem ser considerados na determinagcdo da robustez do método
analitico, quando se utiliza CLAE, sdo: variagdo do pH da fase mdvel, variagio na
composicdo da fase movel, diferentes lotes ou fabricantes de colunas cromatograficas,

temperatura e fluxo da fase movel (35, 37, 38).
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1.3 IMPORTANCIA DA ANFOTERICINA B (AMB) NO TRATAMENTO DE DOENCAS

FUNGICAS

1.3.1 Caracteristicas Gerais e Mecanismo de Ac¢ao da Anfotericina B

AMB € um antifungico pertencente a classe dos antibidticos poli€nicos e € produzida
por culturas fermentativas de Streptomyces nodosus. As propriedades antifungicas desta
molécula foram identificadas em 1956 e desde entdo, AMB tem sido o farmaco de eleicdo
para o tratamento da maioria das micoses sistémicas. Algumas caracteristicas apresentadas
por esta molécula, tais como uma atividade fungicida e raros episddios de resisténcia,
contribuem para o sucesso clinico deste farmaco (39, 40, 41, 42).

Diversos estudos indicam que a membrana plasmatica dos fungos representa o sitio-
alvo de acdo da AMB. Devido a sua natureza anfifilica, a AMB interage com os esterdis
formando canais transmembranicos. Esses canais promovem o efluxo de {ons causando a
morte da célula (1, 39, 43, 44). Os esterdis sdo componentes essenciais das membranas
bioldgicas e sdo responsdveis, dentre outras importantes fungdes, pela manutencdo da
estrutura celular. Nos mamiferos, o colesterol € o tipo de esterol mais abundante, enquanto em
fungos € o ergosterol. A estrutura quimica da AMB favorece uma ligagcdo preferencial pelo
ergosterol em relacdo ao colesterol (1, 45). Ensaios de modelagem molecular in silico
demonstraram o surgimento de canais formados pela interagc@o por ligacdes de hidrogénio de
oito moléculas de AMB com oito moléculas de ergosterol, através de seus grupos amino e

carboxilicos (45).
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1.3.2 Uso da Anfotericina B no Tratamento das Doencas Fungicas

As infecc¢des flngicas, notadamente as sistémicas, como a candidiase, aspergilose e
paracoccidioidomicose, podem resultar em quadros clinicos acompanhados de importantes
reacOes adversas aos tratamentos farmacoldgicos convencionais. A incidéncia destas doengas
tem aumentado na populacdo, principalmente nos grupos de pacientes imunodeprimidos —
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, transplantados e tratados com glicocorticdides (39,
46).

Estas infeccoes sistémicas, caracterizadas pelo envolvimento de multiplos 6rgdos, sdo
as que contribuem de modo mais relevante para o aumento do nimero de mortes em
decorréncia destas doencas. Os principais fungos causadores das micoses sist€micas sdo
Aspergillus sp., Candida sp., Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum. Na
América Latina, a paracoccidioidomicose representa uma doenga flngica sistémica de
importancia clinica, devido a seu alto potencial incapacitante e a quantidade de mortes
prematuras que provoca, principalmente para segmentos sociais especificos, como o0s
trabalhadores rurais, cujas atividades relacionaom-se ao manejo do solo contaminado com o
fungo, como por exemplo, atividades agricolas, terraplenagem, preparo do solo, priticas de
jardinagens, transporte de produtos vegetais, entre outros (46, 47).

As atuais abordagens de tratamento disponiveis para estas micoses sistémicas sdo
limitadas devido aos problemas de desenvolvimento de resisténcia e baixa efetividade
terapéutica, além das reacdes adversas causadas pelos farmacos convencionais,
principalmente a AMB, nestes pacientes (1, 39, 46).

Dos farmacos atualmente disponiveis para os tratamentos, os mais utilizados sdo os
az6is (itraconazol, fluconazol, cetoconazol), os polienos (AMB) e as equinocandinas

(caspofungina) (43, 44, 46). O desenvolvimento de novos azdis (voriconazol) destacou-se
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N

devido ao amplo espectro de acdo e a menor toxicidade aos pacientes, porém t€m sido
relatados episodios de resisténcia (48). Os polienos podem causar reacdes adversas, além de
toxicidade em alguns tecidos. Nesta classe de antifungicos destaca-se a AMB, que € o
farmaco de escolha para os casos mais graves das infec¢des flingicas, considerando-se

também a baixa resisténcia fungica ao mesmo (1, 39, 46, 47, 49).

1.3.3 Efeitos Adversos e Toxicidade da Anfotericina B

Apesar da efetividade clinica, amplo espectro de acdo e baixas taxas de resisténcia, o
uso de AMB ¢ limitado pelas reacdes adversas e pela toxicidade, particularmente aquela que
compromete a func¢ao renal (50, 51, 52).

As reacdes adversas de AMB podem ser classificadas em agudas (febre, émese,
cefaléia) ou subagudas (insuficiéncia renal) (1, 22, 44, 49, 53).

J4 a nefrotoxicidade € resultante da interagdo da AMB com o colesterol dos tubulos
renais e da inducdo de uma vasoconstri¢do arteriolar renal, reduzindo o fluxo sanguineo para
os rins e ocasionando uma redugdo da filtragdo glomerular (40, 47, 54). Devido ao grande
nimero de membranas plasmdticas presentes nos tibulos renais, hd um acimulo de esterdis
nos rins, ocorrendo finalmente necrose tubular renal, notadamente em tubulos distais e ramo
ascendente da alca de Henle (29, 55, 56, 57). Os niveis séricos elevados do farmaco
contribuem para aumentar esses efeitos adversos, pois quanto maior a quantidade do farmaco
livre circulante, mais eventos deletérios ocorrerdo nos rins. Além disso, pode-se observar a
ocorréncia de acidose tubular renal e perda renal de K*' e Mg*? durante a terapia e em vdrias
semanas depois (57, 58).

Ainda, a administracio de AMB em pacientes por via intravenosa requer o uso de

analgésicos (paracetamol ou dipirona) e antiinflamatérios (hidrocortisona) uma vez que, por
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esta via, observam-se desenvolvimento de febre, dor e inflamagado apds a injecdo de AMB (1,

42, 46, 57).

1.3.4 Formulacoes Contendo Anfotericina B e Aspectos Farmacocinéticos (Sistemas de

Entrega de Farmacos)

AMB ¢ insoldvel em agua, mas foi formulada para infusdo intravenosa através da
formagdo de um complexo com o sal biliar desoxicolato. O complexo é comercializado em
forma de p6 liofilizado, que contém 50 mg de AMB, 41 mg de desoxicolato e uma pequena
quantidade de tampdo de fosfato de sddio (1). A absor¢do das formula¢des convencionais de
AMB pelo trato gastrintestinal € insignificante. As infusdes intravenosas didrias repetidas de
0,5 mg - kg'1 de desoxicolato de AMB (Fungizon®, Anforicin B®) a adultos resultam em
concentragdes plasmadticas de cerca de 1,0 a 1,5 pug - mL™" no final da infusdo, que declinam
para cerca de 0,5 a 1,0 ug - mL" dentro das 24 horas (1, 39). O farmaco é liberado de seu
complexo com desoxicolato na corrente sanguinea, ¢ mais de 90% da AMB ligam-se as
proteinas plasmaticas, especialmente a -lipoproteina. Cerca de 2-5% de cada dose aparecem
na urina quando os pacientes sdo submetidos a terapia didria. A eliminag¢do do firmaco nio
parece ser alterada em pacientes anéfricos e naqueles submetidos a hemodidlise. A
hepatopatia ou a doenca biliar ndo tem efeito conhecido sobre o metabolismo do fadrmaco nos
seres humanos. Pelo menos 33% de uma dose injetada pode ser recuperada de modo
inalterado por extragcdo do tecido com metanol na necropsia; as concentracdes mais elevadas
sao encontradas no figado e no baco, com quantidades menores nos rins e nos pulmdes (39).
As concentragdes de AMB nos liquidos da pleura, no peritonio, na sinévia € no humor aquoso
inflamados correspondem a cerca de 66% das concentragdes minimas no plasma. Uma

pequena quantidade de AMB penetra no liquido cefalorraquidiano, no humor vitreo ou no
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liquido amnidtico normal (39). Devido a extensa ligagdo com os tecidos, verifica-se uma fase

terminal de eliminacdo com meia-vida de 15 dias (1).

1.3.5 Formulacoes Nanoestruturadas de Anfotericina B

Virios sdo os esforcos no sentido de melhorar o perfil de seguranca terapéutica da
AMB, de tal forma que os efeitos deletérios do firmaco sejam minimizados durante os
esquemas posoldgicos adotados clinicamente (49, 59, 60, 61). Algumas propostas
fundamentam-se em técnicas de rejuvenescimento (ou re-patenteamento) de firmacos,
incorporando tecnologias para a obten¢do de novas formulagdes de AMB, como lipossomas
ou cdpsulas nanoestruturadas (19, 23, 40, 55, 62, 63).

As principais preparagdes estdo baseadas em lipideos, destacando-se as seguintes
especialidades farmacéuticas: Ambisome® (AMB lipossomal), Amphocil® ou Amphotec®
(AMB em dispersdo coloidal), Abelcet® (AMB em complexo lipidico) (8, 21). Tais
preparagdes podem ser administradas em doses maiores que aquelas do Fungizon® ou

Anforicin B®, que sdo as especialidades farmacéuticas convencionais de AMB (19, 23, 40, 49,
59, 62, 64, 65).

Das quatro formulagdes, o Ambisome € o tinico verdadeiramente lipossomal, enquanto
que as outras trés ndo sdo lipossomas convencionais, ou seja, se apresentam na forma de
dispersdo coloidal e de complexo lipidico. Os estudos t€ém demonstrado que o Ambisome
apresenta uma menor incidéncia de reagdes adversas quando comparado com Amphotec (20,
61, 66).

As grandes vantagens da administragdo de farmacos nanoestruturados sdo a liberacdo
controlada do farmaco, a menor toxicidade, o menor nimero de doses (conveniéncia na

posologia), a diminui¢do dos picos plasmdticos, a protecdo (seguranca) € a economia do
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medicamento (67, 68, 69). De fato, além da eficicia terapéutica da AMB nanoestruturada, ela
¢é conveniente ao paciente, seja do ponto de vista de seu conforto e adesdo ao tratamento, seja
do menor custo em hospitais, com menor necessidade de internagdes (68, 69).

Neste contexto, a aplicacio da nanotecnologia na Area de Ciéncias da Satde desperta
grande interesse uma vez que a nanoestrutura¢io de farmacos potencialmente toxicos, além de
reduzir reagdes adversas e toxicidades em 6rgdos (como ocorre com AMB), pode aumentar a
vetorizacao dos farmacos em sitios alvo (42, 55, 65, 70, 71).

De todo modo, essas e outras novas formulagdes de AMB t€m aumentado o indice
terapéutico da AMB se comparadas com as formulagdes convencionais (63, 72). Formulagdes
alternativas podem ser usadas em carreadores de firmacos na forma de nanocdpsulas de
polimeros biodegraddveis; estes sistemas também sdo mais estdveis em fluidos bioldgicos.
Neste sentido, cada processo de estruturacdo requer uma andlise dos resultados
farmacoldégicos obtidos, que se refletem em alteracdes de biodisponibilidade, eficicia e
toxicidade (68, 69, 73, 74).

Através de estudos de farmacocinética, vdrios trabalhos tém apontado resultados nas
taxas de concentragdes plasmdticas e teciduais mais promissores para a terapéutica, quando
comparados com as formulagdes convencionais de AMB (42, 50, 62, 74, 75, 76, 77, T8).

Em sintese, é citada em varios trabalhos com farmacocinética de formulacdes
contendo AMB, a descri¢do do uso da técnica CLAE para a deteccdo e quantificacdo do
farmaco (29, 50, 60, 62, 74, 76, 79). Estes estudos tém utilizado em sua fase modvel
acetonitrilia e EDTA, com condi¢des cromatograficas baseadas nos trabalhos iniciais de
Granich et al. (1986) (29), com algumas adaptacdes (42, 80, 81, 82). Resultados recentes de
toxicidade e de farmacocinética, comparando-se formulagdes de AMB convencionais e

aquelas nanoestruturadas, mostram que as novas formulacdes podem reduzir a toxicidade
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renal e melhorar o perfil de biodisponibilidade do farmaco nos tecidos, aspectos de grande

interesse na terapéutica de infec¢des flngicas sist€émicas (40, 50, 74, 79).

Recentemente, foi desenvolvido um projeto cooperativo (Rede Nacional de
Nanobiotecnologia do CNPq) entre Universidade de Brasilia e Universidade de Sdo Paulo,
campus Ribeirdo Preto, visando a preparacio de anfotericina B nanoestruturada em mistura
polimérica de PLGA funcionalizada com DMSA (4cido dimercaptossuccinico), denominada
Nano-D-AMB (NanoAnf) (22, 30, 34, 83, 84, 85). Esta nanopreparacdo apresentou eficicia
terapéutica superior a formulagdo convencional para este farmaco, de forma que foi
depositado um pedido de patente e publicado um artigo cientifico (22). Esta nanoestrutura foi

o0 objeto de estudo da presente dissertagdo.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentracdes plasmaéticas e pulmonares do farmaco Anfotericina B em
camundongos Balb/C tratados com o medicamento convencional (Anforicin B®) ou com a
formulagdo polimérica biodegraddvel de PLGA-DMSA (Nano-D-AMB) carreadora do

mesmo farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Validar a metodologia analitica para a quantificagdo de anfotericina B em

Cromatografia Liquida da Alta Eficiéncia (CLAE);
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- Verificar a adequag@o do método para a quantificacdo de anfotericina B extraida de
amostras bioldgicas;

- Quantificar os niveis plasmaticos e pulmonares de anfotericina B em animais
tratados com anfotericina B convencional e estruturada em polimero biodegradavel de acido

poli (latico-co-glicolico) — PLGA.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 FARMACOS E REAGENTES

O atual estudo utilizou os seguintes materiais: metanol grau CLAE (J Parker);
desoxicolato de AMB 45% e piroxicam (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
nanoparticulas contendo desoxicolato de AMB 45% e dispersas em emulsdo polimérica de
PLGA com DMSA [Nano-D-AMB (NanoAnf)]; dimetilsulféxido (DMSO) e EDTA (Merck,
Darmstadt, Germany), dgua deionizada, obtida via sistema de purificagdo Millipore Milli-Q

(Millipore, Milford, MA, USA).

3.2 EQUIPAMENTOS E OUTROS MATERIAIS

Cromatdgrafo para CLAE com espectrofotometro de luz ultravioleta (Shimadzu

CLASS VP, Shimadzu Co., Kyoto, Japan), coluna de extracdo de fase sélida Bond Elut C18,

com 500 mg de fase estaciondria e 3,0 mL de volume (Varian, Harbor, CA, USA).

3.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS
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3.3.1 Espectro de Absorbancia por Varredura da Anfotericina B e do Piroxicam em

Metanol

A droga AMB/Sigma-Aldrich foi diluida em metanol na concentracdo de 315 pg - mL"
e, a partir desta, foram obtidas as solu¢des nas seguintes concentracoes: 180 pg - mL™, 90 ug -
mL", 45 ug - mL™", 22,5 ug - mL", 11,25 ug - mL™", 2,25 ug mL", 0,36 ug - mL™, 0,18 ug -
mL" e 0,09 ug - mL™". Uma leitura de absorbincia por varredura foi feita com cada uma das
solugdes para avaliacdo do comprimento de onda especifico para o firmaco Anfotericina B.
Esse comprimento de onda foi utilizado posteriormente nas determinacdes por CLAE.

De forma semelhante, o firmaco Piroxicam (Sigma-Aldrich) também foi diluido em
metanol na concentragdo de 2500 ug - mL" e, a partir desta, foram obtidas as solugdes nas
seguintes concentracdes: 2000 pg ‘mL", 1000 [T mL", 500 ung ‘mL", 250 ug ‘mL", 100 ng
‘mL™", 40 ug ‘mL", 10 ug ‘mL™", 5 ug ‘mL", 1 ug ‘mL™", 0,5 ug ‘mL"e0,1 ug ‘mL". Uma
leitura de absorbancia por varredura foi feita também com cada uma das solugdes para
avaliacdo do comprimento de onda especifico para o firmaco Piroxicam. Esse comprimento

de onda foi utilizado posteriormente nas determinagdes por CLAE.

3.3.2 Determinacido Quantitativa de Anfotericina B e de Piroxicam por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os farmacos em estudo, Anfotericina B (analito) e Piroxicam (padrio interno), foram
analisados em sistema de CLAE, utilizando-se uma coluna cromatografica de fase reversa
ODS C18 (octadecilsilica, Shimadzu Shim-pack CLC), com dimensdes de 15 cm x 6 mm,
com elui¢do isocritica com fluxo de 1,5 mL - min". A fase mével foi constituida por

acetonitrila:zEDTA dissédico 10mM pH 4,65 (40:60). A eluicdo foi acompanhada por
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deteccdo da absorbancia em espectrofotdometro a 382 nm. O volume de solugdo injetado no

cromatdgrafo foi de 50 pL.

3.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A metodologia de CLAE foi validada com base em publicagdes da literatura cientifica
e em regulamentacdes atualmente determinadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, ANVISA (86, 87, 88).

3.4.1 Preparo das Solucoes Padrao

Preparou-se em balao volumétrico solu¢des de AMB/Sigma-Aldrich 315 pg ‘mL"' e
de Piroxicam 2500 g 'mL", ambas em triplicata e diluidas em metanol.

Cada uma das trés solucdes de AMB/Sigma-Aldrich foram isoladamente diluidas para
a obtenc¢do, também em triplicata, das solugdes nas seguintes concentragdes: 180 g "‘mL", 90
pug mL”, 45 pug mL?, 225 ug mL?, 11,25 ug - mL™, 2,25 ug mL™, 0,36 ug “mL™, 0,18 ug
‘mL" e 0,09 ug - mL". Foram feitas andlises cromatogréficas das solugdes acima descritas.
Desta forma, para cada concentracdo, foram obtidos 15 cromatogramas.

Cada uma das trés solugdes de Piroxicam também foram diluidas, em triplicata,
obtendo-se solugdes de Piroxicam nas seguintes concentragdes: 2000 pg “mL", 1000 ng mL-
' 500 ug “mL™", 250 ug mL™", 100 ug ‘mL", 40 ug ‘mL™", 10 ung ‘mL", 5 ung ‘mL™", 1 ug -
mL", 0,5 png mL" e 0,1 png mL”. A seguir, foram feitas as andlises cromatograficas das
solugdes de forma idéntica aquelas de AMB/Sigma-Aldrich, em que foram obtidos, também,

15 cromatogramas para cada concentracio analisada.
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Para cada solugdo (seja de AMB/Sigma-Aldrich ou de piroxicam), foi calculada a
média aritmética dos valores de leituras das quinze cromatografias realizadas, bem como o
desvio padrdo e o desvio padrido relativo. Nesta etapa, foram avaliadas e selecionadas as
concentragdes que apresentaram desvio padrdo relativo menor ou igual a 15% (DPR < 15%)

(35).

3.4.2 Linearidade

Foram calculadas as faixas de linearidade das concentra¢des, tanto de piroxicam
quanto de anfotericina B, sendo que foram aceitos pontos com desvio de linearidade de no
maximo 5%. A curva foi linearizada usando-se fun¢do logaritmica e as concentracdes que se
dispersaram para além da faixa de linearidade foram excluidas (35).

As concentragdes lineares de desoxicolato de AMB e de piroxicam foram selecionadas

para precisdo intra-ensaio e para a precisdo inter-ensaio.

3.4.2.1 Curva de Calibragdo

A partir dos dados obtidos nos ensaios de linearidade, foram escolhidas 6
concentragdes de Anfotericina B (AMB/Sigma-Aldrich) para a constru¢do da curva de
calibragdo: 2,25 pg mL™", 11,25 ug mL™", 22,5 ug 'mL", 45 pg 'mL", 90 pg " mL™" e 180 pg
‘mL". Da mesma forma, foram escolhidas as seguintes concentracdes para a construgio da
curva de calibragio do piroxicam: 5 pg - mL™, 10 ug -mL™, 40 ug -mL™", 100 ug - mL™", 250
ug “mL™", 500 ug mL™" e 1000 ug “mL™". Os dados de concentracdo versus drea sob a curva

foram plotados em gréfico e a curva de calibragcdo foi calculada pelo método dos mininos
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quadrados. Assim, a equacdo da reta e o coeficiente de correlagcdo linear foram determinados

para cada um dos fdrmacos.

3.4.3 Avaliacao da Precisao dos Ensaios

3.4.3.1 Precisao Intra-Ensaio — Repetibilidade

Para a avaliacdo da precis@o intra-ensaio, foram preparadas solucdes estoque em
metanol na concentracio de 225 pug 'mL™" de AMB/Sigma-Aldrich, em triplicata. A partir das
solucdes estoques, foram preparadas as solucdes de AMB/Sigma-Aldrich nas concentragcdes
de 22,5 ug - mL'l, 2,25 ug ‘mL! e 0,36 ug - mL". Foram realizadas, em um unico dia, as
andlises cromatogrificas em quintuplicata para cada amostra. Desta forma, para cada
concentragdo foram obtidos 15 cromatogramas.

Foram calculados as médias, desvios padrdes e desvios padrdes relativos,
considerando-se precisas as andlises com DPR < 5% (29, 35, 50, 74).

De forma semelhante, também foram preparadas solu¢des estoque em metanol na
concentragdo de 2500 pg - mL™ de Piroxicam, em triplicata. A partir das solugdes estoques,
foram preparadas as solucdes de Piroxicam nas concentragdes de 1000 pg “mL™, 500 pg mL"
' 250 ug - mL", 10 ug - mL' e 5 ug - mL". As andlises cromatogréficas das solucdes de

Piroxicam também foram realizadas, em um mesmo dia, em quintuplicata para cada amostra.
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3.4.3.2 Precisao Inter-Ensaio — Precisdo Intermediaria

Foram realizados experimentos para avaliar a precisdo inter-ensaio, para os quais
foram preparadas novas solu¢des estoques de 225 pg - mL" de AMB/Sigma-Aldrich, em
triplicatas, dissolvidas em metanol.

A partir das solucdes estoques, foram preparadas solugdes, da mesma forma que foram
preparadas para os experimentos de avaliacdo da precisdo intra-ensaio. Este ensaio foi
realizado em trés dias consecutivos, sendo um ensaio por dia, nas concentracdes de
AMB/Sigma-Aldrich 22,5 pg mL", 2,25 ug mL™" € 0,36 ug -mL".

Foram realizadas andlises cromatograficas em quintuplicata de cada uma das trés
solugdes, durante trés dias, totalizando-se 45 cromatografias para cada concentracao.

Foram calculados as médias, desvios padrdes e desvios padrdes relativos,
considerando-se precisas as andlises com DPR < 5% (29, 35, 50, 74).

O mesmo experimento foi realizado para o piroxicam, sendo que, a partir das novas
solugdes estoques de 2500 pg ‘mL”, em triplicatas e dissolvidas em metanol, foram obtidas as
solucdes de piroxicam nas concentragdes de 1000 ug “mL™, 500 pg -mL™", 250 pg “mL™, 10

ng mL'e5pug mL™.

3.4.4 Limites de Quantificacio e de Deteccao

Os ensaios para definir o limite de quantificacdo foram iniciados nos valores das
menores concentragdes lineares e validados nos ensaios intra-corrida e inter-corrida das
solu¢des de AMB/Sigma-Aldrich e de Piroxicam.

Assim, foram preparadas dilui¢des sucessivas, em metanol, todas em triplicatas, de

AMB/Sigma-Aldrich nas concentracdes de 11,25 pg - mL™", 5,63 ug - mL™", 2,81 ug “mL™,
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1,41 png ‘mL™", 0,68 ug ‘mL™", 0,34 ug ‘mL™", 0,17 ug ‘mL™”, e 0,08 ug ‘mL". O mesmo foi
feito com piroxicam, preparando-se diluicdes sucessivas, em metanol, todas em triplicatas,
cujas concentragdes foram 5 pg ‘mL™", 2,5 ug ‘mL", 1,25 ug ‘mL", 0,625 ug ‘mL" e 0,3125
ug ‘mL™".

Foram realizadas, em um udnico dia, as andlises cromatograficas em quintuplicata para
cada amostra. Desta forma, para cada concentracdo foram obtidos 15 cromatogramas.

As médias das leituras foram calculadas, assim como os desvios padrdes e os desvios
padrdes relativos de cada solugéo, ndo se admitindo DPR > 5% (29, 35, 50, 74).

Foram realizados, por fim, cromatografias para definir o limite de detec¢@o. Para tanto,
foram coletadas cinco amostras de fase mdvel (acetonitrila/EDTA 10 mM, 40/60 v/v), que
foram submetidas a andlise cromatografica, no mesmo dia e nas mesmas condigdes de
cromatografia das solugdes de AMB/Sigma-Aldrich e de piroxicam. Ao maior ruido da linha
de base (4rea), foi multiplicado, conforme recomendacdo da Legislacgdo em vigor
(ANVISA/MS), o fator 3 (trés). O valor do limite de detec¢do € feito em uma tnica etapa,
sendo vélido tanto para AMB/Sigma-Aldrich quanto para Piroxicam, pois ¢é feita

cromatografia em quintuplicata de uma solug@o estoque de fase mével (35).

3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS

Os animais foram organizados randomicamente em grupos de cinco individuos, que
foram submetidos aos seguintes tratamentos experimentais: grupo I (Nano-D-AMB), 6 mg -
kg'1 i.p., eutandsia apds 24 h de tratamento); grupo II (Nano-D-AMB), 6 mg - kg1 ip.,
eutandsia apos 48 h de tratamento); grupo III (Nano-D-AMB), 6 mg - kg1 1.p., eutandsia apos
72 h de tratamento); grupo IV (Anforicin B®, 6 mg - kg1 i.p., eutandsia apds 24 h de

tratamento); grupo V (Anforicin B®, 6 mg- kg1 1.p., eutandsia apds 48 h de tratamento); grupo
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VI (Anforicin B®, 6 mg - kg1 1.p., eutandsia apés 72 h de tratamento). Todos os animais
receberam uma tnica dose do respectivo medicamento (Anforicin B® ou Nano-D-AMB). Para
coleta das amostras de sangue e pulmio, foi realizada anestesia seguida de eutandsia. As

amostras foram conservadas a -20°C.

3.5.1 Tratamento e Analise Cromatografica dos Tecidos

Animais sadios e ndo infectados, da linhagem Balb/c, machos, com idade entre 4 a 5
semanas, pesando de 20 a 22 gramas, comprados da Universidade de Sdo Paulo, Campus
Ribeirdo Preto, foram usados neste estudo.

Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno e mantidos em condi¢des
controladas de luminosidade, com livre acesso a 4gua e a uma dieta padrdo do alojamento de
animais do Laboratdrio de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia — CIEX/FM/UnB. Os mesmos foram organizados em 6 grupos experimentais,
conforme descrito anteriormente. Realizou-se a administracio dos medicamentos Nano-D-
AMB (NanoAnf) e Anforicin B®, na dose de 6 mg - kg'l, por via intraperitoneal, nos
respectivos animais.

Para a coleta das amostras teciduais, os animais foram, apds os tempos de 24 horas, 48
horas ou 72 horas, devidamente anestesiados com uma associagdo de cetamina 10% (100 mg -
kg 1y e xilazina 2% (10 mg kg b, (50:50; v/v) e eutanasiados.

Os procedimentos de coleta de sangue e maceracdo de tecidos foram realizados com
base em publicac¢des anteriores (29, 50, 74, 76, 79). O sangue foi coletado por via intravenosa
(veia cava caudal), transferido para um frasco contendo 5 uL. de EDTA (anticoagulante) e

centrifugado a 2000 G a 25°C durante 10 minutos. No plasma coletado, foram adicionados
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200 uL de solugdo de piroxicam a 2,5 mg ° mL"', como padrdo interno. As amostras foram
estocadas a — 20°C.

Os pulmdes coletados foram macerados com 500 uL. de dgua deionizada e 200 uL de
solugdo de piroxicam 2,5 mg - mL™" preparada em metanol. As amostras maceradas foram
estocadas a — 20°C.

As extracdes teciduais dos fairmacos anfotericina B e piroxicam foram realizadas de
acordo com publicacdes anteriores (29, 50, 74, 76, 78, 79, 89, 90). Em todas as amostras de
plasma e pulmdo que estavam estocadas a — 20°C, foram adicionados 500 uL. de DMSO (para
romper o polimero PLGA e para solubilizar o desoxicolato de AMB) e 1 mL de metanol grau
CLAE, para a precipitacdo de proteinas. As amostras foram deixadas em repouso durante 30
segundos a 1 minuto e homogeneizadas durante 3 minutos para serem, em seguida,
centrifugadas a 2000 G , durante 15 minutos, a 20°C. Apds, os respectivos sobrenadantes (2
mL) foram transferidos para novos frascos, os quais receberam 1 mL de uma solucdo de
metanol 45% preparado em dgua deionizada. A mistura foi devidamente homogeneizada e,
em seguida, transferida para a coluna SPE Bond Ellut, que foi deixada em repouso por 1
minuto para que houvesse elui¢do lenta (por gravidade). Apds este tempo, a coluna SPE Bond
Ellut foi centrifugada a 250 G, durante 2 minutos, a 25°C. O eluido foi desprezado.

Por fim, os fairmacos piroxicam e AMB que ficaram retidos na fase estaciondria da
coluna SPE Bond Ellut, foram eluidos com 1 mL de fase mével em cada elui¢do, sendo
realizadas duas elui¢cdes por amostra, a 250 G, durante 2 minutos, a 25°C.

Os novos eluidos receberam, nos ensaios de investigacdo das concentracdes
plasmaticas e pulmonares de AMB, 100 uL de solucéo fortificadora de AMB/Sigma-Aldrich

100 ug -mL™" e foram devidamente filtrados e, em seguida, cromatografados por CLAE.
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3.6 AVALIACAO DA TAXA DE RECUPERACAO — EFICIENCIA DE EXTRACAO

Os ensaios realizados para mensurar a taxa de recuperagdo de AMB a partir do plasma
e do pulmio sdo semelhantes aos ensaios de investigagdo das concentragdes plasmaticas e
pulmonares de AMB, diferindo, principalmente, no modo de administracdo dos
medicamentos (spiking).

Camundongos da linhagem Balb/c, machos, sadios e ndo infectados, foram
organizados em quatro grupos, de acordo com as concentragdes das solucdes de AMB/Sigma-
Aldrich e de piroxicam, sendo todas as solugdes preparadas em metanol grau CLAE, que
foram adicionadas diretamente nos plasmas (obtidos a partir da centrifugacdo de sangue) e
nos pulmdes coletados apds eutandsia.

As solucdes de AMB/Sigma-Aldrich e de piroxicam foram preparadas nas seguintes
concentragdes: 1 ug ‘mL™", 5 ug ‘mL™, 10 ung - mL" e 50 ug mL"". Deste modo, os tecidos
foram distribuidos em quatro grupos (n = 3), de acordo com a concentragdo da solugdo
preparada.

Em cada amostra de plasma e de pulmao, foram adicionados 100 uL de cada uma das
solugdes, ou seja, 100 pL de piroxicam e 100 uL. de AMB/Sigma-Aldrich.

Para tanto, apds a coleta dos pulmdes, estes foram macerados com 500 pL de 4dgua
deionizada; o volume de macerado foi transferido para um frasco.

O sangue foi coletado na veia cava caudal (injecdo intra-venosa) e transferido para um
frasco contendo 5 pL. de EDTA (anticoagulante), que foi homogeneizado imediatamente e
centrifugado, para a obtencdo do plasma.

Ap6s, adicionou-se 100 uLL de cada uma das solucdes de AMB/Sigma-Aldrich (1 pug -

mL’, 5 ug “mL", 10 ug “mL" ou 50 ug “mL™") ou 100 puL de cada uma das solugdes de
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piroxicam (1 pg ‘mL", 5 ug ‘mL", 10 ug ‘mL" ou 50 ug “mL™), 1000 uL de metanol grau
CLAE e 500 uL de DMSO.

As misturas foram homogeneizadas durante 3 minutos e centrifugadas a 2000 G,
durante 15 minutos, a 25°C.

Em seguida, realizou-se a coleta dos sobrenadantes (1 mL) que foram transferidos para
um novo frasco; os precipitados foram desprezados. Foi adicionado 1 mL de metanol 45% em
cada uma das amostras e as misturas foram homogeneizadas por 30 segundos a 1 minuto
sendo que, logo apds, o conteido de cada amostra foi transferido para as respectivas colunas
de extracdo de fase s6lida (SPE Bond Ellut) para a centrifugacdo a 250 G, 2 minutos, 25°C.

Entdo, os eluidos foram desprezados e os farmacos (AMB e piroxicam) que ficaram
retidos na fase estaciondria da coluna SPE Bond Ellut foram eluidos, duas vezes, com 1 mL
de fase mével em cada eluicdo.

As solugdes eluidas receberam 100 pL de solucdo fortificadora de AMB/Sigma-
Aldrich, numa concentragdo de 100 pg - mL". Por fim, as amostras foram separadamente

filtradas e analisadas por CLAE, de acordo com publica¢des anteriores (91, 92, 93, 94).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do presente estudo foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o
programa PASW® Statistics versio 17.0. Os resultados de concentracdo de anfotericina B
foram expressos como média + desvio padrdo da média. Utilizou-se andlise de variancia one-
way (ANOVA) seguido do teste de Tukey para comparacdes entre os valores de concentracao
tecidual obtidos nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h para cada um dos tratamentos. Comparagdes
entre pares de grupos, a exemplo do nivel plasmético de anfotericina B apds tratamentos com

Nano-D-AMB (NanoAnf) e Anforicin B®, foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de
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Mann-Whitney. Os niveis de significancia estatistica adotados no presente estudo foram 0,01

e 0,05, de acordo com o teste realizado.

4 RESULTADOS

4.1 VALIDACAO DOS METODOS DE ANALISES DA ANFOTERICINA B E DO

PIROXICAM

4.1.1 Linearidade

As concentragdes de AMB/Sigma-Aldrich que se apresentaram lineares foram: 180 pg
‘mL™", 90 pg mL™", 45 pg 'mL™", 22,5 pg 'mL™", 2,25 pg 'mL™", 0,36 pg 'mL™", 0,18 pg " mL"
e 0,09 pug - mL". As concentragdes de Piroxicam que se apresentaram lineares foram as
seguintes: 1000 pg *mL™", 500 ug *mL", 250 ug "'mL™", 100 pg " mL™", 40 ug 'mL™" , 10 pg -
mL' e5pug mL™.

Nas andlises cromatogréficas, as dreas dos picos de anfotericina B foram proporcionais
as concentragdes da droga injetada na coluna no intervalo de 2,25 a 180 pug - mL™! (Figura 1).
A andlise de regressao linear pelo método dos miltiplos quadrados resultou na equagdo da
reta y = 115382x - 9179,5; o coeficiente de regressdo (r*) da curva de calibragdo foi de

0,9999.
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Figura 1- Relacdo entre concentragdes tedricas e dreas de leitura de AMB. Solucdes
de AMB/Sigma-Aldrich (desoxicolato de anfotericina B 45%) foram preparadas em metanol e
suas concentragcdes foram determinadas por CLAE. A curva de calibragdo acima representada
¢ o resultado das anélises cromatograficas de solucdes de AMB/Sigma-Aldrich que variaram
de2,25a180 ug mL".

Nas andlises cromatograficas, as dreas dos picos de piroxicam foram proporcionais as

concentragdes da droga injetada na coluna no intervalo de 5 a 1000 pg - mL" (Figura 2). A

andlise de regressdo linear pelo método dos multiplos quadrados resultou na equagéo da reta y

= 68462x + 2124,3; o coeficiente de regressao (rz) da curva de calibracido foi de 0,9999.
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Relacido entre Concentracéo e Area sob a Curva de Piroxicam
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Figura 2- Relacdo entre concentracdes tedricas e dreas de leitura de Piroxicam. Solucdes de
piroxicam (padrdo interno, Sigma-Aldrich) foram preparadas em metanol e suas
concentragdes foram determinadas por CLAE. A curva de calibragdo representa o resultado
das andlises cromatograficas de solugdes de piroxicam (Sigma-Aldrich) de concentracdes que
variaram de 5,0 a 1000 pg- mL".

4.1.2 Especificidade

Os cromatogramas das solugdes de trabalho, bem como das amostras de plasma e
pulmdes fortificadas, apresentaram um pico de AMB claramente distinguivel a 10 minutos e a
13 minutos, respectivamente (Figura 3). A drea sob a curva do piroxicam mostrou-se
distinguivel a 5 minutos. Nenhuma substancia interferiu com o sinal ou tempo de retencdo de

AMB.
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Figura 3 — Cromatograma representativo de AMB. O tempo de retencdo de AMB
foi distinguivel em 10 minutos, quando dissolvido em metanol e, em 13 minutos,
quando extraida dos tecidos biolégicos.

4.1.3 Limites de Detecciao e Quantificacio

O limite de deteccdo e o limite inferior de quantificacdo de anfotericina B encontrados

em nosso estudo foram de 0,1 pg ‘mL" e 0,68 ug ‘mL”, respectivamente.

O limite de deteccdo e o limite inferior de quantificacdo de piroxicam encontrados em

nosso estudo foram de 0,1 ug mL" e 0,32 pg mL", respectivamente.
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4.1.4 Exatidao e Precisao

Os resultados obtidos com a validacdo deste método situaram-se dentro dos limites
aceitdaveis. A exatidao variou de 96,5% a 108,8%, com média de 100,2%, conforme
demonstrado na Tabela 1. A média de precisdo intra-dia foi de 1,7%, variando de 1,2% a
2,1% (Tabela 2). Quanto a precisdo inter-ensaio (n=15 leituras/dia), os desvios padrdes

relativos variaram de 2,9% a 6,0%. A precisdo geral do conjunto de leituras realizadas nos

trés dias (n=45 leituras) foi 4,7% (Tabela 3).

Tabela 1 - Valores observados de leitura das curvas padrdes, desvio padrdo relativo (D.P.R.) e
exatiddo das seis concentragdes de anfotericina B avaliadas.

Concentragdo tedrica Concentracio Exatiddo (%) Precisdo

(ug mL™) observada (ug - mL™) D.P.R. (%)

(média, n=15)

2,25 2,2 96,5 2,6
11,25 12,2 108,8 2,0
22,5 21,8 96,8 2,8
45,00 44,7 99,3 5,5
90,00 90,0 100,0 4,0

180,00 180,1 100,1 35
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Tabela 2 - Precisao intra-dia do método de CLAE para anélise de AMB.

Concentragdo tedrica Concentracio Exatidao (%) Precisdo

(ug- mL™") observada (ug - mL™) D.P.R. (%)

(média=DP, n=15)

0,36 0,41+0,01 113,4 2,1
2,25 2,23+0,04 99,2 1.8
22,50 24,93+0,30 110,8 1,2
Média, n=15 108,0 1,7

Tabela 3 - Precisao inter-dia do método de CLAE para anélise de AMB.

Concentragio Concentracio observada (ug - mL™") (média+DP, Exatidao Precisdo
tedrica n=15, cada dia) (%) D.P.R. (%)
(ng - mL") Dia 1 Dia 2 Dia 3
0,36 0,37+0,02 0,375+0,02 0,378+0,03 104,1 6,0
2,25 2,23+0,04 2,358+0,06 2,254+0,01 101,1 29
22,50 24,77+0,23 24,016%1,15 22,665+0,89 106,0 5,0
Média, n=45 103,7 4,7

Os resultados obtidos com a validagdo deste método também situaram-se dentro dos
limites aceitdveis para o farmaco piroxicam (padrio-interno). A exatiddo variou de 98,3% a
103,8%, com média de 100,71%, conforme demonstrado na Tabela 4. A média de precisdo
intra-dia foi de 3,55%, variando de 0,13% a 4,97% (Tabela 5). Quanto aos ensaios inter-dia
(n=15 leituras/dia), a precisdo variou de 0,9% a 5,28%. A precisdo geral do conjunto de

leituras realizadas nos trés dias (n=45 leituras) foi 3,15% (Tabela 6).
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Tabela 4. Valores observados de leitura das curvas padrdes, desvio padrdo relativo (D.P.R.) e
precisdo das seis concentragdes de piroxicam avaliadas.

Concentracio tedrica Concentracio Exatiddo (%) Precisdo
(ug mL™) observada (ug mL™") D.PR. (%)
(média, n=15)

5,00 5,19 103,80 6,3

10,00 10,12 101,20 6,7

40,00 40,38 100,95 5,6

100,00 98,30 98,30 2,1

250,00 253,25 101,30 54

500,00 496,90 99,38 5,1

1000,00 1000,90 100,09 3,1

Tabela 5. Precis@o intra-dia do método de CLAE para andlise de Piroxicam.

Concentracio tedrica Concentracdo Exatidao (%) Precisdo

(ng mL'l) observada (ug mL‘l) D.PR. (%)
(médiatDP, n=15)

5,00 4,87 £0,18 97,40 3,86

10,00 8,52 +0,37 85,20 4,43

250,00 248,90 = 10,85 99,56 4,36

500,00 526,58 £ 0,02 118,69 0,01

1000,00 1009,70 £ 1,33 100,97 0,13

Média, n=15 100,37 2,56




Tabela 6. Precisdo inter-dia do método de CLAE para anélise de Piroxicam.

Concentragio Concentracio observada (ug mL™") (médiaxDP, n=15, Exatidao Precisdo
tedrica cada dia) (%) D.PR. (%)
(ngmL™) Dia 1 Dia 2 Dia 3
5,00 4,80+0,10 5,20 £0,25 5,12 £0,24 100,80 5,31
10,00 9,22 £0,12 10,03 £ 0,49 10,30 £ 0,51 98,50 6,32
250,00 260,25 + 0,99 261,83 £ 0,54 261,25 +5,06 104,44 1,15
500,00 497,13 +£4,85 497,43 +4,92 497,06 + 4,76 99,44 0,94
1000,00 1033,53 £ 1,74 1038,24 £ 0,94 1017,08 £2,57 102,96 0,90
Média, n=45 101,22 2,92

4.2 AVALIACAO DA TAXA DE RECUPERACAO - EFICIENCIA DA EXTRACAO
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A eficiéncia de extragdo para a anfotericina B usando o protocolo proposto no presente

estudo variou de acordo com a concentragdo de analito utilizada no plasma e pulmdes

(Tabelas 7 e 8). A eficiéncia de recuperacdo diminuiu progressivamente com o aumento da

concentragdo de anfotericina B no plasma e pulmdes. Os valores médios da taxa de

recuperacdo a partir do plasma e pulmdes foram 74,6% e 61,3%, respectivamente. Estes

valores tém sido suficientemente adequados para a avaliacdo da taxa de recuperacio de AMB

a partir de plasma e de pulmdes de camundongos Balb/C. Em outros estudos publicados

anteriormente, t€m sido reportados que os valores da taxa de recuperagdo t€m variado de 60%

a 80%, aproximadamente (19, 29, 41, 42, 50, 58, 74, 78).



Tabela 7 - Eficiéncia de extracdo e DPR em amostras de plasma fortificadas com AMB.

Concentragdo tedrica Eficiéncia de extracdo (%) D.P.R. (%)
(ug mL™")
0,50 103,7 12,8
1,00 70,1 0,2
5,00 50,0 8,8
Média, n=15 74,6

Tabela 8 - Eficiéncia de extracdo e DPR em amostras de pulméo fortificadas com AMB.

Concentragio tedrica Eficiéncia de extragdo (%) D.P.R. (%)
(ug mL™")
0,50 69,6 17,28
1,00 67,5 0,45
5,00 46,8 1,74

Média, n=9 61,3

39
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4.3 CONCENTRACOES PLASMATICAS E PULMONARES DE ANFOTERICINA B
APOS TRATAMENTO COM NANO-D-AMB (NANOANF) (6 mg * Kg', LP.) E COM

ANFORICIN B® (6 mg Kg', 1.P.)

O presente estudo mostrou que o tratamento com Nano-D-AMB (NanoAnf) resultou
em concentragdes plasmadticas superiores de AMB nos tempos 24 h, 48 h e 72 h, quando
comparado com o tratamento com Anforicin B® (p<0,03, teste de Mann-Whitney) (Figura 4).
Os niveis pulmonares de AMB, entretanto, ndo foram diferentes nos tempos de 24 h, 48 h e
72 h para os tratamentos com Nano-D-AMB (NanoAnf) ou Anforicin B® (Tabela 9, Figura 5).
Foi observada diferenca significativa entre as concentragdes plasmaéticas e pulmonares apds
tratamento com Nano-D-AMB (NanoAnf) apenas no tempo 24 h (Tabela 9, Figura 6), onde as

concentragdes de AMB nos pulmdes foram superiores aquelas obtidas a partir dos plasmas.

Quanto ao grupo tratado com Anforicin B®, foi observada diferenca significativa entre
as concentragdes plasmaticas e pulmonares do firmaco nos tempos 24 h e 48 h (Tabela 9,
Figura 7). N@o foram observadas diferengas significativas nas concentragdes de AMB no
plasma ou nos pulmdes entre os tempos 24 h, 48 h e 72 h, seja para o tratamento com Nano-

D-AMB (NanoAnf) ou Anforicin B® (Tabela 9).
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Tabela 9 - Concentragdes plasmaéticas e pulmonares de anfotericina B apds tratamento

com Nano-D-AMB (NanoAnf) ou Anforicin B®.

Tecido Concentracoes (média + D.P.) de anfotericina B em amostras de plasma
(ng- mL™") ou de pulmao (ug - g'l), apos tratamento com:

Nano-D-AMB (NanoAnf) Anforicin B®

24 h 48 h 72 h 24h 48 h 72 h

Plasma 2.04%0,51%  231£0,57° 1,85+0,46" 1,16 0,19 1,41£0,56° 1,32+041

Pulmao 3.03+0,78 2,79 +£1,23 2,21 £0,68 3,14+£2,00 2,48+1,28 2,18+ 1,16

p<0,01 para Nano-D-AMB (NanoAnf) versus Anforicin no plasma, no tempo 24 h (teste de
Mann-Whitney).

bp<0,05 para Nano-D-AMB (NanoAnf) versus Anforicin no plasma, nos tempos 48 he 72 h
(teste de Mann-Whitney).

‘p<0,05 para Nano-D-AMB (NanoAnf) no plasma versus Nano-D-AMB (NanoAnf) no
pulmao (teste de Mann-Whitney).

01p<0,05 para Anforicin B® no plasma versus Anforicin B®no pulmio, nos tempos 24 h e 48 h
(teste de Mann-Whitney).
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Figura 4 — Concentragdes Plasmdticas de AMB [Anforicin B x Nano-D-AMB (NanoAnf)].
Camundongos da linhagem Balb/c foram alocados em 3 grupos (n=5) e foram tratados com
Nano-D-AMB (NanoAnf), enquanto que outros trés grupos (n=5) foram tratados com
Anforicin B®. Todos os camundongos receberam uma dose Unica de 6mg - kg'1 de
medicamento, administrada por via intraperitoneal. Ap6s 24h, 48h e 72h foi realizada a
colheita das amostras de plasma e submetidas ao método de extracéo e analisadas em CLAE.

Os niveis plasmaticos de anfotericina B foram superiores nos grupos tratados com Nano-D-
AMB (NanoAnf).

Farmaco
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B

0,0
24 48 72
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Figura 5 — Concentragdes Pulmonares de AMB [Anforicin B x Nano-D-AMB (NanoAnf)].
Camundongos Balb/c (n=30) foram tratados com Anforicin B® ou Nano-D-AMB (NanoAnf),
6 mg - kg'l, dose tnica, pela via intraperitoneal e, ap6s 24h, 48h e 72h, os pulmdes foram
coletados e submetidos a extracéo e andlise por CLAE. Nao se observaram diferengas entre os
niveis pulmonares de AMB nos grupos.
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Figura 6 — Concentracdes Plasmatica/Pulmonar de AMB [Nano-D-AMB (NanoAnf)].
Camundongos da linhagem Balb/c foram tratados com Nano-D-AMB (NanoAnf), 6 mg " kg™
em regime de dose unica, administrado pela via intra-peritoneal. As concentragdes de AMB
no tecido pulmonar foram superiores aquelas obtidas a partir dos plasmas somente no tempo
24h.
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Figura 7 — Concentragdes Plasmatica/Pulmonar de AMB (Anforicin B).Os niveis plasmaticos
de AMB foram analisados por CLAE e comparados com os niveis pulmonares de AMB de
comundongos, que receberam a dose tnica de 6 mgkg™ por via intra-peritonial de Anforicin
B®. As concentracdes de AMB no tecido pulmonar foram superiores aquelas obtidas a partir
dos plasmas nos tempos 24h e 48h.
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5 DISCUSSAO

O antifungico anfotericina B permanece como um medicamento ttil no tratamento das
infec¢des flngicas, devido a sua eficicia e amplo espectro de atividade. Varias preparacdes
com base em lipidios ou polimeros biodegradaveis t€ém sido desenvolvidas a fim de reduzir a
toxicidade da AMB e promover uma liberacdo sustentada do farmaco (21, 22, 95, 96, 97, 98).
As diferengas na farmacocinética das novas formula¢des podem ser avaliadas por métodos
analiticos, especialmente CLAE (23, 29, 50, 74, 91, 93, 97, 99, 100, 101). Os modelos
animais de infec¢des flingicas freqiientemente utilizam ratos ou camundongos, 0 que requer
um método preciso (demonstrado com testes intra-ensaio e inter-ensaios) e sensivel para
quantificar AMB a partir de amostras de tecido de pequeno volume (50, 58, 74). O presente
estudo estabeleceu uma metodologia baseada na extracdo em fase sdlida seguida por CLAE
capaz de quantificar as concentracdes de AMB de amostras de plasma e pulmdes colhidas de

camundongos (24, 41, 78).

As metodologias utilizadas para quantificacdo da anfotericina B em amostras
bioldgicas, objeto do atual estudo, utilizaram métodos cromatograficos que necessitaram de
uma fase inicial dedicada & sua validacdo. Para tanto, foram consideradas recomendacdes

publicadas anteriormente na literatura cientifica e, também, aquelas definidas pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitdria do Brasil (ANVISA, RE n. 899) (29, 35, 86, 87, 88).

O método proposto no atual estudo mostrou resolugcdo cromatografica satisfatoria,
utilizando como fase movel acetonitrila:EDTA 10 mM (40:60, v/v), conforme descrito
anteriormente (29). Em outro estudo, a molaridade do EDTA que constitui a fase movel,
juntamente com a acetonitrila, precisou ser aumentada para 20 mM para obtencdo de
resolucdo cromatogréfica satisfatoria (91). Os autores também elevaram o pH para 5,0. No

atual estudo, o valor do pH foi ligeiramente elevado para 4,65, em relagdo ao valor 4,2
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descrito anteriormente, para melhorar a resoluc¢do do pico, procedimento ja relatado em alguns
estudos (29, 41). O tempo de retengdo de AMB encontrado no atual estudo foi de
aproximadamente 13 minutos, valor superior ao de estudos anteriores que encontraram 4,9 a
6-7 minutos (29, 90, 91). No entanto, alguns autores encontraram, aproximadamente, o

mesmo tempo de retencdo do presente estudo, 12 minutos (92, 93).

Os valores dos comprimentos de onda UV freqiientemente utilizados para detectar
AMB estdo proximos ou iguais a 382 nm, valor semelhante ao utilizado no presente estudo
(79, 99). No entanto, outros trabalhos tém detectado AMB em valores mais elevados, como

comprimento de onda de 407 nm (91, 92, 93).

Os resultados dos diferentes protocolos para CLAE tém mostrado diferengas na menor
concentracdo do farmaco que pode ser medido com exatiddo e precisdo aceitdveis.
Publicacdes anteriores relataram limites de quantificacdo que variaram de 0,01 pg - mL"' e

0,05 ug ‘mL" até 0,5 ug 'mL™" (58, 91, 102).

Limites de quantificacdo préximos da faixa de concentracdo plasmdtica e tecidual
podem comprometer a quantificacdo de AMB. Esta limitacdo ocorreu em estudo anterior, com
algumas amostras pulmonares de animais tratados com as formulagdes de Ambisome® e
Abelcet® (1,0 mg "~ kg -~ h, que resultou em valores ndo detectiveis (58). O limite de
quantifica¢io obtido no presente estudo foi de 0,68 pug *mL™, o que poderia afetar a medida
de concentracdes baixas do farmaco. Para evitar este problema, as amostras foram fortificadas
com 100 pL de solu¢io de AMB/Sigma-Aldrich (45 pg - mL™). Este procedimento é
particularmente Uutil para mensuracdo de niveis de anfotericina B em amostras teciduais de
animais tratados com sistemas de liberagdo sustentada do firmaco, pois as concentragdes
teciduais do farmaco anfotericina B estdo abaixo do limite de deteccio do método

cromatografico em estudo.
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A extracdo em fase solida utilizada em nosso estudo foi baseada em publicacio
anterior (78). Os autores propuseram eluir a anfotericina B da coluna de extracdo utilizando
acetonitrila 60%. Este método produziu uma taxa de recuperacdo muito baixa no presente
estudo. Para melhorar a eficiéncia da recuperacdo, optou-se por eluir a AMB da coluna de
SPE utilizando a mesma solugdo da fase mdvel, ou seja, acetonitrila:EDTA 10 mM, 40:60,
v/v, em pH 4,65. A taxa de recuperagdo variou de acordo com a amostra de tecido em
questdo, e foi maior para o plasma (74,6%) em comparacdo com os pulmdes (61,3%). Apesar
de outros trabalhos relatarem uma maior eficiéncia de recuperagdo da AMB, o nivel

alcangado em nosso estudo foi suficiente para produzir resultados consistentes (91, 92, 93).

Finalmente, a metodologia de CLAE foi validada com sucesso, respeitando-se as
recomendacdes gerais anteriormente descritas, em termos de exatiddo e precisdo (86, 88,
103). Embora considera-se o valor 15% como aceitavel para o desvio padrao relativo, optou-
se por buscar valores de até 5% para os testes de precisdo (intra-ensaio e inter-ensaio) (104).
A média do desvio padrio relativo obtida no atual estudo foi de 1,7% e 4,7% para os ensaios
de precis@o intra-ensaio e inter-ensaio, respectivamente. Em sintese, os procedimentos de
valida¢do analitica indicaram que o método proposto neste estudo apresenta boa repetibilidade

(precisdo intra-ensaio) e boa precisdo intermedidria (precisdo inter-ensaio).

Os avancos na area de desenvolvimento de farmacos estdo fazendo surgir novas
opgoes terapéuticas capazes de prevenir ou curar algumas doencas de relevancia mundial.
Dentre elas, doengas fingicas, como a paracoccidioidomicose, que € causada pelo fungo
termo-dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis, apresenta urgéncia no desenvolvimento de
novos farmacos e medicamentos, pois, frequentemente, a terapia farmacoldgica atualmente
disponivel torna-se pouco eficaz em funcdo dos casos de resisténcia flngica. A
paracoccidioidomicose ¢ uma micose endémica de grande interesse para os paises da América

Latina, até porque tem alto potencial incapacitante e tem levado a morte prematura. Os
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pacientes com paracoccidioidomicose usualmente encontram-se na fase mais produtiva da
vida, portanto, esta infec¢do € uma doenga com um importante impacto social e econdmico

(46).

Diferente de outros fungos patogénicos, Paracoccidioides brasiliensis é sensivel a
maioria dos farmacos antiflingicos, como os antibacterianos sulfonamidas (sulfadiazina,
sulfametoxazol associado ao trimetoprim), os antifiingicos azdélicos (cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol) e a anfotericina B, dentre outros. No entanto, ha relatos de
resisténcia com farmacos sulfamidicos e azélicos. Além disso, os azdlicos sdo potencialmente

hepatotoxicos e a sua maioria faz inibicdo das enzimas microssomais hepdticas, o que

aumenta os riscos de intera¢cdes com outros medicamentos (1, 43, 44, 46).

Em pacientes com paracoccidioidomicose e insuficiéncia renal, os azdlicos podem ser
usados, nao havendo necessidade de reducdo de dose. As sulfas devem ser evitadas, assim
como AMB, pela nefrotoxicidade. Em pacientes com disfungdes hepdticas, os azélicos devem
ser evitados; ja as sulfas, devem ser utilizadas com cautela, pois, raramente, podem causar
hepatotoxicidade. Desoxicolato de AMB pode ser indicada com menos restricdes em
hepatopatas, mas as preparacdes lipidicas tém revelado certo grau de hepatotoxicidade (46,

105).

Algumas estratégias de nanoestruturacio de AMB jd foram desenvolvidas; estes
processos tém sido denominados de rejuvenescimento (ou re-patenteamento), nos quais,
farmacos mais antigos t€m sido reformulados em micro ou nanoesferas. A utilizagdo de
carreadores de natureza lipidica para AMB tem apresentado resultados otimistas quanto a

reducido de eventos adversos (22, 105).

Quatro formulagdes lipidicas nanoestruturadas de AMB estdo disponiveis para o uso

clinico: AMB complexo lipidico/ABLC (Abelcet®), AMB complexada com dispersio
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coloidal/ABCD (Amphotec®) e Amphocil®, além de AMB lipossomal/L.-AMB (Ambisome®).
Nenhuma das formulagdes foram preparadas em blendas poliméricas. Destas, apenas L-AMB
€ verdadeiramente lipossomal, sendo que, as outras formulagdes se apresentam na forma de
dispersdo coloidal. O medicamento Nano-D-AMB (NanoAnf) foi preparado em blenda
polimérica de PLGA revestido com DMSA. Este polimero permite uma liberagdo sustentada

do farmaco, além de representar uma formulagdo terap€utica mais estdvel, do ponto de vista

de biodegradacdo (22, 40, 55, 58, 74, 103).

Embora estas novas preparacdes para a AMB possam ser utilizadas nas terapias em
substitui¢do a formulagdo convencional (desoxicolato de AMB — Fungizone® ou Anforicin
B®), o seu uso ainda € restrito devido ao alto custo. Porém, é necessario observar que o uso
das especialidades farmacéuticas convencionais contendo AMB requer a internagdo do
paciente a fim de que possam ser monitorados quanto as reagdes adversas. Além disso, as
formulagdes nanoestruturadas lipossomais foram desenvolvidas por laboratérios do exterior e
sdao amparadas por suas respectivas patentes. Neste contexto, aponta-se para a necessidade do
desenvolvimento de novas formulagdes nanoestruturadas alternativas no Brasil, tais como,

Nano-D-AMB (NanoAnf) (22).

E com esse intento de apontar possiveis estratégias para racionalizar o tratamento dos
doentes que necessitam do uso dos antifingicos citados, reduzindo reagdes adversas e
aumentando a eficicia e efetividade clinicas dos medicamentos, que foi desenvolvido um
projeto cooperativo entre Universidade de Brasilia (UnB) e Universidade de Sdo Paulo,
campus Ribeirdo Preto (USP), visando preparacdio de AMB nanoestruturada em mistura
polimérica de PLGA funcionalizada com DMSA, denominada Nano-D-AMB (NanoAnf)

(22).
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Em modelos experimentais, esta preparacdo tem apresentado eficdcia terapéutica
superior a formulagdo convencional de AMB (Fungizone®). A nanoestrutura € constituida de
120 pg de desoxicolato de AMB dispersas em 100 uL. de uma suspensio coloidal em PLGA e
DMSA. PLGA ¢é um polimero biodegraddvel que tem sido utilizado em sistemas para
liberag@o controlada de farmacos; estes sistemas poliméricos sdo moléculas orginicas de alta
massa molecular constituidos, em geral, por mais de 50 mondmeros (9, 106). Ao se
agregarem em um padrio regular, formam uma matriz onde o firmaco encontra-se inserido
(19). Outros estudos demonstram que a liberacdo do farmaco decorre da dissolucdo gradual da

matriz e é constituida pela solubilidade e porosidade da mesma (13).

A estes sistemas poliméricos, podem ser inseridos fiarmacos em quantidades
suficientes para uma tnica dose ou para mais de uma dose (5, 107).

No presente estudo, foram determinadas as concentragdes plasmaticas e pulmonares
de AMB em animais tratados com Nano-D-AMB (NanoAnf), utilizando-se da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram administradas, em regime de dose tnica e por via
intra-peritoneal, Anforicin B® e Nano-D-AMB (NanoAnf) (108). As doses administradas

foram iguais para ambos os grupos de animais, ou seja, 6 mg kg’l.

As nanoparticulas de AMB em teste no atual estudo mostraram niveis plasmaticos
superiores em relagdo aqueles obtidos dos tratamentos com Anforicin B® apds 24 h, 48 he 72
h seguidas da administrag¢@o intra-peritoneal nas doses de 6 mg kg'l. Isso pode sinalizar a
possibilidade da formulagdo atual ser preparada com quantidade de AMB inferior a 120 pg
em cada 100 pL de formulagdo, implicando seguramente, em reducdo de eventos adversos,
tais como a nefrotoxicidade e, com a eficicia antifingica igual ou até mesmo superior a atual
AMB nanoestruturada. Deste modo, a formulagdo Nano-D-AMB (NanoAnf), que € preparada
com 120 pg de AMB em 100 pL de formulagéo, talvez possa ser preparada utilizando-se uma

quantidade inferior a 120 pg de AMB.
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Estudos anteriores, como os realizados por Kim et al. 1984, sobre a farmacocinética da
anfotericina B em animais t€m revelado diferencas quanto as concentra¢des plasmadticas e
pulmonares em termos de concentragido e de meia-vida (t;,). Inicialmente, a t;»3 do fadrmaco
pode variar entre as diferentes espécies animais, sendo superior no cio (46,8h), seguida do
macaco Cynomolgus (35,3 h), camundongo - espécie utilizada no presente estudo (27,5h), e
rato (16h), isto considerando-se uma administragio de 0,6mg *Kg™ por via endovenosa. Em
outro estudo, no qual o farmaco foi administrado pela via intraperitoneal (1 mg *Kg™), a meia-
vida plasmatica em camundongos foi semelhante, 28,3h, havendo decaimento relativamente
proporcional da concentragdo plasmética, nos tempos 24, 48 e 72 h. Neste mesmo estudo,
apesar da meia-vida pulmonar ser de 15,5h, ndo ocorreu reducio da concentracdo do farmaco
entre os tempos 48h e 72h de forma proporcional a esta meia-vida (80). Takemoto e cols.
também verificaram que ndo houve congruéncia entre a reducdo nas concentragdes
plasmadticas nos tempos 24 h e 48 h e aquelas observadas nos pulmdes para os mesmos
tempos, apds administracio de anfotericina B 1mg - Kg’1 em camundongos pela via
endovenosa (72). As dosagens e o esquema posoldgico também influenciam as concentragdes
do farmaco nos pulmdes, porém, novamente, ndo hd proporcionalidade entre estas varidveis,
conforme demonstrado em estudo anterior com camundongos tratados por via endovenosa
com diferentes dosagens do farmaco (1, 4, 8, e 12 mg * Kg'l), dose tnica ou quatro doses
consecutivas a cada 24h, testando-se formulagdes convencional e lipidicas (58). Os resultados
acima apresentados mostram a complexidade da cinética da anfotericina B, que pode ser
influenciada pela fisiologia do organismo animal, via de administracdo, doses, intervalos

posoldgicos e formulacdes.

Em um estudo recentemente publicado, foram determinadas as concentracdes teciduais
de anfotericina B utilizando CLAE ap6s purificagdo por extragdo em fase solida, apds

autépsia de pacientes que receberam, por via intravenosa, 3,48 + 0,81 mg "kg™ de anfotericina
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B lipossomal (Ambisome®) ou 4,60 * 0,83 mg ‘kg'1 de anfotericina B em dispersdo coloidal
(Amphocil®), 72 horas antes de morrerem por faléncia miltipla de 6rgdos (os pacientes que
morreram apresentavam infecc¢des flingicas invasivas). Foram avaliados 20 pacientes, sendo

® e 13 foram tratados com Amphocil®. O

que sete foram tratados com Ambisome
medicamento convencional (Fungizone®) ndo foi administrado no intuito de preservar a
funcdo renal (78). As concentra¢des pulmonares de anfotericina B (32,62 + 22,52 ug- g'l) dos
pacientes que receberam o tratamento com Amphocil® foram superiores aquelas decorrentes
do tratamento com Ambisome® (11,63 £ 7,7 ug - g'l); entretanto, as concentragdes

plasmadticas de anfotericina B nos pacientes que foram tratados com Ambisome®  foram

superiores em relacdo aos pacientes que receberam Amphocil®.

Em outro estudo, foram determinadas as concentracdes teciduais de AMB em ratos
que receberam administracdo oral de uma formulagdo lipidica (Peceol/DSPE-PEGygn) (4,5
mg 'kg’l) contendo AMB, assim como, foram determinadas as concentragdes teciduais do
mesmo farmaco em ratos que receberam Abelcet® (5,0 mg 'kg'l, via i.v. em bolus),
Fungizone® (0,8 mg 'kg’l, via i.v. em bolus) ou Ambisome® (5,0 mg 'kg'l, via i.v. em bolus).
A biodisponibilidade de anfotericina B foi superior nos grupos que receberam Ambisome®
(5,0 mg 'kg'l, via i.v. em bolus) apds 24, 48 e 72 horas do tratamento. O tratamento com

Abelcet® resultou em biodisponibilidade de anfotericina B inferior aquelas obtidas com

® ®

Ambisome™ e com Fungizone ™, apds os tempos de 24, 48 e 72 horas (100).

Neste sentido, apesar da preparacdo Nano-D-AMB (NanoAnf) mostrar niveis
plasmadticos superiores, a concentracio pulmonar foi semelhante 2 Anforicin B®, em todos os
tempos testados. Nos animais que foram tratados com Nano-D-AMB (NanoAnf), as
concentracdes pulmonares de AMB variaram de 3,03 a 2,21 pg- g'l, enquanto que, nos grupos

tratados com Anforicin B®, as concentracdes variaram de 3,14 ug- g'1 al,l6 ug- g'l.
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Estes resultados podem sugerir que a formulagdo estruturada Nano-D-AMB
(NanoAnf), obtida pela insercio de 120 pg de desoxicolato de AMB em 100 pL de
preparagdo polimérica com PLGA e DMSA, seja capaz de carrear AMB, permitindo, apds a
sua administragdo, uma liberacdo do farmaco a partir da erosdo das misturas poliméricas de

PLGA e DMSA, ao longo de, aproximadamente, 72 horas (109).

Os dados obtidos neste estudo apontam que, Nano-D-AMB (NanoAnf) pode ser
considerado um novo sistema de liberagdo de firmaco. A administracio de Nano-D-AMB
(NanoAnf) por via intra-peritoneal em camundongos Balb/c produziu concentragoes
plasmaéticas superiores aquelas obtidas do tratamento com Anforicin B®, indicando uma

biodistribui¢do para os pulmdes de forma mais sustentada. (24, 107, 110, 111).

Os dados encontrados neste estudo ndo indicaram que Nano-D-AMB (NanoAnf)
aumentou os niveis pulmonares de AMB de modo significativo, quando comparados com
Anforicin B®. A esse respeito, os dados demonstram, ainda, que os niveis plasmaéticos de
AMB nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h sdo inferiores aos niveis pulmonares em todos os
grupos tratados, seja com Nano-D-AMB (NanoAnf) ou Anforicin B®. Deste modo, a inser¢ao
de DMSA na formulagio estruturada em blenda polimérica de PLGA n#o induziu vetorizacio
do farmaco para o tecido pulmonar, mesmo porque, os dados gerados demonstram que as
concentragdes pulmonares de AMB nao apresentam diferencas significativas entre os grupos

tratados com Nano-D-AMB (NanoAnf) e Anforicin B®.
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6 CONCLUSAO

A formulacdo da AMB estruturada em blenda polimérica de PLGA e DMSA -
NANO-D-AMB (NanoAnf) — apresentou diferenca na distribuicdo do firmaco no organismo
animal, quando comparado com o medicamento Anforicin B®. Assim, a preparagdo NANO-
D-AMB (NanoAnf) mostrou niveis plasmadticos superiores ao do medicamento convencional
durante todo o intervalo de 24 h a 72 h, mantendo concentracdes pulmonares equivalentes a

de uma dose tnica de 6 mg Kg'1 de Anforicin B®.

O presente estudo ndo € suficiente para afirmar que a preparacio NANO-D-AMB
atende as caracteristicas farmacotécnicas e farmacocinéticas de um sistema de liberacdo
sustentada de fairmacos. Entretanto, € um sistema inovador de entrega do firmaco AMB capaz
de manter niveis pulmonares equivalentes aos de uma dose tnica de 6 mg - Kg'1 durante 72 h,

0 que podera resultar em um regime posolégico mais satisfatorio para o paciente.

7 PERSPECTIVAS

O “rejuvenescimento” de AMB em estrutura de PLGA e DMSA (NANO-D-AMB)
representa um produto biotecnoldgico promissor, ou seja, com forte potencial de ser
absorvido pela industria farmacéutica. Este produto inovador permitird reduzir a freqii€ncia da
administracdo de doses de AMB de uma dose didria para uma dose a cada trés dias,
mantendo-se a eficicia antifiungica e reduzindo-se as lesdes teciduais e inflamacio no local da

administracio parenteral (22).
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