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RESUMO

O perfil de resisténcia de clones de Trypanosoma cruzi pertencentes a grupos genéticos
distintos em relacdo ao benzonidazol (BNZ) e itraconazol (ITC) foi anteriormente demonstrado
em camundongos. Considerando que a associagao de farmacos tem sido mais eficiente no
tratamento de diversas infec¢Oes, o objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo BNZ + ITC na
quimioterapia experimental da doenga de Chagas, considerando a variabilidade genética do
parasito e sua correlacgdo com a resisténcia ao tratamento etioldgico. Foram utilizados
camundongos Swiss infectados via IP com 10x10° tripomastigotas sanguineos de trés estoques
clonais pertencentes aos grupos genéticos Tcl (P209 CI1), TcV (BUG2149 CI10) e Tcll (IVV Cl4).
Dez dias pds-inoculagdo e confirmacgdo da infecgdo, os animais foram tratados via oral com 100
mg/Kg de cada composto durante 20 e 60 dias para o BNZ e ITC respectivamente, inclusive na
associacao dos farmacos. A avaliacdo da eficacia terapéutica foi feita por até 110 dias pos-
tratamento por exame de sangue a fresco (ESF), hemocultura (HC), PCR e ELISA. Foram
considerados curados os animais que apresentaram todos os exames negativos. O tratamento
com BNZ + ITC reduziu significativamente a parasitemia além de outros parametros a ela
relacionados nos trés grupos experimentais. Os indices de cura entre os grupos tratados com
BNZ, ITC e BNZ + ITC foram comparados. O tratamento com BNZ + ITC resultou em eficacia
terapéutica significativamente maior em relagdo ao BNZ e ITC isoladamente nos animais
infectados pelos trés clones estudados. Os indices de cura seguiram a mesma tendéncia dos
tratamentos isolados e apresentaram correlagdo com a distancia filogenética entre os clones de
T. cruzi estudados. Um método bioanalitico empregando CLAE com deteccdo UV precedido de
extracao liquido-liquido do BNZ e ITC contidos em amostras plasmaticas de animais tratados foi
desenvolvido pela primeira vez. O método foi validado de acordo com as especificacdes do FDA
e ANVISA, mostrando-se adequado para ser aplicado ao monitoramento farmacocinético no
modelo murino. Os perfis plasmaticos dos farmacos administrados simultaneamente em
regime de dose Unica revelaram significativa diminuigdao da concentragao plasmatica maxima
(Cmax) do BNZ e significativo aumento do seu tempo de meia-vida de eliminagdo (tyg) em
comparacdo a monoterapia. Estes resultados sugerem que o aumento da eficdcia do BNZ + ITC
ndo se limita apenas aos distintos mecanismos de agao dos farmacos, mas também a interagao
farmacocinética entre eles, na qual o ITC potencializa o efeito do BNZ por prolongar sua meia-

vida e consequentemente aumentar sua biodisponibilidade para melhor agao terapéutica.
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ABSTRACT

The resistance profiles of Trypanosoma cruzi clonal stocks from different genetic groups in
relation to benznidazole (BNZ) and itraconazole (ITC) were previously demonstrated in
mice. Taking into account that the drug combination has been more effective on treatment of
various infections, the aim of this study was to evaluate the association BNZ + ITC in
experimental chemotherapy of Chagas disease, considering the genetic variability of the
parasite and its correlation with the therapeutic resistance to etiological treatment. Swiss mice
infected via IP with 10,000 blood trypomastigotes of three clonal stocks from the genetic
groups Tcl (P209 CI1) TcV (BUG2149 CL10) and Tcll (IVV CL4) were used. Ten days after
inoculation the infected animals were orally treated with 100 mg/kg of each compound for 20
and 60 days for the BNZ and ITC, respectively, including the scheme of drug association. The
evaluation of treatment efficacy was carried out until 110 days post-treatment by fresh
examination (ESF), hemoculture (HC), PCR and ELISA. Animals that showed all negative
examinations were considered cured. The treatment with BNZ + ITC reduced significantly the
parasitemia and other related parameters of the three experimental groups. The index of cure
obtained with BNZ, ITC and BNZ + ITC treatments were compared. The treatment with BNZ +
ITC resulted in significant higher therapeutic efficacy in relation to BNZ and ITC administered
separately in the groups infected with the three clones studied. The index of cure followed the
same tendency of the isolated treatments and showed correlation with the phylogenetic
distance between the clones of T. cruzi studied. A bioanalytical method using HPLC-UV with
liquid-liquid extraction of the drugs in the plasmatic samples from animals treated was first
developed. This method was validated according to the specifications of FDA and ANVISA and
was suitable for its application in pre-clinical monitoring in murine model. The pharmacokinetic
profiles of the drugs simulneously administered in single dose regimen showed significant
decrease of maximum plasma concentration (Cmax) of BNZ and its significant increase of half-life
of elimination (tyg ) in relation to monotherapy. These results suggest that the increase of the
effectiveness of the associated chemotherapy (BNZ + ITC) is not limited only to the distinct
mechanisms of action of the drugs involved, but also due to the pharmacokinetic interaction
between them, in which the ITC enhances the effect of BNZ and its half-life time and thereby

increasing its bioavailability for better therapeutic action.
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1. INTRODUGCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta e descrita pelo
médico sanitarista Carlos Chagas em 1909 (Chagas, 1909). Trata-se de uma infeccdo causada
pelo parasito Trypanosoma cruzi, cuja transmissdo exige a participacdo de um vetor, o
triatomineo, conhecido popularmente pelos nomes de barbeiro, fincao, chupanca e classificado
biologicamente como um artrépode da classe Insecta, ordem Hemiptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae (Gaunt & Miles, 2000). As espécies de maior importancia
epidemioldgica na América do Sul sdo Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
dimidiata, Triatoma sordida, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus (WHO, 2007).

Durante muitos anos, o T. cruzi fez parte de um ecossistema exclusivamente americano,
extensivamente disperso no continente desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e
do Chile (Dias et al., 2002). No entanto, devido a intensificacdo das migragGes internacionais, a
doenca de Chagas também pode ser encontrada em regides consideradas ndo endémicas,
como em alguns paises da Europa e Jap3o (Sztajzel et al., 1996), Australia e Asia (Schmunis,
2007). O T. cruzi é um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastidae e familia
Trypanosomatidae, caracterizado pela existéncia de um Unico flagelo e do cinetoplasto, uma
estrutura que corresponde a uma condensacdo de DNA mitocondrial, denominado kDNA. As
formas evolutivas do parasito abrangem as tripomastigotas (forma infectante), epimastigotas
(formas de multiplicacdo no vetor e em culturas) e amastigotas (formas que se multiplicam
dentro das células do hospedeiro vertebrado).

A maior parte dos casos de infeccdo ocorre pela via vetorial. Mesmo com a instituicdo
de programas de controle da doenca que objetivam a eliminacdo dos triatomineos
domiciliados, como a Iniciativa dos Paises do Cone Sul (1991) e o Programa de Controle da
América Central (1997), a descontinuidade de tais intervencbes por parte da Vigilancia
Epidemiolégica favoreceu a reinfestacdo das areas abrangidas pelos programas de controle e a
colonizagao de novas dreas onde a agao antrdpica aproxima o homem dos vetores silvestres
(Coura et al., 2002; Dias et al., 2002). Além da via vetorial, também sdo epidemiologicamente
importantes a via transfusional sanguinea, a transmissdo por o6rgdos transplantados e a

trasmissdo vertical ou via congénita (Blanco et al., 2000; Prata, 2001; WHO, 1991). Outra via de
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transmissdo descrita como microepidemia de casos agudos na regido da Bacia Amazobnica
brasileira é a infeccdo por via oral através de alimentos contaminados com fezes do vetor
infectado (Dias, 2006).

A doenca de Chagas pode ser dividida em fase aguda e fase cronica. A fase aguda ocorre
logo apds a infeccdo e um subseqliente periodo de incubacdo. Trata-se de uma fase de curta
duracdo, caracterizada por febre, miocardite, linfadenopatia e hepato-esplenomegalia, ou
podendo passar despercebida, visto que os sintomas sdo semelhantes aos de varias outras
infeccOes. No entanto, a ocorréncia dos sinais de porta de entrada tais como o sinal de Romafia
(Romania, 1935) e o chagoma de inoculagdo (Mazza & Freire, 1940) auxiliam muito na suspeita
clinica desta infecgdo. Com a instalagdo da resposta imune do hospedeiro, as manifestagdes da
fase aguda regridem e instala-se gradativamente a fase cronica, caracterizada por um
parasitismo escasso, que pode perdurar durante toda a vida do individuo. A fase crénica da
doenca de Chagas pode ocorrer sob a forma indeterminada, na qual o paciente ndo apresenta
sintomatologia do ponto de vista clinico, e/ou sob as formas cardiaca e/ou digestiva,
decorrentes da evolucdo clinica tardia da doenca (10 a 20 anos ou mais), causando
manifestacGes clinicas graves e irreversiveis (Prata, 2001). A forma cardiaca, devido a
fendbmenos de autoimunidade do organismo que podem resultar em lesdes, destruicdo das
fibras do miocardio e producdo de fibrose, leva a quadros de miocardite grave e cardiomegalia,
gue podem apresentar progndstico e evolucdo varidveis, desde pequenas alteracdes
eletrocardiograficas até insuficiéncia cardiaca, ou progredindo para uma eventual morte subita.
Quando se instala a forma digestiva, esta apresenta dilatagdes (megaeséfago e megacdlon) e
alteragdes funcionais do trato gastrintestinal, devido a lesGes no sistema nervoso auténomo
intramural, parasitismo tecidual e resposta imune do hospedeiro (Coura et al., 1983; Tafuri,
1987; Dias 1992).

Durante anos, as estimativas apontavam a infeccdo de 20 milhdes de pessoas pelo
parasito além de outros 100 milhGes que se encontravam em risco de contrair a doenca na
America Latina. Em 2009, ap0s ter se alcangado um estado de controle efetivo dessa endemia,
ainda era estimada a existéncia de aproximadamente 10 milhdes de individuos infectados no
mundo, sendo trés milhdes destes somente no Brasil. Atualmente, a doenca de Chagas é

responsavel pela ocorréncia de mais de 10.000 mortes por ano e mais de 25 milhGes de pessoas
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estdo em risco de infec¢cdo (WHO, 2010).

No entanto, os esforcos no sentido de controlar a doenca de Chagas na maioria dos
paises endémicos para a redugdo da prevaléncia de pessoas infectadas (Schofield et al., 2006)
ndo serdo capazes de atingir a erradicacdo da doenca se ndo forem constantes. A falta de
interesse politico pelas regides consideradas epidemiologicamente importantes, muitas destas
isoladas como comunidades rurais e outras, apesar de urbanizadas, compostas por populacdes
pobres, muitas vezes com infra-estrutura sanitaria precdria e atendimento médico escasso,
impedem o sucesso no controle da doenca.

Além da manutencdo do combate aos vetores locais que evitariam a reincidéncia de
epidemias, o diagndstico e tratamento dos pacientes infectados sdo agdes primordiais para
melhorar o progndstico e a evolugdo clinica da doenca. Neste sentido, os avancos no
conhecimento sobre o ciclo de vida e metabolismo do T. cruzi adquirido e os avangos nos
conhecimentos da tecnologia farmacéutica tém sido grandes aliados no longo processo da
descoberta de uma possivel cura para a doenga de Chagas.

O interesse em realizar pesquisas cientificas relacionadas a quimioterapia da doenca de
Chagas tem crescido significativamente no Brasil e em paises vizinhos em razao do grande
numero de pessoas infectadas. Um fator agravante desse quadro tem sido o fato de os grandes
centros mundiais ndo se interessarem pela producdo de medicamentos que ndo proporcionem
altos lucros e vendas. Exemplo disso foi o que ocorreu em marco de 2003, quando o grupo
farmacéutico suico Roche anunciou a doagdo ao governo brasileiro do direito de patente e de
uso da tecnologia do medicamento RochaganEI (benzonidazol). O governo brasileiro concedeu
ao Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) o direito de sua producdo e, atualmente
este é o Unico laboratdrio no mundo a produzir um medicamento destinado ao tratamento
especifico da doenca de Chagas. Além de ser o Unico tratamento disponivel para a populagdo
infectada, o benzonidazol ndo apresenta resultados satisfatérios devido a reduzida eficacia na

fase cronica da infeccdo, além de baixa seguranca quanto aos efeitos colaterais observados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Quimioterapia da Doenga de Chagas

A busca por uma terapia medicamentosa adequada ao tratamento da doenca de Chagas
continua a ser um desafio para muitos pesquisadores desde a descoberta da moléstia em 1909
(Chagas, 1909). Os primeiros compostos empregados ndao possuiam resultados efetivos contra
o parasito. Foram testados compostos a base de arsénio (atoxil), antimonial trivalente (tartaro
emético) e cloreto de mercurio, empregados experimentalmente por Mayer & Rocha Lima em
1912 (Coura & Castro, 2002).

Somente no final da década de 60 e inicio da década de 70 é que dois farmacos
obtiveram relativo sucesso para o tratamento da doenca de Chagas. Em 1967, foi introduzida
na terapéutica a classe de farmacos dos nitrofuranos (Bock et al., 1969). Entre estes, o
nifurtimox, um 5-nitrofurano, revelou-se o mais efetivo. Em 1972, o derivado 2-nitroimidazélico
denominado benzonidazol, mostrou-se ainda mais eficaz no tratamento da doenca de Chagas
(Schofield et al., 2006).

O nifurtimox e o benzonidazol apresentam atividade significativa na fase aguda da
doenca, com curas parasitoldgicas de até 80% em pacientes tratados, sendo esta cura definida
como um resultado negativo para todos os testes parasitoldgicos e sorolégicos (Rassi et al.,
2000). Sua eficacia pode variar de acordo com a area geografica, provavelmente como
conseqliéncia das diferencas na suscetibilidade ao farmaco entre cepas do T. cruzi (Coura et al.,
1997).

Durante 20 anos, o tratamento especifico com nifurtimox ou benzonidazol foi indicado
apenas para a fase aguda da doenca. Acreditava-se que a resposta autoimune do hospedeiro
fosse responsavel pelas lesGes cardiacas, e consequentemente, pelo desenvolvimento das
manifestacbes clinicas mais severas (Cunha-Neto et al., 1995). O tratamento sé passou a ser
indicado também para a fase cronica no final da década de 90, quando ficaram evidentes os
beneficios do tratamento no progndstico da doenca, uma vez que a presenca do parasito é o
principal fator que desencadeia os mecanismos de desenvolvimento das lesGes e sua evolucdo
clinica (Andrade et al., 1989; 1991; Segura et al., 1994).

Em 2005 foi investigada a eficacia do benzonidazol em camundongos infectados com T.

cruzi na fase cronica e observou-se que ocorria diminuicao da parasitemia e da miocardite no
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grupo tratado quando comparado ao grupo ndo tratado. Estes resultados mostraram que o
tratamento com benzonidazol na fase cronica da infeccdo, foi capaz prevenir o
desenvolvimento de cardiopatia chagdsica cronica severa, mesmo sem a completa eliminagao
dos parasitos (Garcia et al., 2005).

No entanto, questdes relativas ao uso do nifurtimox e benzonidazol muitas vezes
inviabilizavam a terapéutica: ambos os farmacos sdo utilizados em esquemas de tratamento
prolongados e apresentam importantes reacdes adversas, sendo os efeitos colaterais
indesejaveis o seu principal inconveniente na manutencao do tratamento (Urbina, 2001; Coura
& Castro, 2002; Guedes et al., 2006).

Os efeitos colaterais mais frequentemente observados com o uso de nifurtimox sdo
anorexia, perda de peso, alteracdo psiquica, excitacdo ou alteracdo do sono e manifestagdes
digestivas como nduseas, vomitos, cdlicas e diarréia. No caso do benzonidazol, as reagdes
adversas incluem manifestacdes cutdneas, como hipersensibilidade e dermatite com erupgdes,
além de edema generalizado, febre, linfadenopatia, dor articular e muscular, em funcdo da
ocorréncia de depressdo da medula éssea e polineuropatia (Castro et al., 2006).

Mais de um século se passou, diversas moléculas foram sintetizadas e estudadas, mas o
farmaco ideal para o tratamento etioldgico da doenca de Chagas ainda ndo foi descoberto.
Desde a década de 1980, o nifurtimox (Lampit, BayerD) teve sua comercializacdo interrompida,
primeiramente no Brasil e depois em outros paises da América do Sul. Isto se deu em razdo da
resisténcia apresentada pelas cepas e, sobretudo, pelo desinteresse do laboratério
farmacéutico em continuar a producdo de um medicamento ndo lucrativo (Coura & Castro,
2002). Atualmente, o benzonidazol é o Unico medicamento que se encontra disponivel para o
tratamento humano.

O desenvolvimento de farmacos mais seletivos, eficazes e menos téxicos requer melhor
conhecimento do ciclo de vida e do metabolismo do T. cruzi. A busca por alvos mais especificos,
baseadas em diferencas fisioldgicas, biogquimicas e moleculares entre o parasito e o hospedeiro,
bem como os estudos de moléculas envolvidas nos mecanismos de infecgdo, viruléncia e nas
vias metabdlicas essenciais do parasito, podem ser alvos promissores para o desenvolvimento
racional de novos farmacos. Além disso, a utilizacdo de farmacos jd existentes e

comercializados para outros fins terapéuticos que levam a uma resposta terapéutica desejada
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contra o parasito pode ser util para o controle da doenga a medida que impacta na sua
transmissao (Urbina, 2001; Coura & Castro, 2002; Guedes et al., 2006).

Outros alvos explorados que apresentaram atividade “in vitro” e/ou “in vivo” foram os
inibidores da biossintese de nucleotideos, inibidores de fosfatidilcolina e esfingomielina,
inibidores da via glicolitica, inibidores da DNA topoisomerase Il e inibidores da via do ergosterol
(Guedes et al., 2006; Maya et al., 2007).

Ainda outra vertente explora a potencial agao anti-T. cruzi presente em extratos de
plantas e produtos naturais, o que levou a investigacdo de diversas classes de compostos
responsaveis pela atividade antiparasitaria, como naftoquinonas, terpendides, isoflavonas e
alcaléides (Bernardes et al., 2006). Os naftoimidazdis, substancias extraidas da arvore do
género Tabebuia (os ipés) e testadas em camundongos infectados com T. cruzi, foram bastante
efetivos contra todas as formas do parasito. Sua toxicidade pode ser reduzida através de
modificacGes moleculares, mas apenas trés dos 60 derivados naftoimidazdlicos sdo capazes de
inibir o crescimento dos parasitos em 50% (Furtado, 2006).

Dentre os diversos farmacos com mecanismos de acdo distintos testados nos ultimos
anos e que mostraram atividade anti-T. cruzi “in vitro” e/ou “in vivo” destacam-se os inibidores
de enzimas da via do ergosterol. Estudos realizados na Venezuela e no Brasil mostraram que
estes farmacos possuem potencial a¢do tripanocida “in vitro”. Entre os comercialmente
disponiveis, estao aqueles aplicados com sucesso no tratamento de fungos, como o
cetoconazol, o fluconazol e o itraconazol (Urbina, 2002).

Mais recentemente, outros triazéis, tais como o ravuconazol (Bristol-Myers Squibb),
com potente atividade antifungica “in vitro” e “in vivo”, tiveram resultados comparaveis ou
superiores a outros triazdis, tais como posaconazol e variconazol. Também o TAK-187 (Takeda
Companhia Quimica) e o UR-9825 (Grupo Uriach), potentes agentes anti-T. cruzi “in vitro” e “in
vivo”, inclusive contra cepas resistentes ao nifurtimox e benzonidazol, produziram elevados
indices de cura parasitoldgica na quimioterapia experimental, tanto na fase aguda como na fase
cronica da doenca de Chagas (Urbina et al., 2003).

O uso promissor dos inibidores da biossintese do ergosterol para o tratamento da
doenca de Chagas estimulou pesquisas realizadas com estes compostos por repetidas vezes. No

entanto, os resultados na quimioterapia experimental observados tanto por diferentes grupos
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de pesquisadores, como pelos mesmos grupos em diferentes ocasides, mostram-se
contraditdrios. Uma possivel explicacdo proposta para os casos onde ocorreu falha terapéutica
tem sido as variagdes naturais da suscetibilidade aos farmacos entre as varias cepas de T. cruzi.
Por esse motivo, varios estudos tém tentado estabelecer correlagbes entre as diferentes
propriedades bioldgicas do parasito, como a resisténcia a quimioterapia empregada em relagdo

a variabilidade genética (Andrade & Magalhdes et al., 1997; Toledo et al., 2002).

2.2. A Variabilidade Genética do Trypanosoma cruzi

2.2.1. Estrutura Populacional

O T. cruzi apresenta elevada heterogeneidade intraespecifica, sendo constituida por
varias sub-populagdes que circulam nos ambientes silvestre e doméstico e entre os seres
humanos, animais, reservatérios e vetores. Essas diferencas foram primeiramente
demonstradas através de caracterizacdo biolégica. Brener & Chiari (1963) iniciaram uma divisdo
dos isolados em grupos que apresentavam formas tripomastigotas sanguineas delgadas ou
largas e posteriormente passaram a considerar caracteristicas bioldgicas relacionadas a
viruléncia do parasito em estudos experimentais in vivo (Brener, 1969). Posteriormente
Andrade (1974) dividiu as popula¢cdes do parasito em trés tipos bioldgicos (tipos I, Il e Ill),
considerando o perfil da curva de parasitemia, mortalidade, tropismo tecidual e resisténcia aos
farmacos convencionalmente utilizados no tratamento da doenca de Chagas (benzonidazol e
nifurtimox), que por sua vez apresentaram correlacdo com o perfil eletroforético de isoenzimas
gue agrupou as cepas do parasito estudadas por Andrade & Magalhdes (1997) em Biodemas |, Il
e lll, respectivamente. Também foi demonstrado (Andrade e Magalhdes, 1997) que parasitos
do Tipo | eram altamente suscetiveis ao tratamento, enquanto que os do Tipo Il exibiram
moderada a alta suscetibilidade e os do Tipo Il foram altamente resistentes a ambos os
farmacos, confirmando assim, que a suscetibilidade ao BNZ estava associada as diferencas
morfoldgicas e bioldgicas das popula¢des do parasito.

A partir da década de 70 e 80, com o advento de metodologias bioquimicas (MLEE -
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Multilocus Enzyme Electrophoresis) e da biologia molecular, respectivamente, e a introdugao
de diferentes marcadores para as populagGes de T. cruzi, deu-se inicio aos estudos filogenéticos
das populagdes em busca de diferentes marcadores que pudessem correlacionar a sua
diversidade genética com suas propriedades bioldgicas, fatores clinicos e dados
epidemioldgicos da doenca. As denominac¢des de Zimodemas e Esquizodemas foram entdo
criadas para os diferentes agrupamentos de parasitos considerando os perfis de isoenzimas e
RFLP (Retriction Fragment Lenght Polymorphism) (Miles et al. 1977, 1978, 1981; Morel et al.,
1980; Carneiro et al., 1990).

Mais tarde, Tibayrenc e Ayala (1988) fizeram um estudo ampliado com 121 amostras de
T. cruzi isoladas de diferentes regides, em diversos paises endémicos, abrangendo hospedeiros
vertebrados e invertebrados do ciclo silvestre e doméstico da doenca de Chagas e identificaram
a presenca de quatro zimodemas ubiquos, com a maior frequéncia de distribuicdo geografica
encontrada até entdo, constituindo mais de 50% dos isolados (Tibayrenc & Breniére, 1988) e
por isso denominados Gendtipos Principais 19, 20, 32 e 39 deste parasito (Tibayrenc, 1995).
Devido a descoberta de sua importancia epidemioldgica, estes quatro zimodemas ubiquos se
tornaram o principal alvo de estudos bioldgicos e epidemiolégicos a eles relacionados. A
avaliacdo do polimorfismo do DNA genémico destas populacOes, detectadas através de RAPD
(Randomly Amplified Polymorfic DNA) apresentou elevado grau de homologia com o perfil de
isoenzimas, o que caracteriza e fortalece o carater clonal das populagdes de T. cruzi (Steindel et
al., 1993).

Com o continuo avango nos estudos filogenéticos das populacdes do T. cruzi, varios
marcadores foram explorados na caracterizacdo molecular, entre eles, os Ribodemas, ou os
perfis eletroforéticos da subunidade 18S do RNA ribossomal e da subunidade 24Sa do DNA
ribossomal, (Souto et al., 1996; Souto & Zingales, 1993), o DNA fingerprint (Vago et al., 1996) e
o perfil de microsatélites (Oliveira et al., 1998).

Assim, no decorrer de anos de pesquisa, os subgrupos das populacbes do T. cruzi
receberam diferentes designagdes correspondentes entre si, fato este fortemente indicativo de
um parasito que apresenta estrutura e evolugdo clonal (Tibayrenc, 1998). A primeira
padronizacdo com a finalidade de agrupar os isolados em apenas dois grandes grupos que

relacionavam marcadores moleculares (protéicos e genéticos) e imunoldgicos comuns foi
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realizada por Tibayrenc em 1993, que instituiu a classificacdo DTU (Discrete Typing Unity 1 e 2)
com alta correspondéncia aos padrdes anteriormente descritos, grande especificidade
epidemioldgica e larga distribuicao geogréfica.

Posteriormente, num encontro internacional para a comemoracdo dos 90 anos da
descoberta da doenca de Chagas em 1999, no Rio de Janeiro, um comité de pesquisadores
especialistas estabeleceu a convergéncia da nomenclatura de todas as linhagens do T. cruzi
(Anonymous, 1999) em dois maiores grupos denominados T. cruzi | e T. cruzi Il. Um terceiro
grupo, denominado simplesmente T. cruzi, essencialmente composto pelos isolados que
apresentaram carater genético hibrido ou inconclusivo, permaneceu com esta nomenclatura
até que pudesse ser mais bem estabelecida sua relacdo filogenética com os demais grupos —

Tabela 1.

Tabela 1. Nomenclatura das linhagens do Trypanosoma cruzi, 1999.

Grupos Genéticos Classificagdes correlacionadas Referéncia
Zimodema | Miles et al., 1978
T. cruzil DTU 1 Tibayrenc, 1993
Genotipos 19 e 20 Tibayrenc, 1995
Zimodema 2 Miles et al., 1978
T. cruzill DTU 2 Tibayrenc, 1993
Genotipo 32 Tibayrenc, 1995
Zimodema 3 Miles et al., 1978
T. cruzi DTU 2 Tibayrenc, 1993
Genotipo 39 Tibayrenc, 1995

Mais de uma década se passou e com o desenvolvimento de novos marcadores
multilocos para o estudo da diversidade genética do T. cruzi, novas subdivisdes e classificacdes
surgiram. Em 2000, Brisse e colaboradores fragmentaram a classificacdo das DTUs proposta por
Tibayrenc em 1993, a fim de entender melhor a estrutura populacional do grupo T. cruzi ll, e
por isso, subdividiu a DTU 2 em cinco sub-linhagens, sendo lla, llb, lic, lld e lle. Destas, lla e lic
apresentaram padrdo de T. cruzi |, somente llb foi considerado como linhagem pura para o
padrdo de T. cruzi Il e as linhagens lld e lle foram consideradas produtos de eventos de

hibridizacdo entre T. cruzi | e llb (Sturm et al., 2003).
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Em 2006 surge o grupo T. cruzi lll, proposto por Freitas e colaboradores, representado
pela linhagem T. cruzi llc. Esta classificacdo estabelecida com base em andlises de
microssatélites e marcadores mitocondriais subdividiu as populagdes do T. cruzi em Tcl, Tcll,
Tclll e hibridos.

Finalmente, num Segundo Encontro Satélite que aconteceu em Agosto de 2009, em
Buzios, promovido pelo Congresso Internacional de Parasitologia, Encontro Anual da Sociedade
Brasileira de Protozoologia e Encontro Anual de Pesquisa Basica em Doenca de Chagas, o
comité de especialistas reconheceu que a nomenclatura para as linhagens do T. cruzi deveria
ser classificada em seis DTUs: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI (Zingales et al., 2009). O rearranjo

entre a classificagdao anterior e a atual foi padronizado de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Nomenclatura para a classificagdo das linhagens do Trypanosoma cruzi a partir de 2009.

Classifica¢do atual Correspondéncias anteriores
Tcl T.cruzileDTUI
Tell T. cruzill e DTU llb
Tclll T. cruzilll e DTU llc
TclV DTU lla
TcV DTU lid
TeVI DTU lle

2.2.2. Influéncia Genética nos Mecanismos de Resisténcia e Suscetibilidade a Quimioterapia

A teoria da evolucdo clonal é admitida para o T.cruzi pelo fato deste parasito apresentar
reproducdo predominantemente assexuada (Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc & Ayala, 1988)
com ocorréncia rara de fendmenos de hibridizacdo (Machado & Ayala, 2001),
consequentemente com fluxo genético limitado (reproducdo assexuada), o que faz com que o
parasito evolua de forma independente em dareas geograficas isoladas, como clones naturais
estaveis, que acumulam muta¢Ges e adquirem caracteristicas proprias. Esta caracteristica
pressupde sua estabilidade genética no tempo e no espago.

A hipotese decorrente da teoria clonal para o T. cruzi permite concluir que existe

correlagdo entre a variabilidade genética do parasito e suas propriedades bioldgicas de
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viruléncia, patogenicidade e epidimiologia (Tibayrenc & Breniére, 1988), uma vez que os genes
gue controlam tais propriedades se acumulam entre os descendentes (Tibayrenc et al., 2003).
Esta correlagao tem sido confirmada por diversos trabalhos em infecgdes experimentais em
camundongos (Lana et al., 2000; Toledo et al., 2002), vetores (Lana et al., 1998) e “in vitro”
(Revollo et al., 1998).

Levando em conta os parametros mais relacionados ao interesse deste trabalho, foi
demonstrado que de um modo geral, as populacdes pertencentes ao grupo Tcl (T. cruzi |)
apresentaram maior habilidade de infectar e completar seu ciclo de vida no vetor da espécie
Triatoma infestans (Lana et al., 1998), maior capacidade de diferenciacdo em tripomastigotas
sangliineos e maior capacidade de multiplicacdo no hospedeiro vertebrado (Andrade et al.,
1983; Andrade & Magalhdes, 1997; Laurent et al., 1997) do que as populagdes do grupo Tcll (T.
cruzi 1l). Clones pertencentes as classificacbes hibridas (Tclll, TclV, TcV e TcVl), e
consequentemente com perfil de maior variabilidade nas propriedades bioldgicas, vez por
outra apresentam um comportamento, ora semelhante ao grupo Tcl, ora semelhante ao grupo
Tcll.

Especificamente em relacdo a resposta a quimioterapia, alguns autores relatam que
cepas do grupo Tcl (T. cruzi I) apresentam elevado grau de resisténcia, enquanto as cepas do
grupo Tcll (T. cruzi 11) sdo mais suscetiveis (Andrade et al., 1985; Andrade & Magalhdes, 1997;
Toledo et al, 2003). No que se refere a quimioterapia com nifurtimox e benzonidazol, a
sensibilidade do grupo Tcl (T. cruzi 1) € menor em relagdo aos clones do grupo Tcll (T. cruzi ll),
gue apresentam menor capacidade de crescimento em cultura celular e acelular e sdo menos
virulentos em camundongos. Clones pertencentes aos grupos hibridos, devido as suas
caracteristicas genéticas intermedidrias entre os grupos, apresentam diferentes padrdes de
resposta a esses farmacos e maior desvio padrao, em relacdo aos grupos Tcl e Tcll (T. cruzil e T.
cruzi ll) que apresentaram valores mais elevados e menores, respectivamente, para os mesmos
parametros bioldgicos (Revollo et al., 1998; Toledo et al., 2003).

Ao investigar essa associacdo entre a divergéncia filogenética e resposta a
quimioterapia, Toledo e cols. (2003, 2004) observaram importantes diferencas na sensibilidade
ao benzonidazol e ao itraconazol em infeccbes experimentais em camundongos BALB/c. Os

resultados demonstraram clara correlagdo entre a genética do parasito e a suscetibilidade a
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guimioterapia com esses farmacos, corroborando correlaces ja descritas anteriormente para
as demais propriedades bioldgicas (Revollo et al., 1998; Lana et al., 1998). Foi observado que
clones pertencentes ao grupo Tcl (T. cruzi 1) foram os mais resistentes ao tratamento com
benzonidazol, enquanto clones dos grupos hibridos apresentaram diferentes padrdes de
resposta, alguns sensiveis, outros resistentes ao tratamento. Clones pertencentes ao grupo Tcll
(T. cruzi l) apresentaram um tipico padrao de suscetibilidade ao benzonidazol.

Em relagdao ao tratamento com itraconazol, os resultados seguiram a mesma tendéncia
de correlacdo entre a distancia genética e a sensibilidade a quimioterapia. Clones pertencentes
ao grupo Tcl (T. cruzi 1) também apresentaram maior resisténcia ao tratamento (100% em
ambas as fases da infec¢do), enquanto clones pertencentes ao grupo Tcll (T. cruzi Il)
apresentaram menor resisténcia (Toledo et al., 2003). Os clones dos grupos hibridos
apresentaram diferentes padrdes de resposta ao tratamento com este farmaco com perfis
variando de resisténcia a suscetibilidade.

Estes resultados foram confirmados por estudos realizados em humanos no Chile (Rozas
et al., 2007). Cepas de T. cruzi obtidas de individuos infectados foram isoladas e caracterizadas.
Os resultados do tratamento mostraram que as cepas pertencentes ao grupo Tcl (T. cruzi 1)
foram mais resistentes tanto ao alopurinol quanto ao itraconazol, enquanto aquelas

pertencentes ao grupo Tcll (T. cruzi Il) foram mais suscetiveis ao itraconazol.

2.3. A Politerapia como Estratégia Terapéutica

Em 1998, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estipulou as exigéncias que devem ser
atendidas para um farmaco ser considerado ideal para o tratamento da doenca de Chagas: cura
parasitoldgica de casos agudos e cronicos, agdao eficaz com uma unica dose ou poucas doses,
acessibilidade aos pacientes com baixo custo, reduzidos efeitos colaterais e auséncia de efeitos
teratogénicos, nenhuma necessidade de hospitalizacdo para o tratamento e nenhuma inducao
de resisténcia.

Visando atingir a maioria desses objetivos, a associacées medicamentosas estdo sendo
amplamente promovidas como terapéutica de primeira linha em programas de acesso a
diversos tratamentos (Farias et al., 2006) em que classes variadas de farmacos sdo associadas.

Essas combinacdes podem ser apresentadas em uma Unica forma farmacéutica, o que melhora
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a comodidade do tratamento e facilita a adesdao do paciente. Outra possibilidade é realizar
associacbes com formas farmacéuticas separadas, em diferentes esquemas posoldgicos de
utilizagao, visando melhorar a eficacia terapéutica e resultar em melhor tolerabilidade em
relacdo aos efeitos adversos intrinsecos de uma quimioterapia especifica.

Os beneficios advindos da utilizagdo de uma associagao terapéutica podem estar
relacionados tanto ao sinergismo de diferentes mecanismos de acdo, quanto a modificacoes

em propriedades farmacocinéticas resultantes de uma associacao.

2.3.1. Sinergismo por Diferentes Mecanismos de A¢ao

Diversas doencas severas, como a tuberculose, hanseniase e AIDS somente sdo
controladas se forem tratadas com uma combinacdo de farmacos com diferentes mecanismos
de acdo. Assim, uma combinacdo bem planejada pode, além de aumentar a acao dos diferentes
compostos terapéuticos por sinergismo, ajudar a evitar o desenvolvimento de resisténcia dos
agentes infecciosos aos quimioterapicos, sejam eles bactérias, virus ou protozoarios (Bass Jr et
al., 1994; Majori, 2004; Mbuagbaw et al., 2010).

No caso da doenca de Chagas, uma extensa distribuicdo da forma intracelular
amastigota dos parasitos nos tecidos e células, durante as fases aguda e cronica da doenca, é o
fator que causa maior dificuldade para a acdo de um farmaco especifico (Croft, 1999). Mas a
combinacdo com um farmaco que apresente caracteristicas farmacoldgicas capazes de atingir
0s parasitos extra-circulantes poderia trazer resultados mais satisfatdrios para a terapéutica
atual.

Algumas propostas de tratamento combinatério de farmacos como nova estratégia para
o tratamento da doenca de Chagas foram sugeridas por Coura (2009), incluindo sempre o
nifurtimox ou benzonidazol, como farmaco especifico, em associacdo com um inibidor da via do
ergosterol (cetoconazol, fluconazol ou itraconazol). Esses derivados azdlicos sdo
comercializados no mercado nacional e sua aplicacdo terapéutica é indicada com sucesso no
tratamento antifungico. Como o T. cruzi, assim como os fungos, requer esterdis especificos para
a proliferacdo e a viabilidade de suas células em todos os estagios de seu ciclo, o tratamento da

doenca de Chagas com inibidores da biossintese de esterdis pode resultar em relativa eficacia
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(Urbina, 2001).

Mesmo havendo um numero expressivo de compostos triazélicos com esse tipo de agao
tripanocida demonstrada até o momento, somente trés foram submetidos a ensaios clinicos:
cetoconazol, itraconazol e alopurinol, apresentando todos eles resultados contraditorios.
Apesar de ndo terem sido capazes de erradicar a infecgao em animais ou humanos, sabe-se que
0 seu mecanismo de ac¢do certamente produz profundas alteracdes no protozoario.
Especificamente, a terapéutica com o itraconazol mostrou resultados promissores na regressao
e prevencado da evolucgdo clinica da doenca de Chagas em pacientes infectados (Apt et al., 2003,
2005).

A politerapia para o tratamento da doenga de Chagas foi primeiramente testada na
infeccdo experimental em camundongos (Araujo et al.,, 2000), e foi demonstrado o efeito
sinérgico positivo da combinacdo do benzonidazol com cetoconazol para as cepas Y e Cl,
parcialmente resistente e sensivel, respectivamente, ao nitroderivado. Assim, a associacdao do
benzonidazol com farmacos inibidores da biossintese do ergosterol pode contribuir para a

terapéutica atual da doenca de Chagas.

2.3.2. Interagdes Farmacocinéticas

A administracdo simultdnea de fdrmacos requer muita cautela, considerando a
possibilidade da ocorréncia de interacbes medicamentosas que podem resultar em efeitos
farmacologicos inesperados, com aumento ou diminuigdo da absor¢ao, metabolismo e
eliminacdo do farmaco, ocasionando potencializagdo ou perda da eficicia terapéutica (Fuhr,
2000; Oga et al., 2002; Hardman & Limbird, 2003).

Em relacdo ao benzonidazol, ndo hd relatos sobre a sua interacdo com outros
medicamentos que poderiam aumentar ou diminuir a concentragdo plasmatica maxima ou
prolongar o tempo do pico de concentracgdo (Raether & Hanel, 2003).

Em relagdo ao itraconazol, farmacos que reduzem a acidez do estdbmago, como
antimuscarinicos, antiacidos, inibidores da bomba de prétons e antagonistas do receptor H2 de
histamina, podem reduzir sua absor¢cdo (Martindale, 2005). Além disso, tanto o itraconazol

como o seu principal metabdlito, hidroxi-itraconazol, sdo inibidores do sistema enzimatico
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citocromo P450 (CYP) 3A4, podendo diminuir a eliminacdo de farmacos metabolizados por essa
enzima e resultar em concentracdes plasmaticas aumentadas destes, prolongando os efeitos
terapéuticos e adversos, quando administrados concomitantemente. Em contrapartida, as
concentragOes plasmaticas de itraconazol também podem ser aumentadas ou diminuidas por
outros farmacos que apresentam capacidade de alterar sua absor¢do, ou ainda de induzir ou

inibir as enzimas do sistema citocromo P450 (CYP) 3A4 (Janssen-Ortho Inc®) —Tabela 3.

Tabela 3. InteragGes medicamentosas do itraconazol.

Farmacos cuja concentragdo plasmatica é aumentada pelo itraconazol

Anticonvulsivantes
Antimicobactericidas
Antineoplasicos

Antipsicdticos

Benzodiazepinicos

Bloqueadores de Canais de Calcio
Alcaldides do Ergot

Agentes de Motilidade Gastrintestinal
Glicocorticoesterdides

Inibidores da HMG-CoA Redutase
Agonistas de Receptores 5-HT;
Imunossupressores
Hipoglicemiantes Orais

Inibidores de Protease
Anticoagulantes Orais

Carbamazepina

Rifabutin

Busulfan, docetaxel, alcaldides da vinca

Pimozide

Alprazolam, diazepam, midazolam, triazolam
Diidropiridinas (incluindo nisoldipina), verapamil
Diidroergotamina, ergometrina (ergonovina), ergotamina,
Cisapride

Budesonida, dexametasona, metilprednisolona, fluticasona
Atovastatina, cerivastatina, lovastatina, sinvastatina
Eletriptan

Ciclosporina, tacrolimos, sirolimos

Repaglinida

Indinavir, ritonavir, saquinavir

Warfarina

Farmacos que diminuem a concentrag¢do plasmatica do itraconazol

Antimicobactericidas
Neutralizadores de Acido Gastrico

Inibidores da Transcriptase Reversa

lonized, rifabutin, rifampin

Antiacidos, agonistas de receptor H,, inibidores da bomba
de prétons

Nevirapina

Farmacos que aumentam a concentragdo plasmatica do itraconazol

Antibidticos Macrolideos
Inibidores de Protease

Claritromicina, eritromicina
Indinavir, lopinavir/ritonavir, ritonavir

2.4. Caracteristicas Farmacoquimicas e Propriedades Farmacocinéticas

As caracteristicas farmacoquimicas e propriedades farmacocinéticas do BNZ e ITC

empregados na quimioterapia associada de camundongos infectados com clones de T. cruzi

pertencentes a grupos genéticos distintos, estdo descritas a seguir:
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2.4.1. Benzonidazol

Nome gquimico: N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida (Martindale, 2005).

Férmula molecular: C1,H1,N403 (Martindale, 2005).

Férmula estrutural:

MN~o

Figura 1. Formula estrutural do benzonidazol.

Massa molecular: 260,2 g/mol (Martindale, 2005).

Ponto de fusdo: 189°C (United States National Library of Medicine).

Solubilidade: o BNZ é praticamente insoluvel em agua. 0,4 mg dissolve em 1 mL de agua, em pH

6,5 e a 37°C (Kasim et al., 2004; Lamas et al., 2006).

Coeficiente de particdo: o BNZ apresenta valor de log P igual a 0,7 (Maximiano et al., 2010), o

gue ndo garante a imediata permeacdo da molécula, que sé ocorreria com substancias com Log

Pow superiores a 1,3 (Kasim et al., 2004).

Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica: classe 4 — baixa solubilidade e baixa permeabilidade

(Maximiano et al., 2010).

Formas farmacéuticas disponiveis: comprimidos de 100mg, frasco com 100 unidades (Roche®).

Excipientes: os excipientes usados na formulagao do BNZ produzido pela Roche Companhia
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Farmacéutica, de nome comercial Rochagan®, incluem amido de milho, lactose, talco e

estearato de magnésio (Roche®).

Posologia: na quimioterapia experimental utilizando o modelo murino, o BNZ é administrado
por via oral em doses didrias de 100 mg/Kg durante 20 dias. Em humanos, o BNZ é
administrado por via oral em doses didrias de 5 a 7 mg/kg de peso corporal, devendo ser
dividida em duas tomadas, com intervalo aproximado de 12 horas entre elas. O tratamento é
mantido usualmente por 60 dias consecutivos. Criangcas com menos de doze anos de idade
podem receber doses maiores (até o maximo de 10 mg/kg de peso corporal) durante os

primeiros dez a vinte dias de tratamento, divido em duas doses didrias (Martindale, 2005).

Absorcdo: estudos realizados em humanos revelam que a absor¢do oral do BNZ é rapida e
praticamente total, com concentra¢des plasmdaticas maximas alcancadas entre 2 a 4 horas
(RocheD). Voluntarios saudaveis que receberam uma dose de 100 mg via oral tiveram picos de
niveis plasmaticos de 2,2-2,8 pg/mL em cerca de 3-4 h apds a administracdo (Raaflaub &
Ziegler, 1979; Raether & Hanel, 2003). Em estudos de multiplas doses em pacientes que
receberam 7 mg/kg do BNZ, as concentracbes foram semelhantes aos valores calculados no
estudo de dose Unica. Em todos os pacientes, as concentragdes de equilibrio amostradas no
décimo dia de tratamento variou entre 5,4 a 16,4 mg/mL e foram superiores a concentragdo

tripanocida (3—6 mg/L) eficaz in vitro.

Distribuicdo: a biodisponibilidade absoluta e o volume aparente de distribuicao relatados sao
de 92% e 0,56 L/kg, respectivamente. Sua ligacdo as proteinas plasmaticas é moderada (44%).
Os valores de area sob a curva de concentracdo plasmatica em funcdo do tempo (ASC)

demonstram pouca variag¢do interindividual (Raaflaub & Ziegler, 1979).

Metabolismo e excrecdo: a meia-vida de eliminacdo plasmatica observada em humanos varia

de 10,5 a 13,6 horas, com média de aproximadamente 12 horas (Raaflaub & Ziegler, 1979). Em
caes, os valores de meia-vida de eliminacdo variam entre 9 e 11 horas (Workman et al,. 1984).

O BNZ é primariamente eliminado por biotransformacdo no figado com apenas 20% da dose
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excretada na urina sob a forma inalterada. A caracterizacdo dos metabdlitos produzidos em
ratos, cdes, macacos e seres humanos utilizando BNZ radiomarcado com Cy4 na posicao 2 no
anel imidazol, possibilitaram a identificagdo, em todas as quatro espécies avaliadas, de dois
metabodlitos presentes na urina: 2-amino-imidazol (redugdo metabdlica do grupo nitro) e 2-

hidroxi-imidazol (substituicdo hidrolitica do grupo nitro) (Raether & Hanel, 2003).

2.4.2. Itraconazol

Nome quimico: (*)-cis-4-[4-[4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)-1,3-dioxolan-

4-illmetoxi]fenil]-1-piperazinil]-fenil]-2,4-diidro-2-(1-metilpropil)-3H-1,2,4-triazol-3-ona) (United

States National Library of Medicine).

Formula molecular: C3sH3gCl,NgO4 (United States National Library of Medicine).

Formula Estrutural:

AN

NT™N

N—?
ot
cl

/\ /=
aoj—\oGN\ N N%E
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Figura 2. Formula estrutural do itraconazol.

Massa molecular: 705,64 g/mol (United States National Library of Medicine).

Ponto de fusdo: 165 - 169°C (Peeters et al., 2002).

Solubilidade: praticamente insoluvel em agua e em solugbes acidas diluidas. A solubilidade
aquosa do composto é estimada em aproximadamente 1 ng/mL no pH neutro e

aproximadamente 4 pug/mL em pH 1 (Peeters et al., 2002). O maior valor de solubilidade
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encontrado foi de 6 pg/mL em solucdo de HCl 0,1 N e pH 1 (Verreck et al., 2003). E possivel
obter solugbes em concentragées maiores que 10 mg/mL em solventes orgdnicos como
dimetilsulféxido e polietileno glicéis acidificados (PEGs). Solu¢Ges aquosas de 5 mg/mL requer

adicdo de 5% de dimetil-B-ciclodextrina (Archibald & Axel, 2005).

Coeficiente de particdo: ITC apresenta alto coeficiente de particdo em octanol e dgua, com

valor maior que 5 em pH 6, sendo 5,66 em solu¢do tampao pH 8,1 (Janssen-Ortho IncD). OlogP

calculado é 6,2 (Beule, 1996; Kapsi & Ayres, 2001; Peeters et al., 2002).

Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica: classe 2 — baixa solubilidade e alta permeabilidade.

Formas farmacéuticas disponiveis: ITC esta atualmente disponivel em duas apresentacbes

farmacéuticas sob o nome comercial Sporanox® (Janssen Pharmaceutica, Orlando, Nova
Jersey): capsulas de gelatina dura contendo 100 mg do farmaco revestido em esferas de aglcar

e solucdo oral (10 mg/mL), contendo 400 mg/mL de hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Excipientes: a forma farmacéutica sélida comercial de ITC (Sporanox®) contém revestimento
com esferas de acucar, gelatina, hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol, amido, sacarose e

dioxido de titanio (Janssen-Ortho IncD; Woo et al., 2008).

Absorcdo: em humanos, as concentragdes plasmaticas maximas sdo alcangadas entre 1,5 e 5
horas apds administracdo via oral (cdpsulas ou solucdo). A concentragdo plasmatica maxima no
estado de equilibrio é atingida em 15 dias de tratamento e chega a cerca de 2 pg/mL apds
doses diarias de 200 mg (Martindale, 2005). ITC é uma substancia lipofilica, praticamente
insolivel em agua. E provavel que a solubilidade seja o passo limitante na absor¢do. Assim,
para facilitar a solubilizagao é aconselhavel que a administragcdo da forma farmacéutica sélida
oral seja logo apds as refeigcdes. Por se tratar de uma base fraca (pKa = 3,7), ITC é ionizado e
solubilizado em agua somente em pH com valores baixos. Por isso, a acidez gastrica é
necessaria para a dissolucdo e absorcdao adequada do farmaco. Absorcdo diminuida é

observada em jejum (até 40% menor) e em pacientes com baixa acidez gastrica devido a
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hipocloridria ou outras complicagGes gastricas observadas em pacientes infectados por HIV (até
50% menor) (Koks et al., 2002). O principal sitio de absor¢do do ITC é o trato intestinal delgado
proximal (Miller et al., 2008).

Distribuicdo: o volume de distribuicdo aparente do ITC é 11 L/Kg em humanos e 17 L/Kg em
cdes. A ligacdo as proteinas plasmaticas, principalmente albumina, é de 99,8% para o ITC e
99,5% para o hidroxi-itraconazol, seu principal metabdlito, altamente ativo (Janssen-Ortho
IncD). Alguns estudos mostram que o ITC apresenta significativa variabilidade nos niveis
plasmdticos de pacientes e que, muitas vezes a dosagem deve ser ajustada individualmente
(Van Peer et al., 1989; Rifai et al., 1995). As concentracdes do referido farmaco no sangue total
é cerca de 60% das encontradas no plasma (Paula et al., 2009). Tecidos como a pele, unhas,
musculos e figado acumulam grandes concentragdes do farmaco, enquanto fluidos corporais,
tais como cerebroespinhal, humor aquoso, saliva e escarro contém niveis indetectaveis (Koks et

al., 2002).

Metabolismo e excrecao: ITC é metabolizado principalmente no figado pelo sistema enzimatico

P450 (CYP) 3A4 em um grande numero de metabdlitos. O metabolito principal é o hidroxi-
itraconazol, que tem uma atividade antifungica comparavel a do ITC. As principais vias
metabdlicas identificadas sdo as vias de oxidacdo do anel dioxolano, oxidacdo alifatica no 1-
metilpropil substituinte, N-desalquilagao do 1-metilpropil substituinte, degradagdo oxidativa da
piperazina e cisdo do triazol (Janssen-Ortho IncD). A excregao fecal do farmaco inalterado varia
entre 3 a 18% da dose. A excrecao renal é menor que 0,03%, mas apds uma semana de
tratamento, esta aumenta para 35% e a fecal para 54% da dose. Pequenas quantidades sdo
eliminadas no estrato cdrneo e cabelo. Além disso, o ITC ndo pode ser removido por dialise
(Martindale, 2005). A eliminacdo do ITC em humanos é bifdsica, com uma meia-vida de
eliminagdo (tyg) no plasma de aproximadamente 20 horas apds uma Unica dose de 100 mg. No
estado de equilibrio, o tyg aumenta para 30 h, indicando que ocorre saturagao do mecanismo

de excrecdo (Martindale, 2005; Koks et al., 2002).
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2.5. Monitoramento Farmacocinético

A integragao entre os conceitos de biofarmdcia, farmacocinética e farmacodinamica
permite a compreensdo dos fendmenos decorrentes da exposicdo de um determinado
organismo a um farmaco. A administragao de um medicamento provoca o aparecimento de um
efeito farmacoterapéutico, cujas duracdo e intensidade dependem da concentracdo do
principio ativo no local de agao. As variagdes desta concentragao nos fluidos corporais em
funcdo do tempo dependem da disponibilizacdo (fase biofarmacéutica - liberacdo e dissolugdo
do farmaco) e da transformacdo do principio ativo no organismo (fase farmacocinética).

Para uma determinada dose, as concetragdes plasmaticas de um farmaco administrado
pela via intravenosa variam segundo a amplitude da sua distribuicdo e da sua velocidade de
eliminagdo. No caso de uma administragdao extravascular, as concentragbes plasmaticas
dependem, além disso, da disponibilizacdo e da absorcdo. O ajustamento de um regime
posoldgico para obter concentracdes plasmaticas flutuantes dentro de um desvio terapéutico
necessita da determinacdo de parametros farmacocinéticos. (LeBlanc et al., 1997).

A crescente utilizagao de conceitos farmacocinéticos ainda pode auxiliar os estudos de
associacdao de farmacos pela interpretacdo de dados obtidos de um monitoramento
farmacocinético. Este monitoramento, durante o estagio pré-clinico, utiliza modelos animais
para a avaliagdo preditiva de atividade intrinseca, toxicidade e posologia (Meibohm &
Derendorf, 2002).

A avaliagdo farmacocinética envolve aspectos experimentais e tedricos. Os aspectos
experimentais incluem o desenvolvimento de técnicas de amostragem bioldgica, métodos
bioanaliticos para a quantificagdo de farmacos e seus metabdlitos e procedimentos que
facilitam a coleta e manipulacio de dados. J& o principal aspecto tedrico trata-se do
desenvolvimento de um modelo farmacocinético que prevé o destino do farmaco apds sua

adminstracao.

2.5.1. Desenvolvimento de Método Bioanalitico

Apesar do amplo uso de associagdes medicamentosas na terapéutica, as interagdes que
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podem ocorrer como resultado dessas associacbes nem sempre sdo satisfatoriamente
elucidadas de maneira a garantir a seguranca dessa utilizacdo. Para tanto, é necessario
padronizar um método bioanalitico capaz de quantificar com precisdo e exatidao as
concentracgOes plasmaticas dos farmacos oriundos de uma associacdo medicamentosa, a fim de
determinar os parametros farmacocinéticos e realizar o monitoramento terapéutico.

O desenvolvimento de métodos bioanaliticos é complexo, e envolve a avaliacdo e
otimizacdo de condi¢cdes, incluindo etapas de preparagdo da amostra, separacao
cromatografica, deteccdo e quantificacdo. Este desenvolvimento baseia-se em varios fatores,
gue incluem a estrutura e caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos, grau de pureza,
quantidade de amostra e finalidade da anadlise, bem como a disponibilidade de equipamentos e
reagentes (Causon, 1997).

A andlise cromatografica de farmacos presentes em matriz biolégica requer um pré-
tratamento da amostra, devido a existéncia de proteinas que sdo incompativeis com as colunas
cromatograficas e a baixa concentracdo das substancias a serem analisadas. Assim, as técnicas
de extracdo e pré-concentracdo podem ser consideradas etapas limitantes do processo de
analise de fdrmacos em matrizes bioldgicas. Estas podem ser executadas por diferentes
procedimentos como extracdo em fase sdlida, precipitacdo de proteinas, extracdo liquido-
liquido, extracdo com fluido supercritico ou com membranas sdlidas (didlise e ultra-filtracdo) ou
liquidas (Queiroz et al., 2001). A meta final é a obtengao de uma fragdo da amostra original
enriguecida com as substancias de interesse analitico, de forma que se obtenha uma separacao
cromatografica livre de interferentes, com deteccdao adequada em um tempo razoavel de
analise. Mais de um tipo de técnica pode ser utilizada para o preparo de determinada amostra,
mas a escolha da técnica deve levar em conta a simplicidade, rapidez, baixo custo, alta
recuperacdo, fornecimento de extratos relativamente livre de interferentes e boa exatiddo e
precisdo para os analitos de interesse (Lancas, 2004; Gongalves, 2005).

Na literatura existem varios métodos cromatograficos descritos para quantificacdo do
itraconazol e seu metabdlito, hidroxi-itraconazol, em plasma. Alguns utilizam o sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector UV (CLAE-UV) (Gubbins et al.,
1998; Compas et al., 1996) ou de fluorescéncia (Srivatsan et al., 2004) e outros utilizam

Cromatografia Liquida acoplada a Espectometro de Massas (CL-EM) (Carrier & Parent, 2000).
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Para o benzonidazol, os métodos desenvolvidos empregam CLAE-UV (Workman, 1984; Morilla
et al., 2003; SILVA et al., 2007). Os procedimentos de extracdo plasmatica descritos para ambos
os farmacos empregam precipitacdo de proteinas, extracdo em fase sélida e extracdo liquido-
liguido. N3o existem relatos de métodos bionaliticos para quantificacdo dos farmacos

associados.

2.5.2. Validagao

Todas as etapas envolvidas no desenvolvimento de um método bioanalitico devem ser
descritas detalhadamente. Esse cuidado tem sido amplamente recomendado pelos
pesquisadores da area devido a significativas dificuldades em obter resultados reprodutiveis
pelos métodos publicados (Souza, 2005) e visam facilitar a conformidade do método
desenvolvido a normatizacdo da legislacdo brasileira que requer o estabelecimento de
evidéncias objetivas da confiabilidade e adequacdo do seu uso através da validacao.

Validagdo de um método é a comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos pretendidos foram
atendidos (NBR ISO 9000). Dessa forma a validacdo deve demonstrar, através de estudos
experimentais, que a metodologia desenvolvida atende as exigéncias das aplica¢des analiticas,
sendo adequada para o seu propodsito, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos
resultados (Mullett, 2007). Representantes da comunidade cientifica, das industrias e agéncias
reguladoras do Brasil, EUA e Europa apresentam excelentes discussdes sobre estratégias e
modelos experimentais a serem adotados na validacdo de métodos bioanaliticos publicados
como guias (US-FDA, 2001; Brasil, 2003) onde os parametros fundamentais incluem avaliacdo
da especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de quantificacdo, limite de deteccdo,
recuperacdo e estabilidade do farmaco na matriz bioldgica. A descrigao detalhada de como
executar cada um destes testes pode ser encontrada na resolucao RE n°. 899 de 29 de maio de

2003 da ANVISA (Brasil, 2003).

2.5.3. Parametros Farmacocinéticos
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A obtengdo de parametros farmacocinéticos auxilia na compreensao da ocorréncia de
efeitos inesperados, informando dados sobre metabolizacdo, vias de transporte de farmacos,
determinacdo da dose ideal e previsdao de eventos que podem ocorrer devido a mudanca da
posologia (Tozer & Rowland, 2009).

Para o estudo farmacoldgico de uma droga, devem ser levados em conta alguns fatores
essenciais relacionados a acdo transportadora do sangue, primordial sob o ponto de vista
fisioldgico. Esta cinética de distribuicdo progressiva de um farmaco se caracteriza, entre outros
aspectos, pela construgdao de modelos que representam um sistema de compartimentos no
organismo e nos quais se supde que o farmaco se distribui depois de administrado. Apds sua
introdugao na corrente sanguinea, por um processo de absorg¢ao, o farmaco se distribui nesses
compartimentos e entra em estado de equilibrio com os fluidos, tecidos ou orgdos de
distribuicao. Como consequiéncia deste equilibrio, as trocas de concentragao do farmaco no
sangue indicam trocas de concentracdo em outros compartimentos. (Carcamo, 1982).

Dentre os processos farmacocinéticos a absorcdao é aquela na qual um farmaco deixa
seu local de administracdo e alcanca o fluxo sanguineo. A absor¢ao pode ser avaliada a partir da
construcdo de uma curva da concentracdo do farmaco em fungdo do tempo, sendo os
principais parametros relacionados: Cmax (concentracdo plasmatica maxima), Tmax (tempo
para atingir a concentracdao plasmatica maxima) e ASC (area sob a curva de concentracdo
plasmatica pelo tempo). Apds a absorgdo o farmaco é distribuido pelo organismo, sendo o VD
(volume de distribuicdo) o parametro que melhor representa esta etapa, seguida da eliminacdo
representada pela biotransformacdo e/ou excrecdo. A biotransformacdo, ou metabolismo,
geralmente mediado por enzimas, converte o farmaco em um composto diferente do
originalmente administrado por meio de reagdes quimicas. O parametro farmacocinético que
representa a velocidade na qual este processo ocorre é o Tyg (meia-vida de eliminacdo), que
reflete o tempo gasto para que a concentracdo plasmatica do farmaco se reduza 4 metade.
Finalmente, a excrecdo transporta o farmaco, inalterado ou metabolizado, da circulagdo
sanguinea para o meio externo, efetivando sua remocdo do sistema bioldgico. A depuracgdo, ou
clearance, é o parametro farmacocinético que representa a taxa de eliminagdao de um farmaco

do organismo (Boroujerdi, 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que a associacdo de fdrmacos pode resultar em melhor eficacia
terapéutica e que a resisténcia/sucetibilidade do Trypanosma cruzi ao tratamento é relacionada
a distancia filogenética de suas populacdes, este trabalho se justifica ao estudar a associacdo do
benzonidazol e itraconazol em parasitos de trés grupos genéticos distintos e explicar os
mecanimos possivelmente envolvidos nesta associagdo medicamentosa mediante o
desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico aplicado ao seu monitoramento

farmacocinético em modelo murino.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Verificar a eficacia terapéutica da associacdo de benzonidazol e itraconazol no
tratamento de camundongos infectados com clones do Trypanosoma cruzi pertencentes a
grupos genéticos distintos, bem como investigar os efeitos de interacdes farmacocinéticas

entre estes farmacos.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Avaliar a eficicia da associacdo de benzonidazol e itraconazol no tratamento da infecgdo
chagasica aguda utilizando como indicadores de cura exames parasitoldgicos (exame de sangue
a fresco, hemocultura e PCR) e soroldgico (ELISA) e comparar os resultados obtidos com a

eficacia de cada um dos compostos isoladamente;

4.2.2. Desenvolver e validar um método bioanalitico capaz de quantificar com precisdo e
exatiddo o benzonidazol e o itraconazol, bem como a associacdo entre estes farmacos, em

amostras plasmaticas de camundongos;
4.2.3. Utilizar o método desenvolvido no monitoramento e avaliacgdo dos perfis

farmacocinéticos da associagdao de benzonidazol e itraconazol e comparar os resultados obtidos

com o perfil de cada um dos compostos isoladamente.
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5. MATERIAL E METODOS

PARTE | — Avaliacao da Eficacia Terapéutica dos Tratamentos com BNZ, ITC e BNZ + ITC em

Camundongos Infectados com Clones de T. cruzi de Diferentes Grupos Genéticos

Nesta primeira parte do trabalho o tratamento da infec¢do experimental pelo T. cruzi
em modelo murino foi avaliado com o benzonidazol (BNZ) e o itraconazol (ITC) isoladamente e

em associacao (BZ + ITC).

5.1. Amostras de T. cruzi

Foi utilizado um estoque clonal do gendtipo 20 (grupo T. cruzi |), um estoque clonal do
genodtipo 32 (grupo T. cruzi Il) e um do gendtipo 39 (grupo T. cruzi), selecionados com base na
propriedade de maior viruléncia e resisténcia ao BNZ e ITC, previamente avaliadas em
camundongos BALB/c por Toledo e colaboradores (2003). Os clones de T. cruzi foram
caracterizados previamente pelo perfil eletroforético de 22 diferentes loci de isoenzimas e por
RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) (Tibayrenc et al., 1993). De acordo com a mais
recente nomenclatura proposta durante um simpdsio com especialistas (Zingales et al. 2009) o
clone do genétipo 20 (Tibayrenc & Ayala, 1988) esta incluido no grupo Tcl, enquanto o clone do
genodtipo 32 (Tibayrenc & Ayala, 1988) corresponde ao grupo Tcll e o clone do gendtipo 39
(Tibayrenc & Ayala, 1988) no grupo TcV (Tabela 4).

Tabela 4. Selegdo dos clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos gendtipos principais baseada no perfil de
resisténcia ao BNZ e ITC (Toledo et al., 2003).

Clones mais resistentes e Gendtipos Principais Grupo Genético Classificagdo atual
virulentos (DTU)
P209 Cl1 20 T. cruzi Tcl
BUG2149 CI10 39 T. cruzi TeV
IVV Cl4 32 T. cruzill Tcll

DTU: Discrete Typing Unit (Zingales et al., 2009)
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5.2. Animais

Foi escolhido o modelo murino e o projeto foi previamente submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (protocolo
2010/08 — Anexo). Foram utilizadas fémeas de camundongos Swiss, com 28-30 dias de idade,
provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto e ali
mantidos segundo as diretrizes estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA).

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais infectados por via
intraperitoneal com um inéculo total de 10.000 tripomastigotas sangliineos dos clones P209 CI1
(Tcl), BUG2149 CI10 (TCV) e IVV Cl4 (Tcll) do T. cruzi por animal, obtidos de camundongos

previamente infectados, e quantificado segundo a técnica de Brener (1962).

5.3. Confirmacgao da Infecgao

5.3.1. Exame de Sangue a Fresco (ESF)

Para a confirmacdo da infeccdo foi realizado o ESF entre o 4° e 10° dia apds a
inoculagdao. Para este exame, amostras de sangue foram coletadas diariamente da veia caudal
do animal e examinadas ao microscopio Optico para pesquisa exaustiva de formas

tripomastigotas sangiineas.

5.3.2. Hemocultura (HC)

Nos animais cuja infeccdao nao foi comprovada por meio do ESF, foram realizadas
hemocultura 10 dias apds a inoculagdo. Para tal foi coletado 0,5 mL de sangue do seio venoso
retro-orbital dos camundongos, e este volume de sangue distribuido em dois tubos Falcon de
15 mL contendo 3 mL de meio de cultura LIT, segundo a técnica de Filardi & Brener (1987). As
hemoculturas foram incubadas a 28°C e homogeneizadas a cada 48 horas. Para detec¢do do

parasito, uma gota do sedimento da hemocultura foi examinada ao microscépio 6ptico no 30°,
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60° e 90° dias apds cultivo.

5.4. Esquema de Tratamento

Cada grupo experimental de animais infectados com os clones P209 CI1 (Tcl), BUG2149
Cl10 (TcV) e IVV Cl4 (Tcll) foi composto por quatro sub-grupos com 8 animais cada: animais
tratados com BNZ, animais tratados com ITC, animais tratados com a associacdo BNZ + ITC e um
grupo controle n3do tratado.

Os tratamentos foram iniciados no 10° dia de infec¢3o (fase aguda), utilizando uma dose
diaria de 100 mg por quilo de peso corporal. O BNZ (RochaganD, comprimidos de 100 mg) foi
pulverizado em grau de porcelana e administrado na forma de suspenao em goma arabica. O
ITC (SporanoxD, capsulas de 100 mg) foi pulverizado e levado ao banho ultrassénico até a
obtencdo de uma suspensdo homogénea. A preparacdo da mistura de BNZ e ITC foi realizada da
mesma maneira que a preparacdo do ITC isoladamente. Os farmacos foram administrados pela
via oral, por gavagem, durante 20 dias consecutivos para o BNZ e 60 dias consecutivos para o
ITC (Toledo et al., 2003). A terapia associada manteve a mesma posologia em relacdo a

monoterapia.
5.5. Parametros Empregados na Avaliagdo da Eficacia Terapéutica
Os animais tratados e ndo tratados foram avaliados pelos seguintes parametros:
5.5.1. Avaliacao da Mortalidade
Os animais foram acompanhados diariamente e a mortalidade observada e registrada
até 0 110 dia apos a infeccdo. A taxa de mortalidade foi calculada considerando a mortalidade

cumulativa no periodo avaliado e expressa em porcentagem. Os dados foram comparados

entre as os grupos tratados com BNZ, ITC, BNZ +ITC e ndo tratados.
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5.5.2. Avaliacdao da Parasitemia (PAR)

As curvas de parasitemia foram tragadas utilizando a média diaria da parasitemia dos

animais pertencentes a cada grupo experimental.

5.5.2.1. Parametros Derivados da Curva de Parasitemia (PPP, PP, PMP, DPMP)

Os parametros derivados da curva de parasitemia tais como periodo pré-patente (PPP),
periodo patente (PP), pico maximo de parasitemia (PMP) e dia do pico maximo de parasitemia

(DPM) também foram determinados e comparados.

5.5.3. Avaliagdo Parasitoldgica

5.5.3.1. Exame de Sangue a Fresco (ESF)

O ESF foi empregado na avaliacdo da infeccdo e da eficdcia terapéutica e realizado
segundo a técnica de Brener (1962). A contagem da parasitemia foi realizada diariamente, a
partir do quarto dia de infeccdo até a negativacdo por cinco dias consecutivos. Estas avaliacoes
permitiram tragar a curva de parasitemia observada nos grupos experimentais tratados e nao
tratados.

A avaliacdo da eficacia terapéutica foi feita diariamente e por até 110 dias apds infeccao
(D.A.l.) de acordo com o perfil da curva de parasitemia observada nos diferentes grupos

experimentais.

5.5.3.2. Hemocultura (HC)

As hemoculturas foram realizadas 30 dias apds o tratamento e examinadas no 302, 602 e 902

dias apds a incubacao, como descrito no item 5.3.2.
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5.5.3.3. Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada em paralelo com a HC (30 dias apds o tratamento). Um volume de
300 pL de sangue foi coletado do plexo venoso retro-orbital dos animais e conservado em
solugdo de cloridrato de guanidina (Guanidina-HCl) 6M / acido etilenodietildinitrotetracético
(EDTA) 0,2 M; pH 8,0 (1:1), como descrito por Avila e cols. (1991). Apds 7 dias, esta mistura de
sangue e guanidina foi fervida a 100° C durante 7 minutos, para desnaturagao do DNA e
homogeneiza¢do da amostra.

A partir de 100 pL do lisado de sangue, mantido a temperatura ambiente, o DNA foi

d™ Genomic DNA Purification (PromegaD). A amplificacdo foi

extraido utilizando o kit Wizar
realizada utilizando os primers S35 (5’AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA3’), S36
(5'GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA3’) (InvitrogenD, Sdo Paulo, SP, Brasil), e a enzima Taq
Platinum DNA Polimerase (InvitrogenD, Sdo Paulo, Brasil) em termociclador PTC-150 (MJ
Research, Ramsey, MA, EUA). Controles positivos, negativos e de reagentes foram incluidos em
cada um dos ensaios realizados.

O DNA amplificado foi visualizado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%

revelado pela prata (Santos et al., 1993).

5.5.4. Avaliagdo Soroldgica pela ELISA

A avaliacdo soroldgica foi realizada em microplacas de 96 pocos para detec¢do de
Imunoglobulina G total (IgG) de acordo com a metodologia de Voller e cols. (1976). As amostras
de soro foram coletadas nove meses apds o tratamento e armazenadas a -20° C. Os soros foram
diluidos a 1:80 em solugdo salina tamponada (PBS), o antigeno alcalino foi diluido em tampao
carbonato pH 9,6 (4,0 ug/mL) e o conjugado anti-IgG marcado com peroxidase diluido em
Tween 20/PBS (0,5 % v/v) na diluicdo 1/4000. A leitura da reacdo foi realizada em leitor de
ELISA com filtro de 490 nm. A absorbancia discriminante de soros reativos e ndo reativos foi
calculada pela média de dez soros ndo reativos somada ao dobro do desvio padrdao. Em cada
placa, foram adicionadas amostras de soro controles obtidas de animais infectados e ndo

infectados pelo T. cruzi.
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Estas avaliagGes laboratoriais foram feitas na sequéncia (ESF, HC, PCR, ELISA) e apenas
naqueles animais que apresetavam negativacdo do parametro precedente, exceto no caso da

PCR e ELISA.

5.6. Critério de Cura

A suscetibilidade ou resisténcia ao tratamento com BNZ, ITC e BNZ + ITC foi definida de
acordo com os resultados obtidos pela combinacdo dos métodos de avaliagdo da eficacia
terapéutica. Foram considerados tratados e curados somente os animais que apresentaram
resultados negativos em todos os testes realizados (ESF, HC, PCR e ELISA).

Um indice de cura (IC) foi calculado para cada grupo de infeccdo experimental e em cada
esquema de tratamento empregado, considerando a porcentagem dos animais tratados
curados.

Uma vez determinados os indices de cura, os clones de T. cruzi estudados foram
classificados segundo o critério de Filardi & Brener (1987) modificado por Toledo e cols. (2003)
em: resistentes (indice de cura < 33 %), parcialmente resistentes (33 % < indice de cura < 66 %)

e suscetiveis (indice de cura = 66 %) ao esquema de tratamento empregado.

5.7. Analises Estatisticas

A andlise comparativa dos dados obtidos entre os animais infectados com os diferentes
grupos genéticos empregando os diferentes esquemas de tratamento foi realizada utilizando o
programa Graph Pad Prist, versao 5.0.

Os parametros derivados das curvas de parasitemia (PAR, PPP, PP, PMP e DPMP) e os
dados relativos aos indices de cura foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann
Whitney. As diferengas foram consideradas como significativas quando o nivel de significancia

foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).
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5.8. Delineamento Experimental |

10.000 TS/animal, via IP

32 animais infectados (4 grupos de 8 animais)

Confirmagdo da infec¢do (ESF e HC até 10 D.A.l.)

Experimentos | | | |
Tcl Grupo BNZ ITC BNZ +ITC

Tell controle 100 mg/Kg 100 mg/Kg 100 mg/Kg

Tev 20 dias 60 dias 20 e 60 dias
1 | | ]

|
| 1 1
Parasitemia Mortalidade Perfil de
A partir do 4° 1° a0 110° D.A.I. Resisténcia/
D.A.lL Suscetibilidade

Parametros da
Curva de
Parasitemia

ESF

Até 0 110°D.A.l.

indice de Cura
Resistentes:

IC<33%

Parcialmente

Critério de Cura R o HC resistentes
= A 30°D.A.T.
Resultados RS 33% < IC< 66%
negativosem |, 1 Sensiveis:
todos os exames | % PCR IC>66%
realizados 30°D.A.T.
Y | (Toledo et al.. 2003)
"“ ELISA
270° D.A.T.

Delineamento experimental com a distribuicdo dos camundongos Swiss inoculados com clones de Trypanosoma

cruzi tratados com benzonidazol, itraconazol, benzonidazol + itraconazol e nao tratados. TS: tripomastigotas

sanguineos; BNZ: benzonidazol; ITC: itraconazol; ESF: exame de sangue a fresco; HC: hemocultura; PCR: reacdo em

cadeia da polimerase; D.A.l.: dias ap0ds infeccdo; D.A.T.: dias apds tratamento; IC: indice de cura.
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PARTE |l — Desenvolvimento e Validacdao do Método Bioanalitico para Quantificacdo de BNZ e

ITc

Nesta parte do trabalho foi desenvolvido um método bioanalitico para a determinacdo
das concentracdes de BNZ e ITC em amostras de plasma de camundongos visando sua aplicacao
no monitoramento pré-clinico da associagdo proposta (BNZ + ITC) e avaliagdo de possiveis

interagdes farmacocinéticas.

5.9. Substancias Quimicas de Referéncia

O benzonidazol, N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida (Ci,H1,N4O4) CAS 22994-85-0,
(Lote: MKD7270V / Fabricagdo: 29.10.2010 / Validade: 28.11.2015), com teor de pureza de 97,0
% e o itraconazol, (t)-1-sec-butil-4-[p-[4-[p[[(2R,4S)-2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
Imetil)-1,3-dioxolan-4-iljmetoxi]fenil]-1-piperazinil]fenil-D2-1,2,4-triazolin-5-ona
(C3sH3gCl,NgO4), CAS 84625-61-6, (Lote 097K1156V / Fabricacdo: 30.09.2007 / Validade:
26.12.2012), com teor de pureza de 98,0 %, foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
O diazepam, (Lote: 1068010-5 / Fabricagcdo: 04.2010 / Validade: 04.2012) foi gentilmente cedido

pelo Centro de Estudo e Desenvolvimento Analitico-Farmacéutico (CEDAFAR) da UFMG.

5.10. Reagentes e Instrumentos

Agua ultra pura foi obtida no laboratério por destilacdo e subseqiiente purificacdo em
Sistema Simplicity MilliQ (Millipore, Belford, EUA). Acetonitrila e metanol grau cromatografico
foi comprada da Tedia (S3o0 Paulo, SP, Brasil). Eter etilico, acetato de etila, hexano,
dimetilsulféxido e outros reagentes graus P.A. foram comprados da Merk (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

Foram utilizadas pipetas automaticas Eppendorf de volume varidvel (5-50, 10-100, 20-
200, 100-1000 pL), seringas de vidro (B-D Yale) de 10 mL e unidades filtrantes Millipore, tipo HV
Millex em polietileno com membrana Durapore com 13 mm de diametro e poros de 0,45 pm.

Para o preparo das solucGes foram usadas vidrarias calibradas, comuns de laboratoério.
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5.11. Equipamentos

!

Balanca AUX220 Shimadzu

— Agitador tipo vértex IKA Genius 3

— Centrifuga 5415D Eppendorf

— Concentrador TE019 Tecnal

— Banho Ultra-som USC-4800A Unique

— pHmetro pH/mv meter 21 Hanna

— Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters Alliance 2695 (Waters, Manchester, UK)
composto por bomba, injetor automatico de amostras, forno de coluna e detector UV
Waters (2489).

— Coluna analitica C18 Phenomenex®, modelo Gemini-NX (150 mm x 4,6 mm x 5 um)

— Pré-coluna C18 Phenomenex®, modelo AJ0-4287, (Amm x 3mm x 5 um)

5.12. Desenvolvimento de Método Bioanalitico para Quantificacgdo de Benzonidazol e

Itraconazol em Plasma de Camundongo

A literatura descreve diversos métodos para quantificacdo de BNZ e ITC separadamente
a partir de diferentes matrizes bioldgicas, como sangue, plasma, urina e ultrafiltrado, por
Comatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (Workman et al. 1984; Hardin et al. 1988;
Gubbins et al. 1998; Morilla et al. 2003; Wong et al. 2003; Shin et al. 2004; Lohitnavy et al. 2005;
Uno et al. 2006; Silva et al. 2007; Park et al. 2007; Woo et al. 2008; Ghazal et al. 2009). O
desenvolvimento de um método bioanalitico partiu da avaliagao das condi¢des ja descritas na
literatura, ajustando-as as caracteristicas do laboratdrio, como equipamentos e materiais,

visando reduzir o tempo de analise e consequentemente os custos.

5.13. Condi¢des Cromatograficas

Foram realizados testes utilizando diversas preparacdes de fases mdveis, compostas por

agua, metanol, acetonitrila e tampao fosfato em diferentes concentragdes e valores de pH,
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como: metanol/agua 80:20, 40:60, 75:25 (v/v), além de sistema gradiente; acetonitrila/dgua
80:20, 40:60, 75:25 (v/v) e sistema gradiente e acetonitrila/tampao fosfato 0,05 M e 0,02 M com
pH 3,0 e 6,0; 50:50, 75:25 e 25:75 (v/v). Todas as fases mdveis testadas foram filtradas em
membrana de acetato de celulose, com 47 mm de diametro e poro de 0,22 um. Para
degaseificar, levou-se a solugdo ao banho ultrassénico por 40 minutos.

Para a obtencdo da melhor resolucdo dos picos cromatograficos, variou-se a temperatura
do forno de coluna cromatografica entre a faixa de 30 e 40° C. Para a detecgao no UV, realizou-
se uma varredura entre 190 e 500 nm com extracdo dos cromatogramas nos seguintes
comprimentos de onda: 324, 320, 300, 290, 270, 260, 263, 240, 220 e 210 nm. Foram avaliados
varios candidatos a padrdo interno (Pl) para possibilitar melhor monitoramento das condigdes

de recuperacado durante o procedimento de extracao.

5.14. Purificagdo das Amostras de Plasma de Camundongo para Quantificagdo de

Benzonidazol e Itraconazol

Foram avaliadas diferentes condicdes de extracdo empregando os métodos de
precipitacdo de proteinas, extracao liquido-liquido e extracdo em fase soélida a partir de um
volume de 270 pL de plasma contaminado com 10 uL de cada um dos padrdes analiticos e do PI.

A precipitagdo de proteinas foi testada com diferentes solventes, como metanol,
acetonitrila, metanol/dimetilsulfoxido (1:1) e acetonitrila/dimetilsulféxido (1:1), acrescentando
a amostra plasmatica volumes de uma a duas vezes superior ao volume de plasma. Foram
testados diferentes tempos de extracdo por homogeneizacdo em vartex (10, 15 e 20 minutos),
além de repeticdes do procedimento por até trés vezes para se obter a melhor recuperacao
possivel dos analitos.

As extracdes liquido-liquido foram realizadas de forma semelhante, diferenciando
apenas os solventes testados: diclorometano, tricloroetano, hexano, cloroférmio, acetato de
etila, éter etilico e mistura de acetato de etila/dimetilsulfoxido (1:1), acetonitrila/acetato de
etila (1:1), éter etilico/acetato de etila (1:1) e éter etilico/acetato de etila/acido tricloroacético
(2:2:1). Também foram testadas extracdes duplas com volumes até 10 vezes maiores que o

volume de plasma, visando reduzir o tempo de agitagao em vértex, além de procedimentos de
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separacao das fases por centrifugacdo e/ou congelamento.
Em todos os métodos de extracdo testados, a fase organica obtida foi filtrada em
membrana de 0,45 um de poro e evaporada a vacuo até a secura. As amostras foram suspensas

em 300 pL de fase movel e transferidas para vials com insert de capacidade de 300uL.

5.15. Preparo dos Padrdes de Calibragao

Estando o método desenvolvido, a cada dia de analise foram preparadas curvas de
calibragdo a partir das solugGes-padrdo preparadas em dimetilsulfoxido nas concentragées de
0,5 a 100,0 pg/mL para o BNZ e de 1,0 a 75,0 pg/mL para o ITC, adicionadas ao plasma. Para tal,
270 pL de plasma foram transferidos para tubos de polipropileno contendo 10 uL da solugdo do
Pl (60 pg/mL) e 10 pL de cada uma as solugdes de BNZ e ITC preparadas em diferentes
concentragOes, conforme descrito na Tabela 5. As amostras foram homogeneizadas em
agitador de tubos tipo vdrtex por 15 segundos, e submetidas ao procedimento de purificacdo

imediatamente apds o preparo.

Tabela 5. Preparo das amostras de plasma padrdo utilizadas na curva de calibragao da quantificagao do
benzonidazol e itraconazol em plasma de camundongo.

Volume Concentragdo da Volume da Concentracao final presente na
de plasma solugdo padrao solugdo padrao curva de calibragao
branco (ng/mL) (L) (ng/mL)
(ng/MI)
BNz ITC Pl BNz ITC Pl BNz ITC Pl
270 15 30 1800 10 10 10 0,5 1,0 60
270 30 75 1800 10 10 10 1,0 2,5 60
270 150 150 1800 10 10 10 5,0 5,0 60
270 300 300 1800 10 10 10 10,0 10,0 60
270 750 450 1800 10 10 10 25,0 15,0 60
270 1500 750 1800 10 10 10 50,0 25,0 60
270 2250 1500 1800 10 10 10 75,0 50,0 60
270 3000 3000 1800 10 10 10 100,0 75,0 60

BNZ: benzonidazol
ITC: itraconazol
Pl: padrdo interno

42



MATERIAL E METODOS

5.16. Preparo dos Padrées de Controle de Qualidade

As amostras de plasma padrdo de controle de qualidade em baixa (CQB), média (CQM) e
alta (CQA) concentracdo também foram preparadas diariamente a partir das solucbes padrdo
de BNZ e ITC da mesma maneira que foram preparadas as amostras de plasma padrado da curva
de calibracdo para atingir as concentracées finais de 1,0; 25,0 e 75,0 ug/mL de BNZ e 2,5; 15,0 e
50,0 pg/mL de ITC, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Preparo das amostras de plasma de controle de qualidade utilizadas para a quantificagdo do
benzonidazol e itraconazol em plasma de camundongo.

Volume Concentragao da Volume da Concentracao final
Controle de solugdo padrdo solugdo padrao presente na curva de
de plasma (ug/mL) (uL) calibragdo (ug/mL)

Qualidade branco

(ng/mL) BNZ ITC Pl BNZ ITC Pl BNZ ITC Pl
CcQB 270 30 75 1800 10 10 10 1,0 2,5 60
cam 270 750 450 1800 10 10 10 25,0 15,0 60
CQA 270 2250 1500 1800 10 10 10 75,0 50,0 60

CQB: controle de qualidade em concentragdo baixa
CQM: controle de qulaidade em concentragdo média
CQA: controle de qualidade em concentragdo alta

5.17. Preparo de Amostras de Plasma Branco

Para as amostras de plasma “branco”, adiconaram-se 290 pL de plasma a tubos de
polipropileno contendo 10 pL de solugdo de Pl (diazepam) em dimetilsulféxido, na

concentragdo de 60 pg/mL, homogeneizando-se em vértex por 15 segundos.

5.18. Validagdo do Método para Quantificagdo do Benzonidazol e Itraconazol em Plasma de

Camundongo

A validagao da metodologia para a quantificagao simultanea do BNZ e ITC em plasma de

camundongo foi realizada por meio da determinacdo dos parametros de especificidade,
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recuperacao, limite de deteccdo, limites de quantificacdo, linearidade, precisdao, exatiddo e
estabilidade conforme o Guia para Validacdo de Métodos Bioanaliticos do FDA (United States,

2001) e Resoluc¢do n° 899 de marco de 2003 da ANVISA (Brasil, 2003)

5.18.1. Especificidade

A especificidade é definida como a capacidade do método em distinguir a substancia
analisada de qualquer outra presente na amostra (Causon, 1997). Na anadlise de amostras
bioldgicas, interferentes potenciais incluem componentes endégenos, metabdlitos ou produtos
de decomposicdo (United States, 2001), além dos anticoagulantes, quando utilizados.

Tal parametro foi investigado pela analise de seis amostras de plasma branco (plasma
obtido de animais sadios, isento de BNZ, ITC e PI), sendo quatro plasmas normais e dois
plasmas hemolisados para verificacdao da existéncia de interferéncia por parte de componentes
enddgenos (Brasil, 2003). A amostra de plasma hemolisado foi obtida por congelamento do

sangue e posterior centrifugacdo por 10 minutos a 3100 rpm.

5.18.2. Recuperagao

A recuperacdo indica a eficiéncia do procedimento de purificacdo das amostras
estabelecido no método e possibilita a quantificacdo do farmaco extraido apds a amostra de
plasma ser processada. Assim, este parametro de validacdo avalia se as condi¢cdes empregadas
no método sdo adequadas o suficiente para minimizar os contaminantes ou interferentes na
amostra.

A recuperacdo corresponde ao resultado obtido apds andlise da amostra de plasma
“branco” acrescida de padrao, submetida a pré-tratamento, expresso como porcentagem do
resultado obtido apds analise de padrdo puro, ndo submetido a pré-tratamento (Causon, 1997).

Esse parametro foi determinado comparando-se resultados de analises de amostras de
plasma de controle de qualidade submetidas ao processo de purificacdo com os resultados de
analises das amostras de plasma branco submetidas ao processo de purificacdo e

posteriormente contaminadas com as solugdes padrdo nas mesmas concentragées das
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amostras de controle de qualidade. A resposta das amostras brancas submetidas ao processo
de purificacdo e posteriormente contaminadas representa a quantidade total de farmaco
presente na amostra de plasma, ou seja, 100%. A resposta das amostras submetidas ao
processo de purificagdo representa a porcentagem recuperada.

Este parametro foi investigado em trés diferentes concentragdes (concentragdes das
amostras de plasma padrdo de controle de qualidade) e cinco repeti¢cbes, conforme

recomendado pelos guias oficiais (Brasil, 2003).

5.18.3. Limite de Detecc¢ao e Limite de Quantificagao Inferior

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentra¢do da substancia em exame
gue pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental (Brasil, 2003). O limite de quantificacdo inferior (LQ) deve
representar a menor concentracdo do analito que pode ser determinada com exatiddo e
precisdo aceitaveis.

O LD foi estabelecido por meio da anadlise de 5 réplicas de amostras contendo
concentragOes conhecidas e decrescentes dos farmacos, até o menor nivel detectavel sendo

calculado pela equacéo:

o = desvio padrdo do intercepto com o eixo Y observado para cinco curvas de calibracdo;

S = média dos valores de inclinagdo obtidos das mesmas cinco curvas de calibragao.

O LQ foi determinado utilizando-se cinco amostras de concentra¢des decrescentes e
conhecidas dos farmacos até o menor nivel determinavel, com precisdo e exatiddo aceitaveis. A
exatiddo deve estar entre + 15 % do valor nominal da concentracdo, com coeficiente de

variacdo de, no maximo, 20 % (Bressolle et al., 1996).

5.18.4. Linearidade

A linearidade indica a relacdo entre concentracdo do analito e a resposta do método,
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representada neste estudo, pela drea do sinal cromatografico.

A linearidade é obtida através da construcdo da curva de calibragdo, que representa a
relagao entre a resposta do instrumento e a concentragdao conhecida do analito. Na construgdo
da curva de calibracdo utilizaram-se amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo em oito
concentracdes diferentes de BNZ e ITC e em cinco repeticdes. Avaliou-se a correlacdo linear
entre as concentragdes e as razdes entre as areas dos sinais cromatograficos do padrdo
analitico sob o padrdo interno. Os pardmetros de correlacdo foram estimados através do
método dos minimos quadrados, onde a concentracao é considerada variadvel independente (x)

e a razao do padrdo analitico sobre o Pl é considerada varidvel dependente (y).
5.18.5. Precisao

A precisdo de um método analitico representa o grau de concordancia dos resultados
obtidos quando um procedimento analitico é aplicado repetidamente, sendo expressa como
coeficiente de variacdo (CV) dessas medidas. A precisdo intra-dia refere-se ao CV obtido por
repeticdo do método com o mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento e os mesmos
reagentes, em curto intervalo de tempo (por exemplo, no mesmo dia). A precisdo inter-dias é
obtida por meio de alteracdo de condicdes, como mudangas de analista ou reagentes, e
utilizacdo do método durante vdrias semanas ou meses (Causon, 1997).

Este parametro foi determinado analisando-se amostras de plasma de controle de
qualidade em trés concentragGes diferentes e em cinco réplicas no mesmo dia (precisdo intra-

dia) e em dias consecutivos (precisao inter-dias), e foi calculado segundo a equacdo:

i x100, onde:
Cmeédi:

JOR T

CV(%) =

CV(%) = coeficiente de variacdo em porcentagem
DP = desvio padrao

Cmédia = concentragdao média determinada
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5.18.6. Exatidao

A exatidao de métodos bioanaliticos € uma medida do erro sistematico e é definida
como concordancia entre o valor determinado e o valor real (Causon, 1997). O referido
parametro foi determinado pela analise de amostras de plasma de controle de qualidade em
trés diferentes concentracbes e em cinco repeticdes em um mesmo dia (exatiddo intra-dia) e
em dias diferentes (exatiddo inter-dias), e foi calculado segundo a equagdo:

Cmédia

Exatiddo=———x100, no qual:
Cteorice

Cmeédia = concentracdo média determinada

Ctedrica = concentragao tedrica ou nominal

5.18.7. Estabilidade

A determinacdo da estabilidade de um farmaco numa matriz biolégica depende de
varios fatores, tais como propriedades quimicas do farmaco, condigdes de armazenamento da
amostra, tipo de matriz bioldgica e material de acondicionamento (United States, 2001).

A determinacdo da estabilidade de uma amostra é fundamental para garantir que a
concentracdo da substancia a ser analisada ndo sofreu alteracdo entre a sua coleta e o
momento da andlise (Causon, 1997).

Assim, é importante que se determine a estabilidade das amostras de plasma em
temperatura ambiente, em ciclos de congelamento e descongelamento e apds longos periodos
de armazenamento sob refrigeracdo. A avaliacdo da estabilidade pds-processamento das
amostras permite que amostras processadas possam ser avaliadas apds longos periodos de
espera no autoinjetor do sistema cromatografico. Além disso, o monitoramento da estabilidade
das solucGes-padrao é fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos das
analises das amostras de plasma.

Conforme recomendado pelos guias oficiais adotados neste trabalho, foram

determinadas as estabilidades descritas a seguir.
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5.18.7.1. Estabilidade de Curta Duragao

Foram utilizadas trés amostras de plasma padrdao de controle de qualidade em trés
concentragOes (baixa, média e alta), submetidas a descongelamento natural, mantidas a
temperatura ambiente durante 4 horas e submetidas ao processo de purificacdo. Os resultados

foram comparados com amostras descongeladas e imediatamente analisadas.

5.18.7.2. Estabilidade em Ciclos de Congelamento e Descongelamento

Foram utilizadas trés amostras de plasma padrdao de controle de qualidade em trés
concentracdes (baixa, média e alta), submetidas as seguintes condi¢bes: congelamento a -20°C
por, no minimo, 24 horas, descongelamento e recongelamento por, no minimo, 24 horas e
assim sucessivamente até se completarem trés ciclos. As concentracées dos farmacos nas
amostras de plasma padrdao de controle de qualidade foram determinadas nos trés ciclos,
inclusive no tempo zero, correspondente a preparacdo das amostras de plasma de controle de

qualidade e analise das mesmas sem submeté-las ao congelamento.

5.18.7.3. Estabilidade P6s-Processamento

Foram utilizadas trés amostras de plasma padrdo de controle de qualidade em trés
concentrac¢des (baixa, média e alta), submetidas a descongelamento natural, a temperatura
ambiente, e analisadas nas mesmas temperatura e condigdes em que foram analisadas as
amostras de plasma dos animais.

A avaliacdo deste parametro contemplou o periodo maximo de espera das amostras

processadas no autoinjetor do cromatdgrafo (até 48 horas).

5.18.7.4. Estabilidade de Longa Duracgao

Amostras de plasma padrdo de controle de qualidade em trés concentra¢des (baixa,

média e alta) foram mantidas a -20°C por um periodo correspondente ao tempo em que as
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amostras de plasma dos animais ficariam armazenadas. Estas amostras foram analisadas no dia

de sua preparacao e apo6s 60 dias, em triplicata.
5.18.7.5. Estabilidade das Solu¢ées Padrdo

Para avaliar a estabilidade das solucbes-padrdo em dimetilsulfoxido, estas foram
analisadas diariamente durante as etapas de validacdo e andlise de amostras de plasma dos
animais, com monitoramento didrio dos sinais cromatograficos obtidos. Os resultados obtidos

foram comparados com os resultados de solu¢des-padrdo recém-preparados.

5.19. Delineamento Experimental Il

Avaliagao das condigées
descritas para BNZ e ITC

Condig¢oes
cromatograficas Procedimentos de extragdo

Fase movel
(tempo de retengdo)

| Padrdo Interno
Temperatura Extragdo liquido-liquido
Fluxo

Volume de injecdo Extracdo em fase sélida
(resolugdo)

Precipita¢do de proteinas

] (recuperagdo, tempo e custos)
Comprimento de onda
(detecgdo UV)

Validagdo

Especificidade, Linearidade, Precisdo,
Exatiddo, Limites de quantificagdo e detecgdo,
Recuperacdo e Estabilidade

Delineamento experimental do desenvolvimento das condi¢cdes cromatograficas, procedimentos de purificacao

das amostras e valida¢gdo da metodologia bioanalitica.
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PARTE lll — Avaliacdo Farmacocinética de Camundongos Tratados com BNZ, ITC e BNZ + ITC

Nesta parte do trabalho, um monitoramento pré clinico foi conduzido comparando os
perfis farmacocinéticos do BNZ e ITC administrados separadamente com o perfil
farmacocinético exibido pela associagdo proposta (BNZ + ITC) avaliados sob as mesmas

condicdes padronizadas.

5.20. Farmacos

Rochagan® (benzonidazol, Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos) comprimidos de 100 mg
(lote RJ0359, fabricacdo 05.2006, validade 05.2012) e Sporanox® (itraconazol, Janssen-Cilag
Farmacéutica) capsulas de 100mg (lote NCL101, fabricacdo 02.2010, validade 02.2013) foram

adquiridos comercialmente.

5.21. Animais

Foram utilizados fémeas jovens adultas de camundongos albinos Swiss, com idade de 4
meses, pesando entre 45 a 50 g obtidos do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto e mantidos em ambiente controlado com ciclos regulares de luz,
temperatura de 23 + 2°C e disponibilidade de 4dgua e alimento ad libitum, de acordo com o guia
estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Esta etapa do experimento também estd aprovada pelo Comite de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Ouro Preto, sob o protocolo n® 2010/08.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais de acordo com o tratamento
empregado: animais tratados com BNZ, animais tratados com ITC e animais tratados com BNZ +

ITC.

5.22. Esquema de Tratamento

Todos os animais receberam uma dose uUnica de 5 mg dos respectivos farmacos
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envolvidos no esquema terapéutico, correspondendo a aproximadamente 100 mg por quilo de
peso corporal. O BNZ foi pulverizado em grau de porcelana e administrado na forma de
suspendo em goma arabica. O ITC foi pulverizado e levado ao banho ultrassénico até a
obtencdo de uma suspensdo homogénea. A preparacdo da mistura de BNZ e ITC foi realizada da

mesma maneira que a preparacao do ITC isoladamente.

5.23. Coleta, Processamento e Armazenamento das Amostras de Plasma

Para realizar a quantificacdo dos farmacos no plasma dos animais tratados foram usados
tubos de polipropileno heparinizados para a coleta de aproximadamente 600 pL de sangue
obtidos do seio venoso retro orbital em diferentes periodos apds o tratamento. Por se tratar de
animais de pequeno porte foi necessario a utilizagdo de um Unico animal para cada tempo de
coleta. Assim, o tratamento e a coleta das amostras foram realizadas em quintuplicata nos trés
grupos experimentais.

Os tempos de coleta das amostras para a avaliagcdo farmacocinética foram: 30 minutos,
1,2,3,4,56,7,8,9, 10, 11, 12, 24, 36 e 48 horas apds o tratamento. O plasma foi separado
por centrifugacdo a 3100 rpm e congelado a -20°C até a realiza¢do das analises de quantificacdo

dos farmacos.

5.24. Quantificacdo do Benzonidazol e Itraconazol nas Amostras de Plasma de Camundongo

A gquantificacdo de BNZ e ITC nas amostras de plasma de camundongo foi realizada
utilizando a metodologia bioanalitica desenvolvida e validada.

Amostras de plasma dos animais tratados com BNZ, ITC e BNZ + ITC foram analisadas
paralelamente as curvas de calibracdo com oito pontos e junto as amostras em triplicata de
plasma de controle de qualidade em trés concentracoes (alta, média e baixa):

— Controle de qualidade baixo (CQB): 0,5 ug/mL de BNZ e 1,0 ug/mL de ITC;
— Controle de qualidade médio (CQM): 25,0 ug/mL de BNZ e 15,0 pg/mL de ITC;
— Controle de qualidade alto (CQA): 75,0 ug/mL de BNZ e 50,0 ug/mL de ITC.
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As curvas de calibragao e as amostras de controle de qualidade representam amostras
de plasma padrdo de concentragdo conhecida, preparadas com a matriz bioldgica em estudo. A
andlise concomitante das amostras padrao de controle de qualidade com as amostras de
plasma dos animais tratados garante a qualidade e a estabilidade destas durante todo
procedimento analitico empregado.

Para ajustar as concentracoes dos farmacos determinadas no plasma dos camundongos
gue apresentaram uma variacdo de até 5 g, assumiu-se que o volume total de plasma de cada

animal corresponde a 4,9% do seu peso corporal (Auletta, 1995).

5.25. Determinagao dos Parametros Farmacocinéticos

Neste estudo os parametros farmacocinéticos foram determinados com base no modelo
ndo compartimental porque este tipo de tratamento permite estimar os parametros cinéticos
sem a necessidade de ajustar os dados experimentais a um modelo deterministico (Yamaoka et
al., 1978). Esta abordagem modelo independente baseia-se na aplicacdo da teoria dos
momentos estatisticos a andlise das curvas concentracao x tempo. Este tratamento estatistico
assume que o movimento individual das moléculas do farmaco no organismo é aleatério, de tal
forma que apds a administracdo de uma determinada dose de farmaco, algumas moléculas sao
eliminadas de imediato, enquanto outras permanecem no sistema bioldgico durante um
periodo de tempo. Este tratamento farmacocinético assume que a elimina¢do do farmaco
segue um processo cinético de primeira ordem, devendo, por isso, obter-se um numero
suficiente de dados para definir a fase de eliminacdo terminal da curva e possibilitar a
extrapolacdo da area sob a curva até ao infinito (Berrozpe & Viladrosa, 1997).

A velocidade de absor¢do dos farmacos foi determinada pela estimativa das
concentragdes maximas (Cnax) Observadas no plasma e pelo tempo necessdrio para atingi-la
(Tmax). Estes valores foram obtidos diretamente a partir dos dados das médias das curvas
plasmaticas de concentragdo em fung¢ao do tempo. A quantidade de farmaco absorvido foi
determinada pelo calculo da area sob a curva (ASC), utilizando o método dos trapezdides
durante todo o periodo em que as concentracdes permaneceram acima do limite de

quantificacdo analitica (ASCo.¢) e extrapolada ao infinito (ASCy..), respeitando o limite de 20%.
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Dados relativos a velocidade do processo de eliminagao também foram calculados. Constante
de eliminacdo (A,) é a constante de primeira ordem associada a parte terminal da curva
plasmdtica de concentracdo em funcao do tempo e foi estimada via regressao linear da relacao
entre o tempo e o logaritmo da concentracdo. A meia vida de eliminac¢do foi determinada pelo

calculo de Ln2/ A,.
5.26. Analises Estatisticas

Os parémetros farmacocinéticos obtidos em cada grupo experimental foram expressos
como termos de media * desvio padrdo (D.P.) e as diferencas significativas dos valores médios
foram avaliados por analise de varidncia ANOVA Oneway usando o programa Graph Pad

Prism”. Em todas as anlises o critério de significacdo foi p < 0.05.

5.27. Delineamento Experimental Ill

240 animais tratados (3 grupos de 80 animais)

Delineamento experimental com a distribuicdo dos camundongos Swiss tratados com 5 mg de BNZ, ITC e BNZ + ITC

em regime de dose Unica e intervalos de coleta das amostras plasmaticas para a obtencdo dos parametros

farmacocinéticos.

BNz ITC BNZ + ITC
5mg 5mg 5mg
Dose Unica Dose Unica Dose unica

Intervalos de coleta:
30 min

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,24,36 e 48 hs

Método
Bioanalitico

Separagdo e congelamento do
plasma

Quantificagao
dos farmacos

Determinagao dos parametros
farmacocinéticos

53



Resultados




RESULTADOS

6. RESULDADOS

PARTE | — Avaliacao da Eficacia Terapéutica dos Tratamentos com BNZ, ITC e BNZ + ITC em

Camundongos Infectados com Clones de T. cruzi de Diferentes Grupos Genéticos

6.1. Confirmacgao da Infecgdo

Todos os animais infectados com os diferentes clones estudados apresentaram ESF

positivos (parasitemia patente), sendo assim comprovada a infeccdo antes do inicio do

tratamento, ndo sendo necessaria a realizagao da HC.

6.2. Parametros Empregados na Avaliagao da Eficacia Terapéutica

6.2.1. Avaliacdao da Mortalidade

Dos animais infectados com os diferentes grupos genéticos do T. cruzi apenas o grupo

ndo tratado e infectado com o clone P209 CI1 (Tcl) apresentou taxa de mortalidade de 25%.

6.2.2. Avaliacdo da Parasitemia

O tratamento empregando o BNZ separadamente promoveu redugdo significativa da

parasitemia dos camundongos infectados com o clone P209 CI1 (Tcl). Conforme ilustrado na

Figura 3, a infeccdo se tornou subpatente poucos dias apds o inicio do tratamento, mas

apresentou reativacdo no 59° dia de infeccdo, ou seja, 292 dia apds o final do tratamento.
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Clone P209 CI1 (Tcl)

50000+
45000+
% 400004
8 350004 Grupo nao tratado
g = Grupo tratado com BNZ
S 30000
<
g 250004
E 20000
=
'_é 15000+
z 10000
5000
oA ‘ ‘ ‘ ‘ AT A, ‘ ‘ : : ‘
o] 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120
Inicio do Fim do
tratamento tratamento
com BNZ com BNZ

Dias ap6s infecgcéo

Figura 3. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone P209 CI1 (Tcl) de
Trypanosoma cruzi tratados com benzonidazol (BNZ) e ndo tratados.

O tratamento dos camundongos infectados com o clone P209 Cl1 (Tcl), empregando ITC
separadamente, ndo foi capaz de suprimir a parasitemia. Apesar da reducdo significativa da
parasitemia, esta permaneceu patente durante todo o periodo de tratamento e por até 27 dias

apods o seu encerramento — Figura 4.

Clone P209 CI1 (Tcl)

50000+
45000+

40000+

Grupo néo tratado
= Grupo tratado com ITC

35000
30000+
25000+
20000+
150004

100004

o——AMMH—A—#—s—A@M ~ M

' T 1
(0] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

N. de Tripomastigotas / 0,1mL de sangue

Inicio do Fim do
tratamento tratamento
comITC comITC

Dias ap6s infeccéao

Figura 4. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone P209 CI1 (Tcl) de
Trypanosoma cruzi tratados com itraconazol (ITC) e ndo tratados.
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O tratamento empregando a associagdao BNZ + ITC resultou em supressdo total da
parasitemia dos camundongos infectados com o clone P209 CI1 (Tcl) poucos dias apds o inicio
do tratamento e nao foi observada a ocorréncia de reativagao da infecgao até o 110° dia de

infeccdo, ou seja, até 40 dias apos o final do tratamento — Figura 5.

Clone P209 CI1 (Tcl)
50000+

45000-

40000-|

Grupo néao tratado
= Grupo tratado com BNZ + ITC

35000+

30000

25000+

20000+

15000+

N de Tripomastigotas / 0,1mL de sangue

10000+

5000-

ol—f T T r T T " r T r , ,
o 10 20 3fo 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Inicio do Fim do Fim do
tratamento tratamento tratamento
com BNZ + ITC com BNZ com ITC

Dias ap6s infeccéao

Figura 5. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone P209 CI1 (Tcl) de
Trypanosoma cruzi tratados com a associagdo de benzonidazol e itraconazol (BNZ + ITC) e n3o tratados.
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O tratamento dos camundongos infectados com o clone BUG2149 Cl10 (TcV)

empregando o BNZ e ITC separadamente e em associacdo, promoveu apenas a reduc¢do da

parasitemia em todos os grupos de tratamento (Figuras 6, 7 e 8).

30000+

25000+

20000

15000+

10000+

N. de Tripomastigotas / 0,1mL de sangue

5000+

Clone BUG2149 CI10 (Tcl)

Grupo néo tratado
= Grupo tratado com BNZ

o

T T T T T T T T T T T |
10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120
Inicio do Fim do
tratamento tratamento
com BNZ com BNZ

Dias ap6s infeccao

Figura 6. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone BUG2149 CI10 (TcV)
de Trypanosoma cruzi tratados com benzonidazol (BNZ) e ndo tratados.

Clone BUG2149 CI10 (Tcl)

30000+
25000
% Grupo néao tratado
g 20000+ = Grupo tratado com ITC
o
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E 10000+
E
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f t
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tratamento tratamento
com ITC comITC

Dias apds infecgédo

Figura 7. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone BUG2149 CI10 (TcV)
de Trypanosoma cruzi tratados com itraconazol (ITC) e nao tratados.
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Clone BUG2149 CI10 (Tcl)
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25000
g Grupo néo tratado
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g
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Figura 8. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone BUG2149 CI10 (TcV)
de Trypanosoma cruzi tratados com a associa¢do de benzonidazol e itraconazol (BNZ + ITC) e ndo tratados.

Apenas nos animais tratados com o ITC isoladamente foi observada reativagao da
parasitemia 18 dias apds o encerramento do tratamento. Esta permaneceu patente por um

periodo de 10 dias ao longo da avaliacdo, realizada até o 110° dia de infec¢do — Figura 7.
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Os grupos de camundongos infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll) empregando o BNZ e
ITC separadamente e em associacdo (BNZ + ITC), promoveu apenas a reducdo da parasitemia

em todos os grupos (Figuras 9, 10 e 11).

Clone IVV ClI4 (Tcl)

8000+

6000 5
Grupo nao tratado

= Grupo tratado com BNZ

4000+

2000+

N. de Tripomeastigatas / 0,1mL de sangue

T T T T T T T T T T T |
o 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120
Inicio do Fim do
tratamento tratamento
com BNZ com BNZ

Dias apds infecgédo

Figura 9. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll) de
Trypanosoma cruzi tratados com benzonidazol (BNZ) e ndo tratados.

Clone IVV Cl4 (Tcl)
8000

6000 5
Grupo néo tratado

= Grupo tratado com ITC

4000+

2000

N de Tripomestigotas / 0,1mL de sangue

T T T T T T T ! T
(o] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
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tratamento tratamento
com ITC com ITC

Dias ap6s infeccédo

Figura 10. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll) de
Trypanosoma cruzi tratados com itraconazol (ITC) e ndo tratados.
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Clone IVVV Cl4 (Tcl)
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Figura 11. Curvas de parasitemia média de camundongos Swiss (n = 8) infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll) de
Trypanosoma cruzi tratados com a associagdo benzonidazol e itraconazol (BNZ + ITC) e ndo tratados.

Foi observada reativacdo da infeccdo 20 dias apds o encerramento do tratamento
apenas no grupo de animais tratados com o ITC empregado separadamente (Figura 10). Esta
parasitemia permaneceu patente por um periodo de 15 dias ao longo da avaliagcdo feita até o

110° dia de infeccdo.
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6.2.2.1 Parametros Derivados da Curva de Parasitemia

A parasitemia (PAR), representada pela area sob a curva, e os demais parametros
derivados desta, PPP (periodo pré-patente), PP (periodo patente), PMP (pico maximo de
parasitemia) e DPMP (dia do pico maximo de parasitemia) observados nos grupos de animais
tratados por qualquer dos esquemas terapéuticos empregados (BNZ, ITC e BNZ+ITC) foram
significativamente menores (p < 0,001) em relacdo aos grupos nao tratados.

Os animais infectados com o clone P209 CI1 (Tcl) e tratados com BNZ e com BNZ + ITC
apresentaram uma reducao da PAR significativamente maior (p < 0,001) em relagdo ao grupo
tratado com ITC. Similarmente, os grupos de animais infectados com o clone BUG2149 CI10
(TcV), apresentaram reducdo significativa da PAR (p < 0,001) no tratamento com BNZ e com
BNZ+ITC do que o grupo tratado apenas com o ITC (Tabela 7). Nos animais infectados com o
clone IVV Cl4 (Tcll), ndo foi observado diferenca significativa da PAR entre os esquemas de
tratamento ultilizados.

Em relacdo ao parametro PPP, ndo ocorreram alteragdes significativas em nenhum dos
tratamentos empregados para nenhum dos grupos experimentais.

A comparacdo entre os trés esquemas de tratamento (Tabela 7) mostra que os grupos
de animais infectados com o clone P209 Cl1 (Tcl), tratados com BNZ e com BNZ+ITC
apresentaram uma reducdo do PP significativamente maior (p < 0,001) quando comparados
com o grupo tratado com ITC. Ambos os grupos de animais, infectados com o clone BUG2149
Cl10 (TeV) e infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll) ndo apresentaram diferenca significativa do
parametro PP entre os esquemas terapéuticos empregados.

Em relagdo ao parametro PMP, os grupos de animais infectados com o clone P209 CI1
(Tcl) e os grupos infectados com o clone BUG2149 CI10 (TcV) ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos empregados. Os grupos de animais infectados com o clone
IVV Cl4 (TcV), tratados com BNZ e com BNZ+ITC apresentaram um reducdo significativamente
maior do PMP (p < 0,001) do que o grupo tratado com ITC — Tabela 7.

O tratamento do grupo infectado com o clone P209 CI1 (Tcl) com ITC promoveu uma
antecipacao significativamente menor (p < 0,01) do DPMP em relacdo aos grupos tratados com

BNZ e BNZ+ITC (tabela 7). Nos grupos de animais infectados com os clones BUG 2149 CI10 (TcV)
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e IVV Cl4 (Tcll) ndo houve diferencas significativa no DPMP das respectivas curvas de

parasitemia.

Tabela 7. Parametros de parasitemia médio em camundongos Swiss (n = 8) infectados com diferentes grupos
genéticos do Trypanosoma cruzi e tratados com benzonidazol e itraconazol empregados separadamente e em

associagao.

Grupos Tratamento PAR (x10°) PPP (dias) PP (dias) PMP (x 10°) DPMP (dias)
genéticos

NT 988 + 732 9,75 + 2,03 55,13 + 8,86 62,0 + 39,08 19,88 + 6,40
P209 Cl1 BNZ 8+3 8,50 + 2,40 2,00 + 1,60 4,00 + 0,00 1,00 + 0,00
(Tcl) ITC 67 +42 * 10,00 +2,40 21,35+ 16,64 * 9,00 + 2,83 7,63 + 6,66*
BNZ+ITC 5+15 8,88 1,25 1,13+0,35 4,00 + 0,00 1,00 + 0,00
NT 311+125 6,50 + 7,01 32,25+ 11,91 9,50 + 2,07 29,88 + 5,80
BUG2149 CI10 BNZ 64 + 25 7,50 £1,51 5,38 2,72 4,50 + 1,41 1,50 + 1,41
(Tev) ITC 166 + 55* 6,75 + 3,58 3,38 + 4,47 5,50 + 2,07 3,00 + 4,04
BNZ+ITC 48 +23 6,50 + 1,20 6,75 + 1,04 4,50 + 1,41 1,50 + 1,41
NT 85+ 41 8,63 + 2,45 16,25 + 4,20 37,00 5,55 7,25+1,28
IVV Cl4 BNZ 17 +3 8,75+ 2,25 11,00 + 2,14 10,00 * 3,02 3,25+ 1,49
(Tcll) ITC 21+17 8,63 + 2,45 10,88 + 2,64 27,00 +5,13 * 5,38 + 2,00
BNZ+ITC 11+6 8,25+ 1,98 11,13 +2,17 10,75 + 4,66 3,38 +0,92

NT, grupo n3o tratado; PAR, parasitemia (area sob a curva); PPP, periodo pré patente; PP, periodo patente; PMP,
pico maximo de parasitemia; DPMP, dia do pico maximo de parasitemia.

* Diferencas significativas entre os tratamentos empregados com p < 0,05 e IC 95%

6.2.3. Avaliacao da Eficacia Terapéutica

Os métodos de avaliacdo parasitologica por exame de sangue a fresco (ESF),

hemocultura (HC), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de sangue e o método

sorolégico de reacdo imunoenzimatica (ELISA), revelaram que o tratamento com BNZ

empregado separadamente apresentou indice de cura de 12,5 % para os camundongos

infectados com os clones P209 CI1 (Tcl) e BUG2149 CI10 (TcV) e 37,5 % para os camundongos

infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll).

O tratamento com ITC empregado separadamente resultou em falha terapéutica em

100% dos animais infectados com os clones P209 CI1 (Tcl) e BUG2149 CI10 (TcV) e o grupo de

animais infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll), apresentou um indice de cura de 12,5 %.

Quando os camundongos foram tratados com a quimioterapia associada (BNZ + ITC), os
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grupos infectados com os clones P209 ClI1 (Tcl) e BUG2149 CI10 (TcV) apresentaram indice de
cura de 37,5 %, cujo aumento foi significativamente maior em relacdo ao tratamento com BNZ
(p = 0,0469) e ITC (p = 0,0318) empregados separadamente. O grupo experimental infectado
com o clone IVV Cl4 (Tcll) apresentou o indice de cura de 87,5 % quando submetido a
quimioterapia associada, sendo este indice significativamente maior ao obtido pelo tratamento
com BNZ (p =0,0458) e ITC (p = 0,0091) em seus esquemas terapéuticos isolados (Tabela 8).

A comparacdo entre os trés esquemas terapéuticos empregados mostra que houve um
aumento significativo (p = 0,0124) no indice de cura global quando se empregou o tratamento
com a associacao (BNZ + ITC) em comparacdo aos esquemas de tratamento empregando o BNZ

e o ITC separadamente, em todos os grupos experimentais.

Tabela 8. indice de cura e porcentagem de falha terapéutica acumulada detectada no diagndstico de infecgdo pelo
T. cruzi empregando os métodos de avaliacdo parasitologicos e sorolégico.

Porcentagem de falha terapéutica acumulada

Grupos indice de
Genéticos Tratamento ESF (%) HC (%) PCR (%) ELISA (%) cura (%)
P209 Cl1 BNz 25,0 62,5 87,5 87,5 12,5
(Tel) ITC 37,5 100 100 100 0
BNZ+ITC 0,00 0,00 0,00 62,5 37,5
BUG2149 BNZ 0,00 50,0 75,0 87,5 12,5
Cl10 ITC 37,5 62,5 100 100 0
(Tev) BNZ+ITC 0,00 12,5 50,0 62,5 37,5
IVV Cl4 BNz 0,00 12,5 37,5 62,5 37,5
(Tel) ITC 25,0 50,0 75,0 87,5 12,5
BNZ+ITC 0,00 0,00 0,00 12,5 87,5

ESF, exame de sangue a fresco; HC, hemocultura; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; ELISA, ensaio
imunoenzimatico.

Segundo o critério de Toledo e cols. (2003), os indices de cura resultantes dos
tratamentos empregados neste trabalho classificaram os clones P209 Cl1 (Tcl) e BUG2149 CI10
(TcV) como resistentes ao BNZ (12,5 %) e ITC (0 %) empregados separadamente e parcialmente
resistente (37,5 %) ao tratamento com ambos os farmacos administrados em associa¢do. O
clone IVV Cl4 foi classificado como parcialmente resistente ao tratamento com BNZ (37,5 %),
resistente ao tratamento com ITC (12,5 %) e sensivel ao tratamento empregando a associacao

de BNZ e ITC (87,5 % de cura) — Tabela 8.
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PARTE |l — Desenvolvimento e Validacdao do Método Bioanalitico para Quantificacdo de BNZ e

ITc

6.3. Desenvolvimento do Método Bioanalitico

Neste trabalho desenvolveu-se um método utilizando CLAE para a quantificacdo
simultanea de BNZ e ITC em amostras de plasma de camundongo tratados com ambos os
farmacos empregados isoladamente e em associacao.

Foi desenvolvida uma condicdo otimizada para quantificar o BNZ e o ITC na presenca do
Pl, utilizando fase mdvel com menor quantidade possivel de solvente organico, em menor

tempo de andlise, sem interferéncia dos constituintes do plasma e obtendo boa recuperacgao.

6.3.1. Condi¢Ges Cromatograficas

O melhor desempenho na separa¢do dos analitos consistiu na utilizacdo de fase movel
composta por mistura de acetonitrila e agua na proporg¢do de 60:40 (v/v), sob fluxo de 1,0
mL/min, a uma temperatura de 40°C e volume de injecdo de 25 pL da amostra processada. Os
comprimentos de onda empregados no detector UV foram de 324 nm para o BNZ e 263 nm
para o ITC, que apresentaram tempos de retencdo de 1,85 e 9,94 minutos, respectivamente
(Figura 12). O padrdo interno selecionado, diazepam, foi detectado nas mesmas condi¢Oes
estabelecidas para o BNZ e o ITC, devido a sua ampla faixa de absor¢do na regido do UV (230 a

350 nm) e seu tempo de retencgdo na coluna cromatografica foi de 3,76 minutos.

BNZ IS ITC
0,407

0,357
0,301 B 324nm
0,257 [ 263 nm

2020;
0,157
0,107
0,057
0,00

0,00 l,bO 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10100 11100
Minutes

Figura 12. Cromatogramas do BNZ, ITC e Pl nas concentra¢cdes de 100ug/mL extraidos a 324 e 263 nm utilizando
acetonitrila e d4gua na proporc¢do de 60:40 (v/v) como fase movel, fluxo de 1,0 mL/min, e temperatura de 40°C.
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6.3.2. Purificagdo das Amostras de Plasma de Camundongo para Quantificacio de

Benzonidazol e Itraconazol

O procedimento de purificacdo de amostras de plasma dos animais que apresentou a
melhor recuperagdo do padrdes analiticos foi realizado através de dupla extragdo liquido-
liquido utilizando-se duas por¢des de 1,0 mL de éter etilico. As amostras foram agitadas em
vortex por 20 minutos e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos. A fase organica acumulada
foi filtrada em unidade HV Millex com membrana Millipore™ de 13 mm de didmetro e poro de
0.45 pum. O filtrado foi evaporado sob vacuo até a secura e o residuo foi reconstituido em 300

uL de fase mével para ser analisado pelo método cromatografico desenvolvido.

6.4. Validacao do Método para Quantificacio do Benzonidazol e Itraconazol em Plasma de

Camundongo

6.4.1. Especificidade

O método desenvolvido apresentou boa separacao dos analitos entre si e entre estes e
os componentes do plasma branco e hemolisado. Os sinais cromatograficos referentes ao BNZ,

ITC e Pl apresentaram adequada resolucdo (Figuras 13 e 14 ).

0,005,

[ = e
0,004] Padrio analitico
IS 0 Plasma branco
0,003
BNz
20,0021
0,001
0,0007
T T T T T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
Minutes

Figura 13. Cromatogramas superpostos referentes as andlises de amostra de plasma branco obtida de animal sadio
sem a administracdo de BNZ e ITC comparado ao perfil cromatografico do padrdo analitico extraido a 324 nm,
utilizando acetonitrila e agua na propor¢do de 60:40 (v/v) como fase moével, fluxo de 1,0 mL/min, e temperatura de
40°C.
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Figura 14. Cromatogramas superpostos referentes as andlises de amostra de plasma branco obtida de animal sadio
sem a administracdo de BNZ e ITC comparado ao perfil cromatografico do padrdo analitico extraido a 263 nm,
utilizando acetonitrila e agua na propor¢do de 60:40 (v/v) como fase moével, fluxo de 1,0 mL/min, e temperatura de
40°C.

6.4.2. Recuperagao

As recuperacdes médias do procedimento de purificacdo de amostras de plasma de
controle de qualidade foram de 92,46; 93,92 e 103,21 % para o BNZ, ITC e PI, respectivamente
(Tabela 9).

Tabela 9. Recuperagdo média (n = 5) do procedimento de purificagdo das amostras de plasma de controle de
qualidade adicionadas de BNZ e ITC (padrdes) e diazepam (padrao interno).

Concentragdo (ug/mL) Recuperagdo (%)
BNZ ITC BNZ (CV%) ITC (CV%) Pl (CV%)
CcQB 1,00 2,50 93,55 (1,55) 101,85 (5,67) 101.81 (5,73)
caMm 25,0 15,0 89,77 (6,02) 96,63 (6,58) 106.30 (5,37)
CQA 75,0 50,0 94,07 (4,68) 83,28 (3,97) 101.53 (8,29)
Média 92,46 93,92 103,21
DP (ug/mL) 2,35 9,57 2,68
CV (%) 2,54 10,20 2,59

CQB, controle de qualidade baixo; CQM, controle de qualidade médio; CQA, controle de qualidade alto.
DP, desvio padrao; CV, coeficiente de variagao.

6.4.3. Limite de Deteccao e Limite de Quantificagao Inferior

Os limites de detecgdo do BNZ e ITC foram de 0,36 e 0,68 pug/mL, respectivamente. Os
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limites de quantificagdo do BNZ e ITC foram de 0,5 e 1,0 pug/mL, respectivamente. Ambos os
limites apresentaram valores de precisdo e exatiddo de 0,72 e 105,53%, respectivamente, para

0 BNZ e de 5,88 e 99,42%, respectivamente, para o ITC.

6.4.4. Linearidade

Obteve-se correlagdo linear entre concentragdao de farmaco e resposta do método, na
faixa de concentracdo de 0,5 a 100 pg/mL para o BNZ e de 1,0 a 75 pg/mL para o ITC em
plasma. A Figura 15 apresenta a curva de calibracdo definida no método e os parametros

relativos a ela estdo representados na Tabela 10.

A B
6 1,2
5 1
44 0,8 1
g 3] € 0,6
< <
24 0,4 1 .
14 0,2 1
0 T T T T T 1 0 1
0 20 40 60 80 100 120 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentragédo pg/mL Concentracéo (ug/mL)

Figura 15. Curvas de calibragdo do método analitico para quantificacdo de (A) BNZ e (B) ITC em plasma por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia utilizando acetonitrila e dgua na proporg¢do de 60:40 (v/v) como fase
moével, fluxo de 1,0 mL/min, e temperatura de 40°C.

Tabela 10. Parametros relativos a linearidade do método analitico para quantificagdo de BNZ e ITC em plasma de
camundongo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Parametros BNZ ITC
Coeficiente angular (a) 0,0522 0,0128
Coeficiente linear (b) 0,0229 0,0111
Coeficiente de correlagdo (rz) 0,9985 0,9924

6.4.5. Precisao

A precisdo do método para quantificacgdo do BNZ nas amostras de plasma de
camundongo preparadas nas concentracdes baixa, média e alta, esteve entre 1,71 e 5,84 %

guando analisadas no mesmo dia (intra-ensaio) e entre 2,57 e 6,45 % quando analisadas em

68



RESULTADOS

dias diferentes (inter-ensaios). O método também foi preciso para a quantificagdo do ITC nas
mesmas condi¢Ges, com resultados intra-ensaio entre 3,98 e 6,58 % e inter-ensaios entre 5,12 e

6,00 %. Os resultados estdo apresentados na Tabela 11.

5.4.6. Exatidao

Todas as amostras de controle de qualidade adicionadas de BNZ e ITC apresentaram
desvios em relagcdo aos valores nominais menores que 15%. A exatiddo do método para a
guantificacdo de BNZ nas amostras analisadas no mesmo dia variou de 93,10 a 102,06 % e para
amostras analisadas em diferentes dias variou de 95,88 a 99,42 %. Para a quantificagao do ITC
nas mesmas condicdes, a exatidao variou de 89,06 a 99,46 % no intra-ensaio e de 92,10 a 96,89

nos inter-ensaios. Os resultados estdo resumidos na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados de precisdo e exatiddo intra e inter-ensaios referentes ao método analitico para
quantificacdo de BNZ e ITC em plasma de camundongo por cromatografia liqliida de alta eficiéncia. Os resultados
expressam a média da analise de seis amostras para precisdo e exatiddo intra-ensaio e seis determinac¢des por dia,
durante 3 dias, para precisao e exatiddo inter-ensaios.

Concentragdo PRECISAO (CV %) EXATIDAO (%)
(ug/mL) Intra-ensaio Inter-ensaios Intra-ensaio Inter-ensaios
BNZ ITC BNZ ITC BNZ ITC BNZ ITC BNZ ITC
CcaB 1,00 2,50 1,71 5,67 2,57 5,12 93,10 90,45 97,44 92,27
camMm 25,0 15,0 5,84 6,58 6,45 6,00 92,09 89,06 95,88 92,10
CQA 75,0 50,0 2,17 3,97 4,45 5,24 102,06 99,46 99,42 96,89

CQB, controle de qualidade baixo; CQM, controle de qualidade médio; CQA, controle de qualidade alto.
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6.4.7. Estabilidade

6.4.7.1. Estabilidade de Curta Duragao

Os resultados da avaliacdo da estabilidade de curta duracdo mostraram que as amostras

de plasma de controle de qualidade mantidas a temperatura ambiente por 4 horas

mantiveram-se estaveis — Tabelas 12 e 13.

Tabela 12. Estabilidade do BNZ em amostras de plasma de camundongo, analisadas apds permanéncia a
temperatura ambiente por 4 horas e comparadas com amostras processadas imediatamente apds o preparo. Cada

resultado representa a média de cinco determinagGes.

Concentragdo Amostras processadas Amostras processadas
Nominal imediatamente apds o preparo apds 4 horas a temperatura ambiente
(ng/mL) Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Real (ug/mL) (CV %) (%) Real (ug/mL) (CV %) (%) (bias) (%)
CcaB 1,00 1,05 4,44 104,96 0,95 8,24 95,42 -9,09
camMm 25,00 25,53 4,94 102,11 26,35 3,84 105,40 3,22
CQA 75,00 72,74 9,43 96,99 74,29 8,29 99,05 2,12

Tabela 13. Estabilidade do ITC em amostras de plasma de camundongo, analisadas apds permanéncia a
temperatura ambiente por 4 horas e comparadas com amostras processadas imediatamente apds o preparo. Cada

resultado representa a média de cinco determinagodes.

Concentragdo Amostras processadas Amostras processadas
Nominal imediatamente apds o preparo apos 4 horas a temperatura ambiente
(ng/mL) Concentragdo Precisdo Exatiddo Concentragdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Real (pg/mL) (%) (%) Real (pg/mL) (%) (%) (bias) (%)
CaB 2,50 2,54 5,16 101,50 2,50 6,66 100,01 -1,47
camMm 15,00 14,71 7,06 98,07 16,39 8,32 109,25 11,40
CQA 50,00 50,52 4,55 101,04 51,57 7,02 103,14 2,08

5.4.7.2. Estabilidade em Ciclos de Congelamento e Descongelamento

A avaliacdo dos resultados da estabilidade das amostras de plasma de controle de

qualidade avaliadas por trés ciclos de congelamento e descongelamento mostrou que estas se

mantiveram estaveis (Tabelas 14 e 15).
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Tabela 14. Estabilidade do BNZ em amostras de plasma de camundongo mantidas a temperatura de -20°C e
submetida a um, dois e trés ciclos de congelamento e descongelamento e comparadas com amostras processadas
imediatamente apds o preparo. Cada resultado representa a média de cinco determinagdes.

Amostras processadas Amostras processadas
Concentragdo imediatamente apds o preparo apos 4 horas a temperatura ambiente
Nominal Concentragdo  Precisdo Exatiddo  Concentracdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Ciclos (ug/mL) Real (ug/mL) (%) (%) Real (ug/mL) (%) (%) (bias) (%)
CQB 1,00 1,05 4,44 104,96 0,99 7,87 98,76 -5,91
1 cam 25,00 25,53 4,94 102,11 27,53 5,25 110,11 7,83
CQA 75,00 72,74 9,43 96,99 75,54 10,12 100,72 3,85
CQB 1,00 1,05 4,44 104,96 1,02 9,90 101,90 -2,92
2 cam 25,00 25,53 4,94 102,11 27,50 8,93 109,99 7,72
CQA 75,00 72,74 9,43 96,99 76,32 3,53 101,76 4,91
CQB 1,00 1,05 4,44 104,96 0,99 13,88 98,74 -5,93
3 cam 25,00 25,53 4,94 102,11 26,99 8,40 107,83 5,60
CQA 75,00 72,74 9,43 96,99 75,09 5,16 100,12 3,27

Tabela 15. Estabilidade do ITC em amostras de plasma de camundongo mantidas a temperatura de -20°C e
submetida a um, dois e trés ciclos de congelamento e descongelamento e comparadas com amostras processadas
imediatamente apds o preparo. Cada resultado representa a média de cinco determinacgdes.

Amostras processadas Amostras processadas
Concentragdo imediatamente apds o preparo apds 4 horas a temperatura ambiente
Nominal Concentragdo Precisdo  Exatidao Concentragao Precisdo  Exatiddo Tendéncia
Ciclos (ug/mL) Real (pg/mL) (%) (%) Real (ug/mL) (%) (%) (bias) (%)
caB 2,50 2,54 5,16 101,50 2,46 11,43 98,48 -2,98
1 caM 15,00 14,71 7,06 98,07 16,16 13,13 107,71 9,83
CQA 50,00 50,52 4,55 101,04 52,52 4,26 105,03 3,95
cQaB 2,50 2,54 5,16 101,50 2,21 5,09 88,54 -12,77
2 cam 15,00 14,71 7,06 98,07 14,16 10,00 94,42 -3,72
CQA 50,00 50,52 4,55 101,04 50,86 7,62 101,72 0,67
caB 2,50 2,54 5,16 101,50 2,3 6,29 89,44 -11,88
3 caM 15,00 14,71 7,06 98,07 14,03 6,42 93,55 -4,61
CQA 50,00 50,52 4,55 101,04 48,48 8,81 96,96 -4,03

6.4.7.3. Estabilidade Pds-Processamento

Foi avaliada a estabilidade pds-processamento por 48 horas a temperatura ambiente e
os resultados mostram que as amostras foram capazes de se manter estaveis durante o periodo

de anadlise pelo autoinjetor na cromatografia liquida de alta eficiéncia (Tabelas 16 e 17).

Tabela 16. Estabilidade do BNZ em amostras de plasma de camundongo purificadas e mantidas a temperatura
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ambiente por 48 horas e comparadas com amostras processadas imediatamente apds o preparo. Cada resultado
representa a média de cinco determinagdes.

Concentragdo Amostras processadas Amostras processadas
Nominal imediatamente apds o preparo apos 4 horas a temperatura ambiente
(ug/mL) Concentragdo Precisdo Exatiddo Concentragdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Real (pg/mL) (%) (%) Real (ug/mL) (%) (%) (bias) (%)
CQB 1,00 1,05 4,44 104,96 1,02 5,71 101,57 -3,23
cam 25,00 25,53 4,94 102,11 25,84 4,37 103,35 1,21
CQA 75,00 72,74 9,43 96,99 79,06 13,47 105,41 8,68

Tabela 17. Estabilidade do ITC em amostras de plasma de camundongo purificadas e mantidas a temperatura
ambiente por 48 horas e comparadas com amostras processadas imediatamente apds o preparo. Cada resultado

representa a média de cinco determinagdes.

Concentragdo Amostras processadas Amostras processadas
Nominal imediatamente apds o preparo apds 4 horas a temperatura ambiente
(ng/mL) Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Real (pg/mL) (%) (%) Real (pg/mL) (%) (%) (bias) (%)
cQaB 2,50 2,54 5,16 101,50 2,42 11,16 96,68 - 4,75
cam 15,00 14,71 7,06 98,07 14,72 10,63 98,11 0,04
CQA 50,00 50,52 4,55 101,04 52,11 5,32 104,22 3,15

6.4.7.4. Estabilidade de Longa Duragao

As amostras de plasma de controle de qualidade contendo BNZ e ITC, armazenadas a -

202C, mantiveram-se estaveis por dois meses (Tabelas 18 e 19).

Tabela 18. Estabilidade do BNZ em amostras de plasma de controle de qualidade analisadas 120 dias apds o
preparo e armazenadas a - 202C e comparadas com amostras processadas imediatamente apds o preparo. Cada

resultado representa a média de trés determinagdes.

Concentragdo Amostras processadas Amostras processadas
Nominal imediatamente apds o preparo apos 4 horas a temperatura ambiente
(ug/mL) Concentragdo Precisdo Exatiddo Concentragdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Real (pg/mL) (%) (%) Real (pg/mL) (%) (%) (bias) (%)
CaB 1,00 1,05 4,44 104,96 0,94 1,56 94,30 -10,16
camMm 25,00 25,53 4,94 102,11 23,17 6,02 92,67 -9,24
CQA 75,00 72,74 9,43 96,99 73,17 4,68 97,56 0,59
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Tabela 19. Estabilidade do BNZ em amostras de plasma de controle de qualidade analisadas 120 dias apds o
preparo e armazenadas a - 202C e comparadas com amostras processadas imediatamente apds o preparo. Cada

resultado representa a média de trés determinagdes.

Concentragdo Amostras processadas Amostras processadas
Nominal imediatamente apds o preparo apos 4 horas a temperatura ambiente
(ng/mL) Concentracdo Precisdo Exatiddo Concentracdo Precisdo Exatiddo Tendéncia
Real (pg/mL) (%) (%) Real (pg/mL) (%) (%) (bias) (%)
CcaB 2,50 2,54 5,16 101,50 2,65 5,67 105,86 4,30
cam 15,00 14,71 7,06 98,07 14,05 6,58 93,65 -4,51
CQA 50,00 50,52 4,55 101,04 48,32 3,65 96,63 -4,36

6.4.7.5. Estabilidade das Solu¢des Padrao

Os resultados da avaliacdo da estabilidade das solu¢des-padrdao em dimetilsulfoxido

apresentaram desvio médio de - 4,55%, - 5,28 % e - 3,72 % para os padrdes de BNZ, ITC, e PI,

respectivamente.
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PARTE lll — Avaliacdo Farmacocinética de Camundongos Tratados com BNZ, ITC e BNZ + ITC

6.5. Quantificagao do Benzonidazol e Itraconazol nas Amostras de Plasma de Camundongo

Na Figura 16 estd ilustrada a determinagao do BNZ e ITC nas amostras de plasma de

camundongo tratados com os farmacos pela metodologia bioanalitica desenvolvida e validada

para esse proposito.
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Figura 16. Cromatogramas da determina¢do de BNZ e ITC em amostras de plasma de animais tratados com 5 mg
de cada farmaco coletadas em (A) 0,5; 1 e 2 horas apds administracdo e (B) 1, 3 e 5 horas apds administracgdo.

6.6. Avaliagcao Farmacocinética

Nas Tabelas 20 e 21 estdo apresentados os parametros farmacocinéticos obtidos das
curvas de concentragao plasmatica em fungdo do tempo apds a administragdo de dose uUnica de
5 mg de BNZ e ITC, respectivamente, considerando o cronograma de coleta das amostras pelo

periodo de 48 horas.
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Tabela 20. Parametros farmacocinéticos do BNZ administrado em camundongos apds dose oral Unica de 5 mg.

[ Tax ASCo. ASCo-oo A typ

Curvas (ne/Kg) (h) (ug.h/mL) (ug.h/mL) (1/h) (h)
1 152,59 2,00 589,19 591,80 0,60 1,16
2 171,04 2,00 525,11 528,46 0,52 1,34

3 154,06 2,00 502,97 512,71 0,22 3,21

4 134,66 2,00 528,78 537,83 0,76 0,91

5 144,06 2,00 549,63 564,81 0,44 1,58
Média 151,28 2,20 539,14 547,12 0,50 1,63
EP 6,03 0,00 14,54 14,01 0,09 0,41

Crax Concentracdo maxima; T.., tempo da concentragdo mdxima; ASC,; drea sob a curva até a ultima

concentragdo determinada; ASCy.., area sob a curva extrapolada ao infinito; A;, constante de eliminagdo

plasmatica; tys, tempo de meia vida de eliminagdo plasmatica; EP, erro padrdo.

Tabela 21. Parametros farmacocinéticos do ITC administrado em camundongos apos dose oral Unica de 5 mg.

Conax Trnax ASCo.; ASCo.oo A typ
Curvas (ug/Ke) (h) (ug.h/mL) (ug.h/mL) (1/h) (h)
1 8,85 5,00 59,48 60,85 0,22 3,11
2 15,84 5,00 60,19 61,41 0,40 3,35
3 10,41 5,00 76,05 95,28 0,19 3,61
4 13,92 4,00 67,60 68,85 0,05 5,59
5 9,76 4,00 66,35 83,14 0,16 3,97
Média 11,76 4,60 65,93 73,90 0,20 3,68
EP 1,33 0,24 2,30 6,69 0,06 0,69

Cmax, CONcentracdo maxima; T,., tempo da concentragdo madxima; ASC,, area sob a curva até a Ultima

concentragdo determinada; ASCy.., area sob a curva extrapolada ao infinito; A;, constante de eliminagdo

plasmatica; tyg, tempo de meia vida de eliminagdo plasmatica; EP, erro padrao.

Os efeitos da administracdo concomitante de BNZ e ITC sobre os seus parametros

farmacocinéticos individuais obtidos das curvas de concentracdo plasmdtica em funcdo do

tempo ap6s a administracdo de dose Unica de 5 mg de ambos estdo apresentados nas Tabelas

22 e 23.

75



RESULTADOS

Tabela 22. Parametros farmacocinéticos do BNZ apds administragao de sua associagdo com ITC, ambos em dose
oral Unica de 5 mg.

[ Tax ASCq. ASCo-oo A typ

Curvas (ug/Ke) (h) (ng-h/mL) (ug.h/mL) (1/h) (h)
1 114,54 2,00 538,89 539,48 0,07 9,82
2 92,32 2,00 562,03 580,29 0,05 13,02
3 95,01 2,00 509,69 522,18 0,06 11,42
4 112,64 3,00 575,65 505,72 0,05 14,48
5 91,46 3,00 584,49 511,13 0,06 12,19

Média 101,19 2,40 554,15 531,80 0,06 12,19
EP 5,10 0,24 13,55 13,44 0,00 0,78

Crax Concentracdo maxima; T.., tempo da concentragdo mdxima; ASC,; drea sob a curva até a ultima
concentragdo determinada; ASCy.., area sob a curva extrapolada ao infinito; A; constante de eliminagdo

plasmatica; tyg, tempo de meia vida de eliminagdo plasmatica; EP, erro padrao.

Tabela 23. Parametros farmacocinéticos do ITC apds administragdo de sua associagdo com BNZ, ambos em dose
oral Unica de 5 mg.

Conox Tmax ASCo.c ASCo..o A t

Curvas (ng/Kg) (h) (ng-h/mL) (ug.h/mL) (1/h) (h)
1 7,56 5,00 49,84 51,01 0,33 2,09

2 12,92 4,00 69,10 87,59 0,21 3,35

3 10,06 6,00 97,45 116,00 0,11 6,59

4 12,34 5,00 72,72 91,88 0,25 2,82

5 9,88 5,00 98,15 115,58 0,15 4,64
Média 10,55 5,00 77,45 92,41 0,21 3,90
EP 0,96 0,32 9,17 11,90 0,04 0,79

Crax Concentracdo maxima; T.., tempo da concentragdo mdxima; ASC,; drea sob a curva até a ultima
concentragdo determinada; ASCy.., area sob a curva extrapolada ao infinito; A;, constante de eliminagdo

plasmatica; tys, tempo de meia vida de eliminagdo plasmatica; EP, erro padrdo.

A média de todos os parametros farmacocinéticos do BNZ e ITC administrados em

camundongos, separadamente e em associacdo, estdo resumidas na Tabela 24.
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Tabela 24. Parametros farmacocinéticos médios do BNZ e ITC administrados em camundongos, separadamente e
em associacdo, apds dose oral Unica de 5 mg de cada farmaco (média + desvio padrdo de cinco curvas
farmacocinéticas).

Administracdo separada Administracdo associada
BNZ ITC BNZ ITC
AUCo., (ng.h/mL) 539,14 + 14,54 65,93 + 2,30 554,15 + 13,55 77,45+9,17
AUCy (ug.h/mL) 547,12 + 14,01 73,90 £6,69 531,80+ 13,44 92,41 £ 11,19
Crnax (ug/Kg) 151,28 £ 6,03* 11,76 +1,33 101,19 £ 5,10* 10,55 + 0,96
Trmax (h) 2,20+ 0,00 4,6+0,24 2,4+0,24 5,00+0,32
A, (h?) 0.50 + 0,09* 0.20 + 0,06 0.06 + 0,00* 0.21+0,04
typ (h) 1.63+0,41* 3.68+0,69 12.19+0,78* 3.90+0,79

* Diferengas significativas com P < 0,05 e IC 95% por andlise de varidncia (ONEWAY ANOVA)

Quando o BNZ foi empregado separadamente, foi possivel detectar sua concentracdo
plasmdatica pelo método desenvolvido até um periodo de 12 horas apds a administracdo, com
pico de concentragdo maxima média de 151, 28 ug/Kg. A média do tempo de meia-vida de
eliminacdo (tyg) para o BNZ foi de 1,63 horas e os valores médios de AUCy.; (t = 12 h) e AUCo.
foram de 539,14 e 547,12 pg.h/mL respectivamente.

Na co-administracdao com ITC houve uma diminuicdo significativa no valor médio de Cp,ax
do BNZ de 151,28 para 101,19 ug/Kg (1,5 vezes com P < 0.0032) e um aumento no tyg do BNZ
que foi extendido de 1,63 para 12,18 horas (7,47 vezes com p < 0.0001). Os valores médios de
AUCq+, AUCy. € Trax N30 apresentaram alteragoes significativas.

A Figura 17 mostra a media de cinco curvas de concentracdo plasmatica x tempo para o
BNZ na presenca e auséncia do ITC em plasma de camundongo e um destaque da porcao final
desta curva que ilustra o aumento do tempo de meia vida de eliminagdo do BNZ como

consequéncia de sua interacdo com o ITC.
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Figura 17. Perfil médio das concentragbes plasmaticas de BNZ administrado separadamente e em associagdo com

ITC em camundongos (n = 5) apds dose oral Unica de 5 mg de cada farmaco.

Por outro lado, o BNZ ndo causou nenhum efeito na farmacocinética do ITC. Houve um

leve aumento em AUGCy:; e AUCy. para ambos os farmacos quando administrados em

associacdao e uma leve diminuicdo na Cnax do ITC quando administrado junto com o BNZ, mas

essas diferencas ndo foram estatisticamente significativas (Tabela 21). Os perfis médios das

curvas de concentracdo plasmatica do ITC em funcdo do tempo apds administracdo deste

separadamente e em associacdo com o BNZ estdo ilustrados na Figura 18.
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Figura 18. Perfil médio das concentragcGes plasmaticas de ITC administrado separadamente e

em associacdo com BNZ em camundongos (n =

farmaco.

5) apds dose oral Unica de 5 mg de cada
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7. DISCUSSAO

PARTE | — Avaliacdo da eficacia terapéutica dos tratamentos com BNZ, ITC e BNZ+ITC em

camundongos infectados com clones de T. cruzi de diferentes grupos genéticos

Tendo em vista que a variabilidade genética do T. cruzi apresenta correlagdo com a
resposta a quimioterapia experimental (Andrade et al., 1985, 1992; Revollo et al.; 1998; Toledo
et al., 2003), a hipdtese explorada nesse trabalho é de que a combina¢do dos farmacos
benzonidazol e itraconazol resulte em melhor eficacia no tratamento da infecgdo chagdsica em
modelo murino. Esta hipdtese foi trabalhada em infecgdes experimentais com clones de T. cruzi
pertencentes a grupos genéticos distintos que apresentaram os maiores perfis de resisténcia
aos farmacos BNZ e ITC empregados isoladamente, conforme observado por Toledo e cols.
(2003).

O tratamento empregando o BNZ separadamente, de uma forma geral promoveu
reducdo significativa da parasitemia em todos os grupos experimentais.

O perfil de resisténcia ao BNZ observado para o clone P209 CI1 (Tcl) foi confirmado
neste trabalho pela demonstracdo da reativacdo da parasitemia média dos animais infectados
29 dias depois de finalizado o tratamento. Os animais que ndo tiveram a reativacdo da
parasitemia demonstrada no ESF, ao serem avaliados suscessivamente pelos demais exames
parasitolégicos (HC e PCR) e sorolégico (ELISA) revelaram um alto percentual de falha
terapéutica quando tratados com BNZ e um baixo indice de cura (12,5 %), conforme esperado
para populacdes de T. cruzi com perfil de resisténcia a este farmaco, cujo valor é < 33%
segundo Toledo e cols. (2003).

O tratamento dos animais infectados com o clone BUG2149 Cl10, pertencente ao grupo
genético hibrido TcV, revelou um perfil de alta resisténcia ao BNZ. Apesar de ndo ter ocorrido
reativacdo da parasitemia depois de finalizado o tratamento neste grupo experimental, o indice
de cura observado apds a confirmagdo de falha terapéutica pelos exames parasitolégicos e pela
ELISA foi idéntico ao observado para o clone P209 CI1 (12,5 %), compativel com amostra de T.
cruzi resistente ao BNZ (Toledo et al., 2003).

O indice de cura obtido nos animais infectados com o clone IVV Cl4 (Tcll) quando
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tratados com o BNZ separadamente foi o maior observado (37,5 %) em relacdo aos demais
grupos experimentais, conforme ja demonstrado anteriormente por Toledo e cols. (2003) que
obtiveram 40% de cura com este clone. Neste grupo experimental ndao houve reativagao da
parasitemia no periodo pds-tratamento e os exames parasitolégicos e soroldgicos revelaram
uma menor taxa de positividade em comparacao aos outros clones avaliados.

O tratamento empregando o ITC separadamente foi menos eficaz que o BNZ em todos
0s grupos experimentais.

Nos animais infectados com o clone P209 CI1 (Tcl) e tratados com ITC, a reducdo da
parasitemia foi significativamente menor do que nos animais tratados com BNZ e BNZ + ITC,
pois esta permaneceu patente durante todo o periodo de avaliagdo com alguns pequenos
intervalos de negativacdo durante e apds o tratamento. Houve reducdo do PP e antecipac¢ao do
DPMP em relagao ao grupo nao tratado, mas estas mudangas também foram significativamente
menores em comparagdao com 0S mesmos grupos experimentais tratados com BNZ e com a
associagao BNZ + ITC. A falha terapéutica no tratamento com ITC foi detectada precocemente
pela realizacdo do ESF e HC. Estes resultados corroboram a classificacdo deste clone como
pertencente a um grupo (Tcl) 100% resistente ao tratamento com ITC, como observado por
Toledo e cols. (2003).

Nos animais infectados com o clone BUG2149 Cl10 (TcV), o tratamento com ITC
promoveu a reducdo da parasitemia durante a maior parte do periodo de tratamento. No
entanto, esta reducdo foi significativamente menor do que nos animais tratados com BNZ e
com a associagao BNZ + ITC. Houve reativagdao da infec¢dao, que perdurou por 10 dias. Nos
animais em que o ESF ndo detectou a presenca do parasito, a HC e PCR revelaram 100% de
falha terapéutica, sem a necessidade da avaliacdo soroldgica pela ELISA, o que confirmou o
carater de resisténcia deste clone ao ITC demonstrado previamente (Toledo et al., 2003).

Na infeccdo experimental com o clone IVV Cl4 (Tcll) o baixo efeito do ITC na parasitemia
dos animais foi evidenciado pela reducdo do PMP significativamente menor do que os
tratamentos com BNZ e BNZ + ITC e pela reativagao da parasitemia que permaneceu ativa
durante 15 dias apds o final do tratamento. A falha terapéutica foi detectada em 87,5% dos
animais confirmando a classificacdo deste clone como resistente ao tratamento com ITC

(Toledo et al., 2003).
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O tratamento empregando a associacdo BNZ + ITC, resultou em supressdao total da
parasitemia poucos dias ap0s seu inicio nos trés grupos experimentais, com os clones P209 Cl1,
BUG2149 CI10 e IVV Cl4. A parasitemia foi patente apenas ao periodo inicial da infecgao e com
niveis menores em relacdo aos tratamentos empregando os mesmos farmacos (BNZ e ITC)
separadamente. Entretanto, essa diferenca de parasitemia observada no inicio do tratamento
ndo foi significativamente menor do que nos grupos de animais que receberam o tratamento
com BNZ separadamente.

No grupo infectado com o clone P209 CI1 (Tcl), todos os exames parasitolégicos
realizados, apds o tratamento, para a detec¢do de falha terapéutica foram negativos. Apenas a
avaliagdo soroldgica pela ELISA foi capaz de detectar falha terapéutica em 62,5% dos animais,
resultando no indice de cura de 37,5%. Desta forma, o clone P209 Cl1 (Tcl) classificado como
resistente a quimioterapia com BNZ ou com ITC segundo Toledo e cols. (2003), passa a ser
classificado como “parcialmente resistente” a quimioterapia com a associacdo BNZ + ITC,
segundo este critério.

No grupo infectado com o clone BUG2149 Cl10 (TcV) a porcentagem de falha
terapéutica acumulada chegou a 50% nos exames parasitoldgicos e atingiu 62,5% dos animais
na avaliacdo soroldgica pela ELISA. Portanto, o indice de cura registrado para este grupo
experimental tratado com a associacdo BNZ + ITC foi de 37,5%. Assim a alteracdo no perfil de
resisténcia apresentado foi semelhante a observada para o clone P209 Cl1, passando também a
ser considerado como “parcialmente resistente” a quimioterapia com BNZ + ITC.

O maior indice de cura obtido com o tratamento empregando a associagao BNZ + ITC foi
observado no grupo infectado com o clone IVV Cl4 (Tcll). Um percentual de 87,5% dos animais
foi curado apresentando negativacdo de todos os exames parasitologicos realizados apds o
tratamento. Apenas 12,5% dos animais foram reativos a IgG anti-T. cruzi na avaliacdo soroldgica
pela ELISA. Dessa forma, este clone do grupo Tcll, considerado parcialmente resistente a
guimioterapia com o BNZ e ITC empregados separadamente passa a ser classificado como
“sensivel” (Toledo et al., 2003) ao tratamento empregando a terapia associada BNZ + ITC,
confirmando assim a hipotese explorada nesse trabalho de que a combinagao dos farmacos
benzonidazol e itraconazol promove melhor eficacia no tratamento da infeccdo chagasica

aguda em modelo murino.
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Estes dados comprovam que a quimioterapia associada (BNZ + ITC) resultou em
importantes alteracGes no perfil de resisténcia dos trés clones representativos dos diferentes
grupos genéticos avaliados. Foi observado ainda que essas alteragdes ocorreram de forma
semelhante ao observado por Toledo e cols. (2003), ou seja, mantendo a distancia nos padrées
de resisténcia entre os grupos genéticos Tcl e Tcll (P209 CI1 mais resistente do que IVV Cl4)
demonstrada anteriormente para estes farmacos administrados separadamente. Este resultado
confirma a clara correlagdo existente entre a genética do parasito e sua resposta a
quimioterapia em relagdo a estes mesmos clones, ou outras cepas de T. cruzi estudadas
anteriormente por diferentes autores (Laurent et al., 1997; Andrade et al., 1985, 1992; Revollo
etal.; 1998; Toledo et al., 2003).

Uma heterogeneidade de resposta a quimioterapia foi observada por Toledo e cols.
(2003) em relacdo ao grupo TcV, fato este resultante do carater genético hibrido deste grupo
de parasitos (Machado & Ayala, 2001; Brisse et al., 2003; Sturm et al., 2003). Foram observados
para este grupo, dois padrdes de resposta ao BNZ e ao ITC, alguns sensiveis e outros resistentes
ao tratamento. Estes autores demonstraram que o clone BUG2149 Cl10 foi 100% resitente ao
BNZ e ao ITC. Esta mesma tendéncia de resisténcia ao tratamento foi aqui novamente
confirmada, tanto no tratamento isolado com BNZ (12,5% de cura), quanto com ITC (0% de
cura). Porém, o tratamento associado (BNZ + ITC) diminuiu para este clone seu perfil de
resisténcia, sendo alcancado com este regime terapéutico um indice de cura de 37,5%.

Em conjunto, o que se observou mais uma vez em relagdo ao tratamento com a
associacdo de farmacos, foi a correlacdo entre a resisténcia ao tratamento e a distancia
filogenética entre as amostras do parasito em questdo (Tibayrenc & Breniere, 1988; Toledo et
al., 2003), correlagdo esta esperada para microorganismos de natureza clonal como é o caso do
T. cruzi (Tibayrenc et al., 2003).

Esta correlagdo deverd entao ser futuramente estudada com associagdes de farmacos
diversos e inclusive em infec¢des policlonais de T. cruzi por ser este um fato muito comum na
natureza (Breniére et al., 1995; Breniére et al., 1998; Solari et al., 2001; Di Noia et al., 2002;
Torres et al., 2003). Estudos experimentais ja realizados por nossa equipe em camundongos
com infeccBes mistas por estoques clonais de T. cruzi j& comprovaram a existéncia desta

correlacdo em animais tratados com o BNZ (Martins et al., 2007).
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Em relagdo a eficacia terapéutica, a combinagao de farmacos com diferentes
mecanismos de acdo ja vem sendo sugerida por alguns pesquisadores como forma de
incrementar o tratamento para favorecer a obten¢dao de melhores resultados e reduzir a
intensidade das reacbes adversas na infeccdo experimental pelo T. cruzi. (Urbina et al., 1993;
Maldonato et al.,, 1993; Araujo et al., 2000). Neste trabalho, a maior eficdcia do tratamento
empregando a associacdo BNZ + ITC foi observada pela redugdo na multiplicacdo do parasito
mesmo em animais infectados com clones resistentes a ambos os farmacos (clones P209 Cl1-Tcl
e BUG2149 CI1-TcV) empregados separadamente e com elevada viruléncia (clones P209 Cl1-
Tcl), como ja demonstrado na quimoterapia experimental da infeccdo por estes clones do T.
cruzi no modelo murino (Toledo et al., 2003), também confirmadas neste trabalho. Estes
resultados confirmam que a associagdo BNZ + ITC induz um efeito sinérgico independente da
resisténcia do parasito ao tratamento em questao.

A reducdo significativa da parasitemia associada a alta freqiéncia de resultados
negativos nos exames parasitologicos de HC e PCR, que sdo permanentemente positivos em
camundongos infectados, observada nos experimentos com os clones do grupo Tcl e Tcll
tratados com BNZ + ITC indica que a associagdo terapéutica certamente resulta num efeito
protetor durante o curso da infec¢do. Neste sentido, o clone pertencente ao grupo genético
hibrido TcV apresentou um comportamento diferente dos demais, cujos resultados de HC e PCR
detectou o retorno do parasito a circulacdo sanguinea mais rapidamente que os demais clones,
confirmando a complexidade deste grupo para o estabelecimento de sua classificacdo
filogenética e correlacdo de suas propriedades bioldgicas. A presenca de parasitos desta
natureza, tdo comum em areas endémicas do Brasil Central (Coura & Castro, 2002; Cancado,
2002) e de outros paises da América Latina (Suasnabar et al, 2000; Viotti et al, 1994; Lauria-
Pires et al, 2000; Guedes et al, 2006), pode estar associada aos baixos indices de cura da
doenca de Chagas ali encontrados, especialmente na fase crénica da infeccao.

Independente deste fato, os resultados aqui apresentados mostram que ocorreu
significativo aumento nos valores de indice de cura na quimioterapia com a associagao BNZ +
ITC. Esta notdvel atividade tripanocida poderia ser atribuida ao efeito sinérgico resultante da
administracdo de farmacos com diferentes mecanismos de acdo. No entanto, o beneficio do

tratamento empregando o ITC separadamente ndo foi além da diminuigdo da parasitemia
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durante o tratamento, sendo este incapaz de promover cura da infec¢do pelo T. cruzi no
modelo experimental e mesmo em humanos, cujo ensaio clinico revelou falha em impedir a
progressdao da doenga (Urbina, 2002; Urbina & DoCampo, 2003; Urbina, 2010). Este dado
também foi observado previamente por Toledo e cols. (2003) e mais uma vez confirmado neste
trabalho, pelo menor indice de cura observado para o ITC e apenas nos animais infectados com
o clone menos resitente (IVV Cl4 - Tcll).

Portanto, isto sugere que o aumento da eficacia terapéutica observada na quimioterapia
associada BNZ + ITC esteja relacionado com a combinacdo de poténcia farmacoldgica e
atividade especifica anti-T. cruzi do BNZ, acrescido de um efeito promovido pelo ITC que esteja

além de seu mecanismo de acdo, conforme discutido na terceira parte deste trabalho.
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PARTE |l — Desenvolvimento e Validacdao do Método Bioanalitico para Quantificacdo de BNZ e

ITc

Com o objetivo de entender os possiveis mecanismos envolvidos no aumento da eficacia
terapéutica observada neste estudo foi desenvolvido e validado um método bionalitico
adequado a avaliacdo da interagdo farmacocinética da associacdo BNZ + ITC no modelo murino.

A Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), com deteccdo ultravioleta foi o
método de escolha por apresentar caracteristicas adequadas a analise de amostras de origem
bioldgica em relagdo a especificidade, precisdo e exatiddo. A CLAE tem se mostrado vantajosa
em relagdo a outras metodologias por ser uma técnica rapida, de custo acessivel na atualidade
a maioria dos laboratérios, especifica e que permite a determinacdo simultanea de diferentes
farmacos e seus metabdlitos (Bompadre, 1998). Técnicas mais sofisticadas como a CLAE
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) também tem sido utilizadas para quantificacdo
de BNZ e ITC separadamente (Rhim et al., 2009; Gerrero et al., 2011). Embora permita alta
especificidade para analise qualitativa e quantitativa de varios compostos, reducdo de tempo
no preparo da amostra e na separagdo cromatografica (Snyder et al., 1997) esta técnica
apresenta a desvantagem de ndo ser muito difundida na maioria dos laboratdrios, devido ao
alto custo para aquisicdo e manutencao do equipamento.

A literatura apresenta diversos métodos utilizando CLAE para a determinacdo de BNZ e
ITC separadamente. Neste trabalho, desenvolveu-se pela primeira vez um método preciso e
exato utilizando a CLAE para quantificagao simultanea de BNZ e ITC em amostras de plasma de
camundongo. O método mostrou-se adequado para sua aplicacgdo em ensaios de
farmacocinética devido a simplicidade e eficiéncia da purificagdo das amostras pela extragao
liqguido-liquido (Queiroz et al., 2001), utilizacdo de padrdo interno (Pl) disponivel
comercialmente e alta sensibilidade.

Por serem de baixa polaridade, o BNZ e o ITC foram facilmente extraidos utilizando éter
etilico como solvente organico no método de extracao liquido-liquido para a purificacdo da
amostra. Este método possibilitou boa recuperacdo dos analitos com baixa contaminacdo pelos
constituintes do plasma, minimizando os residuos que poderiam ficar retidos e diminuir a vida

util da coluna cromatografica. O Pl utilizado foi o diazepam, que mesmo ndo sendo
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estruturalmente semelhante ao BNZ ou ITC, foi quantificado pelo método com adequada
sensibilidade e seletividade. A comparacdo entre os cromatogramas obtidos de plasma branco,
hemolisado e plasma adicionado dos padrdes de referéncia de BNZ, ITC e Pl ndo revelaram a
presenca de interferentes nos tempos de retencdo dos analitos.

A fase movel foi otimizada envolvendo estudos relacionados a alteracdo da proporcao
dos solventes utilizados visando alcancar as condi¢cGes ideais de separacdo dos analitos de
interesse, favorecendo uma analise rdpida para ser aplicada na rotina deste trabalho. Foram
fixados os seguintes parametros: fase movel constituida de acetonitrila/agua (60:40 v/v), fluxo
de 1mL/min, tempo de analise cromatografica de 11 minutos e deteccdo a 324nm para BNZ e
263 nm para ITC. Nestas condigdes, o BNZ, ITC e Pl demonstraram excelente resolugao, eluindo
em 1,85; 9,94 e 3,76 minutos respectivamente.

Para assegurar a confiabilidade do método utilizado neste trabalho, foi realizada sua
validacdo seguindo recomendacGes da legislacdo vigente. Conforme descrito nos Guias de
Validacdo de Métodos Bioanaliticos (United States, 2001; Brasil, 2003) para determinacdo
guantitativa de farmacos e/ou metabdlitos em diferentes matrizes bioldgicas (por exemplo,
sangue total, soro, plasma, urina e tecido), os parametros fundamentais para validacdo
incluem: especifidade, recuperacdo, limites de deteccdo e quantificacdo, linearidade, precisdo,
exatiddo e estabilidade.

Os valores dos limites de detec¢do foram de 0,36 e 0,68 pg/mL para o BNZ e ITC,
respectivamente, assim como a faixa de linearidade do método, delimitada pelos limites de
quantificacdo inferior (0,5 pg/mL para o BNZ e 1,00 ug/mL para o ITC) e superior (100, 0 pg/mL
para o BNZ e 75,0 ug/mL para o ITC) foi adequada a quantificacdo dos farmacos em amostras
de plasma de camundongos utilizados no monitoramento pré-clinico, uma vez que contemplou
tanto os provaveis valores de concentracdo plasmatica maxima quanto os valores terminais do
decaimento farmacocinético. A andlise da regressao linear das curvas de calibracdo apresentou
altos indices de correlagdo (r* = 0,9985 para o BNZ e 0,9924 para o ITC), cumprindo o requisito
de no minimo 0,98 (Brasil, 2003).

Os valores médios de recuperacdao do BNZ, ITC e Pl foram de 92,46; 93,92 e 103,21%,
respectivamente, evidenciando adequada recuperagdo dos farmacos e Pl apds o procedimento

de purificacdo das amostras de plasma. Estes valores apresentaram-se superiores a 60% com
p ¢ p p p
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precisdo e exatiddo adequada a utilizacdo do método nos ensaios de farmacocinética (Bressole
et al., 1996; United States, 2001).

Os resultados de precisdo intra e inter ensaio, expressos como coeficiente de variacao,
monstraram-se adequados. Os valores médios obtidos para as analises realizadas no mesmo dia
(3,24% para o BNZ e 5,41% para o ITC) e em dias diferentes (4,49% para o BNZ e 5,45% para o
ITC) se mantiveram dentro dos limites considerados aceitaveis, cujo valor do coeficiente de
variagdo deve ser igual ou menor que 15%. As amostras de plasma analisadas também
apresentaram exatiddo de acordo com o critério estabelecido (85 a 115%) para a avaliacdo
desse parametro, sendo que os valores médios obtidos foram 95,75% para o BNZ e 92,99% para
o ITC nas andlises realizadas no mesmo dia e 97,58% para o BNZ e 93,75% para o ITC nas
andlises realizadas em dias diferentes.

Os resultados da estabilidade do BNZ e ITC em amostras de plasma mantidas a
temperatura ambiente durante 4 horas ndo demonstraram alteracdo significativa em relacdo a
concentragdo das amostras recém-preparadas.

A analise de amostras de plasma mantidas a temperatura de -20°C, estabilidade de
longa duracgao, foi avaliada durante o intervalo de tempo entre a coleta das amostras de plasma
no ensaio pré-clinico até o ultimo dia de analise. Este periodo foi de 60 dias, durante o qual as
amostras apresentaram desvios em relagdo a concentragdo nominal, menores que 15%,
comprovando sua estabilidade. A analise das amostras submetidas a ciclos de congelamento e
descongelamento permitiram concluir que as mesmas permanecem estaveis por até trés ciclos.

A estabilidade pds-processamento foi avaliada mantendo-se a amostra, apds
procedimentos de extracdo e suspensdo em fase mével, por 48 horas a temperatura ambiente
e os resultados indicaram que ndao houve degradacgao significativa em relagao a concentragao
das amostras recém-preparadas.

As solugdes-padrao utilizadas para preparagao didria da curva de calibragao,
armazenadas a -20°C, ndo apresentaram degradacdo significativa durante o periodo da
validacdo do método e analise de amostras dos animais, com resultados de precisdo e exatidao
dentro dos limites especificados e valores de tendéncia (bias) de -4,55 e -5,28% para os padrées

de BNZ e ITC, respectivamente, e de -3,72% para o Pl (INMETRO, 2003).
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PARTE lll — Avaliacdo Farmacocinética de Camundongos Tratados com BNZ, ITC e BNZ + ITC

A partir do método desenvolvido e validado para a quantificagao conjunta de BNZ e ITC,
as respostas sobre as interacGes farmacocinéticas foram obtidas pelos calculos da area sob a
curva de concentracdo plasmdtica em funcdo do tempo (ASC) apds a administracdo da
associacdao BNZ + ITC, comparada com a curva de cada farmaco administrado separadamente
em camundongos sob o regime de dose oral Unica de 5 mg.

Os resultados demonstraram que a administracdo concomitante de BNZ + ITC resultou
numa diminuicdo significativa da Cnax (de 151,28 para 101,19 pg/Kg) para o BNZ no plasma dos
animais.

A farmacocinética do BNZ é caracterizada como sendo linear e de rapida absorc¢do oral
(Raaflaub et al., 1979; Raether et al., 2003). Os fatores que influenciam a absorcdo de farmacos
podem estar relacionados as condicGes fisiolégicas, caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos, concentracdo e excipientes da formulacdo (Aulton, 1996).

Normalmente, as formulagGes utilizadas para a administracdo oral de farmacos em
animais de pequeno porte, como camundongos, sdo obtidas por pulverizacdo e suspensao em
veiculo aquoso de uma forma farmacéutica sélida oral disponivel comercialmente. No
tratamento empregando a associagdo BNZ + ITC, a formulagdo preparada foi composta pela
mistura de duas formas farmacéuticas distintas (comprimidos de benzonidazol e capsulas de
itraconazol), resultando numa suspensdo de alta viscosidade composta por uma mistura
complexa de seus excipientes. Sabe-se que variacdes na formulacdo e técnicas de fabricacdo
podem gerar mudancas substanciais na absor¢do de farmacos (Balimane et al. 2000) e para
farmacos pouco soluveis, como o BNZ, a etapa limitante da absorgdo é a sua dissolugdo in vivo
(Kasim et al., 2004).

Embora alguns excipientes possam prolongar o tempo de retengdao de um farmaco no
TGl e com isso elevar a quantidade total absorvida, quando em altas concentragoes, estes
podem interagir com o farmaco formando micelas ou grandes moléculas resultando em area
superficial diminuida e, consequentemente, menor dissolucdo (Shargel & Yu, 1999). Dentro de
uma mesma classe de excipientes ainda podem surgir efeitos diferenciados dependendo das

caracteristicas fisico-quimicas da substancia, por exemplo, mudangas nas caracteristicas da
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superficie que prolongam o tempo de solubilidade devido a diminui¢cdo da interface entre o
ativo e o solvente. Este tipo de interacdo pode levar a diminuicdo da velocidade de absorgdo
sem que haja diminuicdo da quantidade absorvida (Abdou, 1995).

Uma vez que os parametro farmacocinéticos Cnax € ASC estdo relacionados a quantidade
de farmaco absorvido, possivelmente, a diminuicdo da C,.x observada para o BNZ (33,11 %),
guando administrado em associacdo com o ITC, pode ser devido as altas concentracdes dos
excipientes presentes na suspensdo. De acordo com essa hipdtese, foi observado que os
valores de ASC do BNZ ndo apresentaram alteracGes significativas quando administrado
separadamente ou em associagao com o ITC.

A farmacocinética do ITC é influenciada por sua baixa solubilidade em dagua, cerca de
100.000 vezes menor que o BNZ em pH neutro, o que resulta na limitacdo tanto da velocidade
qguanto da extensdo de sua absorc¢do (Peeters et al., 2002; Raether et al., 2003; Lamas et al.,
2006). Os baixos valores de ASC revelados para o ITC neste estudo possivelmente sdo
decorrentes deste fato.

Em relacdo a biotransformacdo, o BNZ é extensivamente metabolizado originando
compostos envolvidos no efeito tripanocida. Esta ativagao do BNZ a metabdlitos ativos requer
reducdo enzimatica de seu grupo nitro a 2-amino-imidazol e 2-hidroxi-imidazol. Esses processos
sdo fundamentalmente mediados pelo sistema enzimatico citocromo P450 (Workman et al.,
1984; Raether et al., 2003). O ITC é também majoritariamente metabolizado no figado pelo
sistema enzimatico citocromo P450 e a maioria das intera¢des farmacoldgicas observadas para
os antifungicos azodlicos sao causadas pela inibicdo do metabolismo de outros farmacos
(Dvorak, 2011). Varios estudos tém demonstrado que o ITC é considerado um inibidor efetivo
do metabolismo de muitos farmacos em humanos (digoxina, diazepam, warfarina) (Janssen-
Ortho IncD), camundongos (triazolam, midazolam, ciprofloxacin) (Olkkola et al., 1994; Varhe et
al., 1994; Abou-Audaa et al., 2008) e outros modelos.

Neste estudo, o regime de tratamento associado BNZ + ITC resultou em variagdes no
perfil de eliminagcao plasmatica do BNZ, revelado pelo aumento significativo de sua meia vida
de eliminacdo (de 1,63 para 12,18 horas) equivalente a 86,62%.

Uma vez que o BNZ é substrato do mesmo sistema enzimatico citocromo P450, este

resultado sugere que o seu metabolismo também pode ser inibido pelo ITC em camundongos.
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Considerando que ocorre competigao pelos sistemas enzimaticos e que a eliminagdao de ambos
os farmacos é essencialmente dependente desse metabolismo, o aumento observado na meia-
vida de eliminagdao do BNZ pode ser devido ao efeito da co-administragao com ITC, resultando
num perfil de acumulacdo do BNZ no sistema bioldgico.

O método bioanalitico desenvolvido neste trabalho foi capaz de detectar e quantificar
uma concentracdo residual de BNZ até o periodo de 36 horas, quando este foi administrado em
associagdo com o ITC. Considerando que o tratamento experimental empregado na
guimioterapia da doenca de Chagas aguda tem duracdo de 20 dias, a acumulac¢do de BNZ no
plasma do camundongo, se utilizado em associacdo com o ITC, tende a ser cada vez maior a
cada nova administragao. Consequentemente, ao atingir o estado de equilibrio entre absorgao
e eliminag¢do, uma alta quantidade acumulada de BNZ poder3 ser refletida na ASC, o parametro
farmacocinético que mais decisivamente influencia na eficacia de farmacos antiparasitarios
(Edwards et al., 2004). No entanto, ndo é possivel realizar estudos de farmacocinética em
estado de equilibrio utilizando animais de pequeno porte como modelo experimental devido ao
pequeno volume de sangue total e ao curto periodo de tempo entre as coletas de amostras
sanguineas necessarias. A utilizagdo de um modelo experimental maior, que possibilite
avaliacBes das concentracdes plasmaticas no mesmo animal durante o todo o experimento,
como o cdo, comprovadamente um bom modelo para o estudo de quimioterapia da doencga de
Chagas (Lana et al., 1992; Guedes et al., 2002) poderia oferecer melhores resultados. Além
disso, a resposta do hospedeiro e as diferencas farmacocinéticas apresentadas por diferentes
modelos experimentais, principalmente relacionadas ao metabolismo, devem ser consideradas
antes de tentar extrapolar os resultados para humanos.

Em relacdo a toxicidade, o metabolismo redutivo do BNZ é também responsavel pelo
controle dos efeitos adversos observados (Castro et al., 2006). Certamente, é necessario um
monitoramento rigoroso quando um farmaco é administrado concomitantemente com outro
gue inibe as enzimas do citocromo P450 para se entender a real influéncia da farmacocinética
no aparecimento de reacdes adversas. No entanto, a reducdo da dose muitas vezes ndo é
absolutamente necessaria para evitar tais reacodes.

Estudos mostram que devido ao baixo metabolismo, criancas nos primeiros anos de vida

apresentam uma deficiéncia natural na atividade do sistema enzimatico microssomal. Por este
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motivo, elas podem ser submetidas a um periodo maior de tratamento e receber doses
maiores de BNZ do que as comumente empregadas no tratamento da doenca de Chagas em
adultos, sem apresentacdo de grandes efeitos adversos (Cancado, 2002). Similarmente, a taxa
de metabolismo do BNZ depende da idade e é menos intensa em animais jovens, resultando
em niveis mais altos e persistentes no sangue de ratos jovens quando comparados a estes
mesmos animais na idade adulta (Bulffer et al., 2011). Isto indica que, no caso do BNZ, um
aumento na sua biodisponibilidade, desde que esteja relacionado a diminui¢ao de seu
metabolismo, pode contribuir tanto para a maior eficacia do tratamento, quanto para a
diminuicdo das reacbes adversas, por que isto significa menor producao, pelo hospedeiro, de
metabdlitos reativos tdxicos e maior chance desta ativacdo ocorrer no parasito circulante por si
mesmo.

O monitoramento pré-clinico da associacdo BNZ + ITC em regime de dose Unica sugere
gue a inibicdo de isoformas do citocromo P450 pela co-administracdo do ITC resulta em um
maior controle da eliminagdao do BNZ, favorecendo seu efeito antiparasitario devido a produgao
de metabdlitos reativos pelo parasito, que se ligam covalentemente ao seu DNA nuclear e
mitocondrial, além de proteinas e lipidios estruturais, causando consequentemente sua morte
(Diaz et al., 1998).

Diante dos resultados apresentados neste estudo, um regime terapéutico empregando
doses diferentes das convencionalmente utilizadas, acompanhado de uma possivel redugdao no
tempo de tratamento, em um modelo experimental no qual ndo seja necessario alterar a
formulacdo original dos farmacos, nao poderia ser descartado como proposta para se alcancar

0 maior sucesso desta quimioterapia.
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8. CONCLUSOES

= A quimioterapia associada BNZ + ITC foi mais eficaz no tratamento da doenga de Chagas
experimental no modelo murino, apresentando melhor resposta em relacdo ao BNZ e

ITC empregados em esquemas terapéuticos isolados.

= A quimioterapia associada BNZ + ITC empregada no tratamento de camundongos
infectados com os clones P209 Cl1, BUG2149 CI10 e IVV Cl4, representativos das DTUs
Tcl, TcV e Tcll, respectivamente, resultou em maiores indices de cura com perfis de
resisténcia significativamente menores em relagdo ao tratamento empregando BNZ e
ITC separadamente, passando os clones resistentes e parcialmente resistentes aos
farmacos isolados a apresentarem o perfil de parcialmente resistente e sensivel,

respectivamente, frente ao tratamento associado.

= As alteragGes observadas nos perfis de resisténcia dos clones avaliados neste estudo
como resultado da quimioterapia associada BNZ + ITC seguiram a mesma tendéncia do
observado em relacdo ao tratamento isolado e apresentaram correlacdo com a distancia
filogenética entre as amostras do parasito estudadas, sendo estes resultados esperados

para parasitos de natureza clonal como o T. cruzi.

= O método desenvolvido para a quantificagdo simultanea de BNZ e ITC em plasma de
camundongo foi validado e mostrou-se especifico, linear, preciso, exato, sensivel dentro

dos limites de quantificacao, possibilitando boa recuperacao dos analitos de interesse.

= As principais interagdes farmacocinéticas observadas no tratamento de camundongos
com a quimioterapia associada BNZ + ITC foram diminuicdo significativa da Cnax €

aumento significativo do tyg para o BNZ.

= A diminuicdo da absorcdo do BNZ, representada pela diminuicdo da Cmax, observada em

camundongos submetidos a quimioterapia associada (BNZ + ITC), provavelmente é
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devido ao efeito do excesso de excipientes da formulagdo preparada para a

administracdo oral, resultando na diminuicdo da dissolugdo do BNZ.

O aumento significativo do tys do BNZ observado no tratamento de camundongos
submetidos a quimioterapia associada (BNZ + ITC), provavelmente é devido a um efeito

de inibicdo do seu metabolismo provocado pelo ITC.

O aumento da eficacia da quimioterapia associada (BNZ + ITC) nao se limita aos distintos
mecanismos de acdo dos farmacos, mas ocorre devido a interacdo farmacocinética
entre eles, na qual o ITC potencializa o efeito do BNZ por prolongar o seu tempo de
meia vida de eliminacdo resultando em um perfil de acumulacdo de BNZ no sistema

bioldgico.
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