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RESUMO

A doxiciclina (DOX) € um antibidtico bastante utilizado em medicina humana e
veterinaria que, em geral, aplica extrapolacdo empirica dos regimes posoldgicos em
humano para animais. Esta pratica pode levar ao uso inadequado do medicamento,
uma vez que nao sdo consideradas as caracteristicas fisioloégicas proprias da
espécie, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. No presente
estudo, foi realizado o desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a determinagcdo de DOX em
plasma e realizado um estudo piloto de farmacocinética em coelhos de diferentes
formulagBes de DOX, a saber: um grupo recebeu DOX em dose unica (5 mg/kg) por
IV bolus (n= 3), um grupo recebeu uma nova formulacdo contendo DOX em dose
Unica pela via oral na forma de comprimido (25 mg; n=3) e um terceiro recebeu a
formulacédo disponivel no mercado, contendo DOX, em dose Unica, pela via oral na
forma de comprimido (50 mg; n=3). Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com detector ultravioleta-visivel (UV-Vis), operando a 357
nm, uma coluna SunFire C18, fase médvel constituida de solu¢cdo aquosa de &cido
oxalico 5 mM (pH 2,2), acetonitrila e metanol (65:20:15) com vazéo de 0,9 mL/min
em modo isocratico. O volume de injegao foi 40 uL, tempo de corrida de 10 min e a
oxitetraciclina (OXI) foi usada como padréo interno (PI). O processamento do plasma
foi realizado por extracdo liquido-liquido com acetato de etila e a validagdo de
acordo com a RDC n° 27, de 17 de maio de 2012. Os tempos de retencédo do Pl e
farmaco foram de 3 e 6 min, respectivamente. A curva de analitica foi linear na faixa
de concentracdo de 0,003125 — 1,000000 pg/mL, o limite inferior de quantificacao
(LIQ) foi de 0,003125 pg/mL, com precisdo e exatiddo intra-dia e inter-dia
adequados. Os estudos indicaram estabilidade do analito em todas as condicfes
avaliadas. Embora ndo tenham sido aplicadas as comparacfes estatisticas em
decorréncia do pequeno niamero de animais estudados, os resultados observados
sugerem que a nova formulacdo deve melhorar a biodisponibilidade da DOX,
demonstrando aspectos promissores para a continuidade do desenvolvimento do
produto com potencial aplicacdo terapéutica e eventual liberacdo de venda no
mercado.

Palavras-chave: Antibidtico; Doxiciclina; HPLC; Farmacocinética.



ABSTRACT

Doxycycline (DOX) is an antibiotic widely used in human and veterinary medicine
that, in general, applies empirical extrapolation of human dosage regimens to
animals. This practice can lead to inappropriate use of the drug, since the
physiological characteristics of the species are not considered, contributing to the
development of bacterial resistance. In the present study, the development and
validation of a bioanalytical method by high performance liquid chromatography
(HPLC) for the determination of DOX in plasma and a pilot pharmacokinetic study in
rabbits of different DOX formulations were carried out, one group received DOX in
dose (5 mg/kg) by IV bolus (n=3), one group received a new formulation containing
DOX in a single dose orally in the form of a tablet (25 mg; n=3) and one group
received the formulation available in the market containing DOX, in a single oral dose
in the form of a tablet (50 mg; n=3). A high performance liquid chromatography
(HPLC) system with an ultraviolet-visible detector (UV-Vis) was used, operating at
357 nm, a SunFire C18 column, mobile phase consisting of an aqueous solution of 5
mM oxalic acid (pH 2.2), acetonitrile and methanol (65:20:15) with a flow rate of 0.9
mL/min in isocratic mode. The injection volume was 40 uL, run time was 10 minutes
and oxytetracycline (OXI) was used as the internal standard (PI). Plasma processing
was performed by liquid-liquid extraction with ethyl acetate and validation according
to RDC No. 27, of May 17, 2012. Pl and drug retention times were 3 and 6 minutes,
respectively. The calibration curve was linear in the concentration range of 0.003125
- 1 yg/mL, the lower limit of quantification (LIQ) was 0.003125 pg/mL, with adequate
intra-day and inter-day precision and accuracy. The studies indicated analyte stability
under all conditions evaluated. Although statistical comparisons were not applied due
to the small number of animals studied, the results observed suggest that a new
formulation should improve the bioavailability of DOX, demonstrating promising
aspects for the continuity of product development with potential therapeutic
application and eventual release for sale. in the market.

Keywords: Antibiotic; Doxycycline; HPLC; Pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, com o0 avanco da urbanizacédo e da grande mudanca social
dos humanos, houve aumento de forma expressiva da populacdo de animais
domésticos, principalmente nos paises em desenvolvimento (LIMA; LUNA, 2012).
Esse aumento, associado a relacdo sentimental do homem com o0s seus pets,
implica intimamente na saude publica, pois 0 animal pode ser responsavel pela
transmissdo de diversas zoonoses para os humanos (AZEVEDO et al.,, 2004). O
cloridrato de doxiciclina (DOX) € um antibidtico da classe das tetraciclinas, derivada
de forma sintética da oxitetraciclina ou metaciclina, de amplo espectro utilizada de
forma eficaz na eliminacdo de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos,
sendo bastante utilizada na medicina humana e veterinéria.

Porém, um dos principais problemas do sucesso terapéutico na medicina
veterinaria é a utilizacdo da extrapolacdo empirica dos regimes posologicos de
medicamentos de uso humano para animais, o que pode levar ao uso inadequado
do medicamento por ndo considerar particularidades fisiolégicas de cada espécie e
contribuir para um quadro de subdoses ou doses excessivas e podendo evoluir para
um quadro de resisténcia bacteriana, como é o caso da DOX (FREITAS;
CARREGARO, 2013; MARTINS, 2018).

O mecanismo de acédo (MEA) da DOX envolve sua ligacdo a subunidade 30S
do ribossomo que ira inibir a sintese proteica, recebendo, assim, o nome de
bacteriostatico. Além da atuacdo sobre amplo espectro de bactérias, inclui, também,
acdo em alguns protozoarios, porém sua maior seletividade € para células
eucariodticas (PAPICH et al., 2009; HARDMAN et al., 2003).

A principal diferengca da DOX em relagdo as demais tetraciclinas & sua maior
lipofilicidade, caracteristica que aumenta sua capacidade de penetracédo tecidual,
resultando em maiores volumes de distribuicio e melhores propriedades
antimicrobianas. Além disso, possui também maior capacidade de ligacdo a
proteinas plasmaticas, o que aumenta sua meia-vida refletindo em um maior tempo
de seus efeitos.

Geralmente a DOX é o farmaco de escolha no tratamento de algumas
doencas transmitidas por carrapato em animais, com eficacia demonstrada em
pesquisas. Além disso, € usada no controle de alguns protozoarios e bactérias dos
géneros e Ehrlichia sendo considerada padrdo para o tratamento da erlichiose

canina por melhorar sinais clinicos e anormalidades clinico-patolégicas em caes



infectados. A DOX é absorvida rapidamente quando administrada pela via oral e em
estudos com cées e gatos, apos administracdo intravenosa, se mostrou com perfil
cinético bicompartimental, uma vez que houvedistribui¢cdo rapida e eliminagéo lenta
(DAMAS et al.; 2012; RIOND et al., 1990). Sua distribuicdo ocorre amplamente pelos
tecidos, principalmente coracdo, rins, pulmdes, musculos, fluido pleural, etc. A
eliminacdo da DOX ocorre, sobretudo, pelas fezes e sua meia-vida média no plasma
em cdes é de 10 - 12 h com clearance de 1,7 mL/kg/min (DAVOUST, 1993). Um
fator limitante para a sua boa absorcdo é a administracdo concomitante com
alimentos, frente a isso, ela deve ser administrada 2 a 3 h antes ou ap6s a qualquer
ingestao alimentar (WOODY et al., 1991).

Diversas irregularidades terapéuticas como dose inadequada, administracéo
em intervalos inconstantes e selecdo de farmaco pouco ativo para o patégeno
envolvido, contribuem de forma irrefutavel para o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos antibioticos, juntamente com o0 ndo sucesso terapéutico. Diante deste
cenario, a industria veterindria vem se empenhando nos estudos e no
desenvolvimento de formulagcfes que séo eficazes para o tratamento contra agentes
bacterianos, visando a construcdo do regime posoldgico adequado para a espécie
animal alvo, com expectativa de menor variabilidade nos resultados esperados.
Contudo, para isso, é necessario desenvolver e validar um método bioanalitico
adequado para determinacdo de DOX em plasma. Assim, o presente trabalho tem
como objetivo desenvolver e validar um método bioanalitico para quantificar DOX em
plasma de coelhos. As informacdes obtidas neste estudo fundamentardo o
planejamento de ensaios de farmacocinética pré-clinica da doxiciclina veiculada em
comprimidos desenvolvidos pela industria veterinaria Vetnil para a continuidade do
desenvolvimento deste produto com potencial aplicacdo terapéutica e eventual
liberacdo de venda no mercado.

Os estudos pré-clinicos s8o necessarios para avaliar a seguranca e
efetividade do uso de um novo medicamento, uma vez que esta formulagdo possui

potencial de melhorar a terapia medicamentosa em cées e gatos.

2 OBJETIVOS
Desenvolver e validar um meétodo bioanalitico para quantificar DOX em

plasma de coelhos por CLAE-UV; avaliar o perfil farmacocinético de DOX pela via
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intravenosa ap6s uma dose Unica de 5 mg/kg e pela via oral apés uma dose Unica
de 25 mg e 50 mg em coelhos; calcular os principais parametros farmacocinéticos

para DOX em coelhos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solugdes padréo, solventes, reagentes e matriz biolégica

O padrédo de DOX (para preparacdo da solucdo estoque) utilizado foi
adquirido na Sigma-Aldrich sendo a solucdo estoque preparada em acetonitrila na
concentracao de 100 pg/mL. A oxitetraciclina (OXI) utilizada como padrao interno
(PI) foi solubilizada em acetonitrila na concentragao de 50 pg/mL. O solvente acetato
de etila empregado para extracdo liquido-liquido no processamento da amostra foi
obtido da J. T. Baker (México), os solventes metanol e acetonitrila usados como
componente da fase mével do sistema cromatografico foram obtidos da J. T. Baker
(México), ambos grau HPLC. A agua ultrapura utilizada como fase moével foi obtida
do sistema de purificacdo Milli-Q Direct 16®. A solucdo de acido férmico obtido da
Scharlab S.L® foi utilizada como modificador de pH. As solucdes padrdo de DOX e
OXI foram mantidas sob refrigeracdo a 8°C (+1°C) durante a validacdo do método
bioanalitico. A heparina utilizada para impedir o processo de coagulacdo nos

microtubos foi adquirida na concentragéo de 5.000 U.l./mL da Blau Farmacéutica®.

3.2 Equipamentos

HPLC Alliance, Waters; Detector UV-Vis, Waters; Coluna de guarda SunFire
C18 (4,6 x 20 mm; 5 pm); Coluna SunFire C18 (4,6 x 250 mm; 5 pym); Banho
ultrassonico, Ultrasonic Cleaner 2840DA, Odontobras; Peagametro digital pG 1800
Gehaka; Balanca AY220, Shimadzu; Vortex AP56, Phoenix; centrifuga 5810 R,
Eppendorf; Evaporador a vacuo, miVac Duo Concentrator, Genevac; Seringa 1mL,
BD; Filtro de seringa de PTA, poro de 0,22 um, Analitica; Sistema Milli-Q®.

3.3 Softwares

MassLynx, Waters; Excel 2019, Microsoft; Prism 8, GraphPad.
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3.4 Desenvolvimento do Método Bioanalitico e Sistema Cromatografico

Foi utilizado sistema CLAE Alliance Waters equipado com detector UV-Vis,
operando a 357 nm, coluna SunFire C18 (4,6 x 250 mm; 5 ym) e pré-coluna C18
(4,6 x 20 mm; 5 ym) mantida a 35°C. A fase movel foi constituida de solugdo aquosa
de acido oxalico 5 mM (pH 2), acetonitria e metanol (65:20:15), operando em modo
isocratico. A vazao utilizada foi 0,9 mL/min. O volume de injegao foi 40 uL e o tempo

de corrida foi de 10 min. As amostras foram mantidas a 10°C até a injecéo.

3.5 Processamento da Amostra

A 200 pL de plasma foram adicionados 50 pL de Pl (OXI 5ug/mL), 50 pL de
solucdo aquosa de &cido tricloroacético (TCA) 10%, que foi homogeneizado através
de um agitador. A seguir, foi adicionado 1000 pL de acetato de etila e a mistura foi
homogeneizada em um agitador por 70 s e centrifugada por 20 minutos a 12.000
rpm (15130 x G) a 4°C. A fase organica (800 pL) foi filtrada em membrana de PTFE
com poro de 0,22 um e transferida para um novo microtubo. A fase organica foi
evaporada até a secura no evaporador/concentrador a vacuo. Ao residuo foi
adicionado 100 pL de fase movel, homogeneizado através do agitador e injetado no

sistema cromatografico.

3.6 Validacdo do método bioanalitico

A validacdo de um método bioanalitico para a avaliacdo quantitativa de
analitos em uma determinada matriz biolégica € crucial para a conducdo bem-
sucedida de estudos farmacocinéticos (FDA, 2018). O método bioanalitico validado
garante que os dados do estudo sejam confiaveis. Neste trabalho, a validacdo do
meétodo foi fundamentada nas normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), de acordo com a resolugdo RDC n°27, de maio de 2012, e da Food and
Drug Administration (FDA) pelo Guidance for Industry: Bioanalytical Method
Validation de maio de 2018, avaliando os parametros seletividade, sensibilidade,
linearidade, preciséo e exatidao, recuperacao e estabilidade de armazenamento.

A seletividade é a capacidade do método de diferenciar e quantificar o
composto de interesse de outros compostos presentes na matriz biolégica, sejam
eles produtos de degradacéo, impurezas, componentes da matriz ou ainda farmacos

de uso concomitante. Deve ser realizada a analise da amostra branco e ndo deve
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haver picos interferentes nos tempos de retencdo do farmaco e do Pl. Como critério
de aceitacdo, as respostas dos picos interferentes proximos ao tempo de retencao
do farmaco devem ser inferiores a 20% da resposta do limite inferior de
quantificacdo (LIQ) e as respostas dos picos interferentes proximos ao tempo de
retencdo do Pl devem ser inferiores a 5% da resposta do Pl (BRASIL, 2012; FDA,
2018).

A sensibilidade do método € estabelecida pela determinacdo do LIQ, que
corresponde a menor concentracdo da curva de calibragdo que tenha preciséo (+
20%) e exatidao (£ 20%) em, no minimo, 5 replicatas. Como critério de aceitacéo, a
resposta do analito no LIQ deve ser, no minimo, cinco vezes superior a resposta da
amostra zero (FDA, 2018).

A linearidade é definida como a capacidade do método ter proporcionalidade
entre as concentracbes do analto e a resposta adquirida pelo sistema
cromatografico. Este parametro € avaliado através da curva de calibracdo. Para a
construcdo da curva de calibracdo foi utilizado um pool de plasma de coelhos
Albinos Neozelandés. A curva foi realizada em triplicata e com seis niveis de
concentracdo. Uma aliquota de plasma foi enriquecida com solucdo concentrada
(100 pg/mL) de DOX para 10 pug/mL e a partir desta realizaram-se diluicdes seriadas
para obter as concentracdes finais de 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,50; 1 pug/mL
em plasma, seguidos da extracdo. A curva de calibracdo foi construida a partir da
razdo da area do pico do analito (DOX) e do Pl (OXI) (area do analito/area do PI)

projetados no eixo “y” (areas obtidas através da média das ftriplicatas injetadas)
contra a concentracdo nominal do analito (DOX) projetado no eixo “x”. Como critérios
de aceitacdo da linearidade, a curva deve apresentar coeficiente de correlacdo
acima de 0,98 e 75% dos padrbes de calibracdo devem ter exatidao variando entre
85 e 115%, podendo apenas o LIQ variar entre 80 e 120% (BRASIL, 2012; FDA,
2018).

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas por analise de amostras
em intracorridas e intercorridas. A precisdo tem como principal objetivo verificar a
proximidade e concordancia entre as replicatas analisadas. Ja a exatidao verifica a
proximidade do valor encontrado com o valor de referéncia, ou seja, a concentragdo
nominal. Ambos o0s ensaios foram realizados utilizando o LIQ e os controles de

qualidade baixo (CQB), médio (CQM), alto (CQA) e diluido (CQD), todos em
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quintuplicata. Para aprovacao, os valores de precisdo deveriam se encontrar entre 0
e 15% e os de exatidao entre 85 e 115% (BRASIL, 2012; FDA, 2018).

A recuperacéo tem como objetivo verificar a eficiéncia da extracdo empregada
verificando a perda do analito decorrente do processamento da amostra bioanalitica.
A recuperacdo nao precisa ser de 100%, mas deve ser constante, precisa e
reprodutivel (BRASIL, 2012; FDA, 2018).

O efeito residual ocorre quando ha o aparecimento ou aumento do sinal do
analito ou Pl devido a contaminacdo por amostra analisada anteriormente, sendo
assim sua presenca determinada a partir da analise de uma amostra branco,
seguida da maior concentracdo da curva, e entdo a amostra de plasma branco mais
duas vezes. A resposta de picos interferentes ndo deve ser superior a 20% para o
farmaco e 5% para o Pl (BRASIL, 2012; FDA, 2018).

A estabilidade foi avaliada em funcdo da necessidade de armazenamento das
amostras apos cada coleta e o seu processamento (tempo em que as amostras
permaneceram dentro do equipamento). O ensaio de estabilidade tem como objetivo
verificar se 0 analito permanece quimicamente inalterado sob condi¢des especificas,
em determinados intervalos de tempo, indicando assim as condi¢cdes que o analito
pode ou ndo ser submetido. Todos os estudos de estabilidade preconizados foram
avaliados empregando o controle de qualidade baixo (CQB) e alto (CQA) em
triplicata (BRASIL, 2012; FDA, 2018).

Na estabilidade de curta duracdo (ECD), as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente em um periodo de 6h, tempo superior ao que as amostras
foram mantidas durante o estudo, depois foram processadas e analisadas (BRASIL,
2012; FDA, 2018). Na estabilidade de longa duracdo (ELD), o tempo de
armazenamento das amostras em congelador deve exceder o intervalo de tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra e a analise da ultima. Apds
preparo das amostras de CQA e CQB, elas foram congeladas a -20°C, mesma
temperatura utilizada no estudo, por 30 dias (BRASIL, 2012; FDA, 2018). Na
estabilidade pos-processamento (EPP), as amostras processadas foram mantidas a
10 °C dentro do equipamento de cromatografia liquida por 6 h, tempo superior a
duracdo das corridas analiticas do conjunto de amostras (BRASIL, 2012; FDA,
2018). Na estabilidade, apés ciclo de congelamento/descongelamento (ECCD), as

amostras foram congeladas a -20 °C por 24 horas e descongeladas em temperatura
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ambiente. Esse procedimento foi repetido e, ao final do terceiro descongelamento,
as amostras foram analisadas e comparadas com as amostras recém preparadas
(BRASIL, 2012; FDA, 2018).

3.7 Protocolo experimental

O protocolo abaixo descrito foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara
atraves do parecer n® 05/2019 (anexo I).

3.8 Modelo animal

Nesse estudo foram utilizados 9 coelhos brancos da raga Nova Zelandia, com
peso na faixa de 2,5 a 3 kg, fornecidos pela empresa Vetnil provenientes da
empresa Anilab — Animais de Laboratério Criacdo e Comércio. Os animais foram
transferidos para o biotério do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia (PANT) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp de
Araraguara, onde foram mantidos em condi¢cbes controladas de temperatura (23 +
ou - 1° C), umidade (55% + ou - 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 07h) e
tiveram alimento e agua a vontade. Os experimentos foram realizados na fase de
claro e os animais foram privados de alimento por 12 horas anteriores a
administracdo do medicamento. Ap6s administracdo, 0s animais permaneceram
privados de alimentos por um periodo de 4 horas. O modelo animal foi selecionado
com base na facilidade de manipulacdo e administracdo de forma farmacéutica
sélida e pelo uso desta espécie em estudos farmacocinéticos. Os animais foram
distribuidos nos seguintes grupos:

-Grupo Farmacocinética |, tratados com solucéo intravenosa de DOX, dose
anica (5 mg/kg), IV bolus (n= 3);

-Grupo Farmacocinética Il, tratados com nova formulagdo contendo DOX
desenvolvida pela Vetnil, dose unica (25 mg), V.O, na forma de comprimido (n=3);

-Grupo Farmacocinética lll, tratados com formulagéo disponivel no mercado
contendo DOX desenvolvida pela Ourofino, dose unica (50 mg), V.O na forma de
comprimido (n=3).

Devido a situacdo atual de pandemia do novo coronavirus, as regras de

distanciamento social dentro das dependéncias da universidade, limite de numero de
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pessoas nos laboratorios, falta de pessoas para compor equipe do protocolo
experimental e necessidade de uma equipe maior devido ao modelo animal
escolhido, ndo foi possivel realizar os experimentos com o numero total de animais.

Sendo esse numero reduzido para 3 animais por grupo.

3.9 Administracéo intravenosa, oral e coleta de sangue

Os animais do grupo | receberam solucéo intravenosa contendo DOX por
administracdo IV na veia auricular marginal, em dose Unica, apés jejum de 6 horas,
com livre acesso a agua. O grupo | foi acrescido ao estudo para o calculo de
biodisponibilidade absoluta (Foral) das formulacdes de DOX. Os grupos Il e Il
receberam os comprimidos de DOX em dose Unica pela via oral utilizando um pill
dispenser (dispositivo utilizado na clinica veterindria para administracdo de
comprimidos), com volume fixo de 10 mL de &gua filtrada, apds jejum de 6 horas. Os
animais tiveram com livre acesso a agua e receberam racdo 4 horas apos a
administrac@o do farmaco. Apos a administracdo, foram realizadas coletas seriadas
de sangue através da artéria auricular central, utilizando seringas de 1 mL com
agulha 29G % (13 mm x 0,33 mm). O sangue foi coletado nos seguintes tempos
estabelecidos para todos os grupos: tempos de 5; 15; 30; 60; 90; 180; 360; 540; 720;
960; 1440 minutos apds administracdo. Aliquotas de 500 pyL de sangue foram
colocadas em tubos com heparina, centrifugadas a 6.000 x G por 3 minutos e 200 yL
de plasma foram retirados em duplicata e imediatamente estocados a -20°C por
periodo previamente testado nos estudos de estabilidade da validacédo bioanalitica.
O volume de sangue coletado de cada animal ndo ultrapassou o volume maximo
recomendado (7,5% do volume total) (DIEHL et al., 2001), permitindo assim, que 0s
animais ficassem em condi¢cdes hematoldgicas e fisiolégicas normais durante todo o

experimento.

3.10 Farmacocinética
Os parametros farmacocinéticos foram estimados a partir das curvas de
concentracdo plasmatica versus tempo com trés replicatas (3 animais por curva). Os

célculos foram feitos em Excel.



Tabela 1 — Descricdo e equacdes para calculo dos parametros farmacocinéticos
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Equacdo ou método de

Paréametros Descricao .
célculo
ASCo-t A,reg 5.9 6l U de_z_erp ao Métodos dos Trapezoides
ultimo tempo quantificavel
ASCO-t+Cn/KelASCO-t+Cn/Ke
. I
Area sob a curva de zero
ASCo-inF o
extrapolado ao infinito Onde Gy é a tltima
concentracdo quantificavel
Kelou 3 Constante de eliminacdo CrEiED Iog .da concentragao
plasmatica v.s. tempo
Ln 2BLn 27
Tiz2p Meia-vida de eliminagdo
a Constante de distribuicdo Cleiey Iog _da concentragao
plasmatica v.s. tempo
Tioa Meia-vida de distribuicio Ln 2aln 24
T Tempo para atingir o estado de Ln(aB) a - BLn(ap) @ - F
s equilibrio
Dose xFASCO-INFDose
Cl Clearance total xFASCO-INF
Vi V4 no estado de ClKelClKel
area pseudoequilibrio
Ka Constante de absorgo Grafico Iog _da concentracao
plasmatica v.s. tempo
Ln 2KaLn 2Ka
Ti2a Meia-vida de absor¢éo
Cuix Concentragap plasmatica Método grafico
maxima
TmAx Tempo para obtencdo de Cwmax Método gréfico
ASCO-INF
(ORAL)*xDose(IV)ASCO-INF
Foral Biodisponibilidade absoluta Y EEEEORAL A Ll

(ORAL)xDose(IV)ASCO-INF
IVxDose(ORAL)

3.11 Analise estatistica

Fonte: Autoral
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Os resultados dos parametros farmacocinéticos de cada grupo foram

estimados e expressos através da média aritmética.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico

O sistema cromatografico proposto foi capaz de separar adequadamente o
analito de interesse (DOX) e o padrao interno (OXIl) sem interferentes do plasma. No
desenvolvimento do método cromatografico, desde o principio, a coluna SunFire C18
foi empregada, pois pode ser usada em métodos de uso geral em pH baixo. As
condicdes cromatogréficas iniciais foram baseadas no estudo de Aguiar et al. (2007)
mas sofreu alteracdes para melhorar a resposta do analito sob nossas condicdes
laboratoriais. A separacdo do analito se deve por eluir junto com a fase movel
empregada na andlise, que consistiu na mistura de propor¢cdes desiguais de
solventes com forca de eluicdo diferentes, sendo eles: solugdo aquosa de acido
oxalico 5mM com pH 2 ajustado com acido formico, acetonitrila e metanol (65:20:15),
operando em modo isocratico. Na figura 1, estad apresentado o cromatograma obtido
a partir do software MassLynx, demonstrando os tempos de retencéo e intensidade
do sinal gerado por cada analito.

Figura 1 - Sobreposi¢éo dos cromatogramas da amostra branco e da amostra contendo DOX (1
pHg/mL) e padréo interno (OXI 5 pg/mL) em plasma

3.04

Fonte: Autoral.
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No sistema cromatografico proposto o tempo de retencdo da DOX foi de
aproximadamente 6 min e da OXI de 3 min (Figura 1), apresentando adequada

simetria e resolugéo entre os picos.

4.2 Seletividade

Com a sobreposicado dos cromatogramas, demonstrado na figura 1, podemos
observar que no tempo de retencdo da DOX nao houve interferéncias do PI utilizado
e do plasma branco (isento de substancias exdgenas), caracteristicas essas que
favorecem a quantificacdo do analito de escolha, resultando em andlises
cromatograficas satisfatorias. As respostas de picos interferentes préoximos aos
tempos de retencdo da DOX e do PI foram inferiores ao limite estabelecido de 20%
da area do LIQ (0,03125 pg/mL) e 5% da area do PI, demonstrando a seletividade

do método.

4.3 Sensibilidade
O LIQ foi determinado como 0,03125 pg/mL e apresentou uma relagao entre
ruido e linha de base de 5:1 e com exatidao de até 86,9 % e precisédo de até 5,94 %,

atendendo os critérios exigidos e demonstrando a sensibilidade do método.

4.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da construcdo de uma curva de calibracdo
plotando a relacdo entre as areas dos picos de DOX e OXI contra a concentracao
nominal do DOX. A curva de calibracdo foi construida com 6 niveis de
concentracdes (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,50; 1 pg/mL) a partir de uma diluicdo
seriada e em triplicata. Os padrdes de calibragcéo, incluindo o LIQ, apresentaram
exatiddo entre 91,9% e 111,41%, valores aceitdveis, uma vez que o critério de
aceitacdo é de 85 a 115%, exceto para o LIQ, que pode apresentar exatiddo entre
80 e 120%. Na tabela 2, estdo apresentados os padrdes da curva de calibracdo e os
resultados de precisdo e exatiddo. A curva foi construida sem ponderagcdo e
apresentou coeficiente de correlagdo de 0,9996 e a equacdo da reta:
y=0,7241x+0,001 (figura 2). A curva de calibracdo foi considerada linear dentro da

faixa de concentracao avaliada.
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Tabela 2 — Preciséo e exatiddo das concentracfes experimentais médias da curva de calibracdo

(n=3)
Doxiciclina
Nominal (pg/ml) 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,5 1
Experimental
(pg/mL) 0,2895 0,0575 0,1393 0,2457 0,495 1,002
Precisdo (%) 9,33 6,27 1,38 6,94 2,21 0,22
Exatiddo (%) 92,63 91,99 111,49 98,28 99 100,21
Fonte: Autoral.
Figura 2 - Curva calibragdo da DOX em plasma (n=3)
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Fonte: Autoral.

4.5 Preciséo e Exatidao

A precisdo e exatiddo foram avaliadas a partir de cinco concentracbes em
quintuplicata: LIQ (0,03125 ug/mL) CQB (0,0625 ug/mL), CQM (0,25 pg/mL), CQD
(0,5 pg/mL) e CQA (0,8 pg/mL), por meio de analises intracorrida, determinagdes
realizadas no mesmo dia, e intercorrida, determinacdes realizadas em trés dias
consecutivos. Os resultados estdo apresentados na tabela 3 e apresentam-se dentro
dos critérios de aceitacdo exigidos, demonstrando que o meétodo bioanalitico é

preciso e exato.
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Tabela 3 - Precisao e exatidao do LIQ e controles de qualidade intracorrida e intercorrida do método
bioanalitico de DOX em plasma

Controles de qualidade em plasma
LI caep <CcamMm Ccapb CQA
Concentracdo nominal DOX (pg/mL) ﬁ,ﬂSll’Eﬁ,ﬂEEE "IEI',ES III'IEI'J.S III'IEI'J.E{
n 5 5 5 5 5
Intracorrida Precisdo (%) 5,94 3,69 2,71 2,94 1,22
Exatid3o (%) 89,31 90,96 97,11 99,06 93,73

n 15 15 15 15 15
Intercorrida Precisdo (%) 4,05 3,83 3.05 3 1,32
Exatidao (%) 86,96 89,36 96,32 98,82 954,00

LIQ: limite inferior de quantificagdo; CQB: controle de qualidade baixo; CQM: controle de qualidade
médio; CQD: controle de qualidade diluido; CQA: controle de qualidade alto. Fonte: Autoral.

4.6 Efeito residual

Foram analisadas trés injecbes da mesma amostra de plasma branco
(ausente de DOX e OXI), sendo uma antes e duas logo apdés a injecdo da amostra
processada do limite superior de quantificacdo (LSQ = 1 pg/mL). A resposta de picos
interferentes no tempo de retencédo do analito foram inferiores a 20% da resposta do
LIQ e as respostas de picos interferente no tempo de retencéo do Pl foram inferiores
a 5% da reposta de OXl. Com esses resultados podemos concluir que nao foi
evidenciado aumento de sinal por contaminacdo de amostras anteriores, tanto para

DOX quanto para o OXI, sendo assim descartada a chance do efeito residual.

4.7 Estabilidade de armazenamento

A estabilidade das amostras foi avaliada sob condi¢cbes especificas para
garantir que o analito ndo sofra alteracbes quimicas em matriz biolégica e, assim,
definir condicbes adequadas e seguras para 0 armazenamento das amostras
durante o estudo. Todos os estudos de estabilidade preconizados foram avaliados
empregando o controle de qualidade baixo (CQB) e alto (CQA) em triplicata. Na
tabela 4, estdo apresentados os resultados dos estudos de estabilidade da DOX em

plasma.
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Tabela 4 - Estabilidade da DOX em plasma em diferentes condicfes de armazenamento
Estabilidade de armazenamento
ECD ELD EPP ECCD

CcQB n=3
(0,0625 pg/mL) Exatid3o (%) 90,98 89,91 94,97 95,38
Precisio (%) 6,019 0,15 65 4,81

CQA n=3
(0,8 pg/mL) Exatiddo (%) 104,3 94,86 104,7 96,9
Precisio (%) 3,92 3,13 4,07 114

ECD: Estabilidade de curta duracéo; ELD: Estabilidade de longa duragéo; EPP: Estabilidade de pds
processamento; ECCD: Estabilidade ciclos de congelamento e descongelamento. Fonte: Autoral.

Os resultados obtidos experimentalmente apresentam-se dentro dos limites
aceitaveis determinados pelas leis vigentes, garantindo que as condi¢cdes de
armazenagem testadas foram consistentes para evitar a degradacédo do analito na

matriz biolégica plasma.

4.8 Analise Farmacocinética e Administracdo intravenosa de DOX

A administragdo intravenosa (5 mg/kg de DOX) nos coelhos permitiu a
construcdo de uma curva concentracdo plasmatica versus tempo obtida através da
analise das amostras coletadas, processadas e analisadas. Através da analise
grafica das concentracdes plasmaticas meédias apresentadas na figura 3, € possivel
observar que existem duas retas com inclinacdes diferentes, o que representa duas
velocidades de decaimento das concentracdes diferentes, indicando que o modelo
bicompartimental € o0 mais adequado para obtencdo dos parametros
farmacocinéticos do grupo I. Na tabela 5, estdo apresentados o0s principais

parametros farmacocinéticos estimados para este grupo de animais (grupo I).
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Figura 3 — Perfil farmacocinético da DOX apds administracdo intravenosa da dose de 5mg/kg em
coelhos (média + DP, n=3)
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Fonte: Autoral.

Tabela 5 - Parametros farmacocinéticos da DOX (média + DP) determinados no plasma apés
administracdo intravenosa da dose de 5 mg/kg em coelhos (n=3)

Parametros Unidade Média + DP
Kel Min-t 0,0014 + 0,0004
T2 (B) Min 503,19 + 117,65
a Min-1 0,0068 + 0,0020
T 124 Min 110,49 £ 27,24
ASCo.inf pg/mL.min 709,85 + 120,64
Cl mL/min/kg 7,2470 £ 1,20
Vqg mL/kg 5463,37 + 2059,67

DP: desvio padréo; Kel: constante de eliminagéo, T1/2 ou 3: meia-vida de eliminacdo, ASCO-inf: area
sob a curva do tempo zero ao infinito, Cl: clearance total, Vd: volume de distribuic&o calculado pela
ASC; a: constante de distribuicdo; T 1/2a: meia-vida de distribuicao.

Fonte: Autoral.

4.9 Administracéo oral do comprimido de 25 mg de DOX

A administracéo oral de 25 mg de DOX na forma farmacéutica de comprimido
(Vetnil) permitiu a construgcdo de uma curva de concentracdo plasmatica versus
tempo obtida através da andlise das amostras coletadas. Através da analise grafica

das concentracfes plasmaticas médias apresentadas na figura 4, € possivel
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observar que, na fase de eliminacdo, existe apenas uma reta, ou seja, uma unica
velocidade de decaimento das concentracfes, indicando que o modelo
monocompartimental € o mais adequado para obtencdo dos parametros
farmacocinéticos deste grupo (grupo IlI). Na tabela 5, estdo apresentados os

principais parametros farmacocinéticos calculados para o grupo Il.

Figura 4 — Perfil farmacocinético da DOX apds administracdo oral de 25 mg em coelhos (média = DP,

n=3)
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Fonte: Autoral.

Tabela 6 - Parametros farmacocinéticos da DOX (média + DP) determinados no plasma apés
administracdo oral da dose de 25 mg em coelhos (n=3)

Parametros Unidade Média
Kel Min-t 0,0020 = 0,0002
T2 (B) Min 343,33 + 30,09
ASCo.inf pg/mL.min 199,45 + 33,89
Cl mL/min/kg 7,0437 £ 0,00
Vi mL/kg 3489,68 + 305,86
Crmax pg/mL 0,29 +£ 0,08
Tmax Min 300 + 84,85

DP: desvio padréo; Kel: constante de eliminagéo, T1/2 ou 8: meia-vida de eliminacdo, ASCO-inf: area
sob a curva do tempo zero ao infinito, Cl: clearance total, Vd: volume de distribuigc&o calculado pela
ASC; Cméx: concentracdo plasmética maxima; Tméax: tempo para atingir a Cmax.

Fonte: Autoral.

4.10 Administrac&o oral do comprimido de 50 mg de DOX
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A administracéo oral de 50 mg de DOX na forma farmacéutica de comprimido
(Ourofino) permitiu a construcdo da curva de concentracao plasmatica versus tempo
obtida através da andlise das amostras coletadas. Através da analise gréfica das
concentragcbes plasmaticas médias apresentadas na figura 5, € possivel observar
que, na fase de eliminacéo, existe apenas uma reta, ou seja, uma unica velocidade
de decaimento das concentra¢des, indicando que o modelo monocompartimental é o
mais adequado para obtencdo dos parametros farmacocinéticos deste grupo (grupo
[II). Na tabela 6, estdo apresentados os principais parametros farmacocinéticos
calculados para o grupo lll.

Figura 5 - Perfil farmacocinético da DOX apds administracéo oral da dose de 50 mg (Ourofino) em
coelhos (média £ DP, n=3)
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Fonte: Autoral
Tabela 7 - Parametros farmacocinéticos da DOX (média + DP) determinados no plasma apés
administracdo oral da dose de 50 mg (Ourofino) em coelhos (n=3)

Parametros Unidade Média + DP
Kel Min-t 0,0019 + 0,0003
T2 (B) Min 373,14 + 54,46
ASCo.inf pg/mL.min 159,67 + 67,54
Cl mL/min/kg 7,0437 + 0,00
Vi mL/kg 3792,67 = 553,59
Cax pg/mL 0,23 + 0,09
Tmax Min 190 + 134,91

DP: desvio padrdo; Kel: constante de eliminagdo, T1/2 ou B: meia-vida de eliminagdo, ASCO-inf: area
sob a curva do tempo zero ao infinito, Cl: clearance total, Vd: volume de distribuic&o calculado pela
ASC; Cmax: concentracdo plasmatica maxima; Tmax: tempo para atingir a Cmax.

Fonte: Autoral.
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4.11 Comparagao entre 0s grupos
Na figura 5, est4d apresentado os perfis farmacocinéticos dos grupos
analisados no estudo. Ao analisar graficamente os grupos, nota-se que os grupos Il

(25 mg DOX - Vetnil) e Il (50 mg DOX-Ourofino) tiveram comportamentos
semelhantes, apesar de terem recebidos doses diferentes.

Figura 6 - Perfis farmacocinéticos da DOX apés administracfes intravenosa na dose de 5 mg/kg
(Grupo 1) e orais nas doses de 25 mg (Grupo 1) e 50 mg (Grupo IIl) em coelhos (média + DP, n=3)
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Fonte: Autoral.

4.12 Clearance plasmatico (Cl)

O CIl plasmatico indica o volume de plasma do qual o farmaco é
completamente eliminado por unidade de tempo pelos processos de metabolismo e
excrecdo. Um dos fatores fisiologicos influenciam o clearance plasmatico é o débito
cardiaco (DC) (TOUTAIN; BOUSQUETMELOU, 2004a). Considerando que a massa
corporal média dos coelhos foi de 3,15 kg, o DC médio corresponde a 144,74
mL/min/kg. Considerando que o fluxo de sangue para figado e rins é
aproximadamente 50% do débito cardiaco (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a),
o valor maximo de Cl do organismo deve ser proximo a 72,37 mL/min/kg. O ClI
plasmatico médio obtido neste estudo foi, aproximadamente, 10 vezes inferior ao Cl

total do organismo, indicando uma eliminagéo lenta do farmaco.
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4.13 Volume de distribuicao (Vd)

O Vd é uma medida que relaciona a quantidade de farmaco existente no
organismo a sua concentra¢do no plasma. O valor minimo de Vd para um farmaco
corresponde ao proprio volume do plasma, caso nao seja distribuido nos elementos
figurados do sangue e no espaco extravascular. Desta forma, para interpretacéo
deste parametro é preciso considerar o volume plasmatico da espécie em estudo.
Para um coelho de massa corpérea de aproximadamente 3 kg, o volume sanguineo
€ em torno de 168 mL ou 56 mL/kg. Em todos os grupos o valor de Vd foi muito
superior ao volume sanguineo, o que indica extensa distribuicdo da DOX nos fluidos

e tecidos.

4.14 Meia-vida de eliminagao (T1/2 ou B) e constante de eliminagao (Kel)

A meia-vida de eliminacdo (T1/2) € o parametro farmacocinético mais
frequentemente relatado e indica o tempo necessario para que a concentracdo
plasmatica diminua pela metade apds atingir o equilibrio de distribuicdo (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004b). Sua principal utilidade clinica est4d na sele¢do do
intervalo de dose apropriado em um regime posoldgico, ja que a relagdo entre T1/2 e
intervalo de dose determina a amplitude das flutuacdes das concentracbes do
farmaco no plasma (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004b). Os valores de T1/2
dos grupos |, Il e 1ll médio de 406,55 min (6,78 h) é considerado intermediario.

A constante de eliminacdo (Kel) corresponde a inclinacdo da reta terminal e
caracteriza a velocidade de eliminacdo do farmaco, expressando a eficiéncia de
eliminacdo por unidade de tempo (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004b). Este
parametro possui relacéo direta com a T1/2.

4.15 Concentragcdo plasmatica maxima (Cmax) e tempo para atingir Cmax
(Tmax)

A concentracdo plasmatica maxima (Cmax) € um parametro farmacocinético
que indica a exposicdo maxima do organismo ao farmaco e se relaciona com a
intensidade dos efeitos farmacolégicos ou toxicologicos (JANG; HARRIS; LAU,
2001). A Cmax é uma variavel influenciada pela dose administrada e pelas

constantes de absorcédo e eliminagcdo. A Cmax € atingida quando a velocidade de
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absorcdo e de eliminacdo se igualam e Tmax € o tempo necessario para que este
equilibrio seja atingido (TOUTAIN; BOUSQUETMELQU, 2004d). O valor médio de
Cmax dos grupos orais (VETNIL; OUROFINO) foi de 0,2580 pg/mL, semelhantes,
embora um comprimido seja de 25 mg e outro de 50 mg. Este resultado de Unico
ponto ja sugere que a biodisponibilidade oral da DOX foi melhorada na formulagéo
de 25 mg. Os valores de Tmax dos grupos orais Il e Il apresentaram valor médio foi
de 245 min (4,08 h).

4.16 Avaliacao da biodisponibilidade absoluta (Foral)

A biodisponibilidade € o parametro farmacocinético que descreve a proporcao
de farmaco absorvida e disponibilizada para a circulagdo sistémica quando
administrado por vias extravasculares (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004d). A
biodisponibilidade pode ser descrita como biodisponibilidade absoluta (Foral) que é a
porcentagem da dose administrada que realmente atinge a circulacdo sistémica e
varia de 0 a 100%. Os valores de Foral encontrados para os grupos orais (VETNIL;
OUROFINO) foram 16,19% e 7,42%, respectivamente, apontando que a nova
formulacdo desenvolvida melhora a biodisponibilidade oral da DOX. Observa-se que
os perfis das concentracdes plasmaticas versus tempo foram semelhantes, apesar
das diferencas de doses (25 e 50 mg), conforme demonstrado anteriormente na

figura 5.
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5 CONCLUSAO

O método bioanalitico desenvolvido e validado apresentou limites de
confianca adequados para sua aplicacdo em estudo piloto de farmacocinética pré-
clinica da DOX veiculada em comprimidos de 25 mg desenvolvidos pela industria
veterinaria. Os parametros farmacocinéticos foram estimados a partir do estudo com
3 animais por grupo. Os resultados observados sugerem que o comprimido de 25
mg desenvolvido pela industria veterinaria Vetnil melhoram a biodisponibilidade oral
da DOX quando comparada com o comprimido de 50 mg da empresa Ourofino. A
maior biodisponibilidade proporcionada pela formulacédo da Vetnil pode implicar em

maior seguranca e eficacia para o tratamento dos animais.
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7 ANEXO

| - Certificado CEUA

[
e

Comiss3o de Etica no Uso de Animais T ]

Faoukinds du Cincas Fanmachvlices - UNESP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Desenvolvimento e validagdo de método
bicanalitico para determinagio de doxiciclina em plasma e avaliagdo dos pardmetros
farmacocinéticos”, registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr: 05/2019, sob a
responsabilidade do pesquisador Igor Edmar Martim Gouvea que envolve a
produgdo, manutengdo ou utiizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensina) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado ad-referendum pelo Coordenador da COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UMESP em 21 de Maio de 2019.

Finalidade () Ensina (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao Julho 2021

Especie/linhagem/raga Coelho Neozelandeses

Nf de animais 33

Peso/ldade 2.75 Kg - 6 meses

Sexo Macho

Origem Anilab — Animais de Laboratério Criagio e
Comércio LTDA (Paulinia/SP)

Araraquara, 21 de Maio de 20189.

AN

; Dr Marcelo Tadeu Mari
Coordenadorda GEUA

Fonte: Comissao de ética no uso de animais. Fcfar - Unesp.
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