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RESUMO

O benznidazol (BNZ) é o Gnico farmaco empregado no tratamento da doenca de Chagas
no Brasil. Parte da ineficiéncia do BNZ pode estar relacionada a sua distribuicdo
inadequada entre os tecidos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi monitorar e avaliar
os perfis farmacocinéticos do BNZ em amostras de plasma e tecidos de camundongos.
Para isso foi desenvolvido e validado um método bioanalitico utilizando CLAE-UV
destinado a quantificar o BNZ e o padréo interno em matrizes bioldgicas previamente
tratadas pela extracdo liquido-liquido com acetato de etila e validado de acordo com as
especificacfes da European Medicines Agency — Science Medicines Health (EMEA). O
método desenvolvido foi linear na faixa de concentracdo de 0,1 a 100,0 ug/mL para o
baco, cérebro, coragdo, colon, duodeno, plasma, pulmao e rim e 0,2 a 100,0 pg/mL para
estdmago e figado e demonstrou ser sensivel com resultados precisos e exatos. Além
disso, constatou-se a estabilidade do BNZ ao ser submetido a diferentes condicdes de
manipulacdo exigidas pelo método. Para os estudos de farmacocinética e biodistribuicao
foram utilizados cinquenta camundongos Swiss, fémeas, com trinta dias de idade,
necropsiados nos tempos de 0,16; 0,33; 0,50; 0,75; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 hs apls a
administracdo, por gavagem, de uma dose Unica de 100 mg/kg de BNZ, apds jejum de
doze horas. Os parametros farmacocinéticos foram determinados aplicando o modelo
monocompartimental. A absor¢do do BNZ foi relacionada com os dados de area sob a
curva (ASC), concentracdo plasmatica maxima (Cmax) € 0 tempo para atingir a
concentracdo maxima (tmax). A distribuicdo reversivel do farmaco da circulacdo para 0s
tecidos e 6rgdos foi relacionada ao volume de distribuicdo (Vd/F). O metabolismo do
farmaco foi representado pela meia-vida de eliminacdo (ti2g) e sua excrecdo pelo
Clearance (CI/F). Além disso, foi calculado o tempo médio de residéncia (TMR). Os
pardmetros farmacocinéticos confirmam a rapida absorcdo do BNZ, quando
administrado por via oral e os parametros de biodistribuicdo demonstraram que, em
geral, apesar das concentracdes nos 6rgdos terem sido diferentes, a txs € 0 TMR foram
semelhantes: plasma (Cmax=41,61pg/mL; tmax=0,83h; MRT=3,86h; ti23=2,03h;
Vd/F=38,81mL; CI/F=13,29mL/h), estdomago (Cmax=127,95 pg/mL; tmax=0,67h e
MRT=2,66h), pulmdo (Cmax=34,58ug/mL; tmax=0,63n e MRT =2,74h), coracdo
(Cmax=21,68pg/mL; tmax=0,67h e MRT =2,42h), c6lon (Cmax=18,11 pug/mL; tmax=0,67h e
MRT =2,03h) baco (Cmax=27,73ug/mL; tmax=0,58nh e MRT =1,79h), duodeno
(Cmax=8,48ug/mL; tmax=0,83h e MRT =2,14h), cérebro (Cma=12,39 pg/mL; tmax=0,75h
e MRT =2,01h), rim (Cma=6,98ug/mL; tmax=0,49h e MRT =2,00h) e figado
(Cmax=1,76pg/mL; tmax=0,75h e MRT 3,41h). A biodistribuicdo do BNZ ocorre de
maneira ampla, atingindo altas concentracfes inclusive nos 6rgaos de maior relevancia
na infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, coragdo e colon.

Palavras-chave: farmacocinética, biodistribuicdo e benznidazol.
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ABSTRACT

The benznidazole (BNZ) is the only drug employed in the treatment of Chagas disease
in Brazil. A part of BNZ inefficiency could be related to its inadequate distribution
between the tissues. Thus, the aim of this work was to monitor and evaluate the
pharmacokinetic profiles of BNZ in samples of plasma and tissues of mice. For this, a
bioanalitic method was developed and validated, using HPLC-UV destined to quantify
the BNZ and the internal standard in biological matrices previously treated by the
liquid-liquid extraction with ethyl acetate and validated according to the specifications
of European Medicines Agency — Science Medicines Health (EMEA). The method
developed was linear over the concentration range of 0,1 to 100,0 pg/mL for the spleen,
brain, heart, colon, duodenum, plasm, lung and kidney and 0,2 a 100,0 ug/mL for the
stomach and liver and demonstrated that is sensitive with accurate and exacts results.
Furthermore, it was found the BNZ stability when subjected to different conditions of
manipulation required by the method. For the pharmacokinetic studies and
biodistribution, it was used fifty Swiss female mice, with thirty days of life, necropsied
in times of 0,16; 0,33; 0,50; 0,75; 1; 2; 3; 4; 5 and 6 hours after the administration, by
gavage, of an only dose of 100 mg/kg of BNZ, after fasting of twelve hours. The
pharmacokinetic parameters were determined applying the unicompartmental model.
The absorption of BNZ was related to the data of area under the curve (AUC), maximal
concentration in plasma (Cmax) and the time to occurrence of concentration maximal
(tmax). The reversible distribution of the drug of circulation to the tissues and organs was
related to the distribution volume (Vd/F). The drug metabolism was represented by
elimination half-life (ti2p) and its excretion by Clearance (CI/F). Furthermore, the
residence mean time (MRT) was calculated. The pharmacokinetic parameters confirmed
BNZ rapid absorption when administered orally and the biodistribution parameters
showed that, in general, although the concentrations in the organs were different, the
tmax and MRT were similar. The BNZ that was found in plasm and tissues presented the
following pharmacokinetic parameters: plasm (Cmax=41,61pug/mL; tmax=0,83h;
MRT=3,86h; t123=2,03h; Vd/F=38,81mL; CI/F=13,29mL/h), stomach (Cmax=127,95
Ho/mL; tmasx=0,67h e MRT=2,66h), lung (Cmax=34,58pg/mL; tm=0,63h e MRT
=2,74h), heart (Cmax=21,68ug/mL; tmx=0,67h e MRT =2,42h), célon (Cmax=18,11
Mg/mL; tmax=0,67h e MRT =2,03h) spleen (Cma=27,73pg/mL; tmax=0,58n e MRT
=1,79h), duodenum (Cms=8,48ug/mL; tmex=0,83h e MRT =2,14h), brain (Cmax=12,39
ug/mL; tmax=0,75h e MRT =2,01h), kidney (Cma=6,98ug/mL; tma=0,49h e MRT
=2,00h) e liver (Cmax=1,76pg/mL; tmax=0,75h e MRT 3,41h). The biodistribution of
BNZ occurs broadly, reaching high concentrations in the most relevant bodies in
Trypanosoma cruzi infection, heart and colon.

Keywords: Pharmacokinetic, biodistribution and benznidazole.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doenga de Chagas

No cenario mundial as chamadas “Doengas Tropicais Negligenciadas” (DTN)
englobam 17 enfermidades e sdo endémicas em aproximadamente 149 paises/territorios do
globo. No grupo das DTN figuram enfermidades de clima tropical que estdo diretamente
relacionadas as péssimas condi¢bes de moradia e higiene, provenientes de uma sociedade com
baixo desenvolvimento socioecondmico, sem voz politica e com reduzida visibilidade perante
o0 resto do mundo (OMS, 2010).

A tripanossomiase americana, doenca de Chagas, esta inclusa entre as DTN sendo
endémica em 21 paises da América Latina (OMS, 2010), sendo o protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) o agente etioldgico da doenca de Chagas. Acredita-se que 90
milhGes de pessoas que moram nessas areas estdo expostas a infeccdo (COURA & DIAS,
2009) e 7-8 milhdes estdo infectadas pelo T. cruzi (OMS, 2014). Nas areas endémicas, a
infeccdo dos seres humanos pelo T. cruzi ocorre, principalmente, durante ou apds o repasto
sanguineo do triatomineo, chamado popularmente de ‘barbeiro” (GOLGHER &
GAZZINELLLI, 2004).

O ciclo do parasito consiste de dois ciclos interligados: o ciclo no triatomineo, vetor, e
o ciclo em seres humanos e outros mamiferos, hospedeiro vertebrado. Dependendo da etapa
no ciclo bioldgico, o T. cruzi pode se apresentar em diferentes estagios morfoldgicos
(ANDRADE & ANDREWS, 2005; BRENER, 1987; CHAGAS, 1909).

Gracas a um conjunto de medidas que combina a utilizacdo de inseticidas com
educacdo voltada a salde publica, a transmissao por vetores tem sido interrompida no Cone
Sul e novas infeccdes pelo T. cruzi em todo o continente tem diminuido em mais de 70 %
(MONCAYO, 2003).

Quando analisamos a doenca de Chagas de forma global notamos que esta
enfermidade nédo se restringe aos paises endémicos, sendo cada vez maior a notificacdo de
casos em areas ndo endémicas como Europa, Australia e Japdo (GASCON, BERN e
PINAZO, 2010). Esta nova realidade da-se devido a internacionalizacdo das relagdes
humanas, sendo estas localidades os principais destinos da migracdo latina americana. Nas
regides ndo-endémicas a infeccdo vetorial perde importancia e passa a serem as infeccdes

congénitas, por transplante de oOrgdos e transfusdo sanguinea, importantes formas de
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contaminacdo (SCHMUNIS, 2007). Neste contexto, a doenga de Chagas € um problema
epidemioldgico, politico, social e econdmico mundial.

Os individuos infectados pelo T. cruzi apresentam uma fase aguda onde hd uma
sintomatologia inespecifica representada por febre, taquicardia, linfadenopatia,
esplenomegalia leve e linfocitose. Além disso, podem ocorrer sinais devido a entrada do
parasito como edema bipalpebral unilateral (sinal de Romafa) e chagoma de inoculagéo.
Nesta fase a parasitemia é patente sendo a doenca facilmente diagnosticada por exame de
sangue a fresco. Todavia, devido a auséncia de manifestacdes clinicas caracteristicas isso
raramente ocorre e 0s sintomas em sua maioria cessam sem necessidade de intervencao
médica. Extra-sistole ventricular e fibrilagdo auricular sdo raras e indicam um mau
prognostico. Cerca de 5-10% dos pacientes vdo a 6bito devido a lesdes no sistema nervoso
central com edema e congestdo (encefalomielite) ou insuficiéncia cardiaca congestiva, na fase
aguda a morte sUbita ocorre raramente. Ao término de trés meses de infeccdo inicia-se a fase
cronica caracterizada por parasitemia subpatente, podendo o paciente permanecer por toda a
vida na forma indeterminada. Os pacientes com a forma indeterminada da doenca de Chagas
apresentam exames soroldgicos positivos, com raio-X do coracgdo, esofago e colon normais,
além de ndo haver alteracGes no eletrocardiograma convencional. Apés um longo periodo sem
manifestacdes clinicas, 20-30% dos pacientes infectados pelo T. cruzi irdo evoluir para a
forma cardiaca podendo apresentar cardiomegalia, arritmias ou insuficiéncia cardiaca
congestiva devido a miocardiopatia inflamatdria fibrosante, que resultard em danos
permanentes no coragdo, sendo frequentes os casos de morte subita. Ja a forma digestiva ou
mista ocorre em 8-10% dos casos. Os pacientes com a forma digestiva possuem reducao dos
movimentos peristalticos, disfagia e apresentam megac6lon e/ou megaesdfago. Alteracdes
psiquicas na fase cronica ja foram relatadas, todavia ndo € aceita como uma forma clinica. As
causas que levam um individuo a desenvolver determinada forma clinica ainda sdo pouco
conhecidas (PRATA, 2001; BRENER, 1987; ANDRADE, 1985).

Estima-se que o Brasil deixa de faturar anualmente 5,6 milhGes de dolares devido a
perda da produtividade dos pacientes chagasicos. Este prejuizo chega a 1,2 bilhdes de ddlares
guando reunimos 0s sete paises mais ao sul da América Latina (OMS, 2010). As quantias
gastas no tratamento destes doentes sdo ainda maiores. Um levantamento realizado na
Colémbia mostrou que o estado desembolsa anualmente cerca de 267 milhdes de dolares para
tratar os pacientes crénicos (US$1.028/paciente) (CASTILLO-RIQUELME et al., 2008).
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1.2 Tratamento da doenca de Chagas

As buscas por medicamentos eficazes contra o T. cruzi iniciaram logo ap6s o
descobrimento da infeccdo e permanece até os dias de hoje. Coura & De Castro (2002)
apresentam num artigo de revisdo toda a evolucdo no tratamento da doenca de Chagas. Até
1935 os compostos utilizados foram o Atoxil (arsenical), fucsina (um corante da rosanilina),
tartaro emético (antimonial pentavalente) e cloreto de mercurio. Entre os anos de 1936-1960
foram utilizados os derivados de quinoleinas e varios outros antimalaricos, arsenobenzdis e
outros arsemicais, fenantridinas, sais de ouro, bismuto, cobre e de zinco, iodeto de sodio,
violeta de genciana, aminopterinas, acido para-aminosalicilico, hidrazida do &cido nicotinico,
sulfonamidas, anti-histaminicos, horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisona,
derivados da estilomicilina, anfotericina B e mais de 30 antibidticos. Finalmente, nas décadas
de 60 e 70 os farmacos nifurtimox (NFX) e benznidazol (BNZ) foram introduzidos na
terapéutica de forma empirica, mas sdo utilizados até os dias atuais (URBINA, 2002).

O NFX foi langado pela Bayer com o nome de Lampit® em 1967 e atualmente é
produzido em El Salvador (SCHOFIELD, JANNIN e SALVATELLA, 2006). Devido aos
efeitos colaterais maiores e mais intensos somado a uma menor eficacia quando comparado ao
BNZ, a comercializagdo do NFX foi suspensa no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai na
década de 80 (BERN, 2011; COURA & DE CASTRO, 2002). Nesses paises 0 BNZ passou a
ser 0 Unico farmaco utilizado no tratamento da doenca de Chagas. Lancado em 1972 com o
nome de Rochagan® no Brasil e Radanil® na Argentina, o BNZ teve sua tecnologia de
producdo cedida pela Roche ao Brasil e, atualmente, é fabricado pelo Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (Lafepe) (LAFEPE, 2007; SCHOFIELD, JANNIN e
SALVATELLA, 2006). Nos paises ndo endémicos como Espanha, Portugal e Franca 0 BNZ
ndo possui registro, todavia esta disponivel através de fontes governamentais (GASCON,
BERN e PINAZO, 2010).

A acdo do NFX contra o T. cruzi esta associada a producéo de altas concentragdes de
especies reativas de oxigénio (ROS). O NFX atua reduzindo intracelularmente o grupo nitro a
radicais nitroanion instaveis, que por sua vez, reagem para produzir metabolitos de oxigénio
reduzidos altamente toxicos como superdxido O>" e peroxido H.O> (DOCAMPO &
MORENO 1986). Por outro lado, 0 mecanismo de a¢do do BNZ ndo esta associado com a

geracdo de niveis significativos de ROS. Sugere-se que o grupo nitro é reduzido a grupo
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amino, pela acdo de enzimas do tipo nitroredutases, resultando na formagéo de radicais livres
intermediérios bem como em metabdlitos eletrofilicos, que envolve a ligacdo covalente de
macromoléculas como o DNA, proteinas e lipidios, afetando assim o metabolismo da
tripanotiona do T. cruzi (RIBEIRO et al., 2010; DOCAMPO, 1990; DOCAMPO &
MORENO, 1986). Acredita-se que os metabdlitos provenientes da biotransformacéo desses
farmacos apesar de responséveis pelo combate ao protozoario T. cruzi também provocam o
surgimento dos efeitos secundarios toxicos no hospedeiro (CASTRO, MECCA e BARTEL,
2006).

O BNZ (Figura 1) (N-benzil-2-nitro-1H-imidazol-1-acetamida; Ci2H12N4Os3;
MM=260,2g/mol) é um composto de Classe 4 no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica,
ou seja, possui baixa solubilidade e baixa permeabilidade (MAXIMIANO et al., 2010;
MARTINDALE, 2005).

Ap6s a administracdo oral, o BNZ tem absorcdo rapida e praticamente total
alcancando concentragdes plasméaticas maximas entre 2—4 horas, sendo observado picos de
concentracdo plasmatica de 2,2-2,8 pg/mL entre 3-4 h ap6s a administracdo oral em
individuos saudaveis. A sua meia-vida de eliminacdo plasmatica é de aproximadamente 12
horas, sendo encontrado no organismo principalmente sob a forma inalterada. O BNZ é
eliminado por biotransformagéo no figado com apenas 20% da dose excretada na urina sob a
forma inalterada, o restante apresenta-se como 0s metabolitos 2-amino-imidazol e o 2-
hidroxi-imidazol (RAETHER & HANEL, 2003; RAAFLAUB & ZIEGLER, 1979).

Disponivel em comprimidos de 100 mg, a posologia consiste na administracdo oral e
diéria de 5 mg/kg (adulto) e 5-10 mg/kg (crianca) dividida em duas ou trés tomadas didrias,
com regime de tratamento de 60 dias, ndo excedendo 300 mg/dia (LAFEPE, 2013;
MARTINDALE, 2005). Para evitar fracionamento dos comprimidos, criancas de até dois
anos de idade devem ser tratadas com BNZ infantil, apresentacdo de 12,5 mg, por possibilitar
administracdo adequada da dose e facilitar no tratamento por dispersar em liquido. Para

experimentos em modelo murino a dose utilizada é de 100 mg/kg, via oral por 20 dias.
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Figura 1: Estrutura quimica do benznidazol

Durante o tratamento com BNZ, podem surgir reacdes adversas que sdo classificadas
em trés grupos: 1) Sintomas de hipersensibilidade, dermatite com erupg¢des cutaneas (que
surgem entre 0 7° e o 10° dia de tratamento), febre, edema, linfoadenopatia, dor muscular e
nas articulacdes; 2) Depressdo de medula 6ssea, trombocitopenia plrpura e agranulocitose,
nas manifestacbes mais severas; 3) Polineuropatia, parestesia e polineurite dos nervos
periféricos (COURA & DE CASTRO, 2002). Somado aos efeitos adversos da terapia, tem-se
que, apesar do tratamento da fase aguda da doenca de Chagas com BNZ reduzir a letalidade
da doenca, o agravamento do quadro clinico e, em certa porcentagem, levar a cura (65-80%)
(BERN, 2011; CANCADO, 1991), o tratamento na fase cronica, ainda que apresente um
efeito protetor sobre a evolucao clinica da doenca é capaz de curar em apenas 37% dos casos
(FABBRO et al., 2007; GARCIA et al.,, 2005). Em estudo recente foi observado que
pacientes tratados com o BNZ alcancaram altas taxas de soroconversdo (16/17 pacientes),
havendo falha de terapéutica em apenas 5,9% dos casos (MOLINA et al., 2014). Além disso,
a eficacia terapéutica do BNZ e do NFX ¢ dependente do tipo de cepa do T. cruzi, uma vez
gue ha cepas mais resistentes que outras. Como cada area endémica possui um predominio de
determinada cepa, o tratamento escolhido deve levar em conta a regido geogréfica
(ANDRADE et al., 1985).

Nesse sentido, um farmaco ideal para o tratamento da doenca de Chagas deve
promover a cura parasitolégica para casos agudos e cronicos, ser eficaz em dose Unica ou em
poucas doses, ser de baixo custo para o paciente, ndo apresentar efeitos colaterais ou
teratogénicos, ndo ser necessario internacdo hospitalar e ndo induzir resisténcia (COURA &
DE CASTRO, 2002). Assim, devido as limitagdes do tratamento com o BNZ, este ndo é o
medicamento ideal, todavia, é o tratamento de primeira linha para a doenca de Chagas
(RASSI Jr, RASSI e MARIN-NETO, 2010). Esta situagdo impulsiona a busca por novos

compostos ou novas formula¢Ges do BNZ mais eficientes.
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1.3 Farmacocinética e biodistribuicao
1.3.1 Desenvolvimento do método bioanalitico

A analise de farmacos em meio bioldgico é uma atividade complexa devido aos
compostos enddgenos e/ou outros farmacos administrados concomitantemente com o analito.
Frente a essa realidade, o pré-tratamento da matriz (abrangendo as etapas de extracdo, pré-
concentracdo e purificacdo) € fundamental para eliminar os interferentes e melhorar a
sensibilidade e seletividade analitica do método (QUEIROZ & LANCAS, 2005). Ha diversas
técnicas para a extracdo e/ou concentracao de compostos presentes em matriz bioldgica como:
extracdo liquido-liquido, extracdo em fase sélida, extracdo com fluido supercritico, extracdo
com membranas solidas (didlise e ultrafiltracdo) ou liquidas e precipitacdo de proteinas
(ALNOUTI et al., 2005; BARRIONUEVO & LANCAS, 2001; QUEIROZ, 2001). Deve-se
escolher uma técnica de extracdo que seja simples, rapida, de baixo custo, capaz de gerar
extratos relativamente livres de interferentes e ter adequada recuperacdo com boa precisao e
exatidao para o analito estudado (QUEIROZ, 2001).

A extracdo liquido-liquido (ELL) é uma técnica classica muito utilizada por gerar
extratos de alta seletividade e baixa sujidade, cuja eficiéncia depende da afinidade entre
soluto/solvente, da razdo das fases e do numero de extragcdes. A ELL tem como desvantagens
a necessidade de solventes ultrapuros (impurezas do solvente séo retidas e concentradas),
utilizacdo de solventes toxicos e elevado volume de amostra e solvente a serem descartados.
Por outro lado, possui como vantagens a simplicidade da técnica, a possibilidade de se utilizar
uma variedade de solventes (ampla faixa de solubilidade e seletividade) e causa a
desnaturacdo de proteinas, excluindo possiveis contaminagdes da coluna cromatogréfica
(QUEIROZ, 2001).

Na literatura sdo encontrados varios meétodos empregando CLAE-UV para a
quantificacdo do BNZ em matriz biologica tanto em modelo animal (MOREIRA DA SILVA
et al.,, 2012; BULFFER, CASTRO e FANELLI, 2011; SILVA et al., 2007; MORILLA,
PRIETO e ROMERO, 2005; MORILLA et al., 2003; WORKMAN, et al., 1984) quanto em
amostra de urina, leite e plasma humano (MARSON et al., 2013 (a) e (b); GUERRERO et al.,
2010).

A CLAE é uma técnica analitica de separacdo bastante utilizada devido a

sensibilidade, ampla aplicabilidade, facil adaptacdo para determinacfes quantitativas, além da
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sua adequacdo a separacdo de espécies ndo-volateis ou termicamente frageis (SKOOG et al.,
2011). Entretanto, o desenvolvimento de um método cromatografico nem sempre é uma tarefa
simples, visto que um numero substancial de parametros influéncia no resultado final
(ARDREY, 2003).

1.3.2 Validagéo

Para garantir confiabilidade nos resultados obtidos experimentalmente, sdo realizados
estudos prévios que comprovem as aplicagdes analiticas do método escolhido (BRASIL,
2003). Essa avaliagdo denominada “Validagdo” ¢ um processo continuo que comega no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
transferéncia (RIBANI et al., 2004). Orgéos e agéncias regulatorias do Brasil, Estados Unidos
e Europa orientam sobre a validacdo de métodos bioanaliticos aplicados na andlise de
farmacos em matriz biolégica. Estas recomendacdes sdo ajustadas ou modificadas
dependendo da metodologia utilizada. Entretanto, os parametros de desempenho analitico
mais comumente analisados séo: seletividade, efeito residual (carry over), precisdo, exatidao,
linearidade (curva de calibracdo), estabilidades, limite inferior de quantificacdo e recuperacédo
(US-FDA, 2013; BRASIL, 2012; EMEA, 2011).

1.3.3 Parametros farmacocinéticos

A farmacocinética estuda, a partir de modelos matematicos, a concentracdo do
farmaco nos liquidos e tecidos do organismo ao longo do tempo. Para a interpretacdo do
destino do farmaco no organismo sdo determinados os parametros farmacocinéticos (também
conhecidos como constantes bioldgicas ou relacBes de proporcionalidade) por meio da
aplicacdo de um modelo farmacocinético (compartimental ou ndo compartimental). Assim, a
farmacocinética estuda em termos quantitativos os processos de absorcao, distribuicdo,
metabolismo (biotransformacéo) e excre¢cdo (ADME) de um farmaco (STORPIRTIS et al.,
2011).

Apos a etapa de quantificacdo do farmaco obtém-se o perfil de concentracdo em
relacdo ao tempo que € uma funcdo da taxa e da extensdo do processo de ADME. A absorc¢éo
de farmacos administrados por via oral (ex. BNZ) esta relacionada a permeabilidade pela
mucosa do trato gastrointestinal e a passagem pelo sistema porta hepéatico (metabolismo de

primeira passagem). Os principais parametros relacionados com a absor¢do S&o: exposi¢do
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sistémica total, medida através da &rea sob a curva (ASC); concentragdo plasmatica maxima
(Cmax) € 0 tempo para atingir a concentracdo maxima (tmax). Apos a absorcdo do farmaco os
fendmenos de distribuicdo, metabolismo e excre¢do ocorrem simultaneamente.

O farmaco é distribuido reversivelmente da circulacdo para os tecidos e 6rgdos. Essa
etapa é dependente do fluxo sanguineo e linfatico, da ligacdo do farmaco a proteinas
plasmaéticas, do coeficiente de particdo e do pH tecidual. O parametro que melhor representa
esta fase é o0 volume de distribuicdo (Vd), ou seja, o volume no qual o farmaco esta diluido no
organismo. A metabolizacdo do farmaco geralmente ocorre por intermedio de varias enzimas
que o transforma em um ou mais derivados e, por fim, tanto o farmaco como seu metabélito é
removido de forma irreversivel do organismo, principalmente através das vias renais. A
metabolizacdo e excrecdo juntas formam o processo de eliminacdo. O parametro
farmacocinético que representa a velocidade na qual esse processo ocorre € a meia-vida de
eliminagdo (ti2g) que é o tempo necessario para reduzir a quantidade do farmaco no plasma a
metade e o parametro farmacocinético que representa a eficiéncia deste processo é o
Clearance (Cl) (STORPIRTIS et al., 2011; TOZER & ROWLAND, 2009; BOROUJERDI,
2002).

Ap6s a administragdo de um farmaco algumas moléculas sdo eliminadas
imediatamente e outras ndo. Isso porque 0 movimento de cada molécula é aleatorio e
independente. O tempo de permanéncia da molécula no organismo é uma variavel aleatéria
qgue pode ser expressa como uma curva de distribuicdo normal, cuja média e variancia
refletem o comportamento global das moléculas. A probabilidade estatistica de uma molécula
percorrer 0 organismo e ser eliminada pode ser determinada pelo calculo da area sob a curva
do primeiro momento estatistico (ASCM). Esse dado permite estimar quantitativamente a
persisténcia do farmaco no organismo pelo célculo do tempo médio de residéncia (TMR)
(STORPIRTIS et al., 2011).

Os estudos da distribuicdo entre os diferentes érgdos (biodistribuicdo) do BNZ séo
escassos na literatura. Até o momente, existem dois trabalhos que descrevem esse tipo de
analise, sendo que Workman e cols. (1984) analisaram o BNZ presente no cérebro e no figado
de camundongos e cées, enquanto que Morilla e cols. (2003) compararam a biodistribuicdo de
BNZ livre com a do BNZ lipossomal no figado, células vermelhas, pulmao, baco, rim,

coracdo e rabo de ratos wistar.
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Sendo assim, este trabalho € o primeiro a realizar a quantificagdo do BNZ em
diferentes tecidos de camundongos Swiss. Através dele, iremos esclarecer o perfil cinético
completo do BNZ em camundongos, avaliando, também, como esse farmaco se distribui pelo
organismo murino e relacionando esta cinética ao tropismo do T. cruzi. Diante do exposto
sobre a doenca de Chagas e seu tratamento na atualidade, e sabendo que parte da ineficiéncia
do BNZ pode estar relacionada a sua distribuigdo inadequada entre os tecidos, os resultados
obtidos neste estudo serdo comparados com futuros trabalhos que visam avaliar novas
formulacBes contendo BNZ, ja em desenvolvimento no projeto BERENICE “BEnznidazol

and triazol REsearch group for Nanomedicine and Innovation on Chagas diseasE”.
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2. OBJETIVO GERAL

Monitorar e avaliar os perfis farmacocinéticos e de biodistribui¢do do benznidazol.

21
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3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver um método bioanalitico de quantificacdo do benznidazol em amostras

de plasma e 6rgdos de camundongos;

b) Validar a metodologia desenvolvida para baco, cérebro, coracdo, célon, duodeno,

estdmago, figado, plasma, pulméo e rim;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados 60 camundongos Swiss, com 30 dias de idade, fémeas, pesando 25 a
30 g, nascidos no Setor de Criacdo do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Ouro Preto (CCA, UFOP), mantidos em ambiente controlado com ciclos regulares de luz,
temperatura de 23 = 2 °C e disponibilidade de &gua e alimento ad libitum. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos preconizados pelo
SBCAL/COBEA (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto
(Protocolo n° 2013/59 CEUA-UFOP - Anexo I).

4.1.1 Necropsia, coleta e preparo de material para validacéo

As amostras de sangue dos animais (400 pL) foram coletadas do plexo orbital e
imediatamente submetidas a centrifugacdo (Eppendorf® 5810R) por 10 min / 8609 x g / 18° C
para separacdo e coleta do plasma. Posteriormente, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e foram coletados o baco, cérebro, cdlon, coracdo, duodeno, estdbmago,
figado, pulmao e rins in totum que foram lavados em tampao fosfato-salino (PBS / pH 7,4),
secos em papel de filtro, pesados e armazenados em freezer -80 °C. Posteriormente, 0s
tecidos foram macerados (Qiagen® TissueLyser 1) com PBS (pH 7,4) na propor¢do 1 grama
de tecido para 2 mL de PBS. Foram preparados os pools de cada tecido e 0os mesmos

armazenados em freezer -80 °C.
4.2 Substancias quimicas de referéncia
4.2.1 Padréo do analito

O analito é o composto quimico de interesse a ser mensurado em uma matriz

(BRASIL, 2012). O analito utilizado neste trabalho é o farmaco anti-chagasico benznidazol.
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4.2.2 Padrao interno

Devido as diversas etapas de tratamento da amostra no método bioanalitico
desenvolvido, optou-se por utilizar padronizacao interna para corrigir possiveis variacdes de
resultados em funcdo da manipulacdo da amostra (CASSIANO, 2009). Nas amostras de
validacdo com diferentes concentragcbes do analito e nas amostras do experimento de
farmacocinética e biodistribuicdo foi adicionada uma concentragdo fixa do padrdo interno
(PI).

Idealmente, a estrutura quimica utilizada como padrdo interno deve ser similar a
substancia a ser quantificada (analito), ter tempo de retencdo proximo a esta substancia, ndo
reagir com a substancia ou outro componente da matriz, ndo fazer parte da amostra e, quando
cromatografada, ficar separada das demais substancias presentes na amostra (RIBANI, 2004).
Foram testados atenolol, cafeina, cimetidina, dexametasona, diazepan, fenitoina, fenobarbital,
ibuprofeno, metoprolol omeprazol e paracetamol como padrdo interno (PI) para

monitoramento do método de extracao.

4.3 Desenvolvimendo de um novo método bioanalitico para a quantificacdo do

benznidazol em plasma e tecido de camundongos

A partir do estudo de trabalhos anteriores foi desenvolvido um método bioanalitico
(Figura 2) para a quantificagdo do BNZ em plasma e tecido de camundongos (MARSON et
al., 2013 (a) e (b); MOREIRA DA SILVA et al., 2012; BULFFER, CASTRO e FANELLI,
2011; GUERRERO et al., 2010; SILVA et al., 2007; MORILLA, PRIETO E ROMERO,
2005; MORILLA et al., 2003; WORKMAN et al., 1984). Esses trabalhos representaram um
ponto de partida para o desenvolvimento de uma nova metodologia adequada para a anlise
do BNZ nos diferentes tecidos analisados.

4.3.1 Condigdes cromatograficas

As condic¢des cromatograficas de temperatura (40 °C) e comprimento de onda (324
nm) foram embasadas em trabalhos anteriores (MOREIRA DA SILVA et al., 2012;
MORILLA et al., 2003).

Foram testados diferentes volumes de injecdo, sendo 15,0, 20,0, 25,0 e 30,0 uL e

diferentes proporcdes de acetonitrila/dgua, sendo 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 35:65, 30:70,
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25:75 (viv) em fluxo de 0,8, 0,9 e 1,0 mL/min. As fases mdveis foram filtradas em
membrana de acetato de celulose, com 47 mm de didmetro e poro de 0,22 pum e
degaseificadas em banho ultrassonico (BRANSONIC® CPX3800H) por 30 min.

Foi utilizando um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (eWaters® 2695) do
Laboratdrio Multiusuério do Cipharma, equipado com detector (UV Waters® 2489); Coluna
analitica (C18 Phenomenex®, Gemini-NX, 150mm x 4,6mm X 5um) e Pré-coluna (C18

Phenomenex®, modelo AJ0-4287, 4mm x 3mm X 5um).

Desenvolvimento dos métodos
de extracdo e cromatografico

Procedlmepto de Padro Interno Condlc;ap_
Extracéo Cromatogréfica
|
Fase Movel
|
Temperatura
Fluxo

Volume de Injecao

Comprimento de Onda

Validacao
|

Seletividade, efeito residual, linearidade, precisao,
exatidao e estabilidade

Figura 2: Fluxograma do desenvolvimento e validacao do método bioanalitico

4.4 Extracdo e concentracdo de compostos presentes na matriz

Foi empregado o método de extracao liquido-liquido (ELL) devido a sua simplicidade,
disponibilidade de solvente e aos resultados positivos obtidos por Moreira da Silva e
colaboradores (2012).

Foram avaliadas diferentes condigdes de extracdo utilizando o método ELL a partir de

90,0 uL de matriz biologica branca (proveniente de animais ndo tratados) adicionada com 5,0
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ML do padrdo do analito (BNZ) e 5,0 pL do padréo interno (OPZ), totalizando volume de
100,0 pL.

Como solvente extrator foram testados éter etilico PA (CROMOLINE®) e acetato de
etila PA (TEDIA®), nos volumes de 1000,0 pL e 500,0 pL. Foram testados os tempos de 10 e
20 min de agitagdo a 2500 rpm (Vortex IKA® Genius 3). Em todos os métodos de extrago
testados a amostra foi centrifugada por 10 min a 6973 x g (Eppendorf® 5418). Foi testado
coletar 300,0 ou 400,0 pL fase organica. Em todos os métodos de extracdo testados a amostra
foi seca a vacuo (Buchi® v-700). Foi testada ressuspensdo da amostra em 100,0 pL de fase
movel e 200,0 pL de fase movel e hexano (1:1). Em ambos os casos, a amostra foi agitada por
1 min em vértex, centrifugada por 3 min a 6973 x g e em seguida foram coletados 80,0 pL do

sobrenadante e transferidos para vials de vidro de 300 uL.
4.5 Preparo dos padrdes de calibracéo

Curvas de calibragdo diarias foram obtidas a partir das solu¢des-padrao preparadas em
acetonitrila nas concentracdes de 0,1 a 100,0 pg/mL de BNZ para bago, cérebro, colon,
coracdo, duodeno, pulméo, plasma e rim e de 0,2 a 100,0 ug/mL de BNZ para estdmago e
figado. Todos os pontos das curvas foram adicionados com OPZ a 30,0 pg/mL.

A solucéo estoque do padrdo do analito a 2 mg/mL foi preparada pesando 10,0 mg do
padrdo de BNZ (Balanga Analitica Celtac® FA-2104N) e completando o volume do baldo
volumétrico de 5,0 mL com acetonitrila (ACN).

As solucbes de trabalho foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque
(Tabela 1), com excecdo das menores concentracfes m preparadas a partir da diluicdo da
solucgéo de trabalho de 20,0 pg/mL (Tabela 2). Para a escolha das amostras de controles de
qualidade (CQ) o controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB) deve ser até trés vezes o
limite inferior de quantificacdo (LIQ); o controle de qualidade de média concentracdo (CQM)
deve estar proximo a média do intervalo da curva de calibracdo e o controle de qualidade de
alta concentracdo (CQA) deve estar entre 75 e 85 % do limite superior de quantificacdo (LSQ)
(BRASIL, 2012).
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Tabela 1: Volumes utilizados para o preparo das solu¢des de trabalho nas concentracdes
reais referente aos valores da curva de calibragéo

Volume de Volume de x Concentracdo final Amostra de
~ o Concentragao LT
solucéo estoque acetonitrila real (ng/mL) em meio bioldgico  controle de
(uL) (uL) Mg (ng/mL)* qualidade
- — 2000 100 LSQ
750 250 1500 75 CQA
500 500 1000 50 CQM
250 750 500 25 -
100 900 200 10 -
10 990 20 1 -
5 995 10 0,5 CQB”

LSQ — Limite superior de quantificacdo

CQA — Controle de qualidade de alta concentracéo

CQM - Controle de qualidade de média concentracéo

CQB" - Controle de qualidade de baixa concentragdo para estdbmago e figado.
#Referente a 5 uL da solugéo de trabalho para volume final de 100 pL.

Tabela 2: Volumes utilizados para o preparo das solu¢des de trabalho nas concentracdes
reais para obtencéo das concentracodes de 0,1 a 0,25 pg/mL de BNZ

Volume de solucdo  Volume de Concentracio Concentracdo final Amostrade
de trabalho acetonitrila real ( /mgL) em meio biolégico  controle de
pg/ml (L pL png/mL qualidade
20pg/ml (uL) (nL) He (ng/mL)* lidad
250 750 5 0,25 coB™
200 800 4 0,2 LIQ”
100 900 2 0,1 LIQ™

CQB - Controle de qualidade de baixa concentracdo
LIQ — Limite inferior de quantificacdo

* para estomago e figado

™ para baco, cérebro, colon, coragdo, duodeno, pulmao, plasma e rim.
#Referente a 5 uL da solucéo de trabalho para volume final de 100 pL.

A solucéo estoque do PI foi preparada em baldo volumétrico de 5,0 mL a 1,0 mg/mL,
pesando 5,0 mg do Pl e completando o volume com ACN. A solucdo de trabalho foi
preparada a partir de 600 pL da solucdo estoque diluida em 400uL de ACN. Ao pipetar 5 uL
da solucéo de trabalho para 100 pL de volume final a concentragdo em meio biologico foi 30
pg/mL do PI.

4.6 Validacdo do método para quantificacdo do benznidazol

Para validar o método de quantificagdo adotou-se as diretrizes do guia da European

Medicines Agency — Science Medicines Health (EMEA) do ano de 2011. Desta maneira, foram
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analisados o0s seguintes parametros: seletividade, efeito residual, limite inferior de
quantificacdo, curva de calibracéo, preciséo, exatidao e estabilidade.

4.6.1 Seletividade

Utilizando um método seletivo é possivel diferenciar e quantificar o analito e o PI dos
componentes enddgenos da matriz e/ou demais componentes na amostra (BRASIL, 2012;
EMEA, 2011). A seletividade interfere diretamente na linearidade, na precisdo do método e
na exatiddo dos resultados obtidos (RIBANI, 2004).

Para os ensaios de seletividade foram analisadas individualmente seis amostras
brancas de cada tecido e do plasma e avaliadas quanto aos possiveis interferentes.

Conforme especificado pela EMEA (2011) as amostras estardo dentro da normalidade
se 0s componentes enddgenos da matriz forem inferiores a 20 % do LIQ para o analito e

menor de 5 % para o PI.
4.6.2 Efeito residual (Carry-over)

O efeito residual é o efeito gerado pelo surgimento ou aumento do sinal do analito ou
do PI devido a interferentes provenientes de amostras anteriormente analisadas (BRASIL,
2012).

Para os ensaios de efeito residual foi injetada em HPLC, uma amostra branca antes e
duas ap6s uma amostra LSQ, procedimento esse realizado em triplicata.

Conforme especificado, o efeito residual presente na amostra branca deve ser inferior a
20% do LIQ para 0 BNZ e inferior a 5% para 0 OPZ (EMEA, 2011).

4.6.3 Limite inferior de quantificacao

O LIQ corresponde a menor concentragcdo do analito na curva de calibragdo que o
método € capaz de quantificar de forma fidedigna (BRASIL, 2012; EMEA, 2011). Para a
determinacdo do LIQ utilizou-se cinco amostras de concentraces decrescentes de BNZ até a
menor concentragdo possivel de ser quantificada com precisdo e exatidao aceitaveis

A intensidade do sinal do BNZ na amostra LIQ deve ser pelo menos cinco vezes o
sinal de uma amostra branca com preciséo e exatiddo + 20% do valor nominal (EMEA, 2011).
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4.6.4 Linearidade (curva de calibragéo)

A linearidade de um método se refere a relacdo entre a resposta do sistema e a
concentracdo do analito ao longo de um intervalo de concentracdo especificado (BRASIL,
2012; EMEA, 2011).

Foi determinada uma faixa de concentragdo esperada englobando o LIQ e o LSQ, além
de outros seis pontos. Para os ensaios de linearidade os diferentes tecidos foram adicionados
com oito concentracdes distintas do analito, em quintuplicata, e entdo analisados.

Avaliou-se a linearidade entre as concentracfes previamente conhecidas e as razfes
das areas dos sinais cromatograficos do padrdo analitico sob o PI. O modelo de regressao
linear foi estimado pelo método dos minimos quadrados onde foi estabelecida a tendéncia da
varidvel dependente y (area do padrdo analitico/ area do Pl) em funcdo da variavel
independente x (concentragcdes previamente conhecidas), representado pela equagdo y = ax +
b, sendo a o coeficiente angular da reta e b (coeficiente linear) seu intercepto com o eixo y
(SILVA, 2011; CASSIANO, 2009). Devido a falta de ajuste do modelo linear, decorrente de
uma ampla faixa de concentracdo da curva de calibracdo, foi aplicado um modelo de
regressdo ponderada. Essa ferramenta matematica consiste em dar maior peso aos dados com
pouca variancia e menor peso para os dados com elevada variancia (ALMEIDA, CASTEL-
BRANCO & FALCAO, 2002).

Conforme especificado pela EMEA (2011), os resultados aceitos foram aqueles com
concentracdes calculadas dentro de + 20 % do valor nominal para LIQ e + 15 % para as
demais concentracdes. Pelo menos 75 % dos padrdes de calibracdo devem cumprir esses

critérios, com no minimo de 50 % em cada concentragao.
4.6.5 Preciséo

A precisdo de um método analitico refere-se a proximidade entre os resultados de
diferentes aliquotas de uma amostra em comum (BRASIL, 2012; EMEA, 2011). A precisdo é
expressa como o coeficiente de variacdo (CV) e deve ser demonstrada para o LIQ, CQB,
CQM e CQA intra e inter-ensaio, utilizando a formula:

CV (%) = « 100

meédia
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Onde:

CV (%) porcentagem do coeficiente de variagdo
DP desvio padréao

Crédia concentra¢do media determinada

A precisdo intra-ensaio refere-se a precisdo relativa as amostras feitas conjuntamente
(de uma mesma corrida analitica), enquanto a precisdo inter-ensaio refere-se a precisdo
relativa as amostras feitas em corridas diferentes (trés corridas em pelo menos dois dias).

Para 0 ensaio de precisdo intra-corrida e inter-corrida deve-se ter um minimo de 5
(cinco) amostras para cada concentracdo de analise (LIQ, CQB, CQM e CQA) e os CVs nédo
devem exceder 15 % para as amostras de CQ e 20 % para o LIQ (EMEA, 2011).

4.6.6 Exatidao

A exatiddo de um método analitico refere-se a proximidade do valor obtido nos
experimentos com o valor de referéncia (BRASIL, 2012; EMEA, 2011).
A exatidao foi expressa como percentagem do valor nominal do LIQ, CQB, CQM e

CQA intra e inter-ensaio, através da formula:

' . - ..
ERP[%:] — obt:r:?ﬂ tegrice =100

tedrica

Sendo:
ERP = Erro relativo padrao
Cobtida = CcONcentracdo obtida

Cteorica = CONcentracao tedrica ou nominal
A exatiddo intra-ensaio refere-se as amostras processadas conjuntamente (de uma

mesma corrida analitica) enquanto a exatiddo enter-ensaio refere-se as amostras processadas

em corridas diferentes (trés corridas em pelo menos dois dias).
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Para o ensaio de exatiddo intra-corrida e enter-corrida deve-se ter um minimo de 5
(cinco) amostras para cada concentracdo de analise (LI1Q, CQB, CQM e CQA) e os resultados
ndo devem exceder 15 % para as amostras de CQ e 20 % para o LIQ (EMEA, 2011).

4.6.7 Estabilidade

O estudo de estabilidade assegura que as medidas tomadas ao longo do
desenvolvimento do metodo foram suficientes para que a concentracdo do analito se
mantenha dentro dos limites estabelecidos (BRASIL, 2012; EMEA, 2011). O ensaio de
estabilidade garante todos os passos do método (matriz, anticoagulante, condi¢cBes de
armazenamento, extracdo e analise). Os ensaios devem ser realizados utilizando amostras
CQB e CQA em triplicata e os resultados devem ser + 15 % em relacdo a concentracao
nominal da curva de calibracdo (EMEA, 2011).

Os ensaios de estabilidade foram realizados em condi¢bes semelhantes de
armazenamento e manipulacdo durante periodos de tempo superiores aos aplicados as

amostras de estudo reais.
4.6.7.1 Estabilidade de curta duragédo

As amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 4h, tempo superior ao que as
amostras do estudo real ficaram. Posteriormente foram processadas e analisadas conforme a
metodologia desenvolvida. Os resultados foram comparados com aqueles das amostras

frescas.
4.6.7.2. Estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras foram submetidas a 3 (trés) ciclos de congelamento e descongelamento,
um ciclo a mais que o necessario para o estudo real. As amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente por uma hora e posteriormente congeladas a -80 °C por 12 (doze) horas
para um novo ciclo de descongelamento. Ap6s completados trés ciclos foram processadas e

analisadas, conforme a metodologia desenvolvida, e comparadas a amostras frescas
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4.6.7.3 Estabilidade p6s-processamento

As amostras foram processadas e mantidas sob as mesmas condi¢des de analise das
amostras do estudo real, todavia o tempo entre o término da preparacéo e o término da corrida

analitica foi maior, 36 horas.
4.6.7.4 Estabilidade de longa duragéo

As amostras foram armazenadas a -80 °C por 30 (trinta) dias. Posteriormente foram
descongeladas, processadas e analisadas, conforme a metodologia desenvolvida, e

comparadas a amostras preparadas no dia.
4.6.7.5 Estabilidade das solu¢des-padrao

As solugdes-padrdo em ACN foram analisadas diariamente durante a validagdo e
analise das amostras bioldgicas e os resultados obtidos foram comparados com os resultados

de solucgdes-padrao recém-preparadas.
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5 RESULTADOS

Neste trabalho foi estabelecido um método bioanalitico utilizando CLAE-UV para a
quantificacdo do BNZ em baco, cérebro, colon, coracdo, duodeno, estbmago, figado, plasma,
pulméo e rim de camundongos, na presenca do padrao interno.

O método foi desenvolvido de forma a ndo apresentar interferentes da matriz, ser preciso,
exato e linear, ter curto tempo de preparo e analise das amostras de forma que as mesmas
permanecam estaveis, utilizar o menor volume possivel de solvente orgéanico tanto na extragdo

quanto na fase movel e apresentar boa recuperagao.
5.1 Padrdo interno

Dentre as substancias testadas como padrdo interno a que apresentou melhor resultado foi o
omeprazol. Dessa forma, foi utilizado como padrdo analitico o BNZ (Lote: MKBL3727V; Val.:
21/11/2017) e como padrdo interno o OPZ (Lote: BCBL3570V; Val.: 29/05/2016), ambos da
Sigma-Aldrich®.

5.2 Extracdo e concentragdo de compostos presentes na matriz

O procedimento de extracdo e concentracdo que apresentou a melhor recuperacdo dos
padrdes analiticos foi a extracdo liquido-liquido, empregando 500 pL de acetato de etila. As
amostras foram agitadas por 10 min e centrifugadas por 10 min a 6973 x g. Quatrocentos
microlitros da fase organica foram coletados, evaporado a vacuo e posteriormente ressuspendido em
100 uL de fase movel. As amostras foram agitadas por 1 min em vortex, centrifugada 3 min a 6973
x g e foi coletado 80 pL do sobrenadante para ser analisado pelo método cromatografico
desenvolvido. Na Figura 3, porcentagem da recuperacdo do analito e do Pl extraidos de plasma,
empregando acetato de etila ou éter etilico, em comparagdo com solucbGes padrdo de mesma
concentracdo. A recuperacdo do BNZ (75,3%) e do OPZ (65,3%) utilizando acetato de etila, nas
condicbes de agitacdo e centrifugacdo empregadas, foi maior quando comparado a extragao

empregando éter etilico, que recuperou apenas 38,5% do BNZ e 33,7% do OPZ.
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Figura 3: Recuperacdo dos padrdes analiticos utilizando acetato de etila ou éter etilico como solvente extrator.

5.3 Condicdes cromatograficas

A melhor separacdo e detecgdo dos analitos foi obtida utilizando fase mével composta de
acetonitrila e agua 30:70 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min, em temperatura de 40 °C, comprimento
de onda de 324 nm e volume de injecdo de 20,0 pL. Abaixo, o cromatograma dos padrbes (em
acetonitrila) nas concentracdes de 10,0 pg/mL (BNZ) e 30,0 ug/mL (OPZ) com tempo de retencdo
de 4,1 e 5,7 minutos, respectivamente (Figura 4).

0.020
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0.014

0.012
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0.008-
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0.004-)

0.002-

0.000
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Figura 4: Cromatograma dos padrdes de BNZ e OPZ em acetonitrila nas concentragdes de 10,0 e 30,0 pg/mL,
respectivamente. Tempos de retencdo: BNZ 4,1 min e OPZ 5,7 min. Condic6es de uso: comprimento de onda de 324
nm, fase mével composta por ACN:H0 (30:70 v/v), fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 20pL e temperatura de
40° C para Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (eWaters® 2695) com detector ultra violeta (Waters® 2489), coluna
analitica C18 (Phenomenex®, Gemini-NX, 150mm x 4,6mm x 5um) e pré-coluna C18 (Phenomenex®, AJ0-4287, 4mm
X 3mm x 5um).
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5.4 Validagdo do método para quantificacdo do benznidazol
5.4.1 Seletividade e efeito residual

Utilizando o método bioanalitico desenvolvido obteve-se boa separacéo entre 0 BNZ e o Pl
e entre estes e 0s constituintes quimicos extraidos dos tecidos. Os sinais cromatograficos do BNZ e
do PI obtiveram resolucdo adequada, Figuras 5 e 6. Amostras brancas precedidas de amostras
processadas no LSQ foram comparadas com as processadas no LIQ e ndo foi observado efeito
residual expressivo.

Todos os interferentes proximos ao pico de retencdo do analito e/ou efeito residual foram
menores de 20 % do LIQ e de 5 % do PI.
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Figura 5: Cromatogramas referentes as analises em amostra branca de plasma (A), coracdo (B), figado (C), bago (D) e cdlon (E) obtidos de animais sadios, sem a administracdo de
BNZ ( B ) comparados ao perfil cromatografico de amostras brancas de cada 6rgdo adicionada com o padrdo analitico no LIQ, a 0,1 pg/mL para (A), (B), (D) e (E), 0,2 ug/mL para
(C)eoPl a 30 pug/mL (M),
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Figura 6: Cromatogramas referentes as analises em amostras brancas de duodeno (A), estdbmago (B), pulmao (C), rim (D) e cérebro (E), obtidos de animais sadios, sem a
administracdo de BNZ ( B ), comparado ao perfil cromatogréafico de amostras brancas de cada drgéo, adicionada com o padrdo analitico no LIQ, a 0,1 pg/mL para (A), (C), (D) e
(E), 0,2 ng/mL para (B) eo PI a 30 pg/mL (9 ).
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5.4.2 Linearidade (curva de calibragao)

Utilizando o método dos minimos quadrados, apesar de ter sido obtida uma correlacao linear
satisfatoria (r> > 0,98), foram observados erros de quantificacio nas concentragdes mais baixas,
devido a uma dispersdo heterogénea dos residuos (diferenca entre a concentracdo obtida e a
concentragdo nominal) ao longo das curvas de calibracdo, como resultado da ampla faixa de
concentragcdo de BNZ empregada (0,1 ou 0,2 a 100 mg/mL). Devido a essa dificuldade de ajuste do
modelo linear foi aplicado um modelo de regressédo ponderada, no qual foram testados, inicialmente
para um dos tecidos (cérebro) e para o plasma, os pesos de 1/x, 1/x3, 1/x2, 1ly, 11y?, 1ly*?
(ALMEIDA, CASTEL-BRANCO & FALCAO, 2002).

Posteriormente, para a definicdo do melhor peso a ser empregado na ponderagéo, calculou-
se 0s pardmetros relativos a curva de calibracdo do método analitico (a, b e r?) e a percentagem de
erro relativo padrdo (ERP) dos mesmos, conforme descrito nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Erro relativo padréo (ERP%) referente a aplicacdo de diferentes pesos para as
concentracdes da curva de calibracédo do cérebro

Coeficiente de correlacao

Peso Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) () ERP(%)
1/xY2 0,0868 -0,0219 0,9963 725,89
1/x 0,0854 -0,0073 0,9962 0,00
1/x? 0,0803 -0,0046 0,9904 0,00
1y 0,0865 -0,0182 0,9963 544,79
1ly 0,0848 -0,0063 0,9959 -39,28
1/y? 0,0787 -0,0045 0,9871 38,97

Tabela 4: Erro relativo padréo (ERP%) referente a aplicacdo de diferentes pesos para as
concentracOes da curva de calibracdo do plasma

Coeficiente de correlacao

Peso Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) ERP(%)

(r?)
1/x12 0,0794 -0,0063 0,9988 217,38
1/x 0,0790 -0,0023 0,9989 0,00
1/x? 0,0776 -0,0016 0,9983 0,00
1y 0,0793 -0,0061 0,9988 207,42
1ly 0,0789 -0,0023 0,9989 2,10
1ly? 0,0770 -0,0016 0,9979 16,77

Os pesos com melhor ajuste para o modelo linear foram 1/x e 1/x2, com ERP igual a 0%.

Optou-se por testar o peso de 1/x para os demais 6rgdos, seqguido do célculo dos parametros
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relativos & curva de calibracio do método analitico (a, b e r?) e da percentagem do ERP, obtendo
éxito, com ERP igual a 0% (Tabela 5).

Tabela 5: Erro relativo padrdo (ERP%) referente a aplicacdo do peso 1/x para as
concentracoOes das curvas de calibracdo dos diferentes tecidos

Orgdo Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) Coeficiente de correlagao

(r’)

Plasma 0,0790 -0,0023 0,9989
Coracéo 0,0785 -0,0030 0,9988
Figado 0,0904 -0,0039 0,9978
Baco 0,0837 -0,0018 0,9981
Célon 0,1016 -0,0045 0,9991
Duodeno 0,2908 -0,0069 0,9992
Estdmago 0,1642 -0,0081 0,9969
Pulméo 0,1835 0,0022 0,9981
Rim 0,0985 0,0035 0,9958
Ceérebro 0,0854 -0,0073 0,9962

ERP = 0,00%

As quantificacOes foram, portanto, realizadas a partir das curvas de calibracdo ponderadas,
que apresentaram melhor ajuste do coeficiente linear (b), que se refere ao erro relativo das medidas
em y na equacao de regressao linear (Tabela 6).

Tabela 6: Comparacdo das equacdes de reta (coeficiente angular, linear e correlacdo linear)
obtidas por regressdo linear e regressdo ponderada para os diferentes tecidos.

P Curva de calibracéo Curva de calibracéo ponderada
Orgéo 2 2
a b r a b r
Plasma 0,0801 -0,0403 0,9982 0,0790 -0,0023 0,9989
Coragdo 0,0796 -0,0396 0,9980 0,0785 -0,0030 0,9988
Figado 0,0925 -0,0732 0,9968 0,0904 -0,0039 0,9978
Baco 0,0854 -0,0603 0,9970 0,0837 -0,0018 0,9981
Colon 0,1010 0,0168 0,9983 0,1016 -0,0045 0,9991
Duodeno 0,2928 -0,0725 0,9986 0,2908 -0,0069 0,9992
Estdmago 0,1667 -0,0923 0,9948 0,1642 -0,0081 0,9969
Pulméo 0,1884 -0,1561 0,9973 0,1835 0,0022 0,9981
Rim 0,0980 0,0208 0,9925 0,0985 0,0035 0,9958
Cérebro 0,0889 -0,1226 0,9950 0,0854 -0,0073 0,9962

As concentragBes das curvas de calibracdo bioanalitica foram 0,1 (L1Q), 0,25 (CQB), 1, 10,
25, 50 (CQM), 70 (CQA), 100 pg/mL (LSQ) para o bacgo, cerebro, coragdo, colon, duodeno,
plasma, pulméo e rim e 0,2 (LIQ), 0,5 (CQB), 1, 10, 25, 50 (CQM), 70 (CQA), 100 pg/mL (LSQ)
para estdbmago e figado. As curvas de calibracdo obtida para os diferentes 6rgaos e suas respectivas

equacdes da reta, apos a aplicacdo da ponderacdo 1/x (Figura 7).
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Figura 7: Gréficos de linearidade do método bioanalitico para a quantificagdo de BNZ em plasma e tecidos
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5.4.3 Precisao e exatidao

Atraveés dos dados obtidos (Tabela 7) considerou-se 0 método desenvolvido adequado para
gerar resultados semelhantes e proximos ao valor real (preciso e exato), uma vez que o CV e o0 ERP
intra e inter corrida estdo dentro da variacdo permitida de até 15 % para as amostras de CQB, CQM
e CQA e 20 % para as do LIQ.

5.4.4 Estabilidade

A partir dos resultados obtidos pelos testes de estabilidade pode-se concluir que as amostras

analisadas nao sdo degradadas em funcéo da metodologia utilizada, ou seja:

e As amostras ndo processadas permaneceram estaveis ao longo de 4h a temperatura
ambiente (estabilidade de curta duracdo);

e As amostras processadas permaneceram estaveis por 36h, periodo de anélise pelo
autoinjetor na CLAE (Estabilidade de p6s processamento);

e As amostras ndo processadas e armazenadas em freezer -80 °C permaneceram
estaveis ao longo de 30 dias de congelamento ininterrupto;

e Em funcdo das manipulacdes envolvidas no método, as amostras ndo processadas

sofreram trés ciclos de descongelamento e congelamento sem sofrer decomposicéo.

Estas afirmativas sdo condizentes com os dados da Tabela 8, onde CV e ERP para todos 0s

testes de estabilidade estdo dentro da variacdo permitida de 15 % para as amostras de CQB e CQA.
5.4.4.1 Estabilidade das solucdes de trabalho

Os resultados da avaliagéo da estabilidade das solugdes-padrdo em acetonitrila apresentaram
desvio médio de +4,92% e -3,98% para 0 BNZ e o OPZ, respectivamente, de acordo com o limite

de variacdo em 10% permitido pelo guia de validacdo adotado.
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Tabela 7: Precisdo e exatiddo intra e inter-ensaios de amostras processadas no LIQ, CQB, CQM, CQA,
sequencialmente obtidos, para validacdo do método desenvolvido

% Obtida da Precisdo (CV%) Exatiddo (ERP%0)

Concentracéao

Amostra Nominal Concen_tragao Intra- Inter- Intra- Inter-
Nominal ensaios ensaios ensaios ensaios
0,10 105,12 2,92 3,98 5,12 1,54
Plasma 0,25 106,63 3,57 4,72 6,63 9,40
50,00 92,08 6,36 4,22 -7,92 -4,90
75,00 102,03 2,00 8,70 2,03 -0,03
0,10 108,56 6,26 11,86 8,56 8,68
Coracdo 0,25 105,57 4,86 6,05 5,57 3,16
50,00 100,17 3,32 5,54 0,17 -4,08
75,00 101,95 5,33 6,07 1,95 -4,03
0,20 97,73 3,47 6,80 -2,27 -0,87
Figado 0,50 98,56 4,80 7,19 -1,44 -0,93
50,00 91,87 2,46 12,84 -8,13 -1,75
75,00 100,32 1,03 5,94 0,32 1,94
0,10 116,07 12,23 8,63 16,07 6,73
Bago 0,25 95,30 7,79 7,36 -4,70 -6,08
50,00 98,08 3,12 7,13 -1,92 -0,27
75,00 101,05 2,81 6,17 1,05 0,47
0,10 115,59 6,22 9,30 15,59 13,47
Colon 0,25 105,17 4,08 7,43 5,17 5,31
50,00 93,99 4,17 5,97 -6,01 -0,71
75,00 92,55 4,10 4,20 -7,45 -2,69
0,10 113,71 12,79 10,73 13,71 11,55
Duodeno 0,25 99,07 511 7,12 -0,93 0,74
50,0 97,49 10,02 10,03 -2,51 -1,27
75,0 94,49 4,49 7,48 -5,51 -4,14
0,20 115,99 17,47 14,80 15,99 11,15
Estémago 0,50 100,49 3,06 5,40 0,49 1,27
50,00 95,76 12,68 6,25 -4,24 -0,59
75,00 97,84 741 6,19 -2,16 -2,75
0,10 102,32 12,51 9,11 2,32 2,75
Pulmao 0,25 87,93 10,01 10,29 -12,07 -3,54
50,0 103,51 5,25 7,31 3,51 1,21
75,0 102,21 8,07 7,76 2,21 -0,96
0,10 104,18 5,25 12,87 4,18 -11,89
Rim 0,25 105,42 5,34 4,10 5,42 -7,38
50,0 99,01 5,33 6,15 -0,99 -0,68
75,0 105,35 1,11 3,00 5,35 3,06
0,10 112,72 8,30 12,14 12,72 15,76
Cérebro 0,25 90,29 10,44 7,94 -9,71 -3,02
50,0 88,01 9,35 8,37 -11,99 -8,72
75,0 99,59 4,88 4,11 -0,41 1,90
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Tabela 8: Estabilidade de curta duracdo, pés-processamento, ciclos de congelamento e longa duracdo das amostras processadas no CQB e CQA para
validac@o do método desenvolvido.

Estabilidade de Estabilidade de Pds Est. de Ciclos de Estabilidade de
Concentracdo 9% Obtida da Curta Duracéo % Obtida da Processamento % Obtida da Congelamento % Obtida da Longa Duragcéo
Amostra Nominal Concentracao Concentracéo Concentracéo Concentracao
(Hg/ml) Nominal Precisdo Exatidao Nominal Precisdo Exatidao Nominal Precisdo Exatidao Nominal Precisdo Exatidao
(CV%) (ERP%) (CV%) (ERP%) (CV%) (ERP%) (CV%) (ERP%)

Plasma 0,25 107,39 1,91 7,39 105,95 7,70 5,95 108,59 6,51 8,59 95,00 9,07 -5,00
75,00 92,17 7,15 -7,83 94,47 2,19 -5,53 94,96 3,54 -5,04 97,23 9,95 -2,77
Coragéo 0,25 90,68 10,67 -9,32 112,38 1,56 12,38 88,14 5,50 -11,86 84,19 5,64 -14,40
75,00 95,93 4,04 -4,07 89,82 2,22 -10,18 105,77 4,35 5,77 104,43 1,58 4,43

Figado 0,50 108,67 6,74 8,67 100,32 12,07 0,32 96,85 10,92 -3,15 96,29 10,57 -3,71
75,00 102,78 5,31 2,78 95,65 11,68 -4,35 95,55 9,19 -4,45 99,79 4,08 -0,21

Baco 0,25 101,38 7,24 1,38 101,19 5,36 1,19 95,63 4,81 -4,37 97,40 9,85 -2,60
75,00 100,31 12,22 0,31 98,58 2,10 -1,42 104,61 7,69 4,61 103,44 6,35 3,44

Colon 0,25 101,08 5,48 1,08 104,78 3,44 4,78 92,91 4,72 -7,09 101,89 11,65 1,89
75,00 93,61 4,24 -6,39 92,01 4,00 -7,99 96,49 3,38 -3,51 110,99 7,55 10,99

Duodeno 0,25 92,85 6,51 -7,15 93,92 10,93 -6,08 97,49 0,97 -2,51 92,29 1,80 -7,71
75,0 88,77 8,60 -11,23 93,45 5,35 -6,55 102,25 9,10 2,25 95,94 7,39 -4,06

Estomago 0,50 95,04 4,16 -4,96 99,92 10,67 -0,08 94,07 7,55 -5,93 92,13 6,00 -7,87
75,00 99,92 6,95 -0,08 100,25 4,04 0,25 101,28 7,92 1,28 98,33 5,06 -1,67

Pulmao 0,25 89,90 8,02 -10,10 101,77 11,11 1,77 94,78 7,68 -5,22 92,44 4,51 -7,56
75,0 99,06 7,15 -0,94 92,58 10,20 -7,42 92,03 10,29 -7,97 100,69 4,57 0,69

Rim 0,25 89,94 3,43 -10,06 88,11 6,80 -11,89 91,64 4,18 -8,36 104,15 4,96 4,15
75,0 102,95 2,19 2,95 103,94 0,99 3,94 98,41 5,07 -1,59 107,94 13,92 7,94

Cérebro 0,25 90,93 6,59 -9,07 97,35 5,04 -2,65 98,27 1,55 -1,73 93,62 4,77 -6,38
75,0 91,42 8,36 -8,58 95,11 6,14 -4,89 98,06 3,74 -1,94 91,20 10,65 -8,80
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Parte 111:

Avaliagdo da farmacocinética e biodistribuicdo
em camundongos tratados com benznidazol
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6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Awvaliar a farmacocinética do benznidazol,

b) Avaliar a biodistribuicdo do benznidazol.
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7 MATERIAL E METODOS
7.1 Farmaco

Nesse trabalho foi utilizado o BNZ sintetizado pelo LAFEPE®, disponibilizados em
comprimidos de 100 mg para administracdo oral. O farmaco utilizado refere-se ao Lote: 13030214

com data de fabricacdo de marcgo de 2013 e validade até marco de 2016.

7.2 Animais

Foram utilizados 50 camundongos Swiss, com 30 dias de idade, fémeas, pesando 25 a 30 g,
nascidos no Setor de Criacdo do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CCA, UFOP), mantidos em ambiente controlado com ciclos regulares de luz, temperatura de 23 £
2 °C disponibilidade de agua ad libitum e racdo retirada doze horas antes do tratamento. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos preconizados pelo
SBCAL/COBEA (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto (Protocolo n°
2013/59 CEUA-UFOP - Anexo 1).

7.3 Esquema de tratamento

O BNZ foi pulverizado em gral de porcelana e ressuspendido em solucdo de 0,5% de CMC
(Carboximetilcelulose) em 20 mL de agua mineral. Os animais foram pesados e tratados, por

gavagem, com uma dose de 100 mg/kg do BNZ apds jejum de 12 horas.
7.4 Necropsia, coleta e preparo das amostras para os estudos de farmacocinética e
biodistribuicdo

O sangue e 6rgao dos animais tratados foram coletados nos tempos de 0,16; 0,33; 0,5; 0,75;
1; 2; 3; 4; 5 e 6 h (Figura 2). Por se tratar de um animal de pequeno porte foram utilizados cinco
camundongos por tempo. Plasma e 6rgdos de animais ndo tratados foram utilizados para construir

as curvas de calibracéo.
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Figura 8: Delineamento experimental para a avaliacdo da farmacocinética e biodistribuicdo do BNZ

Para realizar os estudos de farmacocinética do BNZ, amostras de sangue de cada animal
(400 pL) foram coletadas do plexo orbital e imediatamente submetidas a centrifugagdo (Eppendorf®
5810R) por 10 min / 8609 x g / 18° C para separacao e coleta do plasma.

Para os estudos de biodistribuicdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e foram coletados o baco, cérebro, célon, coracdo, duodeno, estbmago, figado, pulmao e
rins in totum que foram lavados em tampao fosfato-salino (PBS / pH 7,4), secos em papel de filtro,
pesados e armazenados em freezer -80 °C. Posteriormente, os tecidos foram macerados (Qiagen®
TissueLyser 1) com PBS (pH 7,4) na proporcdo 1 grama de tecido para 2 mL de PBS.

7.5 Quantificacdo do benznidazol no plasma e tecido

A quantificacdo do BNZ foi realizada aplicando o método analitico para amostra bioldgica
desenvolvido e validado previamente.

As amostras de plasma, baco, cérebro, colon, coragdo, duodeno, estdmago, figado, pulmao e
rins foram analisadas posteriormente a analise das suas respectivas curvas de calibragdo com oito

pontos em triplicata.
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7.6 Parametros farmacocinéticos

Os parametros farmacocinéticos, que determinam a taxa e a extensdo dos processos de
ADME (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo), foram calculados aplicando o modelo
monocompartimental a partir do perfil de concentracdo plasmatica em relacao ao tempo.

As constantes de eliminacdo (ke e de absorcéo (ks) foram determinadas através do grafico
concentracdo versus tempo.

As meias vidas de eliminag&o (t12p) e de absorcéo (ti2a) foram calculadas pela formula:
0,693

t.’ﬂ—
1/2 k

A area sob a curva de 0 a 6h (ASCo-6) foi calculada pelo método dos trapézios e a area sob a

curva de 0 a oo (ASCo-») foi calculada pela formula:

C
ASC,_ .. =ASC, . + k—

=

Onde:

Cn - concentracdo no ultimo tempo

A darea sob a curva do primeiro momento estatistico de 0 a 6h (ASMCy.6) foi calculada a
partir da teoria dos momentos estatisticos e a area sob a curva do primeiro momento estatistico de 0
a o0 (ASMCo-) foi calculada pela férmula:

C,*t C

i i

kei k -

el

ASMC,_,. = ASMC,_, +

Onde:

Cn concentragdo no ultimo tempo
tn tempo no Ultimo momento

O tempo médio de residéncia (TMR) foi calculado pela férmula:

ASMC,__,
TMR=——2%
ASC,_..

O clearance (Cl) foi calculado pela formula:
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Dose
ASCy_ .

cl=

O volume de distribuicdo (\Vd) foi calculado pela formula:

Como neste trabalho nédo foi realizado um tratamento similar por via intravenosa para a
determinacéo da biodisponibilidade (F) do BNZ, o Cl e o VVd foram apresentados em funcéo de F.
Foi obtido o tempo para a concentracdo maxima (tmax) € a concentra¢do plasméatica maxima

(Cmax) diretamente do grafico.
7.7 Biodistribuicéo

Ao longo da metodologia utilizada, os 6rgdo foram macerados na propor¢do 1 grama de
tecido para 2 mL de PBS. Dessa forma, os dados obtidos pelo cromatografo liquido de alta
eficiéncia estavam em relacdo a esta dilui¢do (ug/mL). Para a correcdo dos resultados, os dados
foram multiplicados pelo fator de diluicdo 3 (trés) e, entdo, determinado o grafico concentracdo
(ng/g) versus tempo.

A biodistribuicdo do BNZ entre os diferentes 6rgdo foi avaliada levando em consideracédo a
ASCos, ASCo.x, TMR, tmax, Cmax. ESses pardmetros farmacocinéticos foram calculados conforme
explicado no item 3.12. Foi determinada, também, a relacéo (R) existente entre ASCo.¢ dos tecidos e

plasma:

L= ﬂscl}—ﬁ Tecido = 100
ASC

0—& Plasma

7.8 Analise dos dados farmacocinéticos

Todos os calculos de farmacocinética foram realizados no software Excel e os parametros
farmacocinéticos expressos pela media. Foi utilizado o software GraphPadPrism 5 para a

confecgdo do gréfico de barras.
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8 RESULTADOS

8.1 Aplicacao do método para quantificacdo do benznidazol em plasma e 6rgdos

O método bioanalitico desenvolvido e validado foi aplicado para a determinagdo de BNZ na
presenca de um padrdo interno em amostra de plasma, coragdo, figado, bago, c6lon, duodeno, estdmago,
pulmé&o, rim e cérebro de camundongos previamente tratados (Figura 8 e 9).

8.1.1 Avaliacéo farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos foram calculados a partir das curvas de concentracdo plasmatica em

funcédo do tempo, e o resultados estdo demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9: Parametros farmacocinéticos do BNZ no plasma de camundongos tratados com uma Unica dose de 100
mg/Kg por via oral

. arametroes Unidade Média
armacocinéticos
Kel ht 0,34 +£ 0,03
ti2p h 2,03+0,16
Ka ht 2,23+0,41
t1/2a h 0,29 + 0,03
ASCos Hg/mL.h 154,53 + 1,57
ASCo.INF pg/mL.h 195,71 £ 6,04
TMR h 3,86 £ 0,23
tmax h 0,83+ 0,29
Cmax pg/mL 41,61 +299
VdlF mL 38,81 + 2,02
Cl/F mL/h 13,29 £ 0,41

kel, constante de eliminacéo; ti,s, meia-vida de eliminagéo. ka, constante de absorcao; ti2., meia-vida de absor¢éo; ASCox,
&rea sob a curva de 0 a 6 h, ASCo.ing, &rea sob a curva extrapolada ao infinito. TMR, tempo médio de residéncia; Cumax,
concentragdo maxima; tmax, tempo para a concentracdo maxima; Vg, volume de distribuicdo; CI, Clearance; F,
biodisponibilidade oral.
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Figura 9: Cromatogramas da determinacéo de BNZ em amostra de animais tratados por via oral com 100 mg/kg em regime de dose Unica. (A) plasma nos tempos 0,16 h ( M )e 1h
(m); (B) coragdo nos tempos 0,16 h ( M ) e 0,50h ( ® ); (C) figado nos tempos 0,16 h ( @ ) e 0,75h ( ® ); (D) bago nos tempos 0,16 h ( M ) e 0,75h ( W ); (E) c6lon nos tempos
0,16 h (W) e 0,5h (® ). Em rosa, cromatogramas referentes ao tempo para a maior concentracdo em cada 6rgdo. PA: Padrdo analitico; PI: Padréo interno.
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Figura 10: Cromatogramas da determinacdo de BNZ em amostra de animais tratados por via oral com 100 mg/kg em regime de dose Unica. (A) duodeno nos tempos 0,16 h ( W),
0,33h (® ) e 0,75h (m); (B) estbmago nos tempos 0,16 h ( W), 0,75h ( @ ) e 2h ( m); (C) pulm&o nos tempos 0,16 h ( B ) e 0,75h (™ ); (D) rim nos tempos 0,16 h( B )e 0,50h
(m); (E) cérebro nos tempos 0,16 h ( M ) e 0,75h ( ® ). Em rosa, cromatogramas referente ao tempo para a maior concentracdo em cada 6rgdo. Em verde, cromatogramas referentes
ao tempo para 0 segundo pico de concentragdo ocorrida no duodeno e estdmago. PA: Padrdo analitico; PI: Padrdo interno.
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8.1.2. Biodistribuicao

Os parametros farmacocinéticos para os tecidos de interesse foram calculados de forma
semelhante ao do plasma, todavia foram determinados apenas aqueles parametros que poderiam ser

relacionados a biodistribuicdo (Tabela 10).

Tabela 10: Parémetros farmacocinéticos do BNZ em plasma e tecido de camundongos
tratados com uma unica dose de 100 mg/Kg por via oral (média +desvio padréo, n=5)

Parametros farmacocinéticos

ASCO-G R ASCO-oo TMR tmax* Cmax *
Amostra
(Mg/mL.hou  asc,, (Hg/g.h) (h) (h) (ng/mL ou pg/g)
Hg/g.h)

Plasma 154,53 + 1,57 1 195,71+6,04 386+0,23 0,83+0,29 41,61+299
Coragdo 49,42+ 7,07 0,32 57,/18+10,24 242+058 0,67+0,29 21,68+2,70
Figado 2,24+0,16 0,01 2,86 + 0,04 341+0,17 0,75+0,00 1,76 £ 0,19

Baco 42,39 + 3,41 0,27 4411+354 1,79+0,11 0,58=+0,14 27,73+2,14
Colon 45,64 £6,73 0,30 46,09+6,71 2,03+0,22 0,67+0,29 18,11+1,32
Duodeno 17,61 +8,34 0,11 20,03+487 2,14+0,72 0,83+0,14 8,48 £ 0,80

Estomago 358,89 + 2,32 368,98 * 266+0,12 0,67+0,14 127,95+ 16,59
25,39 25,13
Pulmdo 96,06 + 3,34 0,62 106,14 +534 2,74+0,17 0,63+0,13 34,58 +2,87

Rim 11,75 +0,75 0,08 12,20+0,74 2,00+0,03 0,49+0,02 6,98 + 0,51
Cérebro 28,76 +4,32 0,19 2945+423 201+024 0,75+025 12,39+1,70

ASCy.6, area sob a curva de 0 a 6h. R, Relacéo entre ASCo.¢ dos tecidos e plasma; ASCo.inr, area sob a curva extrapolada
ao infinito. TMR, tempo médio de residéncia; Cmax cOncentragcdo maxima; tmax, tempo para a concentragdo maxima.

* Valores estimados diretamente & partir do gréafico de concentragdo X tempo.

As concentracfes encontradas nos tecidos e no plasma nos diferentes tempos analisados

estdo representadas nas Tabelas 11 e 12 e na Figura 10.
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Tabela 11: Concentracdo de BNZ em funcéo do tempo, determinadas em amostras de plasma, coracéo, figado, bacgo e célon de camundongos

Swiss tratados com 100 mg/Kg em regime de dose Unica, por via oral (n=5)

Tempo (h)
0,16 0,33 0,50 0,75 1 2 3 4 5 6
C (ug/mL) 8,83 25,60 39,00 37,59 41,97 38,02 25,99 21,54 13,05 13,06
Plasma
DP +0,46 +1,37 +1,50 +2,97 +4,47 +1,05 +1,62 +2,82 +0,83 +2,32
R 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
C (ug/g) 2,43 15,93 20,13 17,99 16,99 13,31 9,58 3,45 ND ND
Coragéo
DP +1,99 +1,75 +3,41 +0,38 +4,88 +1,27 +2,20 +2,12
R 0,27 0,62 0,52 0,48 0,40 0,35 0,37 0,16
Fiad C (Mg/9) 0,5 0,42 0,55 1,76 0,68 0,35 0,24 0,23 0,25 0,27
igado
J DP 10,21 +0,19 10,25 +0,19 +0,08 +0,03 +0,02 +0,03 +0,01 +0,00
R 0,06 0,02 0,01 0,05 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02
C (ug/g) 4,48 19,69 23,67 26,16 19,00 5,61 4,47 2,25 1,17 1,44
Baco
DP +0,32 +2,34 +4,90 +2,73 +2,38 +0,69 +1,55 +0,51 +0,06 +0,06
R 0,51 0,77 0,61 0,70 0,45 0,15 0,17 0,10 0,09 0,11
C (ng/g) 8,40 9,44 17,61 15,12 13,26 12,65 8,01 3,20 2,45 0,35
Célon
DP +6,60 +3,34 +2,17 +1,86 +3,53 +1,73 +2,80 +0,83 +2,28 +0,00
R 0,95 0,37 0,45 0,40 0,32 0,33 0,31 0,15 0,19 0,03

ND, ndo detectado; C, concentracdo média; DP, desvio padréo, R, relacdo entre C do tecido e plasma.
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Tabela 12: Concentragdo de BNZ em func¢do do tempo, determinadas em amostras de duodeno, estdmago, pulmao, rim e cérebro de
camundongos Swiss tratados com 100 mg/Kg em regime de dose Unica, por via oral (n=5).

Tempo (h)
0.16 0.33 0,50 0.75 1 2 3 4 5 6
C (Mg/9) 8,21 13,44 3,96 8,46 5,52 4,99 2,43 1,28 ND ND
Duodeno
DP +2,10 +1,07 +1,45 +0,83 +2,13 +0,56 +0,40 +0,08
R 0,93 0,53 0,10 0,23 0,13 0,13 0,09 0,06
C (ug/g) 95,79 97,64 91,55 157,62 87,13 120,69 115,64 52,51 5,66 9,28
Estébmago
DP +33,64 +13,72 +80,62 +18,77 +37,00 +18,52 +6,04 +10,42 +0,49 +0,06
R 10,85 3,81 2,35 4,19 2,08 3,17 4,45 2,44 0,43 0,71
C (Mg/9) 8,19 25,13 25,73 33,20 26,97 26,74 19,31 8,73 5,13 4,43
Pulméao
DP +1,35 +0,97 +6,50 +4,05 +3,46 +1,49 +2,98 +2,02 +1,23 +1,07
R 0,93 0,98 0,66 0,88 0,64 0,70 0,74 0,41 0,39 0,34
C (ug/g) 1,60 6,12 7,26 3,84 3,26 2,61 2,17 0,75 0,29 0,31
Rim
DP +0,58 +0,17 +0,13 +1,59 +0,78 +0,25 +0,25 +0,07 +0,06 +0,00
R 0,18 0,24 0,19 0,10 0,08 0,07 0,08 0,03 0,02 0,02
C (ug/g) 0,80 8,68 9,50 12,04 10,13 8,18 7,00 0,65 ND ND
Cérebro
DP +0,17 +1,14 +2,46 +1,55 +0,69 +1,55 +3,11 +0,06
R 0,09 0,34 0,24 0,32 0,24 0,22 0,27 0,03

ND, ndo detectado; C, concentracdo média; DP, desvio padrao, R, relagdo entre C do tecido e plasma.
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Figura 11: Concentracdo de BNZ no plasma e em diferentes tecidos de camundongos Swiss tratados com Unica dose de 100 mg/Kg por via oral
em fungéo do tempo.
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9 DISCUSSAO

Este estudo visou desenvolver e validar um método bioanalitico para investigar a
farmacocinética e a biodistribuicdo do BNZ por meio da andlise de plasma e tecido de
camundongos avaliados até seis horas ap6s o tratamento com 100 mg/Kg em regime de dose Unica.
A partir da determinacdo das concentracGes ao longo do tempo, os pardmetros farmacocinéticos
foram calculados. A eficacia terapéutica do BNZ é dependente da fase de infeccdo, com alta
porcentagem de cura na fase aguda e baixa na fase crénica, necessitando de supervisdo médica
devido aos efeitos colaterais frequentes e intensos. Além disso, a eficacia de uma quimioterapia
empregada na doenca de chagas é diretamente relacionada a variabilidade genética do T. cruzi, pois
existem cepas resistentes ao tratamento, inclusive com o BNZ (BERN, 2011; FABBRO et al., 2007;
GARCIA et al., 2005; COURA & DE CASTRO, 2002; CANCADO, 1991; ANDRADE et al.,
1985).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi a técnica analitica de separacdo utilizada
devido a sensibilidade, ampla aplicabilidade, facil adaptagdo para determinacdes quantitativas, além
da sua adequacao a separacdo das amostras de interesse (SKOOG et al., 2011). Existem na literatura
diversos estudos que empregam CLAE-UV para a quantificacdo do BNZ em matriz bioldgica
(MARSON et al., 2013 (a) e (b); MOREIRA DA SILVA et al., 2012; BULFFER, CASTRO e
FANELLI, 2011; GUERRERO et al., 2010; MORILLA, PRIETO e ROMERO, 2005; MORILLA
et al., 2003; WORKMAN et al.,, 1984). Todavia, 0 presente trabalho é o primeiro relato da
quantificacdo do BNZ em diferentes tecidos de camundongos Swiss.

Devido a variedade de tecidos, bem como de seus compostos enddgenos, foi escolhido para
0 preparo das amostras a técnica de extracdo liquido-liquido, devido a sua simplicidade, obtencao
de extratos de alta seletividade e baixa sujidade e por ja ter sido relatada para a extracdo do BNZ em
plasma de camundongos (MOREIRA DA SILVA, et al. 2012; QUEIROZ & LANCAS, 2005;
QUEIROZ, 2001). Em razéo da baixa polaridade do BNZ foram testados como solvente extrator o
éter etilico e o acetato de etila. Por ter uma polaridade mais proxima a do BNZ o acetato de etila
apresentou melhores resultados na extracdo dos padres na matriz bioldgica que o éter etilico, alem
de ter gerado extratos com menos interferentes.

A extracdo foi realizada na presenca do padréo interno omeprazol (OPZ) de fécil aquisicéo,
cuja recuperacdo também foi maior com o emprego de acetato de etila. O OPZ foi escolhido como
Pl devido a boa detec¢cdo no mesmo comprimento de onda que o BNZ, além de apresentar um
tempo de retencdo ligeiramente maior do que o do padréo analitico de BNZ, resultando em uma
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separacdo com tempo razoavel de analise. A comparacdo dos cromatogramas obtidos da matriz
biologica branca e da matriz biolégica adicionada com BNZ e OPZ mostrou que ndo houveram
interferentes da amostra nos tempos de retencdo dos padrdes, com excec¢do do figado e do estbmago
que apresentaram um pequeno interferente no tempo de retencdo do BNZ o que foi compensado
pelo aumento do limite inferior de quantificacdo para estes 6rgaos.

Diversos estudos que visaram quantificar o BNZ em matriz bioldgica utilizaram acetonitrila
(ACN) e &gua como fase movel (DAVANCO, CAMPOS e PECCININI, 2014; MOREIRA DA
SILVA et al., 2012; MORILLA, PRIETO e ROMERO, 2005; MORILLA et al., 2003). A fragdo de
ACN e agua na fase movel foi determinada apds um estudo onde se alterou as proporc¢des até ser
alcangada uma proporcédo ideal, ou seja, separacdo completa entre os padrdes analiticos (BNZ e
OPZ) e os interferentes da matriz bioldgica (plasma e tecidos), além de manter um tempo de analise
reduzido. A melhor separacdo dos analitos foi obtida utilizando fase mdvel composta pela mistura
de acetonitrila e 4gua na propor¢do de 30:70 (v/v), com vazdo de 1,0 mL/min, com a coluna
cromatografica submetida a temperatura de 40 °C. Nessas condi¢cBes de separacdo, as analises
cromatograficas de um volume de injecdo de 20 pL, apds a deteccdo em ultravioleta (UV) no
comprimento de onda de 324 nm, resultaram nos tempos de retencdo de 4,1 e 5,7 minutos para 0
BNZ e 0 OPZ, respectivamente.

Esta metodologia € semelhante ao estudo publicado por Leonardi, Bombardiere e Salomon
(2013) no qual foi utilizada fase mével composta pela mistura de acetonitrila e dgua (40:60 v/v),
com fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo em comprimento de onda de 324 nm e volume de injecdo de
20,0 pL. Moreira da Silva e cols. (2012) utilizaram fase mdvel composta pela mistura de
acetonitrila e agua (60:40 v/v), com fluxo de 1,0 mL/min, em temperatura de 40 °C, comprimento
de onda de 324 nm, volume de injecdo de 25,0 pL. Ja Morilla e cols. (2003 e 2005) utilizaram fase
movel composta pela mistura de acetonitrila e agua (40:60 v/v), com fluxo de 0,9 mL/min, em
temperatura de 20 °C, comprimento de onda de 324 nm, volume de injecdo de 20,0 pL e Workman
e cols. (1984) utilizaram fase movel composta pela mistura de metanol e agua (55:66 v/v), com
fluxo entre 2,7 e 4,0 mL/min, comprimento de onda de 313 nm, volume de inje¢éo de 20,0 pL. O
tempo de retencdo do BNZ observado por Moreira da Silva e cols. (2012) foi de aproximadamente
2 min e de Workman e cols. (1984) entre 1 e 2 min. Esses tempos de retengdo podem n&o ser os
mais adequados, pois dependendo das especifica¢bes da coluna cromatografica, essa faixa de tempo
é considerada como “volume morto”, que se refere ao tempo necessario para que um composto que
ndo interage com a fase estacionaria atravesse a coluna (SKOOG et al., 2011). Neste trabalho, o
tempo de retengdo do BNZ foi mais semelhante ao observado por Morilla e cols. (2003 e 2005),
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sendo de 4,7 e 4,8 min. Este tempo é proveniente de um conjunto de condic¢Ges que inclui, além do
fluxo e das proporcdes de ACN e agua na fase movel, as dimensdes da coluna.

Para garantir confiabilidade nos resultados obtidos experimentalmente e a aplicabilidade
analitica do método desenvolvido, o mesmo foi validado conforme as diretrizes do guia da
European Medicines Agency — Science Medicines Health (EMEA) do ano de 2011. Desta maneira,
foram analisados o0s seguintes parametros: seletividade, efeito residual, limite inferior de
quantificacdo, curva de calibracéo, precisdo, exatiddo e estabilidade. O método mostrou-se seletivo
com todos os interferentes proximo ao pico de retencdo do analito e/ou efeito residual menores de
20 % do LIQ e de 5 % do PI. A metodologia desenvolvida foi linear na faixa de concentragédo de 0,1
a 100,0 pg/mL para o bago, cérebro, coracao, colon, duodeno, plasma, pulmao e rim ¢ 0,2 a 100,0
ng/mL para estdbmago e figado com correlagdo linear direta (r?) de 0,99 para todos os tecidos
analisados, cumprindo o requisito de no minimo 0,98 (Brasil, 2003). A faixa de concentracdo
mostrou-se adequada para a quantificacdo do BNZ nas amostras uma vez que contemplou as
concentragdes plasmaéticas e teciduais encontradas. Por exemplo, no figado, Orgdo cujas
concentracfes observadas foram extremamente baixas, foi possivel determinar todas as
concentracdes durante o intervalo de 6 h, pois estas se mantiveram ligeiramente acima do LIQ a
partir da terceira hora ap6s a administracao (0,24; 0,23; 0,25 e 0,27 ug/g). Nos casos do coracéo,
duodeno e cérebro, ndo foram quantificadas as concentracfes de BNZ da quinta hora em diante
apos a administracdo, ndo por estarem abaixo do LIQ, mas por ndo ter sido detectado nenhum sinal
relativo ao BNZ pelo método aplicado. Em relacdo ao estbmago, foram detectadas concentragdes
maiores que o limite superior de quantificacdo (LSQ) nos tempos de 0,75, 2 e 3 horas apos a
administracdo. Tendo em vista que o estdmago € um Orgdo que esta envolvido, mesmo que
parcialmente, nos processos de absor¢cdo do BNZ, as concentragdes elevadas e praticamente
constantes observadas nos primeiros 30 minutos (média de 95,0 ug/g) sugerem que o periodo de
absorcdo do BNZ interfere na quantificacdo deste, causando equivoco em relacdo as quantidades
que estdo sendo absorvidas e biodistribuidas. Para melhor discussdo dessas observacdes atipicas
encontradas no estdbmago, em relacdo aos demais 6rgaos, é necessario maiores estudos e avaliacdes
experimentais.

Os resultados de precisdo intra e inter ensaios, expressos como coeficiente de variagdo
mostraram-se dentro dos limites aceitaveis, ou seja, com varia¢fes < 15 %. Dessa forma, pode-se
dizer que as leituras sdo coincidentes entre si. A média das precisdes intra e inter ensaios foram
respectivamente 3,71 e 5,41 % (plasma), 4,94 e 7,38 % (coracdo), 2,94 e 8,19 % (figado), 6,49 e
7,32 % (bago), 4,64 e 6,73 % (cblon), 8,10 e 8,84 % (duodeno), 10,16 e 8,16 % (estdbmago), 8,96 e
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8,62 % (pulméo), 4,26 e 6,53 % (rim) e 8,24 e 8,14 % (cérebro). Da mesma forma, os resultados de
exatidao intra e inter ensaios, expressos como erro relativo padrdo mostraram-se dentro dos limites
aceitaveis, com variagdes * 15 %. Assim, observou-se que as leituras sdo proximas do valor real. A
média das exatiddes intra e inter ensaios foram respectivamente 1,47 e 1,50% (plasma), 4,06 e
0,93% (coracdo), -2,88 e -0,40 (figado), 2,63 e 0,21% (baco), 1,83 e 3,85% (co6lon), 1,19 e 1,72%
(duodeno), 2,52 e 2,27% (estbmago), -1,01 e -0,14% (pulmao), 3,49 e -4,22% (rim) e -2,35 e 1,48%
(cérebro).

Constatou-se a estabilidade do BNZ apds ser submetido a diferentes condicGes de
manipulacdo exigidas pelo método, com resultados dentro dos limites aceitaveis < 15 %. As
amostras ndo apresentaram degradagdo expressiva ao serem submetidas a: temperatura ambiente
por 4 horas antes do processamento (estabilidade de curta duracdo); espera de 36h, ap6s o
processamento, para serem injetadas na CLAE (estabilidade de pds processamento);
armazenamento em freezer -80 °C por 30 dias ininterruptos antes de serem processadas
(estabilidade de longa duracdo); trés ciclos de descongelamento e congelamento para serem
processadas. Foi ainda avaliada a estabilidade das solu¢des-padrédo em acetonitrila que apresentaram
desvio médio de +4,92 % e -3,98 % para 0 BNZ e 0 OPZ, respectivamente. Dessa forma, o0 método
bioanalilico proposto neste trabalho para quantificar BNZ em plasma e tecido de camundongos esta
de acordo com as especificacfes da European Medicines Agency — Science Medicines Health
(EMEA).

Com a aplicacdo do método bioanalitico desenvolvido e validado para a quantificacdo do
BNZ em plasma e tecidos foi possivel esclarecer o perfil de distribuicdo do BNZ em camundongos
Swiss, avaliando como esse farmaco distribui pelo organismo murino. A escolha por este modelo
deu-se devido a facilidade de manutencdo e manejo e pela ampla utilizacdo de camundongos nas
pesquisas em doenca de Chagas. O modelo rato é também de facil manutencdo e manejo quando
comparado ao modelo cdo, entretanto é pouco utilizado por apresentar resisténcia ao
desenvolvimento da doenca de Chagas. A infeccdo neste modelo induz uma rapida producéo,
maturacdo e ativacdo do sistema de mondcitos / macréfagos, de modo a controlar a replicacdo do T.
cruzi (MELO & MACHADQO, 2011).

Em relacéo ao tratamento dos animais, este foi realizado pela via oral, por gavagem, com o
BNZ ressuspendido em uma solugdo de dgua e CMC apds ser pulverizado em gral de porcelana.
Este procedimento € necessario em consequéncia da baixa solubilidade do farmaco em agua
(MANARIN et al., 2013; MAXIMIANO et al., 2010; MANARIN et al., 2008). A CMC nas
concentragdes entre 0,25 e 1% p/v €, entre os derivados da celulose, 0 agente suspensor mais
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utilizado nas preparacbes farmacéuticas. Age aumentando a viscosidade da formulacdo e
possibilitando uma maior homogeneidade da substancia suspensa (FRITZ & BECKER, 1981,
IDSON & BACHYNSKY, 1978).

A partir do perfil de exposicdo sisttmica em relacdo ao tempo foi calculado os parametros
farmacocinéticos. O modelo que melhor se ajustou a disposicdo cinética foi o modelo
monocompartimental. Ou seja, todos os locais que o farmaco atinge é visto como um
compartimento Unico por se distribuir de maneira rapida e homogénea por todo o organismo
(SOMOZA, 2008; LARA, 2004).

Neste estudo, foi observado que o tempo para atingir a concentracdo maxima no plasma foi
rapido, sendo em média, apenas 0,83 h. Este resultado é semelhante ao encontrado na literatura.
Davanco, Campos e Peccinini (2014) e Leonardi, Bombardiere e Salomon (2013) encontraram em
ratos Wistar tratados pela via oral, os tmax de 1.1 e 2,0 h respectivamente. Moreira da Silva e cols.
(2012) demostraram que camundongos Swiss tratados pela via oral apresentavam tmax de 2,2 h e
Workman e cols. (1984) encontraram tmax de 15-30-60 min (dependendo da dose) em camundongos
Balb/c apos tratamento intraperitoneal (i.p.) e 0s tmax de 1-5 h para cdes tratados pela via oral.

A concentracdo plasmatica maxima observada nesse trabalho foi de 41,61 pg/mL, em média.
Esse resultado difere dos encontrados nos artigos anteriormente o que poderia ser explicado pelas
diferentes doses utilizadas em cada trabalho. Todavia, Workman e cols. (1984) apés tratar
camundongos Balb/c com uma dose proxima daquela utilizada neste trabalho (78mg/kg)
encontraram um Cmax também préxima ao observado (36 pg/mL).

Em relacdo a meia vida de eliminag&o (ti2p), 0s resultados observados nesse trabalho foram
semelhantes aos encontrados por outros autores. Nesse estudo, a ti»g do BNZ foi de 2,03 h, o que
corrobora com o encontrado por Davango, Campos e Peccinini (2014), de 2.7 h, Moreira da Silva e
cols. (2012), de 1,64 h e Workman e cols. (1984), de 1,55-1,60 h para camundongos e 9,5-11,2
horas para caes. Morilla, Prieto e Romero (2005) apds administracdo intravenosa de BNZ chegaram
a uma tyzp de 3,5 h. Este resultado ndo € o esperado, j& que a ti2s de um farmaco administrado por
via oral deve ser superior quando comparada a administracdo intravenosa, devido a etapa de
absorcdo (DAVANCO, CAMPOS e PECCININI, 2014).

O volume de distribui¢do (Vd/F = 38,81 mL), o Clearance (CI/F = 13,29 mL/h), ambos em
fungdo da biodisponibilidade do BNZ, e o tempo médio de residéncia (MRT = 3,86 h) ndo foram
semelhantes em nenhum caso, 0 que é explicado em funcdo da diferenca de doses utilizadas, do

modelo escolhido ou da idade dos animais. Bulffer, Castro e Fanelli (2011) mostraram que ratos
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jovens apresentam niveis mais elevados e tempo de persisténcia do BNZ no plasma maiores quando
comparados a ratos adultos.

Na avaliacdo da biodistribuicdo do BNZ, ap06s a determinacdo da relacdo existente entre a
ASCos de cada tecido com a ASCos do plasma foi possivel comparar e ordenar de forma
decrescente a ASCo-¢ dos 6rgdos em funcdo do plasma: estdbmago (232%), plasma (100%), pulmao
(62%), coracdo (32%), colon (30%), baco (27%), duodeno (11%), cérebro (10%), rim (8%) e figado
(1%). Frente a esse resultado, podemos observar que existem dois grandes grupos: coracédo, célon e
baco com média de 30% e duodeno, cérebro e rim com média de 10%. O BNZ encontrado nos
tecidos apresentou 0s seguintes parametros farmacocinéticos: estbmago (Cmax=127,95; tmax=0,67h e
TMR=2,66h), pulmdo (Cmax=34,58; tmax=0,63h e TMR=2,74h), coracdo (Cma=21,68; tmex=0,67h e
TMR=2,42h), cblon (Cmax=18,11; tmax=0,67h e TMR=2,03h) baco (Cma=27,73; tmax=0,58h e
TMR=1,79h), duodeno (Cmax=8,48; tmax=0,83h e TMR=2,14h), cérebro (Cms=12,39; tmax=0,75h e
TMR=2,01h), rim (Cmax=6,98; tmax=0,49h e TMR=2,00h) e figado (Cmax=1,76; tmax=0,75h e TMR
3,41h). A concentracdo do BNZ nos tecidos variou. Isso ocorre porque a afinidade do farmaco pelas
estruturas dos diversos tecidos é varidvel. Todavia, no enfoque cinético eles sao homogéneos. Esses
tecidos podem ser agrupados como um Unico compartimento porque o BNZ ¢é distribuido
rapidamente e de forma reversivel entre eles (STORPIRTIS et al., 2011; SCHOENWARD, 2002;).
Morilla e cols. (2003) relataram que o BNZ livre dissolvido em DMSO com tampdo Tris 10mM e
administrados pela via intravenosa a 0,2 mg/kg em ratos Wistar apresentam 9,1 % da dose no
figado, 1,42 % no pulmao, 0,63 % no rim e zero no bago e no coracdo. Nao é possivel efetuar uma
comparacdo com este trabalho devido ao modelo animal, via de administracdo, meio dispersor e
doses diferentes.

A curva de concentragao versus tempo do estdmago e do duodeno foram irregular. Com alta
concentracdo ja no primeiro tempo (95,79 ug/g) para o estbmago e picos de concentracdo em 0,75 e
2 h com concentracbes a 157,62 e 120,69 pg/g, respectivamente. J& no duodeno, apesar das
concentragdes baixas, os picos de concentragdo foram em 0,33 e 0,75 h com valores de 13,44 e 8,46
pa/g, respectivamente. O BNZ é de absorcdo répida e praticamente total quando administrado
oralmente (LAFEPE, 2013; RAETHER & HANEL, 2003; RAAFLAUB & ZIEGLER, 1979).

O BNZ é encontrado no cérebro dos camundongos em até 4 h apds o tratamento. Workman
e cols. (1984) utilizando CLAE-UV demonstraram a presenca de BNZ no cérebro de camundongos
e cdes previamente tratados por via intraperitoneal e oral, respectivamente. Ha ainda estudos que
revelam a toxicidade do BNZ com efeitos no sistema nervoso central. Cées tratados com BNZ pela
via oral apresentaram encefalopatia com caracteristicas multifocais e alteracbes neuroldgicas
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clinicas e patoldgicas com sequelas dose e tempo-dependentes (FLORES-VIEIRA & BARREIRA,
1997; FLORES-VIEIRA et al., 1997). O resultado obtido nesse trabalho reforca a questdo da
toxicidade do BNZ, demonstrando que o mesmao atravessa a barreira hematoencefalica.

O BNZ foi encontrado em baixissimas concentracdes no figado e no rim de camundongos
Swiss, ao contrario do que foi documentado por Workman e cols. (1984) onde camundongos Balb/c
e C3h/He apresentaram uma média de 41,7 e 70,6% da dose do plasma presente no figado, apds
administracdo intraperitoneal de 78 mg/kg. Como ja mencionado, Morilla e cols. (2003) relataram
que, ap6s administracdo intravenosa de 0,2 mg/Kg em ratos Wistar, foram encontrados no figado e
rins, 9,1 e 0,63% da dose administrada, respectivamente. O BNZ, administrado oralmente, é
metabolizado no figado pelo sistema enzimatico citocromo P450 gerando como metabdlitos o 2-
amino-imidazol (reducdo metabodlica do grupo nitro) e o 2-hidroxi-imidazol (substituicdo hidrolitica
do grupo nitro) que sdo excretados na urina (RAETHER & HANEL, 2003; WORKMAN et al.,
1984;). Isso poderia reduzir a quantidade de BNZ presente em alguns érgdos, como o figado, mas
para esclarecer se 0 metabolismo pode interferir nesta quantificacéo seria necessario a dosagem dos
metabdlitos nesses 6rgaos.

Excluindo a observacdo atipica de concentragdo encontrada no estdmago, no pulmao foi
encontrado a maior relacdo das areas sob a curva, no intervalo de tempo de zero a seis horas (ASCo-
6) com 0 plasma (62%), bem como o0 maior Cmax=34,58 ug/g. Este resultado pode ser justificado
devido a alta vascularizacdo do pulmao necessaria para que todo o débito cardiaco proveniente da
camara cardiaca direita se distribua ao longo do parénguima alveolar de forma a permitir uma
eficiente relacdo entre ventilacdo e perfusdo (SALDIVA et al., 2011).

O baco possui alta capacidade filtrante do sangue (fagocitose dos eritrocitos, reciclagem do
ferro sanguineo e captura de patogenos), além de induzir respostas imunitarias adaptativas
(MEBIUS & KRAAL, 2005). A ASCos do baco dos camundongos deste experimento foi
correspondente a 27% da ASCo.s do plasma, o que ¢é explicado devido a elevada vascularizacdo do
baco para a filtracdo sanguinea. Em relacdo a infeccdo pelo T. cruzi, a biodistribuicdo do BNZ no
baco pode ter importantes implicac6es clinicas durante a fase aguda, onde é frequente o surgimento
de esplenomegalia. Olivieri e cols. (2006) mostraram que camundongos infectados e tratados com
BNZ apresentam no nono dia apds a infecgdo uma reducdo do peso do baco quando comparado a
animais nao tratados, mostrando que quanto mais cedo o tratamento é iniciado menor serd a
parasitemia e consequentemente menores sdo as mudancas no sistema imunolégico do hospedeiro.

Coracdo e cdlon foram 6rgdos que mostraram uma alta relacdo das suas ASCo.s com 0
plasma, sendo 32% e 30%, respectivamente. Esses dados sdo interessantes se levarmos em conta
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que a doenca de Chagas na fase aguda torna-se fatal nos casos de insuficiéncia cardiaca congestiva
e na fase crbnica sintomatica se apresenta nas formas cardiaca e digestiva (PRATA, 2001;
BRENER, 1987; ANDRADE, 1985). Como ja mencionado, a doenca de Chagas quando tratada na
fase aguda com BNZ alcanca 80% de cura dos pacientes, entretanto na fase cronica esta
percentagem cai para 37%. Pacientes crénicos tratados sao menos propensos a progressdo da
cardiopatia, todavia ndo ha comprovacao se o tratamento afeta, também, a progressdo da doenca de
Chagas gastrointestinal (BERN, 2011; RASSI Jr, RASSI e MARIN-NETO, 2010; BERN, 2007,
FABBRO, et al, 2007; GARCIA et al., 2005; CANCADO, 1991). Acredita-se que as manifestacdes
gastrointestinais sdo reacOes tardias (fase cronica) de danos neuronais que ocorreram
principalmente na fase aguda da infeccdo (OLIVEIRA et al. 1998, KOBERLE, 1968). Fabbro e
cols. (2007) comprovaram que a erradicacdo do parasito € um requisito para prevenir o
desenvolvimento da doenca de Chagas. Neste trabalho, foi demonstrado que a biodistribuicdo do
BNZ ocorre de maneira ampla, atingindo altas concentraces inclusive nos 6érgdos de maior

relevancia na infecgéo pelo T. cruzi.

66



PERIN, L.H.M. CONCLUSAO

10 CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado um novo método bioanalitico utilizando CLAE-UV
eficaz para quantificar o BNZ tanto em plasma quanto em tecidos (coragdo, figado,
baco, colon, estbmago, duodeno, pulmé&o, rim e cérebro) de camundongos.

A biodistribuicdo do BNZ ocorre de maneira ampla, atingindo inclusive os

orgdos de maior relevancia na infecgédo pelo T. cruzi, coracéo e célon.
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