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RESUMO

Cromoblastomicose € micose subcutanea causada pela implantacdo transcutanea
de diversas espécies de fungos demaceos, isto €, fungos melanizados.
Considerando a incidéncia desta doenca no estado do Para e a consequente
morbidade dos pacientes afetados, com repercussdes sociais e econdémicas, fez-se
necessario a otimizacdo dos esquemas terapéuticos adotados, objetivando o melhor
conhecimento da relagdo dose x resposta. O itraconazol € um dos poucos farmacos
disponiveis para o tratamento, que apresenta marcada variabilidade cinética intra e
inter individual, que compromete o estabelecimento da relagdo dose e resposta, bem
como as concentracdes plasmaticas e teciduais alcancadas. Neste sentido, este
trabalho objetivou a validacdo da metodologia analitica por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia e posterior determinagédo de itraconazol em amostras de plasma e
tecido em 20 pacientes com cromoblastomicose, atendidos no laboratério de
Dermato-Imunologia Dr. Marcello Candia, Marituba, Para, que utilizaram o
medicamento nas doses de 200mg/dia e 400mg/dia. A técnica validada demonstrou
resultados adequados de acordo com a legislacdo vigente. As concentragbes
plasmaticas e teciduais de itraconazol na dose de 200mg/dia foram 121.3 + 87.9
ng/mL e 5.36 + 5.9 pg/g a concentragdo plasmatica média de itraconazol em
pacientes usando 400mg/dia foi de 290 + 234 ng/mL, e as concentracbes
plasmaticas e teciduais médias de itraconazol nos pacientes que nao apresentaram
evolucgéo clinica favoravel, nas doses de 200mg, tornando-se necessario 0 aumento
para 400mg foram 217 + 216 e 304 £ 173 ng/mL ; 14.87 + 12.94 e 21.80 + 6.62
Hg/g. A média das relacbes entre as concentracfes teciduais e plasmaticas nos
pacientes que apresentaram evolucao clinica favoravel nas doses de 200mg/dia foi
44.29 £ 67.12 e as que ndo apresentaram evolucédo clinica favoravel nas doses de
200mg/dia, sendo necessario o aumento para 400mg/dia foram 68.52 + 59.90 ;
71.71 *+ 38.26 respectivamente.

Palavras Chaves: Cromoblastomicose, itraconazol, concentracdes plasmaticas e

teciduais.



ABSTRACT

Chromoblastomycosis is a subcutaneous mycosis caused by deployment
transcutaneous of several species of dematiaceous fungi, that is, melanized fungi.
Considering the incidence of this disease in the state of Pard and the resulting
morbidity of patients affected, with economic and social repercussions, it was made
to the optimization of therapeutic schemes adopted, to the best knowledge of the
relation dose x response. The itraconazole is one of the few drugs available for
treatment, which has marked variability kinetic intra and inter individual, which
compromises the establishment of the relation dose and response, as well as tissue
and plasma concentrations achieved. In this sense, this work aimed at validation of
analytical methodology by High Performance Liquid Chromatography and
subsequent determination of itraconazole in samples of plasma and tissue in 20
patients with chromoblastomycosis, assisted in the laboratory of dermatoimmunology
Dr. Marcello Candia, Marituba, Para, who used the drug in doses of 200mg/day and
400mg/day. The technique employed was validated and proved adequate results in
accordance with applicable law. Concentrations of plasma and tissue of itraconazole
in the dose of 200mg/day were 121.3 + 87.9 ng/mL and 5.36 £ 5.9 ug/g. The average
plasma concentration of itraconazole in patients using 400mg/day was 290 + 234
ng/mL, and the plasma and tissue mean concentrations of itraconazole in patients
who showed no clinical favourable, at doses of 200mg, making it necessary to
increase to 400mg were 217 + 216 and 304 + 173 ng/mL; 14.87 £ 12.94 e 21.80 +
6.62 pg/g. The average of relation between tissue and plasma concentrations in
patients who had positive developments in clinical in the doses of 200mg/day was
44.29 £ 67.12 and those that did not show positive developments in clinical in the
doses of 200mg/day, making necessary to increase to 400mg/day were 68.52 +
59.90 and 71.71 £ 38.26 respectively.

Keywords: Chromoblastomycosis, itraconazole, plasma and tissue concentrations.
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1. INTRODUCAO

1.1. CROMOBLASTOMICOSE: CONSIDERACOES GERAIS

Os fungos s&@o organismos diversificados, eucariotos, heterotroficos e
osmotroficos. Estima-se que existam entre 100.000 e 1.000.000 de espécies
fungicas habitando o planeta. A convivéncia com os fungos tem levado a evolugéo
nos animais multicelulares de mecanismos inatos e adaptativos de defesa. Poucas
espécies causam regularmente doencas invasivas em humanos, pois a maioria atua
como agentes oportunistas nos individuos com deficiéncias imunes especificas
(LEVITZ, 2004).

As micoses subcutaneas representam um grupo heterogéneo de infecgées,
resultantes, geralmente, da penetracdo direta do fungo na pele através de
traumatismo, espalhando-se pelos tecidos proximos a area de implantacao (RIVITTI
& AOKI, 1999).

Dentre as micoses subcutdneas de interesse meédico, se destaca a
cromoblastomicose, que é causada pela implantacdo transcutanea de diversas
espécies de fungos demaceos, isto é, fungos melanizados. E também conhecida
como: cromomicose, micose de Carrion, micose de Lane — Pedroso, dermatite
verrucosa e blastomicose negra (MASLIN et al., 2001).

Estas espécies fungicas sdo denominadas de fungos escuros ou demaceos,
por apresentarem pigmentacdo escura da parede celular e pela presenca de
melanina (NEIVA et al.,, 2002) que € um polimero multifuncional de alto peso
molecular, formado a partir da polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos
(SILVA et al., 2007).

Tal pigmento, além da acdo fotoprotetora, que permite ao fungo se
desenvolver nos ambientes ensolarados, também atua como fator de viruléncia
(RIVITTI & AOKI, 1999).

A sobrevivéncia de um fungo demaceo no hospedeiro humano, o qual é
considerado um habitat hostil, & favorecida pela presenca de melanina na parede
celular, pelos lipidios das diversas estruturas celulares e pela termotolerancia a 37°C
(RIBEIRO et al., 2006).
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Os agentes causadores da cromoblastomicose sdo saprdfitas, e a infeccéo
ocorre apos inoculagdo percutanea dos conidios ou hifas, os quais crescem na
matéria organica em decomposicdo, farpas de madeira, gravetos e espinhos de
plantas vivas ou mortas (RUBIN et al., 1991; SALGADO et al., 2004; ZEPPENFELD
et al., 1994).

A cromoblastomicose apresenta aspecto clinico diversificado, sendo
encontradas lesdes nodulares, verrucosas, tumorais, em placas, cicatriciais e
tricofitdides, variando desde lesdes localizadas até as disseminadas, que
caracterizam a cromoblastomicose cutdnea disseminada (SALGADO et al., 2005)
(Figura 1).

Figura 1: Aspecto classico das les6es de cromoblastomicose. A) lesdo vegetante com
fibrose acentuada), B) Lesé&o verucosa, C) Lesdao tricofitdide. D) Lesao crostosa, E) Caso de
cromoblastomicose cutanea disseminada.

Fonte: Laboratoério de Dermato-Imunologia UEPA/UFPA/MC.

As lesOes se localizam, geralmente, nos membros inferiores e raramente em
outros locais da superficie cutanea. Em alguns casos, pode ocorrer a disseminacao
da doenca com o comprometimento dos 6rgaos internos (SAMPAIO & RIVITTI,
2000).

A cromoblastomicose é de carater endémico e prevalece, basicamente, na

populacdo rural das zonas de climas tropical e subtropical. Acomete individuos
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adultos do sexo masculino na proporgcéo de 15:1 em relagdo ao feminino. O que se
justifica pelo fato de que os traumatismos que propiciam a implantagao transcutanea
do fungo resultam das atividades rurais, as quais sao exercidas principalmente pelos
homens (RIBEIRO et al., 2006).

1.2. ETIOLOGIA E ASPECTOS MORFOLOGICOS

Os agentes etiologicos mais comuns sdo: Fonsecaea pedrosoi,
Cladophialophora carrionii e Phialophora verrucosa. Poucos casos sao associados a
Fonsecaea compacta, Rhinocladiella aquaspersa e espécies diferentes de Exophiala
(SEVERO, 2005).

F. pedrosoi é o agente etioldégico mais freqiiente. Pertence ao reino fungi, filo
ascomiceta, classe euascomiceta, ordem chaetothyriales, familia herpotrichiellaceae
e género Fonsecaea (RIBEIRO et al., 2006).

Os fungos que causam cromoblastomicose se assemelham na pigmentacao,
estrutura antigénica, morfologia, propriedades fisiolégicas e formacdo de conidios.
Nos tecidos se transformam da forma filamentosa, para o estagio parasitario
caracteristico da doenca, exibindo estruturas esféricas ou ovoides de 4 a 12 um de
diametro que se multiplica por septos ou trabéculas, em um ou dois planos distintos,
acompanhada de uma reacao inflamatoria, granulomatosa e purulenta, denominada
célula esclerdtica (célula muriformes ou fumagoides) (MARTINEZ & TOVAR, 2007).

Este dimorfismo, que é a habilidade de alguns fungos em mudar da forma de
levedura ou filamentosa para outras, € encontrado na fase parasitaria, funcionando
como resposta as alteracbes das condi¢cdes naturais de crescimento para 0 novo
ambiente, ou seja, o hospedeiro (MADHANI & FINK, 1998).

Tais células constituem as formas fungicas presentes no hospedeiro e
representam uma forma vegetativa intermediaria entre o conidio e a hifa (MC
GINNIS, 1983) (Figura 2A).

Ressalte-se que a diferenciagdo das hifas ou conidios em células
escleréticas ou “células muriformes”, no tecido do hospedeiro, € um aspecto
bioldgico interessante, cujo mecanismo ainda ndo esta totalmente esclarecido
(WALTER et al.,1982).

A presenca destas células no tecido parasitado confirma o diagnéstico de
cromoblastomicose, mas nao identifica o agente, o que somente € obtido apds a
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visualizacdo microscopica das varias caracteristicas morfologicas. Como por
exemplo, F. pedrosoi é reconhecido pela producdo de septos ou hifas marrons
escuras e conidioforos que se ramificam em apices, 0s quais sao marrons palidos,
eretos, septados e simpodiais, com zonas conidiogenicas confinadas a parcela

superior. Os conidios sdo marrons e em forma de barril (RIBEIRO et al., 2006)
(Figura 2B).

Figura 2: Células escleréticas (A), Formacao de hifas e células conidiogenicas (B).
Fonte: SALGADO, 2004.

1.3. HABITAT

Os fungos causadores da cromoblastomicose se encontram em saprofitismo
na natureza, ocorrendo, provavelmente, na vegetacao, no solo e no ar (AZULAY &
AZULAY, 2004).

Estudos demonstraram o isolamento dos diversos tipos de fungos
dermatidceos de vérias espécies vegetais. No Brasil, estudo realizado por
SALGADO et al. (2004), identificou F. pedrosoi nos espinhos de Mimosa pudica,
popularmente conhecida como dormideira ou maria-fecha-a-porta.

No estado do Maranhdo SILVA et al. (1995), sugeriram a ligacdo entre a
ocorréncia de lesGes nas nadegas e o habito da populacdo de sentar nas cascas de
babacu (Orbignya phalerata). O isolamento de F. pedrosoi tem sido demonstrado,
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também, em diferentes amostras desta espécie vegetal, como troncos e folhas em
decomposigéo.

De acordo com QUEIROZ-TELLES (1992), P. verrucosa, tem sido isolado
em diversos paises, de materiais como plantas, gramas e solo como por exemplo, C.
carrionii foi isolado de cactos e espinhos de uma zona endémica semi-arida da
Venezuela (ZEPENFELDT, 1994).

1.4. EPIDEMIOLOGIA

A cromoblastomicose é uma doenca de distribuicdo universal, descrita nas
Ameéricas, Europa, Asia, Australia, Oceania e Africa, com maior freqiiéncia nas
zonas rurais das regides de clima quente e umido (BURSTEIN, 2004). Os paises
com maior prevaléncia sdo Madagascar, Africa do Sul, Brasil e Costa Rica (Figura
3).
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laranja (entre 50 e 100 casos catalogados) e vermelho (acima de 100 casos).

Fonte: SILVA, 2006.
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Na América do norte foram descritos casos nos Estados Unidos e México,
principalmente nos estados de Oaxaca e Veracruz (MARTINEZ & TOVAR, 2007).

Na Venezuela, as lesbes sdao comuns nos ombros, torax e troncos, sendo
nestes casos o C. carrionii o principal agente. Ocorre nas regides de baixa umidade
e semi-aridas como nos estados de Lara, Falcon e Zulia. A populagdo mais afetada
€ composta por homens cuja ocupacao € a criagdo de caprinos (YEGRES, 1985).

Na Colémbia, especialmente nas areas rurais de Medelin e Cérdoba, a
maioria dos casos (75%) associa-se a F. pedrosoi, e 0 restante a P. verrucosa
(VELASQUEZ et al., 1976).

Em Cuba, no ano de 1998, SIMON acompanhou 49 pacientes no periodo de
oito anos e encontrou maior frequéncia de F. pedrosoi. MACOLA et al. (1984),
relataram que em 35 pacientes com cromoblastomicose, diagnosticados em Cuba,
entre 1976 e 1981, predominou F. pedrosoi e apenas um caso de F. compactum.

Na Europa, foram relatados casos de cromoblastomicose em diversos
paises, como Franca (LE GALL et al., 1993), Russia (MALKINA & DARCHENKOVA,
1977) e Finlandia (SOUCK, 1988). Na Asia, foram diagnosticados na China,
Filipinas (AL DOORY, 1972), Malasia (JAYALAKSHIMI et al., 1990), india, onde até
1954 eram conhecidos 30 casos (RAJENDRAN et al., 1997) e no Sri Lanka,onde
foram registrados 71 casos (ATTAPATTU, 1997).

No Japéao, desde 1955, o nimero de casos tem aumentado anualmente. Até
1983 foram observados 290 casos com isolamento de 275 amostras.O o0 agente
etiologico em 215 casos (86%) foi F. pedrosoi, e ao contrario de outras regides
mundiais, em mais de 50% dos casos, as lesbes eram localizadas na extremidade
superior do corpo, na face e no pesco¢co (FUKUSHIRO, 1983). Uma revisdo de
casos deste Pais destacou um adicional de 212 casos até o ano de 2001 (KONDO
et al., 2005).

Na Australia, na maioria dos casos relatados, o principal agente etiolégico
principal € C. carrionii (LESLIE & BEARDMORE, 1979). Sua predominancia esta
relacionada ao clima continental, quente e seco daquele Pais, onde a precipitacado
pluvial é escassa, pois apenas 11% do territério recebe mais de 1000 mm?® de
chuvas, enquanto 2/3 recebe menos de 500 mm?®de chuvas ao ano.

No Continente Africano, a cromoblastomicose foi relatada no Quénia,
Tanzénia (AL DOORY, 1974), Zaire (BANKS, 1985), Libia (BHAKTAVIZIAM et al.,
1983) e Mogambique (MAGALHAES & MEYER, 1970).
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Em Madagascar, o principal local de ocorréncia da cromoblastomicose no
mundo, foram registrados 1343 casos no periodo de 1955 a 1994. A maioria dos
pacientes eram trabalhadores rurais e lenhadores, atividades que justificam a
localizac&o das lesbes, 75% nas pernas e pes, sendo que 87% dos pacientes séo do
sexo masculino e 98% com idade superior a 16 anos. Dos casos isolados e
identificados por cultivo, o agente etiolégico foi F. pedrosoi em 61,8%, das lesGes
dos pacientes oriundos das regides de floresta e em 38,2% o C. carrionii foi isolado
daqueles oriundos das regifes semi - desérticas do Pais (ESTERRE et al., 1996).

No Brasil, a cromoblastomicose ocorre em varios estados, com casos
distribuidos por todas as regides geograficas (Figura 4). Estudos realizados no
Maranhdo, Rio Grande do Sul e na Amazdnia mostram que estas areas podem ser
consideradas endémicas da doenca (MARQUES et al., 2006; MINOTTO et al., 2001;
SILVA et al., 1989).

[1 Sem registro de caso
O Ate 50 casos registrados

O Entre 50 e 300 casos registrados
B = 300 casos

Figura 4: Mapa do Brasil com distribuicdo de casos dos cromoblastomicose no pais:
Branco (sem registro de caso), amarelo-claro (até 50 casos registrados), amarelo vivo
(entre 50 e 300 casos registrados) e vermelho (mais de 300 casos).

Fonte: Silva, 2006.
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A Amazonia € considerada a principal area de ocorréncia da doenca, pois as
condicbes climaticas, incluindo precipitacdo anual média de 1500-1700 mm?,
temperatura de 24 - 26 °C e umidade anual relativa de aproximadamente 83%
parecem contribuir, decisivamente, para o crescimento do fungo na natureza
(MARQUES et al., 2006).

O Estado do Maranhdo ocupa o terceiro lugar no registro da doenca no
Brasil e a maioria dos casos ocorre na regido denominada “baixada maranhense”.
Recentemente dois casos de cromoblastomicose causados por F. pedrosoi foram
relatados neste estado, com lesbes situadas na regido do gliteo o que
provavelmente esta associado, associado a importante atividade ocupacional dos
residentes que é quebrar o céco babacu (Orbignya phalerata). Os autores chamam
atencdo para a possibilidade da infeccdo ocorrer durante a extracdo deste produto.
(MARQUES et al., 2006).

O Babacu € uma arvore nativa desta regido, com ocorréncia nordeste-
sudeste em direcdo ao Maranhao, chamada de floresta de coco ou zona de babacu.
O Estado contém 54,2% das arvore desta espécie,no pais com 2/3 destas,
localizadas na “baixada maranhense”. Aproximadamente 300 familias rurais estao
envolvidas na extragdo das sementes do babacu, por um processo manual no qual o
individuo senta no chdo ou na casca do coco, batendo a fruta com uma vara de
madeira de encontro a uma faca ou machado, um procedimento que freqlientemente
causa ferimentos. Aproximadamente 76.9% dos pacientes com cromoblastomicose
sdo originarios desta area, caracterizando assim, a ocupacdo como importante via
de exposicdo ao fungo (MARQUES et al., 2006).

No Rio Grande do Sul, MINOTTO et al. (2001), revisaram 100 casos de
pacientes entre 1963 e 1998. Os resultados obtidos foram semelhantes aos
encontrados acima, com predominancia da doenca no sexo masculino, entre
lavradores com lesbes nos membros inferiores. A maioria dos casos foi encontrada
na regiao norte do estado.

MATTE et al. (1997), associaram a presenca do fungo no Rio Grande do Sul,
aos fatores climaticos, revestimento e composicao do solo, os quais favoreceriam a
proliferagdo dos fungos. Os autores destacam ainda, que nesta regido predomina a
pequena propriedade rural, sendo habito do agricultor trabalhar diretamente na terra,

descalco e, usualmente, de calcas arregacadas. O tempo meédio entre o
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aparecimento da doenca e o diagnostico médico foi de 14 anos e F. pedrosoi foi
encontrado em 96% dos casos.

Aspectos epidemioldgicos semelhantes foram observados por SILVA et al.
(1998) na regido amazobnica, cujo estudo demonstrou que o estado do Para
apresenta alta prevaléncia de cromoblastomicose, registrando mais de 300 casos
nos ultimos 40 anos. CASTRO & SCHWARTZ (2003), em recente estudo na
Amazonia Brasileira divulgaram uma incidéncia elevada de cromoblastomicose (16
casos para 10.000 habitantes) em uma vila chamada Monte Negro, no estado de
Rondonia.

O Estado do Para € a principal area endémica do Pais com 325 casos
registrados em 55 anos (SILVA et al., 1998). Entre os anos de 2001 a 2006, foram
diagnosticados na Unidade de Referéncia e Treinamento em Dermatologia Sanitaria
“Dr. Marcelo Candia” (URE Marcello Candia), localizada no municipio de Marituba no
estado do Pard, mais de 80 novos casos de cromoblastomicoses (Dados N&o
Publicados-URE- Marcello Candia).

1.5. PATOGENIA

A infeccdo geralmente ocorre apos traumatismo da pele e inoculacéo
percutanea dos conidios ou hifas. Geralmente os pacientes ndo se recordam dos
traumas ou injurias na pele, uma vez que as manifestacbes da doenca ocorrem
algum tempo apos a exposicdo ocupacional (SALGADO et al., 2004).

A infeccdo avancga lentamente no transcorrer dos anos, a medida que o
agente etiolégico se adapta as condi¢cdes do hospedeiro. Uma vez no tecido, o fungo
converte-se da forma filamentosa no estagio parasitario, caracterizado por estruturas
multicelulares de paredes espessas e de cor negra, denominadas de células
muriformes ou células escleréticas (QUEIROZ-TELLES et al., 2003).

As células esclergticas maduras desenvolvem septos paralelos e
perpendiculares. De cada fragmento, uma nova célula esclerética madura €
formada. Ressalte-se que as células fagocitarias (macrofagos polimorfonucleares)
sao incapazes de destruir esta forma (MARTINEZ & TOVAR, 2007).

ESTERRE et al. (1992), demonstraram em exame histoldgico de lesdo, uma
resposta neutrofilica granulomatosa associada a células multinucleadas, abscessos

neutrofilicos e hiperplasia pseudo-epiteliomatosa.
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Ha& uma resposta fibrosa densa no tecido dérmico e no subcutaneo, que
foram inicialmente atribuida a um mecanismo de defesa do hospedeiro para prevenir
a progressao da doenca. As células esclerdticas de F. pedrosoi podem permanecer
viaveis por mais de 18 meses, apos o tecido infectado ter sido coletado do paciente.
(MARTINEZ & TOVAR, 2007; BURSTEIN, 2004).

A extensiva fibrose, associada ao infiltrado inflamatério crénico e a
susceptibilidade aumentada as infeccdes secundarias, compromete o fluxo linfatico
causando, eventualmente, linfademia abaixo dos locais afetados. A deterioracdo da
circulacdo, causada pela linfademia crbnica, conduz, por sua vez, a atrofia da pele e
deformidade anquilosante das juntas, que podem acarretar incapacidade
permanente (MARTINEZ & TOVAR, 2007).

As lesdes que se desenvolvem no sitio da inoculacdo, ocasionalmente
podem se propagar pela via linfatica para locais remotos, apresentando aspecto
polimorfico,como: nodulares, papilomatoso, coliforme, verruciforme,

hiperqueratosico, cicatricial, em placas ou combinados (BURSTEIN, 2004).

1.6. TRATAMENTO DA CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose é uma das micoses mais recalcitrantes em termo de
tratamento. A terapia € longa e podem ocorrer recidivas, em alguns casos, e
dependendo da situacdo clinica e da extensdo das lesGes, os procedimentos
terapéuticos podem variar (RIBEIRO et al., 2006).

Diferentes esquemas terapéuticos, como o uso da anfotericina B, 5 —
fluorcitosina, fluconazol, tiabendazol, e cetoconazol, foram utilizados nas ultimas
décadas, entretanto com baixa taxa de cura e muitas recidivas (CASTRO, 1992),
outras terapias incluem métodos fisicos, cirurgias convencionais ou a laser,
termoterapia e crioterapia (HIRUMA et al. ,1992)

Segundo BEDOUT et al. (1997), o tratamento desta micose € dificil pelos
seguintes fatores: escassez de antifungicos eficazes, necessidade de periodo
prolongado de tratamento, dificuldade de acompanhamento clinico dos pacientes
gue moram nas areas rurais distantes e carater recrudescente da doenca.

O sucesso terapéutico depende: da diversidade dos agentes etioldgicos, da

suscetibilidade as drogas e da natureza hiperqueratolitica das lesdes nodulares, que
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dificulta a distribuicdo dos antifungicos para os tecidos nos quais os fungos estédo
alojados (MARTINEZ & TOVAR, 2007).

A escolha do tratamento deve considerar varias condi¢des tais como: agente
causal, (pois os diversos tratamentos apresentam suscetibilidade diferenciada em
funcdo do agente), extensdo das lesbes, topografia clinica e estado de saude do
paciente (BONIFAZ et al., 2004; QUEIROZ-TELLES et al., 1992).

Associacdo de terapias tém apresentados bons resultados, como por
exemplo, a combinacdo de itraconazol com a terbinafina (GUPTA et al., 2002),
anfoteracina-B com 5-fluorcitosina , raspagem e crioterapia (POIRREZ et al., 2000),
5-fluorcitosina e itraconazol, empregada para redu¢do maxima das lesdes, seguida
de termoterapia (BONIFAZ et al., 2004).

Muitos antifUngicos orais e sistémicos vém sendo utilizados e diversos
autores indicam o itraconazol como a melhor escolha, o qual, empregado nas doses
diarias de 200 a 400 mg, € eficaz e bem tolerado pelos pacientes. UNGAKORN e
REANGCHAINAM (2006), demonstraram que o uso pulsado de 400 mg deste
medicamento é mais econdmico e apresenta melhores resultados do que o regime
diario convencional de 200 ou 400 mg, embora a duracdo do tratamento dependa
dos casos individuais.

Até o presente momento, nenhum dos medicamentos ou procedimentos
conhecidos para o tratamento da cromoblastomicose apresentou eficacia absoluta.
Segundo CASTRO & SCHWARTZ (2003), o itraconazol produz melhora apés alguns
meses, entretanto a cura completa dificilmente € alcangcada, especialmente nos
casos severos.

SHEISHIMA et al. (2004) demonstraram que o itraconazol é eficaz para
pacientes com cromoblastomicose em doses de 100, 200 e 400 mg/dia administrado
isoladamente ou associado a criocirugia.

Estudo de susceptibilidade in vitro de F. pedrosoi para diversos antifiungicos
(anfotericina B, 5-fluocitosina, fluconazol e itraconazol) demonstrou que nenhum dos
isolados apresentou resisténcia ao itraconazol na determinacdo da concentracao
inibitéria minima. No entanto, apesar deste medicamento ser uma droga efetiva, na
determinacdo da concentracéo letal minima, 41,7% dos isolados ndo foram mortos
na presenca do itraconazol (BEDOUT et al., 1997).

A proporcao de falha observada com este antifiungico correlaciona com a

experiéncia clinica, que mostra que 10% dos pacientes com cromoblatomicose néo
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sdo curados apesar do curso prolongado de até 20 meses de terapia. (BEDOUT et
al., 1997). Contudo, o itraconazol é o medicamento mais empregado no tratamento
da cromoblastomicose no Brasil (SEVERO, 2005).

1.7. ITRACONAZOL

1.7.1. Estrutura quimica e caracteristicas fisico-q  uimicas

A unidade estrutural basica dos antifungicos azo6is é a presenca de cinco
membros no anel azol, unidos por uma ligacdo do nitrogénio com o carbono aos
outros anéis aromaticos (Figura 5). Os imidazodis (cetoconazol, miconazol e
clotrimazol) apresentam dois atomos de nitrogénio no anel azol, e os triazois
(fluconazol e itraconazol) contém trés 4&tomos de nitrogénio no mesmo anel (SAAG
SAAG & DISMUKES, 1988).

O fluconazol possui trés atomos de nitrogénio no anel azol, que resulta na
maior afinidade pelo citocromo P450, entretanto possui uma cadeia lateral
hidrofilica, que o diferencia do itraconazol, que € altamente lipofilico (BEULE, 1996;
HEYKANTS et al., 1989) permitindo uma melhor penetracdo no tecido, prolongando
a meia-vida e aumentando a especificidade para enzimas fungicas. (PRENTICE &
GLASMACHER, 2005)

O itraconazol é uma mistura racémica 1:1:1:1 de quatro diasteroisbmeros
(dois pares enantoméricos), cada um possuindo trés centros quirais. Apresenta
formula molecular de CssH3sCloNgO4 e peso molecular de 705,64. E um pé branco
ligeiramente amarelado, insolivel na agua, ligeiramente sollivel nos alcoois e
altamente soltvel em diclorometano; possui pKa 3.70 e coeficiente de particdo de
5.66 em pH de 8.1 (BEULE, 1996).
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Figura 5: Estrutura quimica dos derivados dos triazois.
Fonte: BILLAUD, 2007.

1.7.2. Aspectos farmacolégicos do itraconazol

Os antifungicos azélicos incluem duas classes amplas — os imidazois
(cetoconazol, miconazol e clotrimazol) e os triazois (itraconazol e fluconazol). Com
excec¢do do cetoconazol, o uso dos imidazois € limitado ao tratamento das micoses
superficiais, enquanto que os triazois possuem largo espectro de uso no tratamento
das infecc¢des fungicas superficiais e sistémicas (CAZADEY et al., 2007).

Os triazois sistémicos sdo biotransformados mais lentamente e tém efeito
menor sobre a sintese dos esterdides humanos, quando comparados aos imidazadis,
conferindo assim, maior seguranca para O paciente. Tendo em vista estas
vantagens, os congéneres modernos de desenvolvimento correspondem, em sua

maioria, aos triazois, ao invés dos imidazoéis (CAZADEY et al., 2007).
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1.7.3. Indicacgdes terapéuticas

Apresenta amplo espectro de acdo, sendo empregado no tratamento das
micoses sistémicas, como: aspergilose, blastomicose, candidiase, cromomicose,
esperotricose, histoplasmose e pararacoccidioidomicose. Nas micoses superficiais é
empregado no tratamento da candidiase oral e vulvovaginal, ceratite micética,
dermatofitoses, onicomicoses, pitiriase versicolor, Tinea cruris, Tinea manuum e
Tinea pedis (CAZEDEY et al., 2007).

1.7.4. Propriedades farmacocinéticas do itraconazol

O itraconazol apresenta biodisponibilidade média de 55% com pico de
concentracdo plasmatica de 150 ng/ml, em cerca de 3 a 4 horas apds a
administracdo oral de uma dose unica de 100 mg (SILVA, 2002). A absorcao é
significantemente reduzida nos pacientes com acloridria, cuja atividade gastrica esta
diminuida, ou naqueles que fazem uso de antiacidos ou supressores da secrecéo
acida gastrica (BEULE, 1996).

A absorcado do itraconazol em capsula é significantemente aumentada pela
presenca de alimentos, devendo ser ingerido durante as refeicbes para assegurar
maior biodisponibilidade (Figura 6). De acordo com BARONE et al. (1993), a
absorcdo em formulacdes de “pellets”, apds estado de jejum foi cerca de 60%
daquela apos refeicdo. O itraconazol € lipossoluvel, e a presenca de alimento pode
aumentar a solubilidade, favorecendo a absorcéo sistémica (BARONE et al., 1993).

Nos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) a
absorcdo em capsulas do itraconazol foi reduzida em 50%, quando comparada as
pessoas saudaveis, 0 que esta associado a hipocloridria e ao pH gastrico elevado,

que sao frequentes nas infeccdes pelo HIV. (KOKS et al., 2002)
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Figura 6: Concentragfes plasméticas de itraconazol (200 mg/dia) observadas apos a
alimentacdo e jejum.
Fonte: BARONE et al., 1993.

O itraconazol se distribui amplamente pelo organismo humano e se acumula
nos tecidos em concentragcbes 3 a 20 vezes superiores aquelas do plasma
(NEGRONI & ARRECHAVALA, 1993). E altamente lipofilico, se liga 99.8% as
proteinas plasmaticas especialmente a albumina, e apresenta volume de distribui¢cdo
médio de 11 L/kg (POIRIER & CHEYMOL,1998; PRENTICE & GLASMACHER,
2005).

A concentracdo média de itraconazol na dose de 200mg/dia no estado de
equilibrio é de 1.881 + 448 ng/mL, atingida apos 14 a 15 dias do tratamento
prolongado, quando é alcancada a amplitude de resposta terapéutica (DUCHARME
et al., 1995).

SEISHIMA et al. (2004), quantificaram itraconazol no plasma e tecido de
pacientes com cromoblastomicose,que iniciaram tratamento com 100 mg/dia de
itraconazol e logo em seguida a dose foi aumentada para 200mg até atingir o estado
de equilibrio no 15 dia. Foram encontrados 793.7 ng/mL no plasma e 1127.7 ng/mL
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no tecido afetado apdés 3 horas da ingestdo do medicamento; 355.6 ng/mL e 236.9
ng/mL apds 12horas e 43.7 ng/mL, 66.3 ng/mL apds 24 horas, respectivamente.

Possui alta afinidade por tecidos queratinizados e, desta forma, se adere ao
citoplasma lipofilico dos queratindcitos na unha, podendo permanecer nesta regiao,
em concentracdes terapéuticas, até seis meses ap0s a descontinuacdo do
tratamento (LEYDEN, 1998).

Concentragfes elevadas do itraconazol foram detectadas na saliva, apos 8
horas da administracdo de solucdo oral, porém nenhuma quantidade de
hidroxitraconazol foi encontrada (KOKS et al., 2002).

Teores elevados também foram observados no figado, tecido adiposo, 0sso,
endométrio, muco cervical e vagina. O farmaco também pode ser encontrado em
baixa quantidade nos fluidos corporais como: liquido cefalorraquidiano, humor vitreo
e saliva (BEULE, 1996).

Em experimento clinico, foram determinadas as concentracdes de
itraconazol no tecido vaginal, pele e unha. O resultado demonstrou que
concentracOes terapéuticas efetivas de sdo mantidas por trés dias, duas semanas e
de trés a seis meses apds o término do tratamento para candidiase vaginal,
dermatomicose e onicomicose, respectivamente (BEULE,1996).

O itraconazol é biotransformado extensivamente no figado,
predominantemente pelo citocromo P450 3A4, resultando na formacdo de varios
metabdlitos (BEULE, 1996; NEGRONI & ARRECHAVALA; 1993). Dentre estes, 0
hidroxitraconazol, formado pela oxidacdo do grupo 1-metilpropil, é de particular
interesse pela sua atividade antifangica in vitro, com concentracdes plasmaticas
duas a trés vezes superiores ao farmaco original, contribuindo, provavelmente, para
o efeito terapéutico (POIRIER & CHEYMOL, 1998).

Este medicamento apresenta marcada variabilidade cinética inter e intra-
paciente devido, principalmente, a incompleta biodisponibilidade oral e significativo
metabolismo de primeira passagem (DUCHARME et al., 1995).

Em contribuicdo, a administracdo concomitante de itraconazol com outros
farmacos biotransformados pela mesma via metabdlica pode aumentar ou diminuir a
concentragcdo plasmatica deste, promovendo sérios efeitos adversos ou diminuindo
sua eficacia terapéutica (LEYDEN, 1998). Os principais agentes clinicamente
importantes que interagem com itraconazol, especificamente na biotransformacao,

estao apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1. Medicamentos que podem interagir com Itraconazol

Concentragdo plasmatica de Itraconazol diminuida

Fenobarbital Fenitoina
Carbamazepina Rifampicina
Cisaprida Tacrolimus
Ciclosporina Terfenadina
Didanosina Isoniazida
Antagonizantes do receptor H; Antiacidos

Concentracao Plasmatica de Itraconazol aumentada

Antibiéticos Macrolideos Eritomicina, claritomicina

Inibidores de Proteases Indinavir, ritonavir

Fonte: LEYDEN, 1998.

O itraconazol € inibidor do citocromo P450 3A4, podendo interferir na
cinética de outros medicamentos, fato observado com o proprio itraconazol uma vez
gue sua meia vida terminal é de 20 horas, aumentando para 30 horas apés duas a
quatro semanas de tratamento (POIRIER & CHEYMOL, 1998).

A excrecdo fecal inalterada de itraconazol varia entre 3 a 18% da dose
administrada. Pelos rins, a fracdo da droga ndo biotransformada € insignificante,
sendo menor que 0,03% da dose ingerida. Cerca de 40% da dose administrada é
excretada na urina, sob a forma de metabdlitos inativos, no periodo de uma semana.
O clearance médio de itraconazol total no plasma € de 381 + 95 mL/minuto, apés

administracao intravenosa (SILVA, 2002).
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1.7.5. Mecanismo de ag¢éao do itraconazol

Baseia-se na inibicdo do sistema do citocromo P-450, responsavel pela 14-
desmetilacdo do lanosterol, precursor do ergosterol, um componente vital da
membrana celular do fungo. (SAAG, DISMUKES, 1988) (Figura 7). Deste modo, o
medicamento prejudica a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmética e
conduz ao acumulo de lanosterol e 14-alfa-metilesterois, os quais podem desagregar
o arranjo compacto das cadeias aciclicas dos fosfolipidios, comprometendo as
funcbes de determinados sistemas enziméticos ligados a membrana, como a
ATPase e enzimas do sistema do transporte de elétrons, inibindo,

consequentemente, o crescimento dos fungos (BEULE,1996; KOKS et al., 2002).
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Figura 7: Local de acédo do Itraconazol.

Fonte: www.doctorfungos.org. Acessado em 20 de maio de 2007.
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1.7.6. Reag0Oes adversas

Apesar das reacfes adversas ndo serem comuns, podem ser relatados: mal
estar estomacal, vomitos, diarréia, cefaléia, nauseas, perda de apetite, febre,
hiperemia cutanea, prurido, diminuicdo da libido, sonoléncia, hipertensao,
hipercalemia, albuminuria e fadiga (KOKS, 2002).

1.7.7. Efeitos toxicos

O itraconazol foi associado com casos sérios de hepatotoxicidade, incluindo
faléncia hepatica e Obito, cujo mecanismo ainda permanece desconhecido, no
entanto, sabe-se que é dose-dependente. Com o aumento da dose podem ser
observados niveis elevados de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP), além de necrose hepatocelular, degeneracdo dos hepatdcitos, hiperplasia do
ducto biliar e cirrose (SOMCHIT et al., 2004). O itraconazol também pode ocasionar
efeitos sérios e raros envolvendo baco, pele e sangue (BRADBURY & JICK, 2002).

Este medicamento € classificado pelo Food and Drug Administration (FDA)
como um agente da categoria C, ou seja, contra indicado para pacientes que estao
gravidas, haja vista ser teratogénico em ratos e camundongos, ocasionando ma

formacao Ossea, encefaloceles e macroglossia. (BRADBURY & JICK, 2002).

1.7.8. Determinacéo das concentra¢des plasmaticas e  teciduais do itraconazol.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), por sua sensibilidade e
especificidade, € a principal técnica para determinacao de itraconazol em diferentes
fluidos biologicos (soro, plasma e tecido) (SRIVATSAN, et al., 2004, CAVAZOS-
ROCHA, et al., 2007).

Desde 1989, HEYKANTS et al.,, descreveram estudo de farmacocinética
sobre o itraconazol usando a CLAE para determinar os niveis plasmaticos deste
farmaco.

COX et al. (1997), publicaram um método para analise de itraconazol e
hidroxitraconazol em tecido e plasma por CLAE. Ja GUBBINS et al. (1998),
desenvolveram uma rapida e sensivel metodologia para determinacdo de itraconazol

em soro humano.



A avaliacdo da distribuicdo tecidual de itraconazol, de fluconazol e de
griseofulvina, usou como metodologia de escolha a CLAE (SOBUE et al., 2004).

SRIVASTSAN et al. (2004), publicaram um método simultaneo de
determinacdo de itraconazol e hidroxitraconazol em plasma humano.Também,
CAZEDEY et al. (2007), descreveram o desenvolvimento e validacdo de metodologia
analitica para determinacado de itraconazol em produtos farmacéuticos por CLAE.

No estudo de investigacao do itraconazol e de seu metabdlico, em pacientes
com cromoblastomicose, SEISHIMA et al. (2004) quantificaram as concentracdes

plasmaticas destas substancias usando a CLAE como metodologia padrao.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se a incidéncia de cromoblastomicose no estado do Para e a
consequente morbidade dos pacientes afetados, com repercussfes sociais e
econdmicas, fez-se necessario a otimizacdo dos esquemas terapéuticos adotados,
objetivando o melhor conhecimento da relagcdo dose x resposta.

Neste sentido, o itraconazol, que €& um dos poucos medicamentos
atualmente disponiveis para o tratamento desta doenca, apresenta marcada
variabilidade inter e intra — individual na sua farmacocinética, o0 que compromete o
estabelecimento da relacdo dose, concentracdo plasmatica e eficacia clinica,
portanto a monitorizacdo de suas concentracfes plasmaticas e teciduais €
indispensavel, de modo a assegurar que as concentracdes terapéuticas sejam

alcancadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

- Determinar as concentragdes plasmaticas e teciduais de Itraconazol em

pacientes com Cromoblastomicose por Fonsecaea pedrosoi.

3.2. ESPECIFICOS

- Validar a metodologia analitica para determinacdo de Itraconazol por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), nas amostras de tecido e plasma;

- Determinar as concentragdes plasmaticas e teciduais de Itraconazol em

pacientes com Cromoblastomicose por Fonsecaea pedrosoi;

- Relacionar as concentragdes teciduais e as plasméticas de Itraconazol nas

referidas amostras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. POPULACAO ALVO

A populagdo alvo consistiu de 20 pacientes com diagndstico de
Cromoblastomicose por Fonsecaea pedrosoi, atendidos no Centro de Referéncia e
Treinamento em Dermatologia Sanitaria do Estado do Para Dr. Marcello Candia

(MC), sediado no municipio de Marituba, Para.

4.2. AMOSTRAS

O universo amostral foi composto por 37 amostras de tecido e plasma (com
consentimento prévio) de cada paciente, fornecidas pelo Laboratorio de Dermato-
Imunologia UEPA/UFPA/MC, Universidade do Estado do Para (UEPA), Universidade
Federal do Para (UFPA). Foram selecionados para o estudo individuos de ambos os
sexos, com idade superior a 15 anos, domiciliados na cidade de Belém ou interior do
estado do Para, com diagnostico positivo de cromoblastomicose por F. pedrosoi e
fazendo uso de itraconazol. Todas as amostras foram coletadas 24 horas ap6s a
ingestdo da dose diaria do medicamento e antes da préxima dose.

Para determinacéo de itraconazol nas amostras de plasma foram coletados
cerca de 4 mL de sangue total em tubos tipo Vacuotainer, empregando-se EDTA
como anticoagulante. A seguir, foram centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos, e 0
plasma foi separado e armazenado em tubo tipo Eppendorf a 5 °C até o
processamento.

A biopsia foi realizada por um profissional habilitado na area meédica
(dermatologista) e o material coletado foi armazenado em tubo tipo Eppendorf a 5 °C
até o processamento.

As amostras foram transferidas e analisadas no Laboratorio de Toxicologia
do Instituto de Ciéncia da Saude da Universidade Federal do Para - UFPA. O tempo

decorrido entre a coleta e a analise das amostras foi inferior a 30 dias.
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4.3. ESQUEMA TERAPEUTICO

O esquema terapéutico empregado foi o itraconazol, por via oral, em doses
diarias de 200mg/dia ou 400mg/dia. Os comprimidos foram administrados durante as
refeicbes para assegurar uma boa absorcdo. Ressalte-se que 11 pacientes
utilizaram dose de 200mg e trés de 400mg, entretanto como ndo houve evolucao
clinica favoravel, foi necesséario o aumento da dose para 400mg, de seis pacientes

que utilizavam doses de 200mg.
4.4. CRITERIOS DE INCLUSAO E CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo, pacientes que apresentarem doenca crénica ou
infecciosa concomitante, aqueles com histérico de hipersensibilidade ao itraconazol
ou a algum componente da formulacdo, gestantes, lactantes ou que recusaram a
assinar o Termo de Consentimento (Anexo 1) e/ou discordaram de qualquer etapa

da pesquisa.

4.5. APARELHOS E EQUIPAMENTOS

As analises foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Varian-USA), composto de médulo de bombeamento isocratico ProStart 300 e
detector Ultravioleta ProStar 220. A injecao foi manual com alca de amostragem de
20ul, modelo 772i (Rheodyne, USA). Para aquisicdo dos dados foi utilizado o
sistema Star Chromatography Workstation versao 6.0 (Varian, USA).

A coluna analitica empregada foi a X-Tera LC18 (Waters, Saint Quentin-en-
Yvelines, France), com 15 cm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e
particula de 5 um, com temperatura de operacéao de 25 T.

Também foram utilizados: Ultra-som, modelo Q-335D, (Quimis, Brasil),
agitador de tubos vortex, modelo Q-220B1, (Quimis, Brasil), centrifuga, modelo
2K15, (Sigma Laborzentrifugen, Germany), medidor de pH, modelo PHS-EB, (Phtek,
Brasil), balanca analitica modelo FA - 2104N (Bioprecisa, Brasil), geladeira (consul,
Brasil) e sistema de purificagdo de agua AQUAPUR, modelo AQ 0010 (Aquapur,
Brasil).
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4.6. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para otimizacdo dos parametros cromatograficos foram utilizadas solucdes
padrées de itraconazol e cetoconazol, em concentracbes de 1lig/mL e 100ig/mL,
respectivamente. As condicOes ideais para separagao do itraconazol e do
cetoconazol foram obtidas com fase movel constituida por acetonitrila e 4gua (60:40
v/v), ajustado o pH 3,0 com solucdo de acido fosforico a 50%. A vazdo da fase
movel foi 1mL/min, a deteccdo em 258nm e o tempo de desenvolvimento

cromatografico de 15 minutos.

4.7. PADRAO DE REFERENCIA E REAGENTES

O padréao de itraconazol foi adquirido da Sigma (Sigma-Aldrich, Inc. St Louis,
Mo) e cetoconazol, utilizado como padrédo interno, da Sigma (Sigma-Aldrich, Inc. St
Louis, Mo)

Os reagentes de grau analitico usados foram: Hidroxido de sédio (Vetec,
Brasil), sulfato de zinco (Vetec, Brasil), acido orto-fosforico (Vetec, Brasil). A
acetonitrila (J.T.Baker, Mallinckrodt Baker Inc. Philipsburg, NJ), metanol e éter metil
terc butilico (Vetec, Brasil) foram de grau UV/HPLC.

4.8. SOLUCOES PADRAO, CALIBRADORES E CONTROLE

4.8.1 Solugdes de trabalho

As solucbes estoques de itraconazol em concentracdo de 1mg/mL, e do
padrao interno, cetoconazol de 2mg/mL, foram preparadas pela dissolucdo dos
respectivos antifingicos em metanol e armazenadas a -20 °C. Duas solu¢bes de
trabalho (1pug/mL de itraconazol e 100ug/mL cetoconazol) foram preparadas

imediatamente antes do uso, por diluicbes apropriadas em metanol.
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4.8.2 Calibradores e controle

Os calibradores utilizados na validacdo da metodologia analitica foram
preparados a partir da coleta de plasma e tecido, oriundo de pessoas que nunca
fizeram uso de antifungicos, aos quais foram adicionadas diluicdes sucessivas das
solugbes padrdes de itraconazol em concentragcdes de 62.5ng/mL a 500ng/mL

(plasma) e 4.51 ug/g a 48.78 pg/g (tecido).

4.8.3 Procedimento de extracao de Itraconazol do pl asma

A 200 pL de plasma, foram adicionados 200uL de solucdo de NaOH 0,5 M e
200ul de ZnS04 1M, a seguir agitou-se em vortex por 30 segundos e centrifugou-se
a 4000 rpm por 10 minutos. Ao sobrenadante, foi adicionada uma aliquota de 100 iL
de cetoconazol em concentragdo de 100 ig/mL e 1 mL de éter metil terc butilico,
homogeneizou-se por 15 minutos e centrifugou-se a 4000 rpm por 10 minutos. A
fase aquosa foi descartada e a organica evaporada em banho de agua a 55C. O
residuo foi ressuspendido com 100uL da fase movel, agitado em vortex por 30
segundo e injetado no cromatografo liquido (GUBBINS et al.,1998) (Figura 8).
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AMOSTRA
200pL
PLASMA

» 200puL de NaOHO0,5M
» 200uL de ZnSO41 M
» Agitar vortex 30 seg.

» Centrifugagao 4000 rpm 10 min.

PRECIPITADO

SOBRENADANTE

» 100 pL de cetoconazol 100ug/ml
(Padréao interno)

» 1mL de éter metil terc-butil
» Homogeinizador 15 min.

» Centrifugacédo 4000 rpm 10min.

FASE AQUOSA

%k Volume inietado: 50 uL.

FASE ORGANICA

» Evaporar em banho-
maria 55C

» 100 pL de fase movel

v > Agitar vortex 30 seg.

CLAE %

Figura 8: Fluxograma do procedimento analitico para determinacdo do itraconazol

no plasma.
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Em tubo tipo Eppendorf de 2 mL foram adicionados 20 a 30 mg de tecido,

100 pL de cetoconazol, padrdo interno, na concentracdo de 100 ug/mL, e

homogeneizados por 15 minutos. Em seguida foi adicionado 1 mL de éter metil terc

butilico e homogeneizado por 15 min e centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos.

A fase aquosa foi descartada e a organica evaporada em banho de agua a

55<C. O residuo foi ressuspendido com 100uL da fase movel, agitado em voértex por
30 segundo e injetado no cromatografo liquido (DAROUICHE et al., 1995) (Figura 9).

AMOSTRA
20 a 30 mg
TECIDO

200uL de NaOH 0,5 M

100pL de cetoconazol 100 pg/ml

Agitar homogeinizador 25 min.

1mL de éter metil terc-butil

Agitar homogeinizador 25 min

Centrifugagao 4000 rpm 20 min.

PRECIPITADO

%k Volume inietado: 50 uL.

FASE

ORGANICA

l

CLAE %

» Evaporar em banho-
maria 55C

» 100 pL de fase movel

» Agitar vortex 30 seg.

Figura 9: Fluxograma do procedimento analitico para determinacdo de itraconazol

no tecido.
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4.9. VALIDACAO DO METODO
4.9.1 Limite de deteccao e quantificagcéo

O limite de deteccéo foi determinado a partir da injecdo no cromatografo
das diluicGes sucessivas das solugdes de trabalho de itraconazol. Foram realizadas
dez injecdes de cada solugdo diluida no cromatégrafo. O limite de deteccéo foi
considerado 3 vezes o desvio padrao da linha de base (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

O limite de quantificacdo foi determinado com calibradores contendo
itraconazol nas concentragfes de 31.25 a 1000ng/mL respectivamente, 0S quais
foram submetidos ao procedimento de extracdo descrito em 4.8.3. As relagbes das
area do itraconazol e do padréo interno nas diversas concentracdes avaliadas foram
empregadas para obtencdo dos coeficientes de variacdo. E o limite de quantificacéo
foi considerado aquele que apresentou coeficiente de variagdo inferior a 15%
(ANVISA, 2003; FDA, 2001).

4.9.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método, aliquotas da solucéo de trabalho de
itraconazol, diluidas na fase mével, em concentracdes de 500, 250, 125, 62.5, 31.2
uL, juntamente com o padrao interno (100 puL na concentracdo de 100 pg/mL) foram
transferidas para tubos conicos, e injetadas no cromatografo em quintuplicata. As
relacdes de &rea do itraconazol e do padréo interno (cetoconazol) foram plotados no
eixo das ordenadas e as concentracdes no eixo das abscissas. O coeficiente de
pearson e a regressao linear foram calculados para obtencdo do coeficiente de
correlacdo e da equacao da reta (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

4.9.3. Curva de calibracéo

A curva de calibracdo foi elaborada a partir dos calibradores, contendo
itraconazol, em concentracdo variando de 62.5 ng/mL a 500 ng/mL (plasma) os
quais foram submetidos ao procedimento de extracdo descrito em 4.8.3. Ja a curva
de calibragcdo em tecido, em concentracdo variando de 609 pg/g a 3636 pg/g, foi

elaborada conforme o item 4.8.4. As relacdes de area do itraconazol e do padréo



interno foram projetadas no eixo da ordenada e as concentra¢gbes na abscissa. A
regressao linear foi feita para obtencdo da equacdo da reta e o coeficiente de
Pearson para avaliar a correlagcdo ente a concetracdo e a relacdo das areas. Os
ensaios foram realizados em quintuplicata por trés dias consecutivos (ANVISA,
2003; FDA, 2001).

4.9.4. Precisao intra ensaio e inter ensaio

Para avaliacdo da precisdo do método, foram empregadas amostras
controle contendo itraconazol, em concentragbes de 62.5 ng/mL a 500 ng/mL, as
quais foram submetidas ao procedimento de extracdo conforme descrito no item
4.8.3. As amostras foram analisadas em triplicata durante 05 dias consecutivos.
Para o calculo da preciséo intra ensaio foi obtida a média do coeficiente de variagédo
das concentragbes do farmaco das trés amostras didrias analisadas. Ja para a
precisao inter ensaio foi obtido o coeficiente de variagcdo dos teores do farmaco na
amostras nos cinco dias de estudo (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

4.9.5. Recuperagéo absoluta

No estudo da recuperacdo absoluta do método, foram empregadas
amostras controles contendo itraconazol em concentracées de 62.5 ng/mL a 500
ng/mL. As relagbes das areas do itraconazol e do padréo interno nas diversas
concentracfes das amostras controle obtidas apos o procedimento de extracao, foi
comparada com aquelas resultante da injecéo direta no cromatografo da solucéo de
itraconazol e do padréo interno, nas respectivas concentracdes. Os resultados foram
expressos em porcentagem da area da amostra extraida, em relacdo aquela da
solucéo injetada diretamente no cromatografo, que representa 100%. As amostras
foram analisadas em quintuplicata durante trés dias consecutivos (ANVISA, 2003;
FDA, 2001).
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4.9.6. Avaliacao estatistica

O coeficiente de “Pearson” (r) e a regressao linear foram empregados na
estimativa das correlacdes entre os diversos resultados obtidos no estudo.

O teste t de student foi empregado na comparacdo das meédias e qui
quadrado para avaliar a evolucéo clinica dos pacientes.

Os testes estatisticos mencionados foram realizados com auxilio dos
programas EXCEL® E INSTAT®. O nivel de significancia aceito foi de 5%.

4.9.7. Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Para sob o protocolo n°081//07 CEP-ICS/ UFPA (Anexo 2)

Os pacientes participantes do estudo foram esclarecidos sobre 0s objetivos

da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecidos (Anexo 1).
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5. RESULTADOS

5.1. VALIDACAO

5.1.1. Tempo de retencao

ApoOs avaliacdo dos diversos parametros cromatograficos foi estabelecido
como fase movel ideal acetonitrila a 60% em solugcdo aquosa de trietilamina, pH 3,0,
ajustado com acido fosférico a 50%. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min e
comprimento de onda de 258 nm. A Figura 10 fornece o cromatograma resultante da
injecdo da solucédo padrdo do cetoconazol (100pg/mL) e do itraconazol (1pg/mL)

com 0s seus respectivos tempos de retencdo em minutos.

A56

. 0.6875 Minutes
19,44 mivalts B

22,54

2.840

20.04

1.622

1.891

10.04

7.5

G.4 T 5 5 A = T
EI'u1inutes

Figura 10: Cromatograma do plasma branco adicionado de cetoconazol (A) e itraconazol
(B), na concentracdo de 100ug/mL e 1ug/mL, submetido ao procedimento de preparo da

amostra e injecdo no cromatégrafo, segundo metodologia validada.
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5.1.2 Limites de deteccéo e de quantificacao

Os limites de deteccao e de quantificacdo do método, conforme o item 4.9.1,

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Limites de deteccao e de quantificacdo do Itraconazol

Limite de detecgéo 27 ng/mL

Limite de quantificacao 31.25 ng/mL

5.1.3. Linearidade

A linearidade da resposta do detector frente as diversas concentracdes de
itraconazol, conforme 4.9.2, esta descrita na Tabela 3 e a representacéo grafica na

Figura 11.

TABELA 3 : Linearidade do itraconazol

Itraconazol n Relacéo de areas
ng/mL Amostra/Padrao
interno
500 5 0.096
250 5 0.048
125 5 0.0207
62.5 5 0.01104
31.25 5 0.00721

n= numero de determinacdes
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Linearidade do Itraconazol
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Figura 11: Representacdo grafica da linearidade do itraconazol

5.1.4. Curva de calibragéo no plasma

A curva de calibragdo nas amostras de plasma, conforme 4.9.3, esta

apresentada na Tabela 4 e representada graficamente na Figura 12.

TABELA 4: Curva de calibracdo do itraconazol no plasma.

Itraconazol n Relacéo de areas
ng/mL Amostra/padrao interno
500 5 0.091
250 5 0.043
125 5 0.0206
62.5 5 0.012

n= numero de determinacdes
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Figura 12: Curva de calibrag&o do itraconazol no plasma.

5.1.5. Curva de calibragéo no tecido
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A curva de calibracdo nas amostras de tecido, conforme 4.9.3 esta

apresentada na Tabela 5 e representada graficamente na Figura 13.

TABELA 5: Curva de Calibracéo do Itraconazol no tecido.

Itraconazol n Relacéo de areas
ug/g Amostra/padrao interno
48.78 5 0.0319
16.77 5 0.0130
9.72 5 0.0061
4.51 5 0.0037

n= numero de determinacdes
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Figura 13: Curva de calibrag&o do itraconazol no tecido

5.1.6. Recuperacao

A recuperacdao do itraconazol, em porcentagem, nas diversas concentracoes

estudadas, conforme 4.9.5, encontra-se descrito na Tabela 6.

TABELA 6: Recuperacao do itraconazol

Itraconazol n Recuperacéo
ng/mL (%)
500 15 90.31
250 15 100.54
125 15 94.38
62.5 15 89.51

n= numero de determinacoes.
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5.1.6 Precisao intra ensaio e inter ensaio
A precisédo intra ensaio e a inter ensaio, expressos como coeficiente de

variacdo, conforme descritos em 4.9.4 esta descrita na Tabela 7.

TABELA 7. Precisdo intra ensaio e inter ensaio do itraconazol, expressa como

coeficiente de variagéo.

Itraconazol n Coeficiente de n Coeficiente de
ng/mL Variacéo Variagéo
INTRA ENSAIO INTER ENSAIO
(%) (%)
500 5 9.42 25 10.30
250 5 10.43 25 12.85
125 5 9.78 25 11.24
62.5 5 10.65 25 16.50

n= numero de determinacdes.

5.2. RESULTADOS DA DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS
E TECIDUAIS DE ITRACONAZOL NOS PACIENTES COM
CROMOBLASTOMICOSE.

Os resultados da determinacao de itraconazol nas 11 amostras de plasma
dos pacientes com cromoblastomicose que fizeram uso de 200 mg ao dia, obtido
conforme 4.2 e analisados conforme 4.8.3, estdo descritos na Tabela 8. As
concentracdes variaram de 31 a 272 ng/mL, com valor médio de 121.3 £ 87.9 ng/mL

e coeficiente de variagéo de 72.48 %.
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TABELA 8: Concentracdes plasmaticas de itraconazol nos pacientes com

cromoblastomicose fazendo uso de 200 mg ao dia.

Pacientes n X
ng/mL
Paciente 34420 3 175
Paciente 33345 3 234
Paciente 37966 3 31
Paciente 33932 3 272
Paciente 38823 3 60
Paciente 21507 3 158
Paciente 9975 3 76
Paciente 39034 3 196
Paciente 38616 3 35
Paciente 29349 3 52
Paciente 25985 3 45
X 121.3 +87.9

n = nimero de determinacdes realizadas; X=média das determinacdes.

Os resultados da determinagéo do itraconazol nas 3 amostras de plasma
dos pacientes com cromoblastomicose que fizeram de 400 mg ao dia, obtido
conforme 4.2 e analisado conforme 4.8.3, estdo descritos na Tabela 9. As
concentragdes variaram 52 a 524 ng/mL, com valor médio de 293 + 236 ng/mL e

coeficiente de variagédo de 80.48%
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TABELA 9: Concentragbes plasméticas de itraconazol nos pacientes com

cromoblastomicose fazendo uso de 400 mg ao dia.

Pacientes n X
ng/mL
Paciente 17875 3 524
Paciente 22957 3 52.5
Paciente 27515 3 303
X 290 + 234

n = numero de determinacdes realizadas; X=média das determinacdes.

Os resultados da determinagcéo do itraconazol nas 6 amostras de plasma
dos pacientes com cromoblastomicose que estavam fazendo de 200 mg ao dia que
ndo apresentaram evolugcdo favoravel sendo necessario o aumento da dose para
400 mg ao dia, obtido conforme 4.2 e analisado conforme 4.8.3, estdo descritos na
Tabela 10. Na dose de 200 mg, as concentra¢cfes variaram de 32 a 500 ng/mL, com
valor médio de 217 + 207.1 ng/mL e coeficiente de variacao de 95.14% e na dose
de 400 mg, variaram de 155 a 558 ng/mL, com valor médio de 304 + 173 ng/mL e

coeficiente de variagéo de 56.93%.



TABELA 10: Concentragbes plasmaticas de itraconazol nos pacientes com
cromoblastomicose fazendo uso de 200 mg/dia que nao
apresentaram evolucdo favoravel sendo necessario o aumento da
dose para 400 mg/dia.

Pacientes n Concentragoes Concentracoes
dose-200 mg dose- 400 mg
(ng/mL) (ng/mL)
Paciente3636 3 500 470
Paciente34470 3 260 558
Paciente8117 3 50 155
Paciente30782 3 419 300
Paciente34122 3 32 165
Paciente32591 3 45 177
X 217 + 216 304 + 173

n = numero de determinacdes realizadas; X=média das determinacdes

Apesar das concentracdes plasmaticas médias dos pacientes que utilizaram
itraconazol em doses de 200mg/dia, que nao apresentaram evolucdo clinica
favoravel ter sido superior aqueles com evolucao desejada, utilizando a mesma dose
diaria, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre as concentra¢des
médias dos dois grupos (t=-1.362; p=0.1932).

Em relacdo aos pacientes que fizeram uso apenas da dose de 400mg/dia, ou
agueles que utilizaram tal dose no seguimento da dose de 200mg/dia, foi observado
que as concentracdes médias de itraconazol foram semelhantes, bem como néo foi
observada diferenca estatistica significativa em relacdo aos teores médios de
itraconazol nos dois grupo que utilizaram doses de 400mg. (t=-0.0806; p=0.9380)

Os resultados da determinagédo de itraconazol nas 11 amostras de tecido
dos pacientes com cromoblastomicose que fizeram uso de 200 mg ao dia, obtido

conforme 4.2 e analisado conforme 4.8.4, estdo descritos na Tabela 11. As
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concentracOes teciduais de itraconazol variaram 0.170 a 15.96 pg/g, com valor
médio de 5.36 + 5.9 ug/g e coeficiente de variagdo de 110.11%.

TABELA 11: ConcentracOes teciduais de itraconazol nos pacientes com

cromoblastomicose fazendo uso de 200 mg/dia.

Pacientes n X
Ha/g
Paciente34420 3 1.88
Paciente33345 3 1.45

Paciente37966 3 4.6
Paciente33932 3 0.17
Paciente38823 3 5.12
Paciente21507 3 11.95
Paciente9975 3 15.96
Paciente39034 3 14.45
Paciente38616 3 1.55
Paciente29349 3 1.40
Paciente25985 3 0.41

)_( 5.36 +5.9

n = nimero de determinacdes realizadas; X=média das determinacdes.

Os resultados da determinacéo do itraconazol nas 6 amostras de tecido de
pacientes com cromoblastomicose que estavam fazendo de 200 mg que nao
apresentaram evolucao favoravel sendo necessario o aumento das doses para 400
mg ao dia, obtido conforme 4.2 e analisado conforme 4.8.4, estdo descritos na
Tabela 12. As concentragdes teciduais de itraconazol na dose de 200 mg variaram

0.19 a 31.25 ug/g, com valor médio de 14.87 £ 12.94 ug/g e coeficiente de variacao
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de 87.03% e na concentragdo de 400 mg/dia, variaram de 14.2 a 28.70 ug/g, com
valor médio de 21.80 + 6.62 e coeficiente de variacéo de 30.40%.

TABELA 12: Concentracbes teciduais de itraconazol nos pacientes com
cromoblastomicose fazendo uso de 200 mg/dia que nao
apresentaram evolucdo favoravel sendo necessario o0 aumento da

dose para 400 mg/dia.

Paciente n Concentragoes Concentragoes
teciduais de ITZ na teciduais de ITZ na
dose de 200 mg/dia. dose de 400 mg/dia.

(Mg/9) (Mg/9)
Paciente3636 3 0.44 15
Paciente34470 3 0.19 28.7
Paciente 8117 3 12.6 18.72
Paciente30782 3 18.65 28.2
Paciente34122 3 26.11 25.98
Paciente32591 3 31.25 14.2

X 14.87 +12.94 21.80 + 6.62

n = numero de determinacdes realizadas; X= média das determinacoes.

N&do houve diferenca estatistica significativa entre os teores medios de
itraconazol nos tecidos entre aqueles pacientes que utilizaram doses de 200mg/dia e
que apresentaram evolucdo favoravel e entre aqueles que necessitaram o0 aumento

da dose para 400mg/dia.
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5.3. EVOLUCAO CLINICA DOS PACIENTES

Foi observado que nos pacientes que utilizaram doses de 200 mg/dia, 46%
(5) apresentaram evolucao favoravel, 18% (2) cura, 18% (2) sem melhora e 18% (2)
permaneceram estaveis (Figura 14).

O emprego do qui-quadrado ndo demonstrou diferencas estatisticas
significativas entre o niumero de pacientes, em porcentagem, que tiveram melhora
ou cura, em relacdo aqueles que permaneceram estaveis ou que pioraram. (X*=
0.36; p=0.5485).

Evolucao clinica dos pacientes que usaram
200 mg/dia de itraconazol

Emelhora
Ocura
BEestavel

Bsem melhora

Figura 14: Evolucdo clinica dos pacientes que usaram 200 mg/dia de itraconazol.

Dentre os pacientes que utilizaram 400 mg/dia de itraconazol foi observado
que 67% (2) de itraconazol permaneceram estaveis e 33% (1), evoluiu de maneira

favoravel.
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Evolucao clinica dos pacientes que usaram
400 mg/dia de itraconazol

W estavel
Emelhora

Figura 15: Evolucao clinica dos pacientes que usaram 400 mg/dia de itraconazol

Ao se comparar a evolugdo clinica dos pacientes, em porcentagem, que
fizeram uso de itraconazol nas doses de 200mg/dia e 400 mg/dia, percebe-se que
46% dos pacientes da menor dose apresentaram evolucéo favoravel, ao passo que
naqueles com doses de 400mg/dia, se observou melhora em 33%. N&o foi
observada diferenca estatistica significativa na melhora clinica entre os dois grupos
(X?= 0.36, p=0.5485).
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6. Discussao

A cromoblastomicose € uma importante infec¢ao fungica no estado do Para
e um dos poucos medicamentos disponiveis para seu tratamento € o itraconazol que
apresenta marcada variabilidade farmacocinética inter e intra—individual, refletindo-
se nas concentracfes plasméticas e teciduais, 0 que pode comprometer a eficicia
terapéutica, portanto, torna-se relevante a monitorizacado de suas concentragdes em
fluidos biolégicos a fim de otimizar os esquemas terapéuticos disponiveis.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € considerada a técnica ideal para
determinacdo do Itraconazol nos fluidos bioldgico. Neste sentido, para assegurar a
confiabilidade do método utilizado neste trabalho, foi realizada sua validacao
seguindo recomendacdes da legislacdo vigente. Conforme descrito no Guia de
Validagdo de Métodos Bioanaliticos (FDA, 2001) para determinacdo quantitativa de
drogas e/ou metabdlitos em diferentes matrizes bioldgicas (por exemplo, sangue
total, soro, plasma, urina e tecido), os parametros fundamentais para validagao
incluem: exatidao, precisao, seletividade, sensibilidade e estabilidade.

A fase movel foi otimizada envolvendo estudos relacionados a alteracdo da
proporcao dos solventes utilizados e variagdo do pH, de forma a proporcionar as
condicoes ideais de separacdo do analito de interesse, favorecendo analise rapida
para ser aplicada na rotina. Foram fixados 0s seguintes parametros: fase movel
constituida de acetonitrila/agua v/v (60:40 v/v), pH 3,0 vazado de 1mL/min, tempo de
desenvolvimento cromatografico de 15 minutos e detecgdo a 258 nm. Nestas
condicdes, o cetoconazol e o itraconazol demonstraram excelente resolugéo, eluindo
em 2.8 e 5.5 minutos respectivamente.

Estudo anterior, relata condicbes cromatograficas diferentes, com fase
constituida de tampéo fosfato pH 6.0/acetonitrila/metanol (35:45:20 v/v/v) com fluxo
de 1,7 mL/min (KHOSCHSORUR et al.; 2005). Entretanto, outros trabalhos,
utilizaram agua/acetonitrila/dietilamina (42:58:0.05 v/v/v), fluxo de 1,5 mL/min. e pH
de 2.45 ou acetonitrila/tampéo fosfato pH 6,7/metanol (47:45:80.05 v/v/v), fluxo de
1,0 mL/min.(COX et al.; 1997; GUBBINS et al.; 1998).

Os valores dos limites de deteccdo e quantificacdo obtidos segundo 4.9.1
foram 27 ng/mL e 31.25 ng/mL, respectivamente os quais indicam que a deteccao

na regido do ultravioleta, com comprimento de onda de 258nm é perfeitamente
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aplicavel na monitorizacdo terapéutica do itraconazol, demonstrando que este
trabalho tem uma sensibilidade maior quando comparado com o trabalho
KHOSCHSORUR et al. (2005), onde o limite de deteccéo foi 0.03 pg/mL e o limite de
quantificacdo foi de 0.1 pg/mL.

A linearidade foi avaliada através da adi¢cao de concentracdes conhecidas do
analito em fase moével, obtitida através de concentragdes que variaram entre 31.25 a
500 ng/mL, apresentadas na Figura 11 e Tabela 3. A anélise da regressao linear foi
realizada para obtencdo da equacédo da reta o coeficiente de correlacdo (r) de
0,9999, indicando excelente correlagcéo entre as concentragdes do itraconazol e as
respectivas relacdes de areas, conforme preconizado por 6rgdos como a ANVISA e
o INMETRO que recomendam coeficiente de correlacéo linear acima de 0.90.

A equacdo da reta foi estabelecida (y= -0.0119x +0.000182) para a
quantificacdo do analito de interesse, através da construcdo da curva de calibracao,
obtida conforme 4.9.3 e apresentados na Figura 12 e na Tabela 4, na faixa de
concentracéo de 62,5 a 500,0 ng/mL, apresentou coeficiente de correlagédo r=0,99.

Os resultados dos estudos de intra ensaio e de inter ensaio, expressos
como coeficiente de variagdo, apresentados na Tabela 7, demonstraram que o
método possui boa precisdo quando analisado no mesmo dia e em dias diferentes.
Uma vez que séo considerados aceitaveis os valores do coeficiente variagéo igual
ou abaixo de 15%. Resultados semelhantes foram obtidos na validacdo de método
para determinacdo de itraconazol e hidroxitraconazol em amostras de tecido e
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia (COX et al.,1997).

A recuperacgao do itraconazol, em porcentagem, nas diversas concentragoes
estudadas apresentada na Tabela 6, variou de 89.55% a 100.54%, demonstrando
boa recuperacdo no intervalo de concentracfes avaliadas, de acordo com os limites
aceitveis de recuperagcdo para analise de farmacos em amostras biolégicas, que
estdo situados entre 85% a 115% (ANVISA e INMETRO).

Os resultados da determinacdo de itraconazol nas 11 amostras de plasma
dos pacientes com cromoblastomicose, que fizeram uso de 200 mg/dia, variaram de
31 a 272 ng/mL, com valor médio 121.3 + 87.9 (Tabela 8).

Foi observada consideravel variacdo inter individual nas concentragdes
plasmaticas de itraconazol, com coeficiente de variacdo (CV) em torno de 72.48 %.
Dados semelhantes foram descritos BRADFORD et al. (1991), comparando a dose

de 200 mg/dia administrada em duas apresentacdes farmacéuticas diferentes
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(cdpsula e solucdo oral), observaram larga variacdo intra e inter pacientes nas
concentragdes plasméticas em ambas as preparacdes. Tal fato justica-se tanto pela
elevada lipossolubilidade deste farmaco, que favorece sua ampla distribuicdo
tecidual, reduzindo sua permanéncia no compartimento plasmatico, quanto pela
variabilidade na biodisponibilidade oral do farmaco, sujeita a interacbes
medicamentosas e com alimentos (BEULE, 1996).

Corroborando tais achados, SEISHIMA et al. (2004), quantificaram o
itraconazol em amostras de plasma de pacientes com cromoblastomicose, que
iniciaram tratamento com 100 mg/dia, em seguida aumentado para 200 mg/dia, até
alcancar o estado de equilibrio, em torno do 14°dia, nos quais foram encontrados
793.67 ng/ml apos 3 horas; 355.6 ng/ml apdés 12 horas e 43.7 ng/ml apds 24 horas
respectivamente.

Na evolucdo clinica dos pacientes que fizeram uso de 200 mg/dia de
itraconazol foram observados: melhora clinica em cinco pacientes (46%); cura em
dois (18%); dois ndo apresentaram melhora clinica (18%) e dois permaneceram
estaveis (18%).

Os pacientes deste estudo que obtiveram melhora das lesdes (46%), assim
como, a cura clinica (18%) apresentaram concentragfes plasmaticas médias de
Itraconazol de 147.4 + 94.5 ng/mL e 103 + 101.8 ng/mL, respectivamente (Figura
14). Tais valores foram 89.82% e 85.43% superiores a concentracao inibitoria
minima (MIC) que € 0.015 pg/mL (JOHNSON et al., 1998), inferindo-se portanto, que
0 esquema terapéutico adotado originou concentragdes plasmaticas efetivas para o
tratamento da cromoblastomicose e estdo de acordo com dados da literatura
(BONIFAZ et al., 2001, QUEIROZ-TELLES et al., 1992; KULLAVANIJAYA &
ROJANAVANICH, 1995).

Dois pacientes (18%) ndo apresentaram melhora clinica aparente, inclusive
com o surgimento de novas lesdes, assim como, mudanc¢a do padrdo histolégico das
lesGes verrucosas para nodulares, dois (18%) permaneceram estaveis (Figura 14).
Destaca-se que a meédia da concentracdo plasmatica neste grupo foi 147 + 123
ng/mL e 485 = 49 ng/mL respectivamente, 89.80% e 69.07% acima da
concentragdo inibitéria minima. Ressalte-se que n&o foi observada diferenca
estatistica significativa entre os teores plasmaticos de itraconazol entre os pacientes
que apresentaram resposta clinica adequada e aqueles que ndo respoderam a

terapia da maneira esperada, ao ser empregada dose de 200mg/dia.
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Neste sentido, sabe-se que a resposta terapéutica é complexa e depende de
varios fatores, tais como: perfil imunolégico dos pacientes, adesdo ao tratamento,
condicbes socioeconbmicas, tipo de lesdo e aspectos farmacotécnicos do
medicamento (CASTRO-CARDONA et al., 1996, MARTINEZ et al., 2007, RIBEIRO
et al., 2006).

Soma-se a possibilidade do surgimento de cepas do fungo resistentes ao
itraconazol, pois seu uso prolongado promove o0 aparecimento de resisténcia, € 0s
pacientes deste presente estudo fizeram uso do medicamento por dois ou trés anos
(LAMB et al.,1999).

Os resultados da determinacao de itraconazol nas 3 amostras de plasma,
dos pacientes que utilizaram exclusivamente 400 mg/dia, apresentaram média de
290 * 234 ng/mL, variando de 52 a 520 ng/mL, o coeficiente de variacdo deste grupo
foi de 80.48%. Percebe-se que a média das concentracdes plasmaticas deste grupo
de pacientes representa, aproximadamente, o dobro daqueles que utilizaram doses
de 200mg/dia, confirmando o seguimento do esquema terapéutico proposto.

Estes resultados corroboram BARONE et al., (1993), que quantificaram as
concentragfes plasmaticas de itraconazol em pacientes utilizando a mesma dose
diaria do farmaco, obtendo valor médio de 0.239 pg/mL.

POIRRIEZ et al. (2000), quantificaram a concentracdo plasmatica (1.70
png/mL) em um paciente com cromoblastomicose fazendo uso de 400 mg/dia, e
relataram aumento das lesdes e presenca de reacOes inflamatorias, bem como,
testes in vitro demonstraram o aparecimento de resisténcia ao farmaco. Entretanto,
outros estudos, em pacientes acometidos por doencas fungicas e tratadas com o
mesmo esquema terapéutico (400mg/dia), relataram niveis plasmaticos de 5.9
pg/mL (HOSTETLER et al.,1992) e 3.5 pg/mL (PATTERSON et al.,, 1996),
demonstrando assim, variabilidade nas concentracfes plasmaticas do farmaco.

O amplo intervalo de concentracdes plasmaticas de itraconazol, € um fator
que dificulta predizer os teores do farmaco no estado de equilibrio, prejudicando o
estabelecimento da correlacdo entre as concentracdes plasmaticas, dose e a
resposta terapéutica. Neste sentido, pode-se inferir que a utilizacado de plasma como
amostra biologica para monitorizacdo terapéutica do itraconazol deve ser avaliada
com cautela (POIRIER & CHEYMOL, 2000).

Dentre os fatores responsaveis por esta variabilidade se destaca: a cinética

nao linear do itraconazol, presenca de antiacidos ou antagonista dos recepetores Hy,
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ingestdo do farmaco sem alimentos, presenca de doengas gastrintestinais e
medicamentos que possam aumentar o metabolismo hepatico (HARDIN et al.,
1988).

Na evolucdo clinica dos pacientes que fizeram uso de 400 mg/dia de
itraconazol, foi observado melhora clinica em apenas um (33.33%), confirmando
dados da literatura (KULLAVANIJAYA, ROJANAVANICH; 1995), os outros dois,
(66.66 %) mantiveram-se estaveis ao tratamento, isto é, ndo foi observado aumento
no numero, tamanho e severidade das lesfes. Nestes a concentracado plasmatica
média de itraconazol foi 288 ng/mL, o qual € 94.80% superior a concentracao
inibitéria minima (MIC) (RESTREPO et al., 1988).

Os pacientes que nao apresentaram evolucdo favoravel com 200 mg/dia
foram submetidos a mudancas no esquema terapéutico, passando a utilizar 400
mg/dia, que elevou as respectivas concentracdes plasmaticas do farmaco, em
aproximadamente 40%, entretanto n&o foi proporcional a dose ingerida. Ressalte-se
que as concentracbes plasmaticas nestes pacientes, quando faziam uso de
200mg/dia, apesar de sem significancia estatistica, foram superiores aquelas dos
pacientes que utilizaram a mesma dose, entretanto apresentaram evolucao clinica
favoravel.

Portanto, este trabalho indica a necessidade de estudos posteriores para a
caracterizacdo dos fatores que levaram a presenca de concentracoes efetivas do
farmaco sem resposta clinica adequada, tais como, a presenca de cepas de
F.pedrosoi com menor sensibilidade ao itraconazol, uma vez que a elevacao dos
niveis plasmaticos promoveu a melhora clinica de todos os pacientes.

Neste sentido, sabe-se que a resisténcia fungica pode ocorre quando as
alteracdes na rota da biossintese dos esterdis e da expressdo do gene ERG 11
envolvidos na sintese da enzima 14 alfa — desmetilase (14 DM) reduzem o acumulo
intracelular do farmaco ou provocam sua inativacdo (MORSCHHAUSER, 2002).

Descartando-se as questdes referentes a absorcdo do farmaco, uma vez
gue foram alcancadas niveis plasmaticos efetivos, e a sua distribuicdo, pela elevada
ligagdo as proteinas plasméaticas, outra possibilidade ia ser considerada seria a
importdncia da acgdo anti-fungica do hidroxi-itraconazol, e até que ponto a
concentracdo plasmatica aumentada do farmaco original, poderia estar associada a
reducdo de sua biotransformacdo e consequente formacdo deste metabalito.

Entretanto, esta possibilidade parece ser pouco provavel, uma vez que a adicdo de



grupamentos hidroxila a molécula do farmaco liposslavel, limitaria sua distribuicao
por difusdo simples aos tecidos organicos.

Tais achados reforcam as flutuacbes das concentracbes plasmaticas de
itraconazol e a relevancia da monitorizacdo terapéutica deste farmaco. Vale
ressaltar, que tal comportamento cinético foi anteriormente descrito (BRADFORD et
al., 1991, WILLEMS et al., 2001).

As concentracfes teciduais dos 11 pacientes que fizeram uso de 200
mg/dia, variaram de 0.170 a 15.96 pg/g com valor médio de 5.36 = 5.9 yug/mL. Por
outro lado, os seis pacientes que necessitaram aumento da dose de 200mg/dia para
400mg/dia, por ndo apresentarem evolucdo clinica favoravel, demonstraram
concentracfes teciduais meéedias de 14.87 + 12.94 ug/g e 21.8 + 6.62 ug/g,
respectivamente.

Foi observado nos pacientes que necessitaram aumentar a dose de
200mg/dia para 400mg/dia que, de maneira semelhante as concentracdes
plasmaticas, o0s teores teciduais de itraconazol foram superiores quando
comparados, embora sem significancia estatistica, aquele grupo que evoluiu
favoravelmente apenas com o uso de doses de 200mg/dia, reforcando a suspeita da
diminuicdo da sensibilidade de F. pedrosoi ao farmaco. Ressalte-se que a auséncia
de significancia estatistica nestes dois grupo pode ser creditada ao pequeno nimero
de pacientes do segundo grupo, isto €, apenas seis.

A relacdo entre as concentracdes plasmaticas, expressa em volume de
plasma em mL e teciduais referentes, expressas em grama de tecido, demonstrou
que no grupo com evolucdo favoravel nas doses de 200mg/dia, a relacdo média foi
de 44.29. Por outro lado, aqueles pacientes que necessitaram o aumento das doses
de 200mg/dia para 400mg/dia, as relacdes médias foram 68.52 e 71.71,
respectivamente.

Os resultados deste estudo corroboram JR et al, (2004), os quais
demonstraram que a alta lipossolubilidade e a afinidade pela queratina favorecem o
acumulo tecidual do farmaco. Bem como por SOBUE et al., 2004 ao quantificarem a
distribuicdo tecidual do itraconazol em ratos, observaram que a relacdo média entre
as concentracdes no tecido adiposo e no plasma foi 60.

Neste sentido, estudo in vitro realizado por SOBUE et al., (2004) demonstrou
que o itraconazol tem uma afinidade de cerca de 97% pela queratina, superior a

outros antifingicos, podendo permanecendo no tecido por mais tempo, quando
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comparado ao plasma. Adicionalmente SEISHIMA et al. (2004) demonstraram que
nos tecidos com processo inflamatério, como a quantidade de proteinas era maior, 0
farmaco se acumulava, pela elevada afinidade por estes compostos.

De maneira semelhante as concentracdes plasmaticas, foram observados
elevados coeficientes de variagdo nas concentracdes teciduais de itraconazol,
sugerindo novamente a necessidade da monitorizacdo terapéutica deste

medicamento.
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7. CONCLUSOES

A metodologia analitica validada para determinacdo das concentracdes
plasmaticas e teciduais de itraconazol demonstrou resultados adequados de
acordo com a legislagao vigente.

A concentracdo plasmatica meédia de itraconazol nos pacientes usando
200mg/dia, que apresentaram evolucdo clinica favoravel foi 121.3 + 87.9
ng/mL e de 400mg/dia foi 290 + 234 ng/mL, respectivamente.

As concentra¢cfes plasméticas médias de itraconazol nos pacientes que nao
apresentaram evolucgdo clinica favoravel, nas doses de 200mg, tornando-se
necessario o aumento para 400mg foram 217 = 216 ng/mL e 304 + 173

ng/mL, respectivamente.

N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os teores meédios de
itraconazol no plasma quando comparados 0S grupos que apresentaram
evolucdo favoravel nas doses de 200mg/dia e aquele que necessitou o

aumento das doses para 400mg/dia.

A concentracdo tecidual média de itraconazol nos pacientes usando

200mg/dia é que apresentaram evoluc¢do clinica favoravel foi 5.36 + 5.9 ug/g.

As concentragfes teciduais médias de itraconazol nos pacientes que nao
apresentaram evolucdo clinica favoravel, nas doses de 200mg/dia, sendo
necessario o aumento para 400mg/dia foram 14.87 + 12.94 ug/g e 21.80 +
6.62 ug/g.

Nao foi observada diferenca estatistica significativa entre os teores médios de
itraconazol nos tecidos, quando comparados O grupo que apresentou
evolucdo favoravel nas doses de 200mg/dia e naquele que necessitou o

aumento da dose para 400mg/dia.
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= A média das relagbes entre as concentragfes teciduais e plasmaticas nos
pacientes que apresentaram evolucdo clinica favordvel nas doses de
200mg/dia foi 44.29 + 67.12.

= A média das relagbes entre as concentragfes teciduais e plasmaticas nos
pacientes que ndo apresentaram evolucdo clinica favoravel nas doses de
200mg/dia, sendo necessario o0 aumento para 400mg/dia foram 68.52 + 59.90

e 71.71 £+ 38.26 respectivamente.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Determinagdo das concentracdes plasmaticas e teciduais de Itraconazol em

pacientes com cromoblastomicose.

Esclarecimento da Pesquisa

A proposta consiste na medicdo da quantidade de itraconazol através da
quantidade deste medicamento no sangue de pacientes com cromoblastomicose
causado pelo fungo Fonsecaea pedrosoi. Para isto € necessario a sua autorizacao
para coletarmos amostra de sangue e tecido do local afetado pela doenga no Centro
de Dermato-Imunologia UEPA/UFPA/MC, Universidade do Estado do Para (UEPA),
Universidade Federal do Para (UFPA) e Centro de Referéncia e Treinamento em
Dermatologia Sanitaria do Estado do Para Dr. Marcello Candia (MC), sediado no
municipio de Marituba, Para, com a finalidade de se verificar se existe associacao
entre a quantidade do medicamento no sangue e a quantidade presente no local da
leséo. Para isto, utilizaremos também alguns dados contidos no seu prontudrio.

Destaca-se que a realizagcdo deste estudo ndo incorrera em riscos ou
prejuizos fisicos e morais para os pacientes, ja que as informacdes relatadas serdao
de uso exclusivamente cientifico, e as identificagcbes pessoais serdo mantidas em
segredo.

Os participantes do estudo tém a liberdade de optar pela participacdo ou
retirada desta pesquisa, caso seja necessario, sem o risco de represalia.

O conhecimento da quantidade de itraconazol no sangue e tecido durante o
tratamento da cromoblastomicose constituira um beneficio & populacdo, na medida
que tais informacdes forem usadas com o intuito de aperfeicoar o tratamento, no
controle médico e criacdo de medidas terapéuticas que procurem melhorar a
recuperacédo do portador desta doencga.

Em qualquer momento os pacientes estudados poderdo ter acesso aos

profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento e tirar davidas.
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Projeto: Determinagdo das concentracdes plasmaticas e teciduais de Itraconazol em

pacientes com cromoblastomicose causado por Fonsecaea pedrosoi.

Os pesquisadores utilizaram os dados e o material coletados somente para
esta pesquisa e posteriores eventos no ambito cientifico, tais como publicacdes e
congressos.

Os principais pesquisadores sado a farmacéutica Daniella Paternostro de

Araujo e o professor Dr. José Luiz Fernandes Vieira, orientador desta pesquisa.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Daniella Partenostro da Araudjo
End: Av. Serzedelo Corréa n° 999 apt 702
Fone: 88813815

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Declaro que li as informagbes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo da mesma, compreendendo seus
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa,
cooperando com a pesquisa através da utilizacdo das informacdes provenientes dos
prontuarios e amostra doada.
Belém, / /2007

Assinatura do sujeito da pesquisa ou do responsavel
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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