HN

Ana Raquel da Cunha Pinho

DESENVOLVIMENTO DE UMA TECNICA DE HPLC PARA A QUANTIFICACAO
DE COLISTINA EM PLASMA HUMANO E A SUA MONITORIZACAO SERICA
EM DOENTES INTERNADOS NO CHUC

Dissertagdo de mestrado na drea cientifica de Farmacia, especialidade Farmacologia Aplicada, orientada pela Senhora Professora
Doutora Ana Cristina Bairrada Fortuna e pela Senhora Professora Doutora Marilia Jodo Rocha e apresentada a Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra

Setembro de 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Ana Raquel da Cunha Pinho

Desenvolvimento de uma técnica de HPLC para a quantificagao
de Colistina em plasma humano e a sua monitorizagao sérica
em doentes internados no CHUC

Dissertagao de Mestrado em Farmacologia Aplicada, orientada pela Professora Doutora Ana Fortuna e
coorientada pela Professora Doutora Marilia Rocha e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra

Setembro 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



“E muito melhor langar-se em busca de conquistas grandiosas, mesmo expondo-se ao fracasso, do
que alinhar-se com os pobres de espirito, que nem gozam muito nem sofrem muito, porque vivem
numa penumbra cinzenta, onde ndo conhecem nem vitdria, nem derrota”

- Theodore Roosevelt



AGRADECIMENTOS

Para que a presente dissertagao se tornasse uma realidade, foi necessario o apoio, a
compreensao e a colaboragao de diversas pessoas, sem as quais, direta ou indiretamente, este
projeto nao teria sido mais do que isso. Desta forma, gostaria de expressar a minha imensa
gratidao a todos aqueles que, de um ou outra forma, contribuiram para que esta dissertagao

fosse uma concretizagao possivel.

A Prof. Doutora Ana Fortuna, na qualidade de minha orientadora cientifica, a minha
gratidao pela sua disponibilidade, apoio e rigor cientifico com os quais acompanhou ao longo

do desenvolvimento deste trabalho e reviu a presente dissertagao.

A Prof. Doutora Marilia Rocha, na qualidade de minha coorientadora cientifica, a minha
gratidao pela sua disponibilidade e apoio com os quais, igualmente, acompanhou ao longo do

desenvolvimento deste trabalho.

A todos os meus amigos que, direta ou indiretamente, deram o seu contributo ou
auxilio para o desenvolvimento desta dissertagao, o meu agradecimento pela paciéncia, apoio,

atencao e for¢a nos momentos mais dificeis, aqueles a quem me dirijo sabé-lo-ao.

Nao poderia deixar de dirigir um agradecimento especial 2 minha familia, em particular
aos meus pais e irma, pela dedicacao, amor e apoio incondicionais ao longo de todo o percurso

académico.

Ao meu namorado pela paciéncia e compreensao e, em especial, por me dedicar o seu
tempo e palavras de encorajamento durante o processo de desenvolvimento desta

dissertagao, o meu muito obrigado.

Para finalizar, ao Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, E. P. E. pela cedéncia
das amostras clinicas e aos doentes pelo consentimento na cedéncia das mesmas, a minha

gratidao, pois sem estas nao teria sido possivel concluir a dissertagao.



Indice

Pagina

L. ObJEtIVOS. ... 17
2, COliStiNa. ...t e 18
2.1.Perspetiva histOrica...............ooiiiiii i 18
2.2, Estrutura qUIMICA. ... ..ot e 19

2.3. Propriedades farmacodin@micas.............c..cooiiiiiiiiiiiiiiii 21
2.3.1. Mecanismo de agao............ooiiiiiiiii 21

2.3.2. Eficacia, espetro de atividade e uso clinico.................................. 21
2.3.3. Toxicidade e contraindicagles..................oviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 22
2.3.4. Desenvolvimento de resisténcias bacterianas.............................. 26
2.4. Formulagdes, vias de administracdo edosagens.......................cooiiin 28
2.5. Propriedades farmacocinéticas. ... 31

2. 5 L. ADSOF GO ... ittt e 31

2.5.2. DistribUiCao. ... 32

2.5.3, ElIMINaCA0. ... i e 33

2.5.4. Fatores que afetam a farmacocinética da Colistina....................... 34
2.6.Interacgoes farmacologicas..............ooiiiiiiiii i 34

3. Monitorizacdo terapéuticada Colistina..................c..coiiiiiiii 35
3.1.Consideracoes Gerais. ...........co.oiuiiiiiii i e 35
3.2. Monitorizacdo da concentracaode Colistina...................................... 36
3.2.1. Relagdo concentracdo-efeito.....................oiiiiiiiiiiiiiiiiii i 36
3.2.2. O que monitorizar € qQUANO...............cccirernercrrecceereeeeereese e eeesseseaenees 38

3.2.3. Como colher @ amoOStras? ...ttt 38

3.2.4. Como determinar as concentracoes séricas de Colistinal...................... 38

4



4. Quantificacao da Colistinapor HPLC....... ... ... 39

4.1.Consideragoes gerais sobre HPLC........... ... 39
4.2. Condicoes cromatograficas para quantificar a Colistina......................... 4|
4.2.1. Coluna Cromatografica................cooiiiiiiiiiiiiii e 46
4.2.2. Fase MOVEL........ooiiiiii 46
4.2.3. DeteCa0. ... oot e 47
4.2.3.1. Detecdo por fluorescé€ncia...............cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 47
4.2.3.2. Detecdo por espetrometriademassa...................c..coiennee 47
4.2.3.3. Detecdo por ultravioleta-visivel.............................. 48

4.2.4. Padraointerno..............coooiiiiiiiiiiiiiii i 48
4.3. Técnicas de preparacdao das amostras...............c..cooeeiiiiiiiiiiiiiennan... 49
4.3.1. Precipitacdode proteinas................cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiii 57
4.3.2. Extracadoem fasesolida........................ 57
4.3.3. Derivatizacao (detecdo por fluorescéncia)................cooeeeiiieinn.e 58
4.4. Estabilidade e armazenamento..................c..oiiii 59
5. Materiais € MEtodoOs............oouiiiiiiii i 60
5.1.Reagentes € COMPOSLOS. ... ....oo.uiiuiiiiiiiiiiiii e 60

5.2. Solucgdes stock, padroes de calibracao e padroes de controlo da qualidade60

5.3. Preparacao e extracao das amostras plasmaticas................................. 61
5.4. Sistema HPLC e condigbes cromatograficas....................ooooiiiiiiin. 63
5.5.Validacao do mMeEtodo. .........ooiiiiiiii 64
5.5.1. Seletividade...............c..oi 64
5.5.2. Linearidade e limite de quantificacdo..........................oo 64
5.5.3. Precisdo e exatidao...................coooiii 65
5.5.4. RECUPEraCa0. ... ..couiiniiiiii i 65



5.5.5. Estabilidadeemplasma................. 66

5.6. Aplicacao do método a amostras clinicas....................c.ooi 66

6. Resultados. ..o 68
6.1.Desenvolvimento do método................c..ooiiiiiiiiiiiiii 68
6.1.1. Detecao por DAD...........coiiiiiiiii 68

6.1.2. Derivatizacao para detecao por fluorescéncia.............................. 70

6.1.3. Preparacao e extracao das amostras plasmaticas.......................... 75

6.1.4. Selecaodo padraointerno..................cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 77
6.2.Validacao domeétodo. ... ...ttt e 80
6.2.1. Separacao cromatografica e seletividade.............................L 80

6.2.2. Linearidade e limite de quantificagdo..............................o 8l

6.2.3. Precisdo eexatidao...................ooii 82

6.2.4. RECUPEIaACAO. ... c.uintiintit i e 82

6.2.5. Estabilidadeemplasma................... 83

6.3. Aplicacao do método a amostras clinicas......................c.o 84

To DISCUSSAO. .. .ottt e 90
7.1.Desenvolvimento do método..............c..coiiiiiiiiiiiiiiiiiii 90
7.2.Validagcao do mMEtodo. .........ooiiiiiiiii i e, 93
7.3. Aplicagcao do método a amostras clinicas.....................cooii 94

8. CONCIUSOES. ... .oniiiiii e 96
9. Bibliografia.............ooi 97



LISTA DE FIGURAS

FIGURA |I. Estrutura quimica da Colistina. .........co.eiiiieiiiiiiiii e, 20

FIGURA 2. Esquema da preparagao das amostras de plasma humano............................. 62
FIGURA 3. Cromatogramas obtidos através da detecao por DAD de solugoes diretas de
Colistina eluidas com as fases moveis 3 e 4 (a e b, respetivamente) e de amostras plasmaticas,

apos processo de SPE, eluidas com a fase movel 5 (cl € €2)....ooiieiiiiiiiiiiiiiiii 69

FIGURA 4. Cromatogramas de amostras plasmaticas brancas apos extragao por SPE nas
condigoes | e 2 (a e b, respetivamente), eluidas com a fase movel de tampao sulfato de sodio

anidro: ACN: metanol (73: 22: 5, VIVIV) .c..vnnee e 70

FIGURA 5. Cromatogramas obtidos das solugdes brancas e fortificadas com Colistina (250
pg/mL) apos derivatizagao com cloreto de dansilo na concentragao de 0,15 mg/mL (al e a2,

respetivamente) e na concentragao de 0,30 mg/mL (bl e b2, respetivamente)................... 72

FIGURA 6. Cromatogramas obtidos das solugoes brancas e fortificadas com Colistina (50
pg/mL), apos eluicao com 85% metanol e 15% 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura (a

€ b, FESPELIVAMENTE). ...ttt e e e ettt 73

FIGURA 7. Cromatogramas obtidos das solugoes diretas de Colistina nas concentragoes de
0,125 pg/mL (2) e de 25 pg/mL (b), apos eluicao com metanol: 0,2% acido acético glacial em

agua ultrapura (85: 15, v/v; 1,0 mL/min).....ooeoiii e 74

FIGURA 8. Cromatogramas das amostras plasmaticas brancas e fortificadas com Colistina apos
precipitagao proteica com ACN (al e a2, respetivamente), com a mistura metanol: 20% TCA

(50:50, v/v) (bl e b2, respetivamente) e com 20% TCA (cl e c2, respetivamente)............ 76

FIGURA 9. Cromatograma obtido da solugao direta derivatizada contendo Colistina e PI,
ambos na concentracio de 18 pg/mL, apds eluicdto com o sexto pograma de

= o 1= 1Y PPN 80

FIGURA 10. Cromatogramas representativos de extratos de plasma branco (a); plasma
fortificado com PI (9,0 pug/mL) e sulfato de Colistina (0,9 pg/mL) (b); plasma fortificado com PI
(9,0 pg/mL) e sulfato de Colistina (2,0 pg/mL) (c); plasma fortificado com Pl (9,0 pg/mL) e
sulfato de Colistina (40,0 pg/mL) (d); plasma fortificado com Pl (9,0 pg/mL) e sulfato de
Colistina (80,0 /ML) (€) .. uunnenniit e e 8l



FIGURA | I. Farmacos concomitantemente administrados com CMS aos doentes internados

FIGURA 2. Cromatogramas obtidos da quantificagao das amostras clinicas dos doentes |, 2,

3,4,5,6,7,8,9 € 10, .o 87



LISTA DE TABELAS

TABELA |. Posologia da Colistina para diversas vias de administragao e situagoes

L 11 Y CoF L= 30

TABELA 2. Compilagao das diversas técnicas de HPLC e UPLC para a quantificagdo de

Colistina em amostras biolOgICas. ... .....uiiuiiiiiii i 42
TABELA 3. Compilagao dos diversos procedimentos de tratamento de amostras............... 50

TABELA 4. Programa de eluigao por gradiente da fase movel aplicado ao método HPLC-FL

apresentado NEStA diSSEITAGAO. ... uutuu ettt et ettt et et et e et et eaae et eeeneene 63

TABELA 5. Vias de administracao, posologia e periodo de tempo decorrido entre a

administragao do CMS e a colheita de sangue.............coiiiiiiiiiiiiii i 67
TABELA 6. Fases moveis testadas para a detegao por DAD...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiinn 68
TABELA 7. Processo de extragao e concentragao da Colistina por SPE......................... 70

TABELA 8. Programas de eluicao da fase movel por gradiente estudados na presente

Lo Y=t - Vor- Lo TS 78

TABELA 9. Precisao (% CV) e exatidao (% bias) para a determinagao da Colistina total em

amostras de plasma humano no LLOQ e nas concentragoes baixa, média e alta da gama de

concentragoes, COM UM NS5, . e eeiiees 82
TABELA 10. Recuperagao da Colistina total em plasma humano.......................o 83
TABELA 11. Estabilidade da Colistina em plasma humano, apds aplicagao do processo de
Eratamento OTIMIZAO. ... .unt ettt e e e e ettt et ettt e ae e eaaes 83

TABELA 12. Concentragao de Colistina total em plasma dos doentes em estudo, apos

aplicacao do método desenvolvido e apresentado nesta dissertagao.............ceeeeeennennenn. 86



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN — Acetonitrilo

ADN — Acido Desoxirribonucleico

AIF — Fator Indutor da Apoptose

APAF-1 — Fator Apoptético ativador de protease-|
ARNm — Acido Ribonucleico mensageiro

ATP — Adenosina Trifosfato

AUC — Area Sob a Curva Concentragio Plasmatica versus Tempo
Bias — Desvio do Valor da Concentracao Nominal
BGN-MR — Bactérias Gram-Negativo Multi-Resistentes
CHUC - Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra
CLwr — Clearance Nao Renal

CLg — Clearance Renal

CL; — Clearance Total

C..sx — Concentracao maxima

C..n — Concentragao minima ou no ‘“vale”

CMS — Colistimetato de sodio

CQ - Controlo da Qualidade

CQp. — Controlo da Qualidade de Diluigao

CQLoo — Controlo da Qualidade no Limite da Quantificagao
CrS — Creatinina Sérica

CV - Coeficiente de Variacao

cytC — Citocromo C

DAD - Detetor de Varrimento de Diodos

EARS-Net — Rede de Vigilancia de Resisténcia Antibacteriana Europeia

10



EMA — Agéncia Europeia do Medicamento

EPA — Efeito Pés-Antibiotico

ES| — Eletrospray de ionizagao

Fas — Recetor da Morte

FAUC: MIC — Quociente entre AUC e MIC da fragao de Colistina nao ligada
FDA — US Food and Drug Administration

FL — Fluorescéncia

FMOC-CI — Cloroformiato de 9-fluorenilmetil

fT> MIC — Tempo que a concentragao de Colistina livre se encontra acima da MIC
g — Forca Gravitica

g — Gramas

°C — Graus Celsius

H,SO, — Acido Sulfarico

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

HPLC-DAD — HPLC com Detegao por Varrimento de Diodos
HPLC-FL — HPLC com Detecao por Fluorescéncia

HPLC-MS/MS — HPLC com Detecao por Espetrometria de Massa
HPLC-UV — HPLC com Detegao por Ultravioleta

IM — Intramuscular

IU — Unidades Internacionais

IV — Intravenosa

LLOQ - Limite Inferior de Quantificagao

logP - Coeficiente de Partilha Oleo/Agua

mg CBA — Miligrama de Atividade Base de Colistina

ME — 2-mercaptoetanol



MIC — Concentragao Minima Inibitoria

MIU — Milhao de Unidades Internacionais

MS — Espetrometria de Massa

NA — Nao Aplicavel

NaOH — Hidroxido de Sodio

NE — Nao Especificado

NH,OH — Hidroxido de Amonio

OPA - Fetaldialdeido

Pl — Padrao Interno

PK/PD — Farmacocinética/Farmacodinamica

r? — Coeficiente de Determinagio

RIFLE — Risco, Dano, Falha, Perda de Fungao Renal e Doenga Renal em Estado Terminal
ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

SNC — Sistema Nervoso Central

SPE — Extragcao em Fase Sélida

TCA — Acido Tricloroacético

tin — Tempo de Semivida

TFA - Acido Trifluoroacético

UPLC — Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

UPLC-ESI HRMS/MS — UPLC com Detecao por Espetrometria de Massa de Elevada Resolugao
UPLC- MS/MS — UPLC com Detegao por Espetrometria de Massa
UV-Vis — Ultravioleta-Visivel

V4 — Volume de Distribuicao



RESUMO

A Colistina € um antibiotico cationico polipeptidico constituido por pelo menos 30
componentes, dos quais se destacam a Colistina A e a Colistina B, e possui 5 grupos amina
primarios que |Ihe conferem caracteristicas basicas. Na pratica clinica é administrada como
tratamento de ultima linha para infe¢oes por bactérias Gram-negativo multirresistentes, sob a
forma de colistimetato de sédio, um profairmaco anionico e instavel, que é rapidamente
hidrolisado em Colistina, o metabolito farmacologicamente ativo. Hoje em dia, o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a Colistina é uma realidade, principalmente pelas
bactérias Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoneae. Deste
modo, é de extrema importincia a monitorizagao terapéutica da Colistina, nao sé pelo
aumento constante das resisténcias antibacterianas, como também pela toxicidade
desencadeada por este farmaco que, desde cedo, suscitou preocupagao pelos profissionais de
saude. No Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, E. P. E. (CHUC, E. P. E.), a utilizagao
deste farmaco tem vindo a crescer novamente, sendo que para a sua monitorizagao no plasma,
€ necessario recorrer a uma técnica sensivel e seletiva, que atualmente ainda nao se encontra

disponivel.

O objetivo principal do presente trabalho consistiu em desenvolver e validar uma
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) que quantificasse, com exatidao e
precisao, a Colistina em plasma humano, sendo posteriormente utilizada na monitorizagao
sérica do mesmo farmaco em doentes internados no CHUC, E. P. E.. Deste modo, com esta
técnica poder-se-a, no futuro, determinar as concentragoes séricas de cada doente e a cinética
da Colistina para individualizar o seu regime posologico, visando aumentar a eficacia e
seguranga do tratamento das infegoes, ao mesmo tempo que se combate as resisténcias

hospitalares.

A separagao cromatografica da Colistina A e B e do padrao interno (PI; cloridrato de
anfetamina) foi alcangada em menos de |7 minutos, com recurso a uma coluna Cg de fase
reversa a 30°C pela aplicagdo de um programa de eluicdo por gradiente utilizando uma fase
movel constituida por acetonitrilo (A) e agua ultrapura (B). A detegao foi feita nos
comprimentos de onda de excitagao/emissao de 343/500 nm. A curva de calibragao foi linear
(r*=0,993) na gama de concentrag¢des de 0,09-9,0 pg/mL e o limite de quantificagio foi definido
como sendo 0,09 pg/mL. A precisao global nao ultrapassou os 13,85% e a exatidao variou

entre os -3,83 e 14,49%.



A técnica de HPLC desenvolvida e apresentada nesta dissertagao, permitiu a
quantificagao da Colistina em amostras plasmaticas de doentes, sem interferéncia dos farmacos

concomitantemente administrados.

Palavras chave: HPLC. Colistina. Resisténcia antibacteriana. Farmacocinética.

Farmacodinamica. Monitorizagao sérica.



ABSTRACT

Colistin is a basic cationic polipeptidic antibiotic constituted by, more than 30
components, including Colistin A and Colistin B highlight. In the clinical practice is
administrated in the for of sodium colistimethate (CMS) as the last treatment line against
multidrug resistant Gram-negative bacteria infection. CMS is an anionic and instable prodrug,
that is rapidly hidrolised into Colistin, the pharmacologic active metabolite. Nowadays, the
Development of bacterial Resistance against Colistin is a reality, mostly for Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoneae bacterias. Thus, the therapeutic
monitoriting of Colistin is extremely important, due to the constant growth of the antibacterial
resistance and the Colistin triggered toxicity, which early concerned the health profissionals.
In Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, E. P. E. (CHUC, E. P. E.), the use of this
drug has been growing. It's serum monitoring, is essencial and to afford it a sensitive and

selective technique is required.

The main objective of the present work consisted in the development and validation
of an high performance liquid chromatography (HPLC) technique that quantified, with
precision and accuracy, Colistin in human plasma, and it’s further application in the serum
monitorization hospitalized patients in CHUC, E. P. E.. Thus, this technique will be able, in the
future, to determine the serum concentration of each patient and the Colistin’s kinetic will be
applied to individualize the dosing regimen, to improve the efficacy and the safety of infections

treatment and, at the same time, fight against the hospital resistences.

Chromatographic separation of Colistin A and B and the internal standard (IS;
amphetamine hydrochloride) was achieved in less than |7 minutes on a reverse phase Cjg
colunm at 30°C by applying a gradient elution program using a mobile phase constituted of
acetonitrile (A) and ultrapure water (B). The detector was set at excitation/emission
wavelengths of 343/500 nm. The calibration curve was linear (r>=0,993) in the concentration
range of 0,09-9,0 yg/mL and the quantification limit was established at 0,09 pg/mL. The overall

precision did not exceed 13,85% and the accuracy was within -3,83 e 14,49%.

The high performance liquid chromatography with fluorescence detection developed
and here presented in this dissertation, allowed the Colistin quantification in patient’s plasmatic

samples, without interferance from the coadministrated drugs.

Keywords: HPLC. Colistin.  Antibacterial  Resistance. = Pharmacokinetic.

Pharmacodynamic. Serum monitoring.






I. Objetivos

e Revisao bibliografica sobre as técnicas de HPLC disponiveis na literatura nacional e
internacional para quantificar a Colistina em matrizes biologicas, comparando com

outras como as técnicas quimicas, bioldgicas, eletroforéticas e imunoldgicas;

e Conhecer e perceber os parametros experimentais exigidos por guidelines

internacionais para validar técnicas analiticas;

e Desenvolver uma técnica de HPLC que permita a quantificagao da Colistina em plasma

humano;
e Otimizagao do processo de extragao de Colistina de amostras de plasma humano;

e Validagao completa da técnica de HPLC-FL para quantificar Colistina em amostra de

plasma humano;

e Aplicar a técnica supracitada para quantificar Colistina em doentes internados no

CHUC, E. P. E. aquando sujeitos a monitorizagao sérica;
e Avaliar as concentragoes séricas obtidas;

e Relacionar as concentracoes séricas obtidas com o estado e caracteristicas
fisiopatologicas de cada doente, de forma a ajustar e otimizar o regime posolégico dos

doentes.



2. Colistina

2.1. Perspetiva historica

Na dltima década, tem-se presenciado um aumento dramatico das resisténcias
antibacterianas (THEURETZBACHER, 2014) devido ao aumento exponencial de patogénios
com limitada ou nenhuma suscetibilidade aos tratamentos disponiveis (LIM et al, 2010). A
resisténcia antibacteriana é considerada o maior desafio médico em cuidados de salde
(THEURETZBACHER, 2014), podendo afirmar-se que se atravessa uma crise de salde
mundial (LIM et al, 2010), principalmente no que diz respeito as infe¢des por bactérias Gram-
negativo. Esta realidade resulta do facto de as opgbes terapéuticas existentes nao serem
eficazes para o tratamento de infegoes provocadas pelas referidas bactérias (LIM et al, 2010)
e por a sintese de antibidticos novos com acao contra bactérias Gram-negativo multi-
resistentes (BGN-MR) ocorrer a uma velocidade lenta que nao acompanha o crescimento

exponencial do numero de resisténcias bacterianas (THEURETZBACHER, 2014).

Deste modo, antibidticos classicos outrora comercializados, mas entretanto esquecidos e
descartados, tém retornado recentemente (BERGEN, LI, NATION, 201 1) como terapéutica
de dltima linha em muitas situagoes de infecao por BGN-MR (LIM et al, 2010). No entanto,
estes antibioticos nao foram caracterizados de acordo com os processos atualmente
existentes e a realidade de hoje no que diz respeito a incidéncia do desenvolvimento de
resisténcias antibacterianas € muito dispar daquela observada quando foram introduzidos no
mercado. Consequentemente, o regime posologico tem de ser atualmente redefinido de forma
a otimizar a terapéutica, evitando o aparecimento de outcomes negativos, como o
desenvolvimento de resisténcia em caso de dosagens subterapéuticas, e o desenvolvimento
de toxicidade em caso de dosagens supraterapéuticas (THEURETZBACHER, 2014). Um
antibiético antigo que atualmente comega a integrar-se no arsenal de antimicrobianos de
dltima linha para o tratamento de infecoes por BGN-MR é a Colistina (KASSAMALI,
DANZIGER, 2015). Inicialmente era utilizada no tratamento de infe¢oes por bactérias Gram-
negativo, no entanto a partir dos anos 70 o seu uso tornou-se restrito, dando preferéncia a
novos agentes antibacterianos menos toxicos, desencadeando o declinio na sua utilizagao
clinica até aos primeiros anos de 2000 (BISWAS et al, 2012). O declinio na pratica clinica em
humanos, foi acompanhado de um uso cada vez mais extenso em veterinaria: topicamente
para o tratamento de otites externas ou oralmente para o tratamento de infegoes intestinais

(MERCK MANUAL, 2015). No entanto, devido ao aumento da resisténcia a este farmaco, a
18



Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) recomendou, em 2013, a utilizagao da Colistina

apenas no tratamento daquelas patologias e nao na profilaxia das mesmas (EMA, 2016).

Atualmente, ha duas formas de Colistina disponiveis no mercado: o sulfato de Colistina
para administragao topica e oral e o colistimetato de sodio (CMS) para uso parentérico, tendo
a segunda surgido para diminuir os efeitos toxicos da Colistina quando administrada por via
parentérica. Ambas as formas podem ser administradas por via inalatéria (inalagio ou

nebulizagao).

2.2, Estrutura quimica

A Colistina, também conhecida por Polimixina E, € um antibiotico catidnico a pH fisioldgico
e um polipeptidico constituido por pelo menos 30 componentes, dos quais se destacam a
Colistina A e a Colistina B (MOHAMED et al, 2012) (Polimixina E, e Polimixina E,,
respetivamente), e que pertence a familia das Polimixinas. Sendo um produto da fermentagao
da bactéria Bacillus polymyxa subspecies colistinus (SIN et al, 2005), a Colistina foi descoberta
no Japao em 1949 (MICHALOPOULQOS, KARATZA, 2010), mas clinicamente comegou a ser
utilizada apenas nos anos 60 (MICHALOPOULOS, KARATZA, 2010) no tratamento de
infecoes graves por bactérias Gram-negativo (LIM et al, 2010). Nos anos 70, o seu uso passou
a ser restrito devido a notificagao de varias reagoes adversas toxicas, mais especificamente de
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, e ao aparecimento de antibidticos menos toxicos e mais

faceis de prescrever (MOHAMED et al, 2012).

A estrutura quimica da Colistina consiste num heptapeptideo ciclico com uma cadeia
lateral de 3 aminoacidos e um residuo de acido gordo no terminal N-acil (SIN et al, 2005),
com a formula quimica CsHeN,O;; (DRUGBANK, 2005), e possui 5 grupos amina
(WALLACE etal, 2013). A diferenga entre a Colistina A e a Colistina B encontra-se no residuo
de acido gordo, que no caso da Colistina A é o acido 6-metiloctandico e no da Colistina B é

o acido 6-metilheptandico (Figura 1) (KWA et al, 2007).



Figura | - Estrutura quimica da Colistina (DRUGBANK, 2005).

O peso molecular da Colistina € de 1163 Da, apresentando um coeficiente de partilha
oleo/agua (logP) de -2,4 e um pKa de |1,6 (DRUGBANK, 2005). Desta forma, tem carga
positiva a pH fisiologico, caracter anfipatico e capacidade de se autoformar em agua que a

tornam altamente hidrossoluvel (WALLACE et al, 2013).

A Colistina e o CMS nao devem ser confundidos como duas entidades quimicas idénticas,
nem permutadas na literatura ou na pratica clinica. A Colistina, normalmente administrada sob
a forma de sal sulfato, é um policatiao a pH fisioldgico, enquanto o CMS, usualmente utilizado
sob a forma de sal sodico, € um polianiao a pH fisiologico (LI et al, 2006) e o profarmaco
inativo da Colistina, ou seja, nao tem atividade farmacoldgica, e resulta da reagao dos 3 grupos
amina livres dos residuos de acido diaminobutiricos da Colistina, com formaldeido e bissulfito
de sodio (LI et al, 2006). O CMS nao é estavel in vitro ou in vivo e, desta forma, é hidrolisado
em derivados metilsulfonados e Colistina, que é a entidade quimica mais estavel (LI et al, 2006)
e ativa. Desta forma o CMS nao possui atividade antibacteriana, sendo apenas a forma como
a Colistina é administrada na pratica clinica. Por esse motivo, o foco da presente dissertagao

é a quantificagao da Colistina e nao do seu profarmaco.

As diferengas supracitadas traduzem-se em distintos perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos. Enquanto o CMS é maioritariamente eliminado pelo rim e a excregao
urinaria envolve secregao tubular, a Colistina é eliminada predominantemente por via nao

renal por sofrer reabsorgao tubular.
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2.3. Propriedades farmacodinamicas
2.3.1. Mecanismo de acao

Apesar de ter sido descoberta ha mais de 50 anos, apenas recentemente é que o
mecanismo de acao da Colistina foi descrito detalhadamente. Assim, a agao da Colistina inicia-
se pela interagao eletrostatica dos seus componentes hidrofilico e lipofilico com a por¢ao
lipopolissacaridica da membrana bacteriana, ocorrendo competicao cationica e consequente
permuta catidnica pelos lipopolissacarideos membranares. Estas interagdes e permutas
culminam na disrupgao da membrana e na libertagio dos lipopolissacarideos e,
consequentemente, a permeabilidade membranar aumenta e o contetdo celular é libertado,

ocorrendo a lise e morte das células bacterianas (LIM et al, 2010).

.....

inoculagao de bactérias em meio de cultura, e corresponde a concentragio minima de
antibiético capaz de inibir o crescimento do patogéneo exprimindo a poténcia do antibiotico
contra os microrganismos (MOUTON et al, 201 |). Define-se, atualmente, para a Colistina
como sendo de 4 mg/mL (MICHALOPOULQOS, KARATZA, 2010). Para efeitos clinicos e de
monitorizagao terapéutica, quando a concentragao plasmatica é superior a MIC (valor
laboratorial) o doente responde eficazmente a infecao. No entanto, os regimes posologicos
praticados frequentemente nao atingem a MIC, originando apenas concentragoes
subterapeuticas que promovem a necessidade de aumentar as doses administradas, que em
determinadas circunstincias patofisiologicas podem conduzir a efeitos toxicos graves

(MICHALOPOULOS, KARATZA, 2010).

2.3.2. Eficacia, espetro de atividade e uso clinico

A Colistina, tal como referido anteriormente, sofreu um grande declinio na sua utilizagao
na pratica clinica, mas foi recuperada nos ultimos 10 anos para o tratamento de infegoes por
BGN-MR. Numerosos ensaios clinicos recentes confirmam que a Colistina € um agente
antibacteriano eficiente no tratamento de infegoes sistémicas graves, nomeadamente
pneumonias hospitalares, infegoes broncopulmonares em doentes com fibrose quistica e
infecoes complicadas do sistema urinario (GENERIS, 2013), por bactérias Gram-negativo
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoneae, com um perfil
de seguranga aceitavel (MICHALOPOULQOS, FALAGAS, 2011). No entanto, a Colistina

também possui atividade contra Enterobacter species, Escherichia coli, Salmonella species, Shigella
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species, Citrobacter species, Yersinia pseudotuberculosis e Haemophilus influenzae (BASSETTI,
2016). E possivel concluir que o espetro de atividade da Colistina engloba a maioria das
bactérias Gram-negativo aerdbicas, podendo ser administrada com seguranga e eficacia a
adultos, criangas e recém-nascidos de termo e/ou prematuros (MICHALOPOULQOS,
FALAGAS, 201 1).

Como ¢é um farmaco de dltima linha, a Colistina é frequentemente administrada a doentes
em estado grave. Num estudo de coorte retrospetivo de 2010, envolvendo 258 adultos, a
Colistina foi administrada por via intravenosa (IV) pelo menos durante 72 horas, diminuindo
o tempo de internamento dos doentes em unidades de cuidados intensivos, que apresentaram
uma taxa de cura de 79,1% e uma taxa de indugao de nefrotoxicidade de apenas 10%

(MICHALOPOULQS, FALAGAS, 201 1).

Apesar de demonstrar ser eficiente e segura, a terapéutica com Colistina nao atinge
frequentemente o maximo da sua eficacia por falta de um regime posologico otimizado. De
facto, os regimes posologicos hoje em dia praticados revelam que a concentragao plasmatica
minima de Colistina frequentemente nao alcanga o valor da MIC, nao promovendo um efeito
bactericida completo (MICHALOPOULOS, FALAGAS, 2011). Desta forma, para que se
obtenha um tratamento mais eficaz, deve considerar-se a administragao de Colistina em doses
mais elevadas por um periodo de tempo mais longo, sem se aumentar quer a prevaléncia de
resisténcia a Colistina (MICHALOPOULOS, FALAGAS, 2011), quer a sua toxicidade
requerendo, desta forma, a individualizagao posoldgica através da monitorizagao sérica, isto €,

através da determinagao da concentragao plasmatica do antibiotico.

2.3.3. Toxicidade e contraindicacoes

O principal motivo pelo qual a Colistina caiu em desuso na pratica clinica durante décadas
foi a sua toxicidade, que, desde cedo, preocupou os profissionais de saude. Todavia, hoje em
dia, é sabido que nao é tao frequente quanto antes se acreditava (LIM et al, 2010). A diferenga
entre as taxas de toxicidade encontradas deve-se, maioritariamente, as diferengas das
caracteristicas clinicas dos doentes e aos diferentes métodos de quantificagao usados para
definir atualmente a toxicidade (KASSAMALI, DANZIGER, 2015). As caracteristicas clinicas
dos doentes incluem a severidade da doenc¢a aquando do inicio da terapéutica, possiveis
comorbilidades, a extensdo, o local e a causa da infecao e, ainda, a viruléncia do agente
infetante (KASSAMALI, DANZIGER, 2015). Relativamente as diferencas nos métodos de

quantificagao usados para definir a toxicidade, principalmente a nefrotoxicidade, estas incidem,
22



maioritariamente, na classificagao RIFLE (risco, dano, falha, perda de fungao renal e doenga
renal em estado terminal). Esta classificagao baseia-se na determinagao da creatinina sérica
(CrS) e do débito urinario do doente, e considera 3 classes de gravidade (risco, dano e falha)
e 2 classes de outcome (perda de fungao renal e doenga renal em fase terminal) (GIL, 2012).
Ao longo dos anos os conhecimentos cientificos tém evoluido e contribuindo para alteragoes
das classificagoes como o RIFLE assim como os métodos de quantificagao para definir

toxicidade.

Os efeitos toxicos induzidos pela Colistina incluem maioritariamente a nefrotoxicidade e
a neurotoxicidade. A nefrotoxicidade é o efeito adverso mais preocupante dada a sua
frequéncia e a sua severidade, sendo dependente da dose e possuindo fatores de risco, tais
como, a duragao da terapéutica, a idade do doente, a obesidade, o uso concomitante de
farmacos nefrotdxicos e doenga renal pré-existente (JUSTO, BOSSO, 2015). Por sua vez, a
neurotoxicidade, apesar de ser menos frequente e, consequentemente menos preocupante,
¢, igualmente, dependente da dose de farmaco administrada. Pode manifestar-se por diversas
formas, tais como, parestesias periorais, apneia, nauseas, vomitos, tonturas, miopatias,
neuropatias, confusao, psicose e convulsoes (DAI et al, 2015). Tal como a nefrotoxicidade,
também a neurotoxicidade possui uma componente que advém de fatores de risco, sendo eles
a longa duragao da terapéutica, administragao de doses elevadas e a disfungao renal, que muitas
vezes pode ser consequéncia da toxicidade renal induzida pelo proprio farmaco (JUSTO,

BOSSO, 2015).

Inicialmente os mecanismos subjacentes a toxicidade desencadeada pela Colistina nao
eram totalmente conhecidos, sendo que apenas nos ultimos anos é que estes tém vindo a ser
melhor estudados e melhor descritos. Anteriormente pensava-se que o mecanismo de indugao
de nefrotoxicidade pela Colistina se devia a acumulagdo do farmaco nas células renais,
principalmente pelas células dos tubulos proximais, promovendo disfungao renal (JUSTO,
BOSSO, 2015). Relativamente a neurotoxicidade induzida pela Colistina, esta pensava-se ser
devida a trés possiveis mecanismos, baseados no bloqueio muscular como a inibigao simpatica
da libertagao da acetilcolina, a inibicaio competitiva da acetilcolina ou a despolarizagao

prolongada dos neurdnios, que culminaria na deplegao de calcio (JUSTO, BOSSO, 2015).

No entanto, hoje em dia é sabido que estes factos nao sao totalmente verdade. Estudos
recentes indicam que o mecanismo de indugao de nefrotoxicidade se deve a ativagao de trés
vias de sinalizagao diferentes, mas todas relacionadas com a atividade das caspases nas células

tubulares proximais renais (DAl et al, 2014). Uma das referidas vias de sinalizagao ¢ a via
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extrinseca ou via do recetor da morte, que ¢é ativada pela ligagao do recetor Fas (recetor da
morte), uma glicoproteina transmembranar do tipo |, ao seu ligando Fas-L. Esta ligacao ativa
duas caspases: a caspase-8 iniciadora que pode ativar a clivagem da Bid, uma proteina interativa
mitocondrial da familia das BcL-2, formando a tBid (AZAD et al, 2015; DAI et al, 2014); e a
caspase-3 executora que € responsavel pela apoptose e necrose celulares (DAl et al, 2014).
Outra via de sinalizagao para a indugao de nefrotoxicidade é a via intrinseca ou via
mitocondrial. A mitocondria é o organelo que produz a maior quantidade de Adenosina
Trifosfato (ATP) intracelular, sendo um grande alvo para as espécies reativas de oxigénio
(ROS) (DAl et al, 2014). E regulada por proteinas pré- e anti-apoptoticas da familia das BcL-
2, como é o caso da Bax e da BcL-2, respetivamente. Aquando de um estimulo pro-apoptético,
como exposicao a um fiarmaco ou a uma toxina, ocorre a subregulacio da BcL-2 e a
suprarregulagao da Bax que promove a indugao da permeabilidade da membrana mitocondrial
exterior, e a diminuicao do potencial membranar mitocondrial e da atividade da cadeia
respiratéria, culminando na libertagao do citocromo C (cytC) e do ATP mitocondrial (DAl et
al, 2014). O cytC liga-se ao fator apoptético ativador de protease-l (APAF-1) e a pro-caspase-
9 formando o apoptossoma, que promove a ativagao da caspase-9 que por sua vez, ativa a
caspase-3 executora (AZAD et al, 2015). No entanto o stress mitocondrial, consequéncia do
estimulo apoptotico, nao se deve apenas a libertagao do cytC mas também a remodelagao da
ultraestrutura da mitocondria. Esta remodelagio consiste na transicio da morfologia
mitocondrial filamentosa (normal) para uma morfologia mitocondrial fragmentada (em stress).
A remodelagio da ultraestrutura da mitocondria estd associada a perda de potencial
membranar mitocondrial e a produgao de ROS (AZAD et al, 2015). As vias extrinseca e
intrinseca interagem entre si através da tBid (via extrinseca), que ativa a via de sinalizagao
apoptotica mitocondrial, promovendo a libertagao de cytC (via intrinseca) (AZAD et al, 2015).
A terceira via de sinalizagao ainda nao se encontra muito estudada, mas ¢é iniciada pelo stress
do reticulo endoplasmatico, nao se sabendo se esta ativagao € primaria ou secundaria a

terapéutica com Colistina (DA et al, 2014).

Tal como o mecanismo de nefrotoxicidade induzida pela Colistina, também o mecanismo
de indugao de neurotoxicidade da Colistina envolve o dano e a apoptose de células neuroniais.
Também aqui ocorre a ativagao de duas vias de sinalizagao presentes no mecanismo de
nefrotoxicidade: a via extrinseca ou via do recetor da morte e a via intrinseca ou via
mitocondrial (DAl et al, 2015; JIANG et al, 2014). A via extrinseca ¢ iniciada apos a interagao,
a superficie da membrana, do recetor Fas ao ligando Fas-L cuja expressiao esta aumentada

durante o tratamento com Colistina (JJANG et al, 2014). Desta interagao resulta a ativagao da
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caspase-8, cuja atividade e niveis de acido ribonucleico mensageiro (ARNm) estao aumentados
em caso de terapéutica com Colistina (DAl et al, 2015), promovendo a clivagem da Bid em
tBid (JJIANG et al, 2014). A proteina tBid sofre translocagao para a membrana mitocondrial
onde promove a libertagao do cytC, ativando assim a via de sinalizacao das caspases (caspase-
9, caspase-8 e caspase-3) (JIANG et al, 2014). A caspase-3 é uma caspase executora, e deste
modo ativa a apoptose celular (JJANG et al, 2014) que, por ser caspase-dependente, inibe o
processo autofagico (DAl et al, 2015) que degrada proteinas citoplasmaticas e macromoléculas
dentro de lisossomas (LEE et al, 2015). Este processo, em condi¢oes patoldgicas, tem como
funcao regular a apoptose celular, possuindo um papel protetor na sobrevivéncia celular (LEE
et al, 2015). Uma vez inibido perde a sua fungao protetora e as células ficam expostas ao dano,
culminando em toxicidade. Por sua vez, a via intrinseca € ativada por estimulos apoptoticos e,
tal como referido anteriormente, regulada por proteinas proé- e anti-apoptoticas localizadas na
mitocondria, que também detém a funcao de regular a permeabilidade membranar desta aos
fatores apoptéticos (JIANG et al, 2014). Deste modo, as proteinas anti-apoptose BcL-2 e a
BcL-xL mantém a integridade mitocondrial, enquanto as proteinas pro-apoptose, como a Bax
e a Bad, em resposta a estimulos apoptéticos sofrem translocagao, formando poros
membranares na mitocondria que alteram a sua integridade membranar (JIANG et al, 2014).
A alteragao da integridade membranar é acompanhada pela diminuicao do potencial
membranar mitocondrial, induzida pela Bax, ocorrendo a libertagao do fator indutor de
apoptose (AlF) e do cytC (JIANG et al, 2014). O AIF encontra-se relacionado com a apoptose
independente de caspases €, apds a sua libertagao da mitocondria, é translocado para o citosol
e deste para o nucleo, onde se liga ao acido desoxirribonucleico (ADN) e induz a fragmentagao
da cromatina e do ADN (JIANG et al, 2014). A libertagao do cytC, relacionado com a apoptose
dependente de caspases, € o culminar de uma via de sinalizagao que se inicia pela indugao do
aumento de ROS pela mitocondria. Este aumento dos niveis de ROS induz o dano no ADN,
ativando o p53 que induz a libertagao do cytC (JIANG et al, 2014). O cytC libertado ativa a
via de sinalizagao das caspases, ativando as caspases-8, -9 e -3, induzindo a apoptose celular
(DAI et al, 2015). O p53 nao é apenas importante na libertagao do cytC, mas também na
mediagao das vias de sinalizagao cruzadas, isto &, entre a via mitocondrial e a via do recetor
da morte e, ainda, na regulagao da expressao do gene codificador para a caspase-8 (DAl et al,

2015).

Resumindo, a nefrotoxicidade e a neurotoxicidade induzidas pela Colistina podem ser

despoletadas pelas vias extrinseca e intrinseca que, por ativagio da caspase-3, induzem
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apoptose celular, comprometendo o sistema renal e o sistema nervoso central (SNC)

afetando, desta forma, a farmacocinética e a seguranca da Colistina.

A semelhanca da maioria dos farmacos, face a sua toxicidade, a administracio da Colistina
tem de ser bastante ponderada, sendo contraindicada em determinadas patologias. Assim
sendo, a Colistina encontra-se contraindicada em doentes com hipersensibilidade a substancia
ativa (Colistina) e a Polimixina B e em doentes com miastenia gravis (GENERIS, 2013), uma
doenga autoimune caracterizada por episédios de debilidade muscular por anormal

funcionamento do sistema neuromuscular (MELDAU, 2006).

2.3.4. Desenvolvimento de resisténcias antibacterianas

Hoje em dia ja existem relatos de resisténcias bacterianas a Colistina, principalmente
desenvolvidas por bactérias como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoneae. Estes relatos sao devastadores pois a Colistina € uma terapéutica de ultima linha
de tratamento, nao existindo outras opgoes terapéuticas (LIM et al, 2010). No entanto, para
além dos problemas adjacentes a resisténcia a Colistina, existe um problema maior que tem
vindo a ser reportado, a heterorresisténcia (LIM et al, 2010), que ocorre quando, numa estirpe
de bactérias suscetiveis a Colistina, existe uma subpopulagio com suscetibilidade reduzida,

sem haver alteragao da MIC (LIM et al, 2010).

Devido ao aumento da incidéncia de infegoes provocadas por BGN-MR a Rede de
Vigilancia da Resisténcia Antibacteriana Europeia (EARS-Net) publicou em 2014 um relatorio
sobre a resisténcia antimicrobiana em 29 paises da regiao econémica europeia, no qual refere
um aumento significativo na percentagem de resisténcia a farmacos de 3* geragao
(cefalosporinas, fluoroquinolonas e aminoglicosideos) por bactérias Gram-negativo,
nomeadamente Escherichia coli e Klebsiella pneumoneae, no periodo de tempo compreendido
entre 2011 e 2014 (EARS-NET, 2014). Este aumento significativo num curto periodo de tempo
promoveu o aumento da utilizagao de antibidticos como os carbapenemes e, em 2014, 7,3%
da média populacional na regiao econémica europeia era resistente a Klebsiella pneumoneae e
apenas 0,1% o era para a Escherichia coli (EARS-NET, 2014). De salientar que paises com maior
percentagem de resisténcia a antibioticos de 3* geragao, também apresentavam elevada

percentagem de resisténcia aos carbapenemes (EARS-NET, 2014).

O EARS-Net também conduziu a analise da resisténcia as Polimixinas, incluindo a Colistina,

em estirpes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoneae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
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spp.- Dos 29 paises da regiao econémica europeia, apenas 5 apresentaram informagao sobre
os testes de suscetibilidade antimicrobiana em Escherichia coli para as Polimixinas: 0,6% dos
isolados era resistente as Polimixinas, 4,4% dos isolados era carbapeneme e Polimixina
resistentes e 0,5% dos isolados era suscetivel aos carbapenemes, mas Polimixina-resistentes
(EARS-NET, 2014). Apenas 5 paises apresentaram resultados de testes de suscetibilidade
bacteriana em Klebsiella pneumoneae para as Polimixinas: 8,2% dos isolados eram Polimixina
resistente, 29% dos isolados era carbapeneme e Polimixina resistentes e 3,0% dos isolados era
suscetivel aos carbapenemes, mas resistentes as Polimixinas (EARS-NET, 2014). Dos isolados
resistentes aos carbapenemes e as Polimixinas, 5,2% também era resistente as
fluoroquinolonas, as cefalosporinas de 3* geragao e aos aminoglicosideos (EARS-NET, 2014).
Dezoito paises apresentaram informagao dos testes de suscetibilidade bacteriana em
Pseudomonas aeruginosa e 20 paises apresentaram a referida informacao em Acinetobacter spp
para as Polimixinas, resultando em 2,0% e 4,0% dos isolados resistentes a esta familia de

antibiéticos, respetivamente (EARS-NET, 2014).

Os mecanismos de resisténcia a Colistina parecem ser desencadeados por processos
mutacionais que ocorrem no material genético bacteriano e que permitem desenvolver
resisténcia cruzada completa a familia das Polimixinas (LIM et al, 2010). Os processos
mutagénicos culminam na alteragao da membrana bacteriana (alvo da agao da Colistina), por
meio dos sistemas reguladores PmrA-PmrB e PhoP-PhoQ, que permitem a bactéria responder
as alteragoes do meio ambiente através da modificacao da expressao génica da estrutura da
superficie lipopolissacaridica (LIM et al, 2010). Dois fatores do meio ambiente que promovem
a alteragao da expressao génica que conduz ao desenvolvimento de resisténcia sao o pH e a
concentragao de magnésio (LIM et al, 2010). Assim sendo, em ambiente acidico (pH <7) com
concentragoes baixas de magnésio, os sistemas PmrA-PmrB e PhoP-PhoQ sao ativados,
promovendo a modificagdo dos lipopolissacarideos membranares da bactéria, bem como o
aumento da expressao do gene OprH (LIM et al, 2010). Os genes PmrA-PmrB-OprH formam
um operao controlado pelo gene PhoP, sendo que o gene OprH é o gene que codifica para a
proteina membranar OprH que detém a funcdo de ocupar os locais membranares do
magnésio, reduzindo os locais de ligagao da Colistina (LIM et al, 2010). Desta forma, devido a
modificacao dos lipopolissacarideos membranares da bactéria e a ocupagao dos locais
membranares do magnésio pela proteina OprH, a ligagao da Colistina fica comprometida e os

patogénios adquirem resisténcia ao farmaco.
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A presenca de poliaminas exogenas promove a indugao da expressao do operao PmrA-
PmrB-OprH aumentando, desta forma, a MIC do patogénio e, consequentemente, o

desenvolvimento de resisténcia (LIM et al, 2010).

Nos estudos desenvolvidos para o melhor conhecimento do mecanismo de
desenvolvimento de resisténcia a Colistina, foram descobertas alteragoes morfologicas e
topograficas nas bactérias resistentes. Estas alteragoes caracterizam-se por uma forma mais
esférica da bactéria, pela presenga de uma membrana mais fina e pelo reduzido nimero e
comprimento das suas vilosidades, que impede que as bactérias sejam capazes de formar um
biofilme (LIM et al, 2010). Apesar deste conhecimento, mais esforgos devem ser feitos no
sentido de melhor conhecer estes mecanismos para que possam ser evitados ou bloqueados,
travando o crescimento da incidéncia de fenébmenos de resisténcia e da mortalidade por

infe¢coes sem terapéutica eficaz.

2.4. Formulagdes, vias de administracao e dosagens

A Colistina encontra-se comercialmente disponivel sob duas formas: sulfato de Colistina
e CMS (DHARIWAL, TULLU, 2013). Tal como referido anteriormente, o sulfato de Colistina
€ um farmaco catiénico e estavel, utilizado para administragao topica e inalatoria (LIM et al,
2010). Por sua vez, o CMS é um profiarmaco inativo anionico e instavel, utilizado para
administragao parentérica e inalatoria (LIM et al, 2010), sendo menos toxico que o sulfato de
Colistina (DHARIWAL, TULLU, 2013) e, por isso, mais utilizado. Quando administrado por
via parentérica, enquanto profirmaco, o CMS é rapidamente hidrolisado (LIM et al, 2010),
formando uma mistura de compostos parcialmente sulfonados e a Colistina, ganhando, desta
forma, atividade antibacteriana (MICHALOPOULQOS, KARATZA, GREGORAKQOS, 201 1).
Devido a sua frequente utilizagao, a sua farmacocinética encontra-se em estudo, para melhor
compreender a extensao da hidrélise em Colistina e o seu impacto na farmacocinética do

farmaco ativo.

Assim a Colistina pode ser administrada por diversas vias, tais como as vias [V,
intramuscular (IM), inalatéria, intratecal, intraventricular (MICHALOPOULOS, KARATZA,
2010; MICHALOPOULOS, KARATZA, GREGORAKQOS, 20I1) e ainda por via topica
(DHARIWAL, TULLU, 2013). A administragao de Colistina por via oral nao é contemplada
uma vez que o farmaco nao é absorvido no trato gastrointestinal (MICHALOPOULQOS,

KARATZA, GREGORAKOQOS, 201 I).
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A via parentérica ¢ a via de administracao de eleicao em caso de infe¢ao em doentes com
fibrose quistica, infegoes graves por BGN-MR, sepsias e ainda em caso de doentes em terapia
de substituicao renal continua ou em hemodialise, mesmo nao havendo informagao clinica para

o doseamento da Colistina (MICHALOPOULQOS, KARATZA, GREGORAKQOS, 201 I).

A administragao IM da Colistina é evitada por ser demasiado dolorosa e provocar irritagao
no local da injegao (DHARIWAL, TULLU, 2013), bem como por provocar efeitos adversos
graves renais, neurologicos e alérgicos (MICHALOPOULOS, KARATZA, GREGORAKOS,
2011) tais como: insuficiéncia renal, necrose tubular aguda e hematuria; parestesias,
insuficiéncia respiratoria e apneia, nduseas e vomitos, tonturas, fraqueza muscular, neuropatia
periférica, confusao, psicose e crises convulsivas; febre medicamentosa, eosinofilia e erupgoes

macular e urticarial, respetivamente (KOCH-WESER et al, 1970).

Na pratica clinica, recorre-se também a via inalatéria com fins profilaticos ou terapéuticos
(DHARIWAL, TULLUY, 2013). No primeiro caso, o objetivo € controlar patogénios do trato
respiratério em doentes com fibrose quistica (DHARIWAL, TULLU, 2013), enquanto o seu
uso no tratamento € destinado a doentes em estado grave, infetados com bactérias Gram-
negativo a nivel pulmonar, havendo a coadministragao de terapéutica por IV (DHARIWAL,

TULLU, 2013).

Pode recorrer-se as vias intratecal e intraventricular no tratamento de infecdes no SNC
por BGN-MR, em caso de meningite ou de ventriculite refratarias a terapéutica antibacteriana
sistémica (MICHALOPOULOS, KARATZA, GREGORAKOS, 201 1), uma vez que a Colistina
possui uma capacidade limitada de penetrar no fluido cérebroespinal, pela baixa
permeabilidade através da barreira hematoencefdlica (DHARIWAL, TULLU, 2013;
MICHALOPOULOS, KARATZA, GREGORAKQOS, 2011). A meningite e a ventriculite sao
infegoes comuns no SNC (MICHALOPOULQOS, KARATZA, 2010), sendo a primeira uma
inflamacdo das meninges, membranas que envolvem o cérebro (FELICIO), e a segunda uma

inflamacio dos ventriculos cerebrais (DICIONARIO SAUDE, 2014).

Por fim, mas igualmente importante, a via topica que se encontra reservada para o

tratamento de infe¢oes na pele (DHARIWAL, TULLU, 2013).

Relativamente as dosagens, estas exprimem o seu conteudo tendo em conta o CMS, uma
vez que a sua administragio € menos téxica quando comparada com a administragao de
Colistina (BERGEN, LI, NATION, 201 1). No entanto, é dificil existir uniformidade quanto a
posologia a utilizar, pois as doses recomendadas pela indlstria farmacéutica variam de

medicamento para medicamento e de acordo com a via de administragao (NATION, LI, 2009).
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Estas variagoes sao sobre o conteldo em CMS, podendo encontrar-se indicado sob duas
formas: unidades internacionais (IU), sendo que um milhao de IU (MIU) sao aproximadamente
80 mg de CMS; ou em miligramas de atividade base de Colistina (mg CBA), em que | MIU
corresponde a cerca de 30 mg CBA, e | mg CBA sao aproximadamente 2,7 mg de CMS
(NATION et al, 2013). As unidades mais utilizadas sao as IU, havendo posologias diferentes

de acordo com a via de administragao e a situagao clinica (Tabela ).

Tabela | - Posologia da Colistina para diversas vias de administragao e situagoes clinicas.

Farmaco Dosagem Referéncia

Administracao IV e IM
CMS Criangas e adultos 50000 a 75000 | DHARIWAL,
com peso <60 kg IU/kg/dia TULLUY, 2013

(8 em 8 horas)
Adultos com peso | a 2 MIU/kg/dia: | GENERIS, 2013

60 kg dose maxima de 6
MIU
(8 em 8 horas)

Administracao inalatéria

CMS Individuos com peso 500000 IU DHARIWAL,
<40 kg (12 em 12 horas) TULLU, 2013
Individuos com peso | MIU GENERIS, 2013
»40 kg (12 em 12 horas)
Administracao intratecal e intraventricular
CMS 10 mg MICHALOPOULGQOS,
FALAGAS, 201 |

Administracido IV em doentes em estado grave
CMS Funcio renal normal | 3 MIU MICHALOPOULOS,
(8 em 8 horas) FALAGAS, 201 |

Falha renal e niveis 2 MIU
de CrS entre 1,3 e (8 em 8 horas)
1,5 mg/dL
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Falha renal e CrS 2 MIU
entre |,6 € 2,5 mg/dL (12 em 12 horas)
Falha renal e CrS 2 MIU

22,6 mg/dL (24 em 24 horas)
Terapéutica de 2 MIU apds cada
substituicao renal analise e

2 MIU durante dialise

peritoneal

2.5. Propriedades farmacocinéticas

A farmacocinética da Colistina é bastante complexa. Como referido na secgao anterior, a
maioria das formulagoes utilizada na clinica contém CMS que, in vivo, é rapidamente
hidrolisado, originando derivados sulfometilados e a Colistina, a entidade responsavel pela
acao antibacteriana. A farmacocinética do CMS e da Colistina, ap6s administragao IV do
primeiro, demonstrou ser linear no intervalo de doses habitualmente utilizadas na pratica

clinica (BERGEN, LI, NATION, 201 1).

2.5.1. Absorcao

Por serem resistentes a pepsina, tripsina, pancreatina e erepsina e inativados pela lipase,
nem a Colistina nem o seu profarmaco (CMS) sofrem absorgao gastrointestinal numa extensao

apreciavel (GENERIS, 2013; KWA et al, 2007).

O CMS ¢é administrado, normalmente, por via IV conseguindo-se, desta forma, uma
quantidade de profarmaco maxima a nivel plasmatico (COUET et al, 201 ) e um aparecimento
rapido de Colistina no plasma. De facto, o pico plasmatico da Colistina é atingido
aproximadamente 10 minutos apos administragao do CMS por via IV (MICHALOPOULGQGS,
FALAGAS, 2011). No entanto, as formulagoes de CMS sao também administradas por via
inalatéria (inalagado ou nebulizagdo) em doentes com fibrose quistica, apresentando uma
absor¢ao consideravel que deve ser monitorizada, uma vez que o CMS parece sofrer
deposicao apds 3 ciclos de nebulizagago (MICHALOPOULOS, FALAGAS, 2011), e

consequentemente parece promover o desenvolvimento de efeitos adversos graves. A
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absorg¢ao pulmonar é variavel e dependente do tamanho da particula do aerossol, do sistema

nebulizador e do estado pulmonar do doente (GENERIS, 201 3).

2.5.2. Distribuicao

A ligacao as proteinas plasmaticas da Colistina é reduzida (GENERIS, 2013), variando entre
os 50% e os 74% (MOHAMED et al, 2012), apresentando uma ampla distribuigao sistémica,
excetuando-se o SNC e os fluidos sinovial, pleural e extravascular (MICHALOPOULOS,
KARATZA, GREGORAKOQOS, 201 1).

De forma similar, o CMS também possui uma baixa ligagao as proteinas plasmaticas, e uma
fraca distribuicao no parénquima pulmonar, na cavidade pulmonar e nos fluidos pericardial e
cerebrospinal (MICHALOPOULQOS, FALAGAS, 2011). No entanto, apresenta uma elevada
capacidade de ligagdo as membranas lipidicas das células de varios tecidos do organismo,
nomeadamente figado, pulmoes, rins, cérebro, coragao e musculos (MICHALOPOULOQOS,
FALAGAS, 201 1). Apos ser administrado, o CMS sofre rapida hidrolise em Colistina devido a
sua instabilidade, tal como referido anteriormente. Desta forma, ao fim de 10 minutos, a
Colistina atinge a sua concentragao plasmatica maxima (C,s) (MICHALOPOULOS,
FALAGAS, 201 1).

O volume de distribuicao (V4) da Colistina varia de acordo com a patologia de base do
doente. Num estudo envolvendo |3 doentes ventilados diagnosticados com pneumonia
provocada por bactérias Gram-negativo, foi administrado CMS numa dose de 2 MIU de 8 em
8 horas durante, pelo menos, 2 dias (MICHALOPOULOS, FALAGAS, 201 1). O V,4 no estado
de equilibrio foi de 1,5 * I, 1L/kg (MICHALOPOULOS, FALAGAS, 201 1). No entanto, doentes
com fibrose quistica revelaram valores muito inferiores (0,09 L/kg) (REED, et al, 2001). Em
2011, COUET et al estudaram a farmacocinética da Colistina em individuos saudaveis apos a
administragcao de CMS na dose de | MIU durante | hora de infusao, obtendo um V4 no estado
estacionario de 0,17 L/kg (COUET et al, 201 1), enquanto os individuos em estado critico
apresentaram valores muito diferentes, compreendidos entre 0,10 L/kg e 2,67 L/kg (COUET
etal, 2011).
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2.5.3. Eliminacdo

Apos a administragao parentérica de CMS, a disposicao da Colistina parece ser limitada
pela sua velocidade de eliminagao e nao pela velocidade a qual o CMS ¢ hidrolisado. Este facto
é sustentado pelo elevado tempo de semivida (t;;) da Colistina que se forma apods a

administragao de CMS em comparagiao com o t;; do profarmaco.

De facto, este é rapidamente hidrolisado em Colistina, sendo cerca de 80% da dose
administrada eliminada sob forma inalterada na urina, sem que haja excregao biliar (GENERIS,
2013). Deste modo apenas 20% da dose administrada exerce agao, assumindo-se que o

farmaco remanescente é inativado nos tecidos (GENERIS, 2013).

Quando administrado em individuos saudaveis por via IV, o CMS apresenta um t,;, de I,5-
2 horas, e quando administrado por via IM possui um t,; que varia entre as 2,75 e as 3 horas
(MICHALOPOULQOS, FALAGAS, 201 1). Em doentes, quando o CMS ¢é administrado por via
IV o seu t;, aumenta para mais de 4 horas, e em doentes com anuria pode atingir 2-3 dias
(MICHALOPOULQOS, FALAGAS, 201 I). Por sua vez, o t,;, da Colistina é de aproximadamente
14,4 horas em doentes em estado grave, o que significa que a Colistina demora 14 horas e 24
minutos até que metade da dose administrada seja eliminada pelo organismo (COUET et al,
201 I; MICHALOPOULOS, FALAGAS, 201 1), indicando que a eliminagao do antibidtico nao é
limitada pela sua formagao (COUET et al, 201 |). No entanto em doentes com septicémia, mas
com fungao renal estavel, o t;; da Colistina diminuiu para 7,4 horas e para 7,5 h em doentes
a fazer hemodiilise continua (MICHALOPOULOS, FALAGAS, 201 I). Assim, é possivel inferir
que o CMS sofre, predominantemente, clearance renal (CLg), enquanto a Colistina sofre
clearance por mecanismos nao renais, que nao se encontram ainda totalmente caracterizados

(LI et al, 2006).

A dose de CMS que é administrada possui uma clearance total (CLy) de 6,180 L/h (COUET
et al, 201 1), sofrendo secregao tubular modesta nos rins (COUET et al, 201 1). No entanto
em doentes com faléncia renal, a excrecao do CMS encontra-se diminuida, traduzindo-se num
aumento da sua conversio em Colistina, culminando no aumento do t;, desta
(MICHALOPOULOS, FALAGAS, 2011). Relativamente a CL; da Colistina em doentes em
estado grave, como por exemplo doentes com septicémia, existe grande variabilidade nos
valores obtidos: segundo MICHALOPOULQOS, FALAGAS, 201 |, apos a administragcao de CMS
na dose de 225 mg durante, pelo menos, dois dias, a CL; da Colistina é 13,6 L/h; enquanto
que, segundo PLACHOURAS et al, 2009 e GARONZIK et al, 2011, o seu valor ¢é 3,540 L/h e
1,380 L/h, respetivamente.
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2.5.4. Fatores que afetam a farmacocinética da Colistina

A farmacocinética da Colistina depende da dosagem do medicamento, isto &, da quantidade
de CMS no medicamento e da forma como a indlstria o quantifica (MIU ou mg CBA)
(MICHALOPOULOS, FALAGAS, 2011), e é influenciada pela patologia de base do doente
(insuficiéncia renal, patologia hepatica, fibrose quistica), devido as condigoes fisiologicas se

encontrarem alteradas, modificando o comportamento do farmaco.

A farmacocinética do antibidtico varia com o volume extracelular corporal do doente uma
vez que altera o V4 da Colistina, com a alteragao da atividade enzimatica, que culmina na
alteragao da clearance da Colistina, e com as flutuagdes da CL;x do CMS em doentes com
infecao grave (DHARIWAL, TULLU, 2013; COUET et al, 2011), nao sendo afetada pela
clearance nao renal (CLyg) do CMS (COUET et al, 2011).

Assim sendo, é de extrema importancia que a Colistina seja monitorizada para que se
obtenha o maximo de beneficio da terapéutica, com o minimo de riscos possiveis para os

doentes.

2.6. Interagoes farmacologicas

Devido a sua capacidade de promover e desenvolver efeitos toxicos, nomeadamente
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, a Colistina nao deve ser utilizada concomitantemente com
outros farmacos com potencial nefro- e neurotoxico, para se evitar interagoes
medicamentosas. Assim sendo, deve evitar-se o seu uso concomitante com antibioticos
aminoglicosideos, como a gentamicina, a amicacina, a netilmicina e a tobramicina, e com
antibioticos da familia das cefalosporinas (GENERIS, 2013). Pode ainda interagir
farmacologicamente com farmacos diuréticos e farmacos bloqueadores neuromusculares, e
ainda com a vancomicina (DHARIWAL, TULLU, 2013). Nestes casos, a Colistina deve ser

administrada com extrema precaugao e ser monitorizada (DHARIWAL, TULLU, 2013).
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3. Monitorizacao terapéutica da Colistina

3.1. Consideracoes gerais

O problema do desenvolvimento de multirresisténcias pelas bactérias Gram-negativo é
crescente e, nao sendo paralelo com o desenvolvimento de novos antibioticos eficazes e
seguros, relega os cuidados de saude para uma era pré-antibiotico em varias regioes do mundo
(GIAMARELLOU, 2010). Desta forma as infegoes por BGN-MR, normalmente associadas a
elevadas taxas de morbilidade e mortalidade, conduziram ao reaparecimento de antibioticos

antigos, como ¢é o caso da Colistina (SARKAR, DESANTIS, KUPER, 2007).

Este antibiotico passou, entao, a ser utilizado como terapéutica de ultima linha neste tipo
de infegoes (THEURETZBACHER, 2014), no entanto a falta de um regime posologico 6timo
estabelecido e a elevada variabilidade intra e interindividual ndo tém permitido a maximizagao
de um efeito antibacteriano seguro (NATION et al, 2013). Como o efeito terapéutico nao é
atingido devido a posologia errada, em vez de se obter um outcome positivo (erradicagao da
bactéria) obtém-se um outcome negativo, que se traduz na diminuicao da probabilidade de
sobrevivéncia do doente pelo desenvolvimento de efeitos toxicos caracteristicos da Colistina
(nefrotoxicidade e neurotoxicidade) bem como pelo desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia bacteriana (BERGEN, LI, NATION, 2011; THEURETZBACHER, 2014). Desta
forma, e também por nao existir consenso na unidade de medida da dose, tal como ja referido
anteriormente na secgao 2.4. nem no regime posologico recomendado pela industria
farmacéutica, é necessaria a monitorizagao terapéutica da Colistina para estabelecer um
regime posoldgico seguro e efetivo, bem como para detetar casos de subdosagem, que possam
conduzir a um tratamento nao efetivo e a emergéncia de resisténcia, e casos de sobredosagem,

que possam aumentar os efeitos toxicos (LIM et al, 2010).

Concluindo, a monitorizagao terapéutica da Colistina permitira a otimizagao do regime
posolégico de acordo com as condigoes fisiopatoldgicas dos doentes e de acordo com a
farmacocinética por ela apresentada (BASSETTI, RIGHI, 2013), melhorando o outcome
terapéutico com a minimizagao dos efeitos toxicos e do desenvolvimento de resisténcia quer

pelo agente patogénico, quer pela flora do doente (MOUTON et al, 201 I).
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3.2. Monitorizacdo da concentracao da Colistina
3.2.1. Relacao concentracio-efeito

Os parametros farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD, do inglés
pharmacokinetic/pharmacodynamic) dos antibioticos relacionam a poténcia do farmaco contra a
bactéria (normalmente expressa pela MIC), a exposicao do organismo ao farmaco
(concentragao disponivel para exercer efeito ao longo do tempo) e os efeitos do antibiotico
(MOUTON et al, 201 1). A exposigao a Colistina depende das propriedades farmacocinéticas
desta e do regime posologico que, uma vez otimizado, permite atingir o objetivo terapéutico
(MOUTON et al, 2011). Para se determinar a exposigao sistémica ao farmaco, o melhor
parametro farmacocinético a utilizar é a area sob a curva concentragao plasmatica versus
tempo (AUC), pois desta forma obtém-se a integragao da concentragao ao longo do tempo,
que é representada pela exposigao total a Colistina, habitualmente, durante 24 horas apos a
sua administragao (MOUTON et al, 201 1). No entanto, nao é apenas a dose diaria total e,
consequentemente a exposicao em 24 horas que determina o outcome terapéutico, mas
também a frequéncia da administragago (MOUTON et al, 201 I). Desta forma, para a maioria
das classes de farmacos, a AUC encontra-se relacionada com a agao terapéutica do composto;
todavia isto nao acontece com muitos antibioticos em que a eficacia € mais dependente do
tempo em que a concentragao do antimicrobiano se mantém acima da MIC do que da AUC
sozinha (MOUTON et al, 201 1). Desta forma, o outcome terapéutico é determinado pela
exposi¢ao, pelo perfil da curva concentragao-tempo e pela frequéncia da administragao

(MOUTON etal, 2011).

A Colistina possui atividade bactericida rapida e efeito pos-antibiotico (EPA) contra
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoneae (LIM et al, 2010), isto
é, a Colistina promove a supressao do crescimento bacteriano durante um periodo de tempo
que se estende para além do tempo em que a sua concentragao inferior € superior a MIC para
as referidas bactérias. O EPA referido é de 2-3 horas, apés uma exposigao a Colistina de 15
minutos, atingindo uma concentracao |6 vezes superior a MIC (LI et al, 2001). Ou seja, mesmo
para concentragoes inferiores a MIC, o antibidtico continua a ser eficaz. Para a escolha da
posologia 6tima é necessario ter em conta nao sé a farmacocinética da Colistina, que varia de
doente para doente, mas também a MIC dos patogénios, que varia de estirpe para estirpe
(MOUTON et al, 201 1). O parametro PK/PD mais preditivo da atividade da Colistina é o
quociente entre a AUC e a MIC da fragido de Colistina nao ligada (fAUC: MIC) (LIM et al,

2010). Assim sendo, a Colistina € concentragao e tempo dependente (NATION et al, 2009),
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ou seja, o tempo de exposicao a Colistina € um fator importante para a obtengao de
concentragoes elevadas, e quanto mais elevada for a sua concentragao, maior é o seu EPA
(MICHALOPOULQS, FALAGAS, 201 1), podendo inferir-se que a terapéutica com Colistina
atinge uma maior eficacia quanto maior for a exposicao e/ou duragao desta. No entanto, e
devido aos efeitos adversos descritos na secgao 2.3.3., quanto maior a duragao da terapéutica
e a exposi¢ao do organismo ao farmaco, maior o risco de desenvolvimento de nefrotoxicidade
e neurotoxicidade, bem como maior probabilidade de desenvolver resisténcia ao farmaco.
Recorrendo ao parametro fAUC/MIC, é possivel obter a magnitude do efeito antibacteriano
da Colistina e, consequentemente, delinear um regime posologico o6timo (BERGEN, LI,
NATION, 201 ), sem aumentar o risco de desenvolvimento de resisténcia e de toxicidade. O
tempo que a concentragao de Colistina livre se encontra acima da MIC (fT> MIC) é também
um bom preditor da eficacia do tratamento com a Colistina, no entanto nao é o parametro

PK/PD de eleigao, devido a atividade bactericida do antibiotico ser concentragao dependente

(LIM et al, 2010).

Em infegoes graves (endocardite, infecao em proétese, pneumonia associada a ventiladores)
a densidade bacteriana é elevada e atenua a atividade bactericida da Colistina, implicando a
administragao de doses mais elevadas do antibiotico (LIM et al, 2010). Assim, para a otimizagao
do regime posologico deve ser considerada a frequéncia de administragao das doses que, na
pratica clinica, pode ser de 8 em 8 horas, de 12 em 12 horas e de 24 em 24 horas (LIM et al,
2010). Todos os intervalos de dosagem permitem a morte bacteriana total e reaparecimento
da infecao similares, no entanto o regime de administracao de 8 em 8 horas é o mais efetivo
na minimizagao da resisténcia antibacteriana, sendo que esta aumenta de acordo com o

aumento do intervalo de administracao (LIM et al, 2010).

Concluindo, para que o regime posologico da Colistina seja otimizado é necessario
estabelecer uma relagdo exposicao-efeito que permita uma agao terapéutica 6tima, com o
minimo de desenvolvimento de efeitos secundarios e de resisténcias. No entanto, quanto
maior a dose de CMS administrada, maior a concentragao de Colistina, o que conduz ao
aparecimento de efeitos toxicos e ao comprometimento do estado clinico do doente. Caso
se prolongue a terapéutica, aumenta-se a exposicdo e maior a probabilidade do
desenvolvimento de resisténcia pelo patogénio e maior o risco de acumulagao da Colistina no
organismo, que pode culminar em nefro- e/ou neurotoxicidade. Assim sendo, para que se
maximize a relagao concentragao-efeito da Colistina, o regime posoldgico deve permitir que
se atinjam concentragoes que erradiquem a bactéria do organismo no minimo tempo possivel,

de forma que nao sejam desenvolvidos outcomes negativos.
37



3.2.2. O que monitorizar e quando?

A monitorizagao da Colistina dever ser realizada em duas vertentes: uma monitorizagao
analitica e uma monitorizagao fisica (LEXICOMP). A primeira implica a monitorizagao de
parametros analiticos, sendo necessdria a recolha de amostras sanguineas para que se
quantifique a concentragao plasmatica da Colistina (LEXICOMP), verificando-se se a dose
administrada é ou nao adequada para o doente. A recolha sanguinea para a quantificagao da
Colistina para efeitos de monitorizagao deve ser realizada imediatamente antes da
administragao da terceira dose de CMS, uma vez que s6 entdo a Colistina atinge o estado de
equilibrio e a concentragao de CMS é minima, o que corresponde a concentragao minima ou
no “vale” (C,). Desta forma, diminui-se o risco de se superestimar a concentragao de

Colistina gerada pela hidrolise do CMS (NATION et al, 201 3).

A monitorizagao fisica envolve o conhecimento do estado renal e historico de alergias do
doente, devendo monitorizar-se possiveis sinais de nefro- e/ou neurotoxicidade e ainda de
toxicidade pulmonar em caso de administracao de CMS por via inalatéria (LEXICOMP).
Devendo monitorizar-se também os niveis séricos de creatinina e de ureia e o volume urinario

(LEXICOMP).

3.2.3. Como colher as amostras?

Em 2004, LI et al utilizaram tubos heparinizados para a recolha de amostras sanguineas de

forma a quantificar a Colistina, nao se verificando interagao com a heparina (LI et al, 2004).

3.2.4. Como determinar as concentrac¢oes séricas da Colistina?

Para se determinar as concentragoes séricas da Colistina, recorria-se, inicialmente, a
estudos microbiolégicos. Porém, estes estudos nao diferenciam o CMS administrado da
Colistina formada por hidrdlise (LI et al, 2004), culminando em informagao erronea sobre as
curvas temporais de concentragoes séricas e urinarias do composto ativo, a Colistina, apos

administragao parentérica do CMS (LI et al, 2006).

Assim, hoje em dia a determinagao das concentragoes séricas da Colistina em amostras
biologicas é preferencialmente realizada por técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), uma vez que esta permite diferenciar a Colistina do seu profarmaco bem como dos

interferentes endogenos presentes na amostra de sangue colhida do doente (LI et al, 2006).
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4. Quantificacao da Colistina por HPLC

4.1. Consideracdes gerais sobre HPLC

Por se tratar de um método analitico capaz de, simultaneamente, separar diferentes
espécies quimicas estruturalmente semelhantes e que estao presentes na mesma amostra, o
HPLC tem sido bastante utilizado na quantificacao de Colistina em amostras bioldgicas
(CHUST, 1990). A separagao consegue-se por mecanismos de interagao seletiva entre os
varios constituintes da amostra e os da fase estacionaria e da fase movel (CHUST, 1990).
Permite uma quantificacao seletiva, exata, precisa e reprodutivel do antibidtico, mesmo
exigindo a realizagao de um processo trabalhoso de pré-tratamento da amostra, que a pode

tornar morosa (GOBIN et al, 2010; JANSSON et al, 2009; TSAI et al, 2013).

O sistema cromatografico é constituido por um sistema de bombagem (bomba) capaz de
impulsionar a fase movel sob elevada pressao; pela coluna cromatografica (fase estacionaria);
um sistema de injecao (injetor) capaz de introduzir a amostra na coluna cromatografica sem
perda da pressio necessaria para vencer a resisténcia desta (LOPEZ, 2009); pelo sistema de
detecio (detetor) e pelo sistema de registo e tratamento de dados (LOPEZ, 2009; CHUST,
1990). A bomba deve permitir um fluxo estavel e isento de pulsagoes (minimizando o ruido
de fundo do detetor), possuir uma gama ajustavel e nao muito ampla de fluxos de pressao, ser
capaz de suportar altas pressoes, deslocar um volume constante (facilitando a anadlise
quantitativa e qualitativa) e ser facilmente adaptavel a condigoes de trabalho por gradiente
(CHUST, 1990). A coluna cromatografica € o constituinte mais importante e critico do sistema
cromatogrifico (LOPEZ, 2009; CHUST, 1990), uma vez que permite a separacio dos
componentes da amostra, através da retengao destes na fase estacionaria e a posterior eluigao
dos mesmos com a fase mével (LOPEZ, 2009). Assim, a detecio e o tempo de retencio de
cada composto dependem do tipo e forga de interagao que as moléculas estabelecem entre a

fase estacionaria e a fase movel.

Existem diversos tipos de HPLC, sendo os principais a cromatografia de adsorgao ou fase
normal, a cromatografia de particao ou fase reversa, a cromatografia de exclusao, a
cromatografia de intercimbio i6nico e a cromatografia de afinidade (LOPEZ, 2009; CHUST,
1990). A cromatografia de fase normal caracteriza-se pela utilizagao de uma fase estacionaria
de elevada polaridade e de uma fase mével de baixa polaridade (LOPEZ, 2009; CHUST, 1990).

Por oposigao, a cromatografia de fase reversa baseia-se na partilha de eletroes entre a fase
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estacionaria e a amostra (CHUST, 1990), utilizando-se uma fase estacionaria apolar e uma fase
mével polar (LOPEZ, 2009). Este tipo de cromatografia é a mais utilizada para quantificar
farmacos em amostras bioldgicas, uma vez que a maioria destes é lipofilico e se for quantificado
por cromatografia de fase normal apresenta um tempo de retengao de tal forma reduzido que
a sua quantificagao nao é exequivel. A cromatografia de exclusao recorre a separagao dos
componentes da amostra pelo seu tamanho e forma em dissolugio (LOPEZ, 2009). Por sua
vez, a cromatografia de intercambio ionico recorre a utilizagao de fases estacionarias com
grupos ligantes carregados eletricamente, e que se encontram compensados pela presenca de
contra-idoes com a funcao de manter a neutralidade da fase estacionaria, sofrendo deslocacao
aquando da eluicio dos componentes idnicos da amostra (LOPEZ, 2009). A cromatografia de
afinidade utiliza a fase estacionaria ligada a um ligando de afinidade de natureza bioquimica,
separando os componentes de natureza bioquimica da amostra, de forma reversivel e seletiva

(LOPEZ, 2009).

Em diversas técnicas para a quantificagao de farmacos em amostras bioldgicas nao é
possivel a injecao direta da amostra no sistema cromatografico, devido a existéncia de varios
componentes enddgenos que podem interferir com a detecao do composto em estudo, assim
como as proteinas plasmaticas, que podem colmatar a coluna cromatografica, promovendo o
aumento da pressio e a degradacio da fase estacionaria (LOPEZ, 2009). Desta forma, ¢é
necessario tratar as amostras biologicas, sendo que este tratamento varia de acordo com o
tipo de tecido ou fluido bioldgico a analisar, bem como do farmaco de interesse (LOPEZ,
2009). Os processos de tratamento de amostra mais utilizados sao a diluicao, a precipitagao
de proteinas, as extra¢oes liquido-liquido, em fase sélida e por par idnico e a derivatizagao
(LOPEZ, 2009). A diluicio é uma técnica muito utilizada para a anélise de farmacos na urina
pois, em condi¢coes normais, esta nao possui proteinas, mas € muito concentrada e necessita
de ser diluida, normalmente com agua ou com fase mével (LOPEZ, 2009). A desvantagem
desta técnica é o aumento do erro de quantificagao, quer pelo erro da técnica cromatografica
quer pelo erro da diluicio da amostra (LOPEZ, 2009). Relativamente a extracio liquido-
liquido, é uma técnica realizada quando a amostra biologica é muito complexa, extraindo o
analito através da diferente particao entre dois liquidos imisciveis, normalmente aquosos, com
recurso a um solvente orginico e a agitacio da mistura (LOPEZ, 2009). E uma técnica
trabalhosa, morosa e que requer a utilizagio de um padrao interno (Pl), de forma a serem
evitados erros de quantificacio (LOPEZ, 2009). Torna-se desvantajosa pela formacio de
emulsoes, por nao se adequar a extragao de compostos hidrofilicos e por necessitar de um

elevado volume de amostra e solvente orginico (LOPEZ, 2009). Este tipo de extracio de

40



farmaco nao é aplicado em amostras contendo Colistina. A extragao por par ionico é utilizada
para a quantificagao de um composto idnico que é dificil de extrair com um solvente organico
(LOPEZ, 2009). Recorre a utilizacgio de um contra-ido que formara um complexo neutro ao
ligar-se ao composto, permitindo a extragio deste com um solvente organico (LOPEZ, 2009).
Com este tipo de tratamento da amostra, € necessaria a realizagao de uma cromatografia de
par i6nico (LOPEZ, 2009). As técnicas de tratamento da amostra como a precipitacio de
proteinas, a extragao em fase solida e a derivatizagao encontram-se pormenorizadas nas

secgoes 4.3.1., 4.3.2. e 4.3.3,, respetivamente.

4.2. Condicoes cromatograficas para quantificar Colistina

Ao longo dos anos diversas técnicas de HPLC tém sido desenvolvidas com o propdsito de
quantificar Colistina em amostras bioldgicas. Apesar de todas deterem o mesmo objetivo,

todas elas possuem variaveis que as distinguem umas das outras (Tabela 2).
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4.2.1. Coluna cromatografica

Tal como referido anteriormente, a Colistina possui elevado peso molecular e natureza
polar positiva, sendo por isso 6tima para ser quantificada por HPLC de fase reversa. Apesar
da vasta gama de colunas cromatograficas disponiveis no mercado, observando-se a Tabela 2,
verifica-se que sao as colunas C,g de fase reversa que representam a preferéncia, uma vez que
estas promovem a eluicio rapida dos compostos polares, com um tempo de corrida
relativamente curto (BICKER et al, 2013). As colunas Cg sao utilizadas maioritariamente em
cromatografia de fase reversa devido a sua elevada porosidade e area superficial (CHUST,
1990). O grupo funcional das colunas C,g, que se liga aos grupos hidroxilo (-OH) da silica, é o

octadecilsilano dai a abreviatura de C g e a natureza apolar das mesmas (CHUST, 1990).

O outro tipo de colunas cromatograficas utilizado na quantificagao da Colistina em
amostras bioldgicas é a coluna Cq, também de fase reversa. Sao menos hidrofébicas que as
colunas C,g, mas permitem aumentar a reprodutibilidade dos tempos de retengao e melhorar

a separagao e a resolugao dos picos (BICKER et al, 2013).

4.2.2. Fase movel

Para a escolha e otimizagao da fase mével é necessario ter em conta a proporgao dos
solventes organicos, a eventual utilizagdo de uma solugao tampao em vez de agua bem como
a composigao qualitativa e quantitativa da solugao tampao e o valor final do pH (BICKER et al,
2013). O pH final da fase movel esta relacionado com o grau de ionizagao dos compostos a
analisar que depende, por sua vez, dos valores de pKa, ou seja, dependendo dos valores de
pH da fase movel e do pKa dos compostos, estes podem deter diferentes cargas exibindo
comportamentos cromatograficos distintos, afetando os tempos de retengao e a forma dos
picos (BICKER et al, 2013). Na literatura, o pH da fase movel utilizado para quantificar a
Colistina varia entre os 2,5 e 10. Alias este facto nao € de estranhar tendo em conta que as
colunas Cj3 e Cg s6 podem ser usadas neste intervalo de pH. No entanto, a grande maioria
dos tampoes usados na fase movel apresentam valores de pH superiores a 8,9, sendo os

tampoes carbonato e bicarbonato os mais utilizados.

No que se refere a eluigao dos compostos, a eluicao isocratica € mais utilizada do que a
eluicao por gradiente (Tabela 2). A eluigao isocratica consiste na manutengao da composicao
da fase mével durante a corrida, isto é, ao longo da corrida as proporgoes de fase organica e

de fase aquosa nao se alteram. Desta forma, a eluigao isocratica é mais simples e nao necessita
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de tempo extra para reequilibrar a coluna entre corridas consecutivas (BICKER et al, 2013).
Por outro lado, a eluigao por gradiente consiste na alteragcao da proporg¢ao entre as fases
organica e aquosa da fase moével ao longo da corrida, permitindo uma melhor resolugao dos
picos em casos em que a eluigao isocratica nao permite a obtengao de picos com boa
resolucdo e permite, ainda, separar e quantificar um grande numero de compostos

simultaneamente (BICKER et al, 2013).

4.2.3. Detecado
4.2.3.1. Detecao por fluorescéncia

A Colistina, por ser um polipeptideo, nao possui fluorescéncia (FL) nativa (JANSSON et
al, 2009; LI et al, 2001), no entanto tal nao impede que se recorra a detegao por FL com
regularidade (Tabela 2). Para tal é necessario recorrer a um processo de derivatizagao antes
de submeter a amostra a analise cromatografica, requerendo-se a otimizagao da concentragao
do agente derivatizante, bem como da temperatura e do tempo da reagao (BICKER et al,

2013).

Apesar do inconveniente consumo de tempo da reagao de derivatizagao e de ser propensa
a interferentes, a detegao por FL continua a ser uma técnica sensivel, seletiva, confiavel, de

facil execugao e mais acessivel do que a espetrometria de massa (MS) (BICKER et al, 2013).

4.2.3.2. Detecao por espetrometria de massa

O segundo sistema de detegao mais utilizado na quantificagao da Colistina € a MS, que
permite quantificar e identificar compostos por associar o tempo de retengao com a sua

estrutura quimica (BICKER et al, 2013).

O seu funcionamento baseia-se na transigao dependente da massa entre o percursor idnico
e os ioes produzidos (BICKER et al, 2013), onde a transigao apenas € extraida apos a ionizagao
por eletrospray positivo ou negativo (BICKER et al, 2013). Desta forma, para se ionizar
compostos basicos recorre-se a ionizagao por eletrospray positivo, e para se ionizar
compostos acidos utiliza-se a ionizagao por eletrospray negativo (BICKER et al, 2013). Como
a Colistina possui caracter basico, devido a possuir 5 grupos amina (KASSAMALI, DANZIGER,
2015), aquando da sua detegao por MS, recorre-se a ionizagao por eletrospray positivo (Tabela
2).
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A sensibilidade da detegao por MS depende da eficiéncia da ionizagao, que ¢ afetada pelas
caracteristicas dos compostos, pelas variaveis cromatograficas e pela matriz (BICKER et al,
2013). Mesmo assim, a MS é uma alternativa versatil que permite a identificagdo de compostos
de forma inequivoca e que possui um tempo reduzido de preparagao da amostra (BICKER et

al, 2013).

4.2.3.3. Detecao ultravioleta-visivel

Apesar de a Colistina possuir uma baixa absorvancia no ultravioleta (UV) (JANSSON et al,
2009; LI et al, 2001), a detegao por ultravioleta-visivel (UV-Vis) é utilizada frequentemente,
quer utilizando um detetor de UV quer um detetor de varrimento de diodos (DAD) (Tabela
2), uma vez que detém a capacidade de identificar compostos como a Colistina de forma
sensivel e eficaz (LOPEZ, 2009). No entanto, sio instrumentos dispendiosos e que nio
permitem a eluicio por gradiente, devido a alteracio do indice de refracio do meio (LOPEZ,

2009).

A diferenca nos detetores supracitados encontra-se na forma como a radiagao incide na
amostra a quantificar. No detetor de UV apenas a radiagio com determinado comprimento
de onda incide na amostra; no detetor de DAD a radiagao incidente abrange uma gama de

radiacoes.

4.2.4. Padrio interno

Com o objetivo de corrigir as perdas de analitos decorrentes durante o processo de
preparagao da amostra e as variagoes cromatograficas que podem alterar as caracteristicas do
pico, frequentemente utiliza-se um composto designado de PI, principalmente quando as
amostras sio complexas, como por exemplo o plasma e tecidos (LOPEZ, 2009). O Pl é um
composto quimico que idealmente deve apresentar com comportamento similar ao do analito
a quantificar durante todo o processo de tratamento da amostra e cromatografico. Por esta
razao &, normalmente, estruturalmente similar ao composto. A quantidade adicionada é

conhecida e mantida a mesma para todas as amostras.

Diversos padroes internos tém sido utilizados para o desenvolvimento e validagao de
técnicas analiticas com o objetivo de quantificar Colistina em amostras biolégicas, sendo que

a sua escolha pode depender do tipo de detegao utilizada (Tabela 2). Desta forma, caso se
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opte por uma detegao por MS, os padroes internos devem ser isotopos estaveis e conhecidos,
para que se obtenha uma melhor precisao e exatidao (BICKER et al, 2013), permitindo a
quantificagao de amostras com concentragao de fairmaco conhecida, apos a aplicagao do
mesmo procedimento de preparagao de amostras que contém o (s) composto (s) de interesse
(LOPEZ, 2009) e, ainda, verificar se as amostras possuem ou nio interferentes e se o

procedimento de preparagao destas foi executado corretamente.

O PI mais utilizado ¢é o sulfato de netilmicina (Tabela 2), sendo utilizado como Pl para
detegao por FL. A Polimixina B e a Polimixina B, sao utilizados na mesma extensao, como PI
para detegao por MS e por MS e FL, respetivamente (Tabela 2). No entanto, o sulfato de
Polimixina B e a reserpina (Tabela 2) também sao utilizados como padroes internos em
técnicas cromatograficas para a quantificagao de Colistina (Tabela 2), sendo ambos utilizados

para detegao por MS (Tabela 2).

4.3. Técnicas de preparacao de amostras

Para quantificar a Colistina em amostras biologicas, estas tém de ser previamente
submetidas a um processo de tratamento antes da sua inje¢ao no sistema de HPLC, de forma
a eliminar interferentes endégenos da amostra e a aumentar a sua concentragao na solugao

injetada (BICKER et al, 2013).

As técnicas contempladas na Tabela 2 apresentam procedimentos de tratamento de
amostra que variam de técnica para técnica, e com o intuito de melhor os perceber foi

elaborada a Tabela 3.
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4.3.1. Precipitacao de proteinas

Este procedimento normalmente precede outros procedimentos de preparagao de
amostras, mas também pode ser executado individualmente (BICKER et al, 2013), consistindo
na desnaturagdo das proteinas presentes na amostra bioldgica utilizando um agente

precipitante.

Os agentes precipitantes normalmente utilizados sao o acido tricloroacético (TCA), numa
proporcao entre |1/10 e 1/5, o metanol e o acetonitrilo (ACN), ambos numa proporgao de
/1, e ainda misturas hidroalcodlicas (LOPEZ, 2009). Relativamente a precipitagio de proteinas
de amostras contendo Colistina, o agente mais utilizado é o metanol, seguido do TCA, do
ACN e do acido trifluoroacético (TFA) (Tabela 3). A preferéncia do metanol deve-se ao facto
de ser um agente precipitante menos energético que o TCA e, desta forma, nao degradar a
amostra. Mas por nao ser tao energético, pode nao desnaturar todas as proteinas e estas
ficarem no sobrenadante que, ao ser injetado no sistema de HPLC, promove a degradagao da
coluna cromatografica (LOPEZ, 2009). Uma outra desvantagem inerente ao uso do metanol
como agente precipitante € a de poder dissolver a amostra que, em casos em que a

concentragio de Colistina é baixa, se torna um problema (LOPEZ, 2009).

4.3.2. Extraciao em fase sélida

Como é possivel observar na Tabela 3, a extragao em fase solida (SPE) é frequentemente
utilizada no tratamento de amostras biologicas para a quantificagao de Colistina.

7

E uma técnica que deriva da cromatografia liquida, permitindo a extracao de analitos
altamente funcionalizados de amostras aquosas e a sua posterior eluicio com solventes
organicos. O procedimento de extragao é baseado na adsorcao seletiva e na concentragao do
analito, permitindo assim a sua retengao de forma mais eficiente, seletiva e com recurso a um

menor volume de solvente organico que a extragao liquido-liquido.

A escolha do agente adsorvente, do volume da amostra e do volume e composigao das
solugoes de lavagem e de eluiciao é importante, de forma a nao comprometer a recuperagao
da Colistina e a performance da técnica. O agente adsorvente mais utilizado em amostras
biologicas contendo Colistina é o Cig (Tabela 3), sendo também utilizados como agentes
adsorventes o Cg a N-vinilpirrolidona hidrofilica e o divinilbenzeno lipofilico (dois
monomeros) e ainda o poliestireno-divinilbenzeno (copolimero) (Tabela 3). Relativamente as

solugoes de lavagem, existe uma grande variedade aplicada ao tratamento de amostras
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bioldgicas com Colistina dependendo das caracteristicas do enchimento do cartucho de SPE.
Neste contexto, salientam-se como exemplos o tampao carbonato, agua, metanol e as
misturas de agua e metanol, de metanol e acido formico e ainda de agua, metanol e acido
formico (CHEPYALA et al, 2014; GIKAS et al, 2013; GMUR et al, 2003; GOBIN et al, 2010;
IMBERTI et al, 2012; JIN et al, 2009; LI et al, 2001; LI et al, 2002; MERCIER et al, 2014; SORLI
et al, 2013; THOMAS et al, 2012; XU et al, 2012). A solugao de lavagem mais utilizada é a
acetona, mas também sao utilizadas misturas de ACN, agua e TFA, de acido féormico e metanol,
de acido formico, metanol e 4dgua e ainda de acetona, ACN e acido borico (CHEPYALA et al,
2014; GIKAS et al, 2013; GMUR et al, 2003; GOBIN et al, 2010; IMBERTI et al, 2012; JIN et
al, 2009; LI et al, 2001; LI et al, 2002; MERCIER et al, 2014; SORLI et al, 2013; THOMAS et al,
2012; XU et al, 2012).

Apesar da sua ampla aplicagao, a SPE é uma técnica morosa, dispendiosa e que promove a
falta de reprodutibilidade de performance devido a utilizagao Unica dos cartuchos, isto ¢, devido

aos cartuchos s6 poderem ser utilizados uma vez.

4.3.3. Derivatizacao (detecao por fluorescéncia)

A derivatizagdo € um procedimento de tratamento de amostras indispensavel para a
quantificagao de Colistina, principalmente quando a detegao é feita por FL (Tabela 3). Isto
porque, como referido anteriormente, a Colistina nao possui FL nativa e a sua absorvancia em
UV é baixa (JANSSON et al, 2009; LI et al, 2001). Desta forma, a derivatizagao permite a
transformagao quimica da Colistina em compostos derivados desta, que possuem estrutura e
comportamento quimicos diferentes, mas que se encontram mais aptos ao Pprocesso

cromatografico (LOPEZ, 2009).

O agente derivatizante mais utilizado na preparagao de amostras com Colistina € o
cloroformiato de 9-fluorenilmetil (FMOC-CI) (Tabela 3). De acordo com a literatura
contemplada na referida tabela, aquando da adicao do FMOC-CI, é necessario aguardar |0
minutos para que a reagao de derivatizagao se concretize, nao havendo a necessidade de esta
ocorrer no escuro uma vez que os compostos nao sao fotossensiveis (CHEPYALA et al, 2015;
JIN et al, 2009; LI et al, 2001; LI et al, 2002; SORLI et al, 2013). E uma reacao rapida e que
aumenta a seletividade e sensibilidade da técnica de HPLC (LOZANO et al, 2007), apesar de
poder diminuir a reprodutibilidade interlaboratorial (GOBIN et al, 2010). Outros agentes

derivatizantes utilizados incluem o cloreto de dansilo, fetaldialdeido (OPA) e a reserpina
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(Tabela 3). A reagao de derivatizagao com o cloreto de dansilo necessita de uma hora para

ocorrer, devendo ocorrer ao abrigo da luz (GMUR et al, 2003).

4.4. Estabilidade e armazenamento

A Colistina é mais estavel em amostras plasmaticas do que em amostras sanguineas

(JANSSON et al, 2009).

Quando armazenada a -20°C e é submetida a pelo menos 3 ciclos de congelamento-
descongelamento, a Colistina mantém-se estavel (CHEPYALA et al, 2015; GIKAS et al, 2013;
MERCIER et al, 2014). Também se mantém estavel quando armazenada a temperatura

ambiente durante 24h (CHEPYALA et al, 2015; GMUR et al, 2003).

Quando as amostras sao derivatizadas e armazenadas a 4°C, a Colistina parece ser estavel

pelo menos durante 24h (CHEPYALA et al, 2015; GMUR et al, 2003).

59



5. Materiais e Métodos

5.1.Reagentes e compostos

O sulfato de Colistina, o cloridrato de anfetamina, utilizado como PI, e o cloreto de dansilo,
utilizado como agente derivatizante, foram adquiridos através da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). O metanol e o ACN (ambos grau gradiente para HPLC) foram adquiridos através da
Fisher Scientific (Leicestershire, Reino Unido). A dgua ultrapura (grau gradiente para HPLC;
18,2 MQ.cm) foi preparada com recurso a um sistema de agua MilliQ da Millipore (Milford,

MA, EUA).

O TCA, o sulfato de sédio anidro, o bicarbonato de sédio e o carbonato de sédio
decahidratado, todos em estado sélido, foram obtidos através da Sigma Aldrich (St Louis, MO,
EUA), assim como o hidréxido de sédio, utilizado no ajuste do pH do tampao bicarbonato de
sodio. O acido formico (98%), o acido acético glacial (100%) e a acetona extra pura foram
adquiridos através da Panreac Quimica SA (Barcelona, Espanha), da Merck KGaA (Darmstadt,

Alemanha) e da Scharlab S. L. (Barcelona, Espanha), respetivamente.

Os brancos de plasma humano foram cedidos pelo Instituto Portugués de Sangue, apos

consentimento informado e escrito de individuos dadores de sangue.

5.2. Solucgdes stock, padrdes de calibracdo e padrdes de controlo da qualidade

As solugoes stock de sulfato de Colistina e cloridrato de anfetamina foram preparadas em
agua ultrapura MilliQ, numa concentragao de 1,0 mg/mL. A solugao de farmaco foi,
posteriormente, diluida com 0,1 M tampao bicarbonato de sédio (pH=8,8) por forma a obter
as seis solucoes de fortificacdo de calibracao com as concentracgoes finais de 0,9; 1,8; 3,6; 10,0;
30,0 e 90,0 ug/mL e as quatro solugoes de controlo de qualidade (0,9; 2,0; 40,0 e 80,0 pug/mL).
Uma solugao de calibragao de cloridrato de anfetamina, utilizada como PI, foi preparada a 9,0
pg/mL, diluindo apropriadamente a respetiva solugao stock com 0,1 M tampao bicarbonato de

sodio (pH=8,8).

Os padroes de calibragao foram preparados a 0,09; 0,18; 0,36; 1,0; 3,0 e 9,0 pg/mL pela
adicao de 10 pL da respetiva solucao de fortificacao de calibragao a 100uL de plasma humano

branco.
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Os padroes de controlo da qualidade (CQ) foram preparados de forma independente, em
plasma humano, no limite de quantificacao (CQ0q) € a 3 concentragdes diferentes
representativas da gama de concentragoes esperada: concentragoes baixa (CQ)), média (CQ,)
e alta (CQ;3), por forma a obter as concentragoes plasmaticas finais de 0,09; 0,2; 4,0 e 8,0

pg/mL, respetivamente.

As solugoes stock e de fortificagao foram armazenadas a 4°C e protegidas da luz.

5.3. Preparacao e extracao das amostras plasmaticas

Apos otimizagao, o processo aplicado para a preparagao das amostras plasmaticas para
quantificagao da Colistina por HPLC-FL consistiu em precipitar as proteinas plasmaticas e
submeter posteriormente o residuo redissolvido a um processo de derivatizagao com o

cloreto de dansilo.

A preparagao iniciou-se com a adigao de 10 pL de 0,1 M tampao bicarbonato de sodio
(pH=8,8) a 100 pL de plasma humano, seguida da adigao de |0 pL da solugao de fortificagao
do Pl e de 20 pL de 20% TCA. Apos agitagao no vortex durante |5 segundos, a mistura foi
centrifugada a 5000 g a 4°C, durante |5 minutos, por forma a precipitar as proteinas
plasmaticas. O sobrenadante resultante foi recolhido e evaporado a secura sob uma corrente
ligeira de azoto a 45°C. O residuo seco obtido foi reconstituido em 100 pL de 0,1 M tampao
bicarbonato de soédio (pH=8,8) por agitagao no vortex durante | minuto e nos ultrassons,
durante | minuto. O volume total do extrato reconstituido (100 pL) foi, entao, submetido a
um processo de derivatizagao com 100 pL de cloreto de dansilo (0,3 mg/mL, em ACN). A
mistura foi incubada a 45°C durante | hora, ao abrigo da luz. Apos a reagao de derivatizagao,
a amostra foi centrifugada a 12100 g, durante 2 minutos. Quarenta microlitros de
sobrenadante foram injetados no sistema cromatografico. A Figura 2 esquematiza o processo

de preparagao e extragao das amostras de forma sucinta.
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Figura 2 - Esquema da preparagao das amostras de plasma humano.

[ Plasma (100 pL) ]

Tampao bicarbonato (0,1 M; pH=8,8; 10 pL)

P1 (9,0 pg/mL; 10 pl) Vortex (15 segundos)

<«

Centrifugagao

(5000 g, 4°C, 15
minutos)

4

[ Sobrenadante ]

Evaporagio (azoto; 45°C; 10 minutos)

v

Reconstitui¢io do residuo seco (0,1 M Vortex (I minuto)

tampao bicarbonato de sodio; pH=8,8) b Ultrassons (I minuto)

Derivatizacao

v

(cloreto de dansilo (0,3 mg/mL, em

ACN; | hora; 45°C; no escuro)
Centrifugacao

(12100 g; 2 minutos)

A4

Extrato final

(40 pL injetados
para analise por
HPLC-FL)
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5.4.Sistema de HPLC e condi¢cGes cromatograficas

As analises cromatograficas apresentadas na presente dissertagao para o desenvolvimento,
validagdao e quantificagao da Colistina em plasma humano foram realizadas num aparelho de
HPLC da marca Shimadzu® (Shimadzu Corporation, Quioto, Japio), equipado com um sistema
de mistura de solventes (LG-20A), um desgaseificador (DGU-20A5), um injetor automatico
(SIL-20AHI) com um bucle de 10-50 pL, um forno (CTO-10ASVP) para o controlo da
temperatura da coluna, um detetor de fluorescéncia (RF-20AXS) e um detetor de varrimento
diodos (SPD-M20A). Para o controlo das condi¢oes cromatograficas e o processamento e

integragao dos dados utilizou-se o software LCsolution (Shimadzu Corporation, Quioto,
Japao).

Apos otimizagao, as condigoes cromatograficas finais aplicadas para separar o farmaco e o
Pl e quantificar a Colistina em plasma humano incluiram uma coluna C,s LiChroCART®
Purospher Star de fase reversa: 55 mm de comprimento, 4 mm de didametro interno e 3 pym
de tamanho de particula (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e uma eluicao em gradiente
que decorreu a 30°C com as caracteristicas indicadas na Tabela 4. O volume de injegao foi de
40 pL e os comprimentos de onda de excitagao e de emissao foram estabelecidos nos 343 e

500 nm, respetivamente.

Tabela 4 - Programa de eluicao por gradiente da fase moével aplicado ao método de HPLC-

FL apresentado nesta dissertacao.

Tempo Fase movel Fluxo
(minutos)
0-4 ACN: agua ultrapura 0,7 mL/min
(65: 35, viv)
4-5 ACN: agua ultrapura 1,0 mL/min
5-12 (90:10, v/v)
12-13 ACN: agua ultrapura 0,7 mL/min
13-17 (65:35, v/v)
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5.5.Validacao do método

O método otimizado foi validado de acordo com as guidelines internacionais da EMA e da
Food and Drug Administration (FDA) que descrevem os requisitos exigidos para validar métodos
bioanaliticos (EMA, 2012; FDA, 2001). Foi assim elaborada uma validagao total do método
bioanalitico, uma vez que este foi desenvolvido e implementado pela primeira vez no
laboratério, havendo a necessidade de garantir que todos os parametros requeridos
asseguravam a aceitabilidade do desempenho e da confiabilidade dos resultados analiticos
obtidos. Desta forma, foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, linearidade, limite

de quantificagao, precisao, exatidao, recuperagao e estabilidade.

5.5.1. Seletividade

A seletividade do método consiste na capacidade de este diferenciar o analito em estudo
dos outros componentes da amostra, como por exemplo componentes endégenos da matriz,
metabolitos da Colistina, componentes da decomposicao dos produtos da amostra e
medicamentos concomitantemente administrados ao doente (EMA, 2012; FDA, 2001). Nao
implica que o método seja especifico para o composto em estudo; implica, sim, que seja capaz
de o distinguir inequivocamente de outros componentes, nomeadamente pelo seu tempo de
retencao. Significa, assim, que nao sao detetados picos interferentes nos tempos de retencao

do sulfato de Colistina e do PI.

No presente trabalho, a seletividade foi avaliada analisando amostras de plasma branco
obtidas de 6 individuos diferentes, submetidas ao processo de tratamento das amostras,
comparando os cromatogramas resultantes com os obtidos apos fortificagao das amostras de

plasma com o farmaco e com o PI.

5.5.2. Linearidade e limite de quantificacdao

A linearidade do método cromatografico foi avaliada na gama de concentragoes de 0,09 a
9,0 pg/mL, construindo, em 5 dias diferentes (n=5), curvas de calibragao preparadas em
brancos de plasma humano, fortificado com seis padroes de calibragao com concentragoes
conhecidas do analito (EMA, 2012; FDA, 2001). As curvas de calibragao foram determinadas
considerando o quociente entre a area dos picos de Colistina (A+B) e a area do pico do

cloridrato de anfetamina (resposta cromatografica) em fungao da respetiva concentragao do
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farmaco. Os dados obtidos foram sujeitos a analise de regressao linear ponderada, usando
como fator de ponderacio o inverso do quadrado da concentragio (I/x?%). Foi selecionado
este fator de ponderagao por melhor se ajustar a razao entre as areas do firmaco e do Pl e a
concentragao, dado a soma, em valor absoluto, da percentagem do erro relativo apresentar o

valor mais baixo.

O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) do método analitico foi definido como a
concentragao mais baixa da curva de calibragao que pode ser determinada com uma precisao
(expressa como a percentagem do coeficiente de variagao, CV) que nao exceda os 20% e uma
exatidao (expressa como a percentagem do desvio do valor da concentragao nominal, bias)
compreendida entre os +20%. O LLOQ foi avaliado intra e interdia com recurso a 5 replicados

de amostras de plasma (n=>5) fortificadas com a concentragao mais baixa da gama de calibragao.

5.5.3. Precisao e exatidao

A precisao e a exatidao dos resultados foram avaliadas, intra e interdia, em replicado (n=5)
através das amostras de CQ,, CQ, e CQ;. Os critérios de aceitagdo para a precisao e a
exatidao foram, respetivamente, um valor de CV menor ou igual a 15% e um valor de bias

dentro do intervalo +15%.

5.5.4. Recuperacio

A recuperagao da Colistina e do cloridrato de anfetamina a partir das amostras plasmaticas
foi determinada em replicado (n=5) nas concentragoes dos CQ,, CQ, e CQ; e de 9,0 pg/mL
para o Pl. A recuperagao foi estimada comparando as razbes entre as areas dos picos do
farmaco em amostras de plasma fortificadas e extraidas nas solugoes correspondentes nao

extraidas (apenas derivatizadas) que correspondem a 100% de recuperacao.
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5.5.5. Estabilidade em plasma

A estabilidade do sulfato de Colistina em plasma humano foi avaliada em replicado (n=5)
recorrendo as amostras de CQ, e CQ;. A estabilidade foi testada apos 2 h a temperatura
ambiente, 24 h a 4°C e apds 30 dias a -20°C, por forma a mimetizar os processos de
manipulagao, tratamento e armazenamento das amostras pré-analise. A estabilidade foi ainda
avaliada nas condi¢oes do injetor automatico, ou seja, apds extragao e derivatizagao, as

amostras foram mantidas 24 horas a 4°C.

A estabilidade foi estimada comparando os resultados das amostras analisadas antes
(amostras referéncia) e depois (amostras de estabilidade) da exposicao as condigoes de
avaliagao da estabilidade. O quociente entre a concentragao das amostras de estabilidade e a
das amostras referéncia situado entre os 85 e |15% foram definidos, de acordo com as

guidelines, como critério de estabilidade.

5.6. Aplicacao do método a amostras clinicas

Para a aplicagao do método desenvolvido a casos reais, foram analisadas |13 amostras
clinicas de 10 doentes. As referidas amostras foram submetidas ao processo de tratamento
mencionado na secgao 5.3. e submetidas a analise por HPLC-FL de acordo com as condigoes

cromatograficas especificadas na segao 5.4..

As vias de administracao e posologia aplicadas sao apresentadas na Tabela 5, bem como o
periodo de tempo decorrido entre a administragio do CMS e a colheita de sangue. Com o
intuito de salvaguardar a anonimidade dos doentes, estes serao referidos como niimeros que

nao correspondem a realidade.
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Tabela 5 - Vias de administragao, posologia e tempo decorrido entre a administragao do

CMS e a colheita de sangue.

Doente Via de Posologia Periodo de tempo entre a
administracao administracao do CMS e a

colheita de sangue

| v | MIU 22h 40 minutos
(24 em 24 horas)
v | MIU 22h 40 minutos
(24 em 24 horas)
2 v 2 MIU 7h 50 minutos
(8 em 8 horas)
3 IV / inalatoria 2MIU/ I MIU 9h 40 minutos
(8 em 8 horas, ambas) (ambas)
IV / inalatoria 3MIU/ I MIU I3h 40 minutos / 9h 40
(12 em 12 horas / 8 em minutos
8 horas)
4 v 2 MIU 6h 30 minutos
(8 em 8 horas)
inalatéria | MIU 9h 45 minutos
(8 em 8 horas)
5 v 4,5 MIU I2h 30 minutos
(12 em 12 horas)
6 v | MIU [0Oh |5 minutos
(12 em 12 horas)
7 v | MIU I2h 30 minutos
(8 em 8 horas)
8 v | MIU 7h 15 minutos
(8 em 8 horas)
9 v | MIU 7h 10 minutos

(8 em 8 horas)

10 - - -
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6. Resultados

6.1. Desenvolvimento do método
6.1.1. Detecdo por DAD

Apesar de a maioria das técnicas de HPLC para quantificagdo da Colistina recorrer a
detetores de FL ou de MS (Tabela 3), optou-se por iniciar o desenvolvimento do presente
método utilizando o DAD que, nao necessitando de um processo de derivatizagao, permite
obter um método mais rapido e facil, bem como um maior conhecimento sobre o farmaco.
Assim, com base no método publicado por LOSANO et al, 2007, tentou-se eluir a Colistina
de uma coluna C;3 LiChroCART® Purospher Star de fase reversa aplicando diferentes
composicoes de fase movel, eluidas a um fluxo de I mL/min e constituidas por uma fase aquosa
de tampao sulfato de sédio anidro (pH=5,7) (Tabela 6). Os cromatogramas obtidos com as

fases moveis 3 e 4 da Tabela 6 apresentam-se na Figura 3.

Tabela 6 - Fases moveis testadas para a detegao por DAD.

Fase mével Tempo retencao da Colistina

(minutos)

Colistina A Colistina B

I. Tampao sulfato de
sodio anidro: ACN 1,46 0,96
(75: 25, viv)

2. Tampao sulfato de
sodio anidro: ACN 491 0,95
(50: 50, v/v)

3. Tampao sulfato de

sodio anidro: ACN: 7,57 3,50
MeOH

(75: 20: 5, vIviv)
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4. Tampao sulfato de

sodio anidro: ACN: 3,94 2,04
MeOH

(73: 22: 5, viviv)

Figura 3 - Cromatogramas obtidos através da detecao por DAD de solugoes diretas de

Colistina eluidas com as fases moveis 3 e 4 (a e b, respetivamente).
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Com a fase movel constituida por tampao sulfato de sodio anidro, ACN e metanol, nas
proporc¢oes de 73%, 22% e 5%, respetivamente, foram testadas diversas concentragoes de
Colistina (0,5; 5,0 e 50,0 pg/mL), no entanto para concentragoes inferiores a 5 pg/mL nao foi

possivel a detegao dos analitos.

Assim sendo, e na tentativa de concentrar a amostra apds extragao do firmaco das
amostras de plasma, procedeu-se a fortificagado do plasma com Colistina (50,0 pg/mL) e
submeteram-se as amostras a um processo de SPE, utilizando cartuchos OASIS HLB® (30 mg/L;
Waters, Milford, MA, EUA), que se encontra sumariado na Tabela 7. Os brancos de plasma
humano apresentaram interferentes no tempo de retengao da Colistina (Figura 4), em
quantidades bastante superiores a margem terapéutica e a outras gamas de calibragao descritas
na literatura, 0,1- 8,0 pg/mL (CHEPYALA et al, 2015; SORLI et al, 2013), para a Colistina,

limitando a aplicagao deste tipo de detegao.
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Tabela 7 - Processo de extragao e concentragao da Colistina por SPE.

SPE Acondicionamento | Lavagem Eluicao Resultados
Condigoes metanol e agua metanol | 0,1% acido | O metanol é o melhor
| ultrapura formico em | solvente de lavagem, pois
Condigoes agua metanol | permite obter
2 ultrapura cromatogramas com

menos interferentes e
menor tempo de
retencao da Colistina

Figura 4 - Cromatogramas de amostras plasmaticas brancas apds extragao por SPE nas

condigoes | e 2 (a e b, respetivamente), eluidas com a fase movel de tampao sulfato de sédio

anidro: ACN: metanol (73: 22: 5, v/v/v).
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6.1.2. Derivatizacao para detecdo por fluorescéncia

Apos descartar a detegao por DAD, optou-se pela detegao por FL. O primeiro desafio

encontrado centrou-se no processo de derivatizagao das amostras com o cloreto de dansilo.

A fase movel inicialmente testada teve por base o trabalho publicado por GMUR et al,

2010 (Tabela 2), sendo esta constituida por 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura e

metanol, nas proporgoes de 70% e 30%, respetivamente, e eluida a um fluxo de 0,8 mL/min.

Os comprimentos de onda de excitagao e de emissao foram 344 e 518 nm, respetivamente.

Foram injetadas solugoes aquosas do farmaco (1,0 mg/mL, em agua ultrapura), apos | hora de

reagao de derivatizagao com cloreto de dansilo (0,5 mg/mL, em ACN), a temperatura
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ambiente no escuro. Nao foram obtidas diferengas entre os cromatogramas das solugoes
contendo apenas o agente derivatizante e os das solugoes com a Colistina derivatizada. Assim
sendo, foram testadas diferentes concentragoes de farmaco (25 - 250 pg/mL) e temperaturas
da reagao de derivatizagao (temperatura ambiente e 45°C). Todavia, os resultados foram
similares independentemente de as amostras conterem ou nao Colistina. Desta forma, a
concentragao do cloreto de dansilo foi testada, variando-a entre 0,3 e 1,0 mg/mL, por forma
a avaliar-se a possivel saturagao e/ou sobreposi¢cao dos picos dos analitos derivatizados com
o agente de derivatizagao, bem como a existéncia de cloreto de dansilo em quantidade
suficiente para reagir com o analito. No entanto, nao foram observadas diferengas nos

resultados obtidos.

Face aos resultados obtidos, a fase movel foi alterada para 70% de metanol e 30% de 0,2%
acido acético glacial em agua ultrapura e a componente cromatografica response foi alterada
de |s para 3s, tal como descrito por FUH et al, 2002, mas nao houve registo de picos que
indicassem ser da Colistina. Como estes resultados nao sofreram alteragoes quando
comparados com os obtidos até ao momento, optou-se pela avaliagio do efeito do pH do

tampao bicarbonato de sodio, utilizado na preparagao das solugoes de fortificagao.

Por conseguinte, foi preparada uma solugao de farmaco na concentragao de 250 pg/mL,
em 0,1 M tampao bicarbonato de sédio, pH=8,8, apos ajuste do mesmo com 2,0 M hidroxido
de sodio. Promoveu-se a reagao de derivatizagao entre a referida solugao de farmaco e o
agente derivatizante, na concentragao de 0,5 mg/mL, dissolvido em ACN ou em acetona,
durante | hora e uma hora e meia a 45°C. Nos cromatogramas das solu¢oes contendo
Colistina foi possivel a distingao de dois picos: um referente a Colistina A e outro referente a
Colistina B, picos esses que nao existiam nos cromatogramas das solugoes sem Colistina. Nao
tendo sido observadas diferengas nos resultados obtidos com o cloreto de dansilo dissolvido
em ACN ou em acetona, optou-se pela dissolugao do agente derivatizante em ACN, uma vez

que este se encontra mais frequentemente indicado na literatura.

Motivados pelos resultados obtidos, nao obstante as reduzidas area e altura dos picos
obtidos, provavelmente pela fraca resolugao dos mesmos, isto é, muito largos e baixos,
diminuiu-se a concentragao do agente de derivatizagao para 0,15 e 0,3 mg/mL. As solugoes
foram eluidas com a fase movel metanol: 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura (70: 30,

v/v), e os resultados obtidos encontram-se na Figura 5.
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Figura 5 — Cromatogramas obtidos das solugoes brancas e fortificadas com Colistina (250
pg/mL) apos derivatizagao com cloreto de dansilo na concentragao de 0,15 mg/mL (al e a2,

respetivamente) e na concentragao de 0,30 mg/mL (bl e b2, respetivamente).
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E possivel verificar que as reacdes de derivatizacgio com o cloreto de dansilo na
concentragao menor (0,15 mg/mL) possuem mais ruido, de tal forma, que existiu a necessidade
de apresentar o cromatograma referente a amostra fortificada numa escala maior (Figura 5).
E, também, evidente que os picos da Colistina A e B apds derivatizacio com cloreto de dansilo
na concentragao de 0,15 mg/mL possuem uma largura mais ampla, quando comparados com
os obtidos com o agente derivatizante na concentragao de 0,3 mg/mL. Desta forma, a
concentragao de 0,3 mg/mL do agente derivatizante foi selecionada para os estudos seguintes.
Com o intuito de obter uma melhor resolucao e simetria dos picos, a fase moével foi alterada
para metanol: 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura (85: 15, v/v), bem como o fluxo ao
qual foi eluida (0,8 mL/min), no entanto a temperatura do forno foi mantida (30°C). Os

resultados obtidos encontram-se na Figura 6.
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Figura 6 — Cromatogramas obtidos das solugoes brancas e fortificadas com Colistina (50
pg/mL), apos eluigao com 85% metanol e 15% 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura (a

e b, respetivamente).
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Através da Figura 6, € possivel observar uma melhoria na resolugao e na simetria dos picos
da Colistina A e B, bem como um aumento substancial das suas areas. Contudo, os tempos
de retencao obtidos foram tardios, 16,99 e 22,08 minutos para a Colistina B e A,
respetivamente. Desta forma, estudou-se a possibilidade dos analitos serem eluidos a menores

tempos de retengao.

Para a otimizagao dos tempos de retengao da Colistina A e B, foi adicionada uma pequena
percentagem de ACN a fase movel, obtendo-se uma fase movel constituida por 80% de
metanol, 15% de 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura e 5% de ACN. Os resultados
foram semelhantes aos anteriores e, consequentemente, a fase moével foi mantida com as
percentagens em metanol e 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura anteriores (85: 15,
v/v). Assim, o fluxo foi aumentado para |,0 mL/min. Nestas condigoes, foi possivel a diminuigao
dos tempos de retengao da Colistina A e B para 13,73 e 17,84 minutos, respetivamente, bem

como a sua quantificagao na concentragao de 0,125 pg/mL (Figura 7).
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Figura 7 — Cromatogramas obtidos das solugdes diretas de Colistina nas concentragoes de
0,125 pg/mL (a) e de 25 pg/mL (b), apos eluicao com metanol: 0,2% acido acético glacial em

agua ultrapura (85: 15, v/v; 1,0 mL/min).
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De modo a utilizar-se uma fase movel mais econémica e rapida, testou-se a influéncia da
substituicao do 0,2% acido acético glacial em agua ultrapura por agua ultrapura. Como nao
foram observadas alteragoes significativas, a fase movel foi alterada para metanol e agua (85:
I5, v/v), evitando a lavagem diaria da coluna exigida aquando da utilizagao de tampoes, por
forma a que os sais dos mesmos nao precipitem no sistema de HPLC e/ou na coluna

cromatografica, promovendo a detioragao de ambos.
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6.1.3. Preparacao e extracao das amostras plasmaticas

Motivados pelos resultados obtidos e com o objetivo de otimizar um processo rapido e
facil de extragao do farmaco a partir de amostras de plasma humano, as amostras de plasma
foram submetidas a um processo simples de precipitagao das proteinas plasmaticas. Como
agente precipitante, testou-se o ACN, uma mistura de 20% TCA e metanol (50: 50, v/v) e
apenas 20% TCA. Apos a adicao de cada um dos agentes de precipitagao ao plasma branco e
fortificado com Colistina a 60 pg/mL, as misturas foram centrifugadas a 1000 g e 4°C, durante
|5 minutos, e o sobrenadante resultante foi recolhido e evaporado sob uma corrente ligeira
de azoto a 45°C e, posteriormente, reconstituido em 0,1 M tampao bicarbonato de sodio
(pH=8,8), e submetido ao processo de derivatizagao previamente descrito na secgao 6.1.2..
No entanto, aquando da adicao do agente derivatizante as amostras turvaram, indicando a
existéncia de proteinas que nao precipitaram apos a adigao do agente de precipitagao (ACN).
Desta forma, as amostras foram novamente centrifugadas (12100 g durante 2 minutos) para
que pudessem ser injetadas no sistema de HPLC sem promoverem o deterioramento do
mesmo nem da coluna cromatografica. Além das amostras fortificadas com Colistina (60
pg/mL), também foram preparadas amostras de plasma branco ao qual apenas era adicionado
o agente precipitante, por forma a ser testada a influéncia dos mesmos nos picos da Colistina.
Os resultados obtidos apos a injegao das amostras submetidas a precipitagao proteica com

ACN, com a mistura e com 20% TCA encontram-se na Figura 8.
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Figura 8 - Cromatogramas das amostras plasmaticas brancas e fortificadas com Colistina apos
precipitacao proteica com ACN (al e a2, respetivamente), com a mistura metanol: 20% TCA

(50:50, v/v) (bl e b2, respetivamente) e com 20% TCA (cl e c2, respetivamente).
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Face aos resultados obtidos (Figura 8), testou-se a variagao do volume de plasma (100,
200 e 300 plL) para a precipitagao proteica com a mistura de 20% TCA: metanol (50: 50, v/v),
bem como o aumento da forga gravitica da centrifugacao apos a adicao do agente precipitante
para os 5000 g. Para cada volume foram preparadas duas amostras: uma branca e uma
fortificada, as quais foi adicionado o mesmo volume de agente precipitante (10 pL). No
entanto, para os volumes de 200 e 300 pL, aquando da adi¢ao do agente derivatizante, ocorreu
precipitacao de proteinas. Desta forma, o volume de amostra plasmatica foi estabelecido para

os 100 pL e o agente precipitante escolhido para continuar com os estudos foi o 20% TCA.
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6.1.4. Selecdo do padrao interno

Apos otimizagdo do processo de tratamento das amostras, houve a necessidade de
selecionar um Pl que se adequasse ao processo de tratamento das amostras bem como as

condigoes cromatograficas aplicadas a estas.

O PI escolhido para a otimizagao, validagao e aplicagio do método apresentado nesta
dissertacao foi o cloridrato de anfetamina. Desta forma, foram analisadas solu¢oes diretas de
Pl, na concentracao de 500 pg/mL, apos derivatizagao com cloreto de dansilo. No entanto,
com estas condigoes, nao foi possivel identificar o pico que pudesse corresponder ao PI.
Consequentemente foram estudadas varias concentragoes de Pl. Porém, nao foram verificadas
diferengas nos cromatogramas com ou sem o Pl e, desta forma, houve a necessidade de se
alterar a fase movel previamente utilizada, 85% metanol e 15% agua ultrapura, para uma fase
movel constituida por 65% ACN e 35% agua ultrapura e eluida a um fluxo de 0,4 mL/min. Para
a nova fase movel foram analisadas solugoes diretas de Pl, nas concentragoes de 25 e 250
pg/mL, por forma a avaliar-se a possivel saturagao do Pl derivatizado com o agente de
derivatizagao, bem como a existéncia de cloreto de dansilo em quantidade suficiente para
reagir com o Pl, tal como avaliado para a Colistina. Contudo, nao foram obtidas alteragoes
nos resultados quando comparados com os obtidos previamente e, consequentemente, o
fluxo da fase movel foi aumentado para 0,7 mL/min e foram analisadas solugoes diretas de Pl
e de Colistina (0,25 e 25,0 pg/mL, respetivamente), apds reagao de derivatizagao com cloreto
de dansilo. Porém, com estas condigoes cromatograficas, ocorreu a antecipagao dos tempos

de retengao da Colistina e, consequentemente, a sobreposi¢ao dos picos desta com o do PI.

Tendo em conta os resultados obtidos, a opgao mais viavel para a otimizagao do método
de forma a que permitisse a quantificagao simultanea do cloridrato de anfetamina e do sulfato
de Colistina, isto €, a quantificagao de ambos os compostos hum curto periodo de tempo e
sem sobreposicao de picos, consistiu em testar a eluicao da fase movel por gradiente. A Tabela
8 resume os diversos programas de eluicao da fase mével por gradiente estudados e respetivos

resultados obtidos.
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Tabela 8 - Programas de eluicao da fase movel por gradiente estudados na presente

dissertacao.
Tempo Fase movel Fluxo Tempo de
(minutos) (mL/min) retencao
(minutos)

Primeiro programa de eluicdao por gradiente testado

0-5 ACN: agua ultrapura 0,7 Colistina A = 18,07
(65: 35, v/v) Colistina B = 16,91
5-8 ACN: 4gua ultrapura Pl =272
8-28 (85: 25, viv)
28-29 ACN: agua ultrapura
29-33 (65: 35, viv)
Segundo programa de eluicdao por gradiente testado
0-5 ACN: agua ultrapura 0,7 Colistina A = 14,93
(65: 35, viv) Colistina B = 14,10
5-8 ACN: agua ultrapura 1,0 Pl nao analisado
8-15 (85: 25, vlv)
15-16 ACN: agua ultrapura 0,7
16-20 (65: 35, v/v)

Terceiro programa de eluicdo por gradiente testado

0-4 ACN: agua ultrapura 0,7 Colistina A = 12,68
(65:35, vlv) ColistinaB = 11,87
4-5 ACN: agua ultrapura 1,0 Pl =2,77
5-14 (85: 25, viv)
[4-15 ACN: agua ultrapura 0,7
15-19 (65: 35, vlv)
Quarto programa de eluicao por gradiente estudado
0-4 ACN: agua ultrapura 0,7 Colistina A = 11,07
(65: 35, viv) Colistina B = 10,68
4-5 ACN: agua ultrapura 1,0 Pl=2,51
5-14 (90: 10, v/v)
14-15 ACN: agua ultrapura 0,7
15-19 (65: 35, v/v)
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Quinto programa de eluicdao por gradiente estudado

0-4 ACN: agua ultrapura 0,7 Colistina A = 10,72
(65: 35, v/v) Colistina B = 10,32

4-5 ACN: 4gua ultrapura 1,0 Pl =1,39

5-12 (90: 10, v/v)

12-13 ACN: agua ultrapura 0,7

13-16 (65: 35, viv)

Sexto programa de elui¢do por gradiente estudado

0-4 ACN: 4gua ultrapura 0,7 Colistina A = 10,96
(65: 35, v/v) Colistina B = 10,58

4-5 ACN: agua ultrapura 1,0 Pl = 2,66

5-12 (90: 10, viv)

12-13 ACN: agua ultrapura 0,7

13-17 (65: 35, v/v)

O sexto programa de eluigao por gradiente estudado foi selecionado, uma vez que permitia

a separagao cromatografica da Colistina A e B e do Pl num menor periodo de tempo (Figura
9).
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Figura 9 — Cromatograma obtido da solugao direta derivatizada contendo Colistina e PI,

ambos na concentragao de |18 pg/mL, apos eluicao com o sexto pograma de gradiente.
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6.2. Validacao do método
6.2.1. Separacdo cromatografica e seletividade

O método de HPLC-FL desenvolvido e aqui apresentado permitiu, com sucesso, a
separagao cromatografica do sulfato de Colistina e do Pl em amostras de plasma humano,
recorrendo ao processo de preparagao de amostras e as condigoes cromatograficas
anteriormente descritas nas secgoes 5.3. e 5.4., respetivamente. Desta forma, e tendo em
consideragao as condigoes cromatograficas expressas na secgao 5.4., a ordem de eluigao dos

analitos foi a seguinte: Pl, Colistina B e Colistina A (Figura 10).

Apos o processo de tratamento e analise por HPLC-FL de amostras de plasma branco de
6 individuos diferentes, nao foram observados picos interferentes ao tempo retengao dos

analitos (Figura 10).
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Figura 10 - Cromatogramas representativos de extratos de plasma branco (a); plasma
fortificado com Pl (9,0 pg/mL) e sulfato de Colistina (0,9 pg/mL) (b); plasma fortificado com PI
(9,0 pg/mL) e sulfato de Colistina (2,0 pg/mL) (c); plasma fortificado com Pl (9,0 pg/mL) e
sulfato de Colistina (40,0 pg/mL) (d); plasma fortificado com Pl (9,0 pg/mL) e sulfato de
Colistina (80,0 pg/mL) (e).
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6.2.2. Linearidade e limite de quantificacao

A linearidade do método na gama de concentragoes de 0,09-9,0 pg/mL foi demonstrada
para a Colistina total, resultante do somatorio das areas dos picos da Colistina A e B, em
plasma humano (r*= 0,993). A equacio de regressio da curva de calibragio obtida foi y =
0,1055x — 0,0016, onde o y representa o quociente entre o somatorio das areas dos picos da
Colistina A e B e a area do pico do Pl, e o x representa a concentragao teérica de Colistina
total, expressa em pg/mL de plasma. O LLOQ do método apresentado foi estabelecido como

sendo 0,09 pg/mL.
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6.2.3. Precisao e exatidao

Os dados de precisao e exatidao intra e interdia do método, obtidos da andlise de amostras
CQ em plasma humano, incluindo o LLOQ, encontram-se apresentados na Tabela 9. Na
generalidade dos resultados intra e interdia obtidos, o valor minimo do CV atingido foi de

13,85% e o valor de bias variou entre os -3,83 e 14,49%.

Tabela 9 - Precisao (% CV) e exatidao (% bias) para a determinagao da Colistina A e B em
amostras de plasma humano no LOQ e nas concentragoes baixa, média e alta da gama de

concentragoes, com um n=5.

Intradia Interdia
Concentragao Concentracao | % CV | % bias | Concentracao | % CV | % bias
nominal experimental experimental
(ng/ml) (ng/mL) (ng/ml)
0,09 0,096+0,007 7,32 6,40 0,084+0,001 | 12,67 | 4,83
0,2 0,186+0,009 4,90 -3,83 0,186+0,02 12,81 | -6,82
4,0 4,304+0,54 12,50 | 2,37 4,697+0,46 987 | 11,69
8,0 8,203+1,14 13,85 | -2,62 9,647%1,15 11,96 | 14,49
6.2.4. Recuperacao

A recuperagao da Colistina total a partir de plasma humano foi calculada e os resultados

obtidos encontram-se descritos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Recuperagao da Colistina total em plasma humano.

Concentracao Numero de Recuperacio
nominal (pg/mL) amostras Média (%) % CV
Plasma Colistina total
0,2 5 65,24+9,84 15,09
4,0 5 55,01+9,82 17,84
8,0 5 55,35+7,53 13,60

6.2.5. Estabilidade em plasma

A estabilidade do sulfato de Colistina em plasma humano foi estudada nas condigoes

descritas na seccao 5.5.5.. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela | I.

Tabela |1 - Estabilidade do sulfato de Colistina em plasma humano, apos aplicagao do

processo de tratamento otimizado.

Concentracio tedrica 0,2 8,0

(ug/mL)

Condicoes de estabilidade Concentragao de estabilidade /
Concentragao referéncia do analito (%)

Plasma

Temperatura ambiente (2 horas) 97,9 88,2
4°C (24 horas) 98,5 91,7
-24°C (30 dias) 85,0 105,06

Amostras plasmaticas pos-tratamento (no injetor automatico)

4°C (24 horas) [, 95,5
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6.3. Aplicacao do método a amostras clinicas

As amostras clinicas foram obtidas de 10 doentes, dos quais 6 eram do sexo masculino e
4 do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 38 e os 8| anos. A um dos doentes
nao era administrado CMS, no entanto todos eles eram polimedicados, com uma média de 19

(1'1-31) farmacos concomitantemente administrados com o CMS (Figura 11).

A equagao de regressao da curva de calibragao utilizada para a andlise das amostras clinicas
foiy = 0,1055x — 0,0016 (r>= 0,993), a equagao de regressao utilizada na validagdo do método,
onde y representa o quociente entre o somatorio das areas dos picos da Colistina AeBea
area do pico do Pl, e o x representa a concentragao teorica de Colistina total, expressa em

pg/mL de plasma, tal como referido na secgao 6.2.2..

Os resultados obtidos da analise da quantificagao das amostras clinicas, bem como os
valores de CrS e o servico de internamento dos doentes, encontram-se na Tabela 12 e os
respetivos cromatogramas na Figura 12. Na Figura 12 existem dois cromatogramas dos
doentes |, 3 e 4 uma vez que foram fornecidas duas amostras plasmaticas de cada referido

doente.
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Figura || - Farmacos concomitantemente administrados com CMS aos doentes internados no CHUC.
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Tabela 12 - Concentragao de Colistina total em plasma dos doentes em estudo, apos

aplicacao do método desenvolvido e apresentado na presente dissertagao.

Doente Servico de CrS Concentracao
internamento (mg/dL) plasmatica da
Colistina
(ug/mL)
I Cuidados 2,86 0,355
cirdrgicos 0,407
intermédios
2 Medicina Interna 0,53 5,696
3 Queimados 0,69 10,906
1,84 7,273
4 Queimados 0,75 6,018
0,60 1,702
5 Hematologia 1,48 1,654
6 Urologia 1,02 0,651
7 Cirurgia B 0,76 1,471
8 Urologia 1,67 1,896
9 Urologia 1,38 4,604
10 Queimados L7 -
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos da quantificagao das amostras clinicas dos doentes I, 2,

3,45,6,7,89¢10.
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7. Discussao

7.1. Desenvolvimento do método

Na Tabela 6, é possivel observar que a fase movel constituida por 75% sulfato de sédio
anidro e 25% ACN originou um tempo de retengao para a Colistina A e B demasiado cedo
(1,46 e 0,96 minutos, respetivamente), havendo a possibilidade de, nos mesmos tempos de
retencao, ocorrer a eliminagao de substancias enddgenas a matriz, aquando a andlise das
amostras plasmaticas. Desta forma, houve necessidade de aumentar a fase organica da fase
movel, por forma a que os analitos interagissem mais com a fase estacionaria e,
consequentemente, fossem mais retidos. Apés duplicar a percentagem de ACN da fase movel,
o tempo de retengao da Colistina aumentou conforme o esperado, no entanto a técnica nao
permitia a separagao da Colistina A e B. Com o intuito de eliminar a sobreposi¢ao dos picos
da Colistina A e B foram adicionados 5% de metanol a fase movel (75% de sulfato de sodio
anidro, 20% de ACN e 5% metanol), que permitiram distinguir claramente os picos de Colistina
A e B (Figura 3). No entanto a fase movel escolhida no final para continuar os estudos com a
detecao por DAD foi 73% tampao sulfato de sédio anidro, 22% ACN e 5% metanol (Tabela
6).

Com o intuito de concentrar as amostras apds a extracao da Colistina das amostras
plasmaticas, procedeu-se a fortificagao de plasma (250 pL) com Colistina (50 pg/mL) e as
amostras foram submetidas ao processo de SPE, tal como referido anteriormente na sec¢ao
6.1.1. e descrito na Tabela 7. Este processo de tratamento das amostras plasmaticas foi
escolhido em detrimento de outros pela ampla descri¢ao na literatura (Tabela 3), bem como
pela sua capacidade de concentrar as amostras e de maximizar a eliminagao e remogao das
impurezas e possiveis interferentes a quantificacao da Colistina. No entanto, apesar da sua
capacidade de remocao de impurezas e interferentes, o processo de SPE aplicado (Tabela 7)
nao permitiu a obtengao de cromatogramas livres de interferentes nos tempos de retengao
da Colistina, tal como é possivel verificar na Figura 4. Os resultados obtidos sao devidos ao
facto de os interferentes das amostras serem bastante lipofilos e, consequentemente,
interagirem muito com o agente adsorvente dos cartuchos SPE utilizados (C,g). Desta forma
haveria a necessidade de utilizar um solvente de eluicao mais polar ao utilizado, isto é, utilizar

um solvente de eluigao com maior percentagem em fase organica.
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Na secgao 6.1.2. foi referida a necessidade de proceder a um processo de derivatizacao
para a detecao da Colistina por FL. Desta forma, houve necessidade de se escolher um agente
derivatizante que permitisse derivatizar a Colistina, sem promover a sua degradagao, por
forma a poder ser quantificada. Nesta escolha, a informagao compilada na Tabela 2 foi de
extrema importancia, uma vez que existem diversos agentes derivatizantes que podem ser
aplicados no processo de derivatizagao da Colistina. Apos a andlise da referida tabela, e
contrariamente a grande maioria da literatura contemplada na mesma, optou-se pelo cloreto
de dansilo como agente derivatizante, uma vez que este ja se encontrava disponivel no
laboratério, permitindo desta forma evitar os gastos que implicariam a aquisicao de um outro
agente derivatizante, e por ser um agente derivatizante usualmente utilizado na derivatizagao
de aminas (JING, LI, JJANG, 2016). Selecionado o agente derivatizante, houve a necessidade
de se estabelecer a concentragao a utilizar do mesmo. Os resultados obtidos com o cloreto
de dansilo na concentragao de | mg/mL, indicaram a ocorréncia de saturagao, fenomeno
descrito na literatura aquando da utilizagao de concentragoes elevadas deste agente
derivatizante, originando a estabilizagao da area dos picos na concentragao de 0,3 mg/mL
(JING, LI, JJIANG, 2016). Desta forma diminuiu-se a concentragao do cloreto de dansilo nos

estudos posteriores, evitando o fendbmeno de saturagao.

Apos o estudo de diversas fases moveis (secgao 6.1.2.) sem a obtengao de alteragoes nos
resultados, optou-se pelo estudo da influéncia do pH do 0,1 M tampao bicarbonato de sodio,
utilizado como solvente para as solugoes de fortificagao e como agente de reconstituicao. De
acordo com a literatura, uma ampla gama de pH é utilizada (2,5-10) na quantificacao da
Colistina, no entanto a grande maioria dos métodos de HPLC recorrem a valores de pH iguais
ou superiores a 8. Por este motivo e por, segundo o processo de derivatizagao desenvolvido
por FUH et al, 2002, com o cloreto de dansilo como agente derivatizante, o pH estabelecido
para o tampao bicarbonato de sédio (0,1M) foi 8,8, permitindo uma maior eficacia da reacao

de derivatizagao.

O primeiro processo de tratamento de amostras plasmaticas com Colistina, a detetar por
FL, estudado foi a precipitacio de proteinas. Para tal, foram selecionados trés agentes
precipitantes: ACN, 20% TCA: metanol (50: 50, v/v) e 20% TCA, tal como mencionado na
seccao 6.1.3.. Através dos resultados apresentados na Figura 8, é possivel concluir que a
mistura de 20% TCA e metanol (50: 50, v/v) é o agente precipitante mais eficaz na
desnaturacao das proteinas em amostras de plasma humano (100 pL) fortificadas com sulfato
de Colistina (60 pg/mL). No entanto, quando se estudou a influéncia do aumento do volume

de plasma (200 e 300 pL), aquando da adicao do agente derivatizante (pos-precipitagao
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proteica) as amostras turvaram, indicando a ocorréncia de precipitagao de proteinas. Contudo
este fenomeno foi menos intenso nas amostras submetidas a precipitagao de proteinas com
20% TCA. A diferenca entre os resultados obtidos de amostras plasmaticas com 100 pL de
volume e com volume superior, ambas submetidas a precipitagao de proteinas com a mistura
20% TCA: metanol (50: 50, v/v) e com 20% TCA, indicam que o metanol presente na mistura
do agente precipitante diminui a capacidade de precipitagao do TCA, em situagoes de maior

volume.

Visto a Colistina ter sido quantificada com um simples processo de precipitagio de
proteinas, apenas se procedeu a otimizagao deste, por forma a que o processo de tratamento

das amostras plasmaticas nao se tornasse extenso nem dispendioso.

Para a selegao do Pl houve a necessidade de serem ponderados fatores como a
compatibilidade com a reagao de derivatizagao com cloreto de dansilo, por forma a garantir-
se a sua nao degradagao, e a disponibilidade no laboratoério. Desta forma, foi selecionado o
cloridrato de anfetamina, devido a encontrar-se descrito na literatura que o cloreto de dansilo
€ um bom agente derivatizante de aminas (JING, LI, JJANG, 2016) e por ser o composto
existente no laboratorio que permitia garantir que, durante a reagao de derivatizagao, nao

ocorresse a sua degradagao afetando a sua quantificagao e a da Colistina.

Apos selecionado o PI, varias solu¢oes deste foram analisadas recorrendo a diferentes
fases moveis com eluicao isocratica ou por gradiente (secgao 6.1.4.). Devido a eluicao
isocratica da fase movel 65% ACN e 35% agua ultrapura a um fluxo de 0,7 mL/min promover
a sobreposicao dos tempos de retengao da Colistina e do Pl, optou-se pela eluicao da fase
movel por gradiente (Tabela 8). Com o primeiro programa de eluigao por gradiente estudado
(Tabela 8) os tempos de retengao da Colistina A e B eram muito tardios (18,07 e 16,91
minutos, respetivamente), impossibilitando uma rapida quantificagao dos mesmos e uma
retificacao da posologia célere. Consequentemente o segundo programa de eluigao por
gradiente (Tabela 8) foi estudado, permitindo a obtengao de tempos de retengao inferiores
aos anteriormente obtidos (14,10 e 14,93 minutos). Com o intuito de diminuir os tempos de
retencao da Colistina A e B, foi aplicado o terceiro programa de eluigao por gradiente (Tabela
8), que possibilitou a diminuicao dos tempos de retengao da Colistina A e B em cerca de 3
minutos (12,68 e 11,87 minutos, respetivamente). O quarto programa de eluigao (Tabela 8)
foi avaliado com o objetivo de diminuir, ainda mais, os tempos de retengao dos analitos e,
simultaneamente, diminuir o tempo de corrida (19 minutos). Os tempos de retengao da

Colistina A e B foram, respetivamente, |1,07 e 10,68 minutos. Desta forma, o tempo de
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corrida foi alterado para os |6 minutos (quinto programa de eluicao por gradiente, Tabela 8),
no entanto, o Pl sofreu alteracao no seu tempo de retengao dos, aproximadamente, 2,50 para
os 1,39 minutos. Esta alteragao no tempo de retengao o Pl foi provocada pela diminuicao de
| minuto no tempo de estabilizagao da coluna cromatografica entre corridas, passando dos 4
para os 3 minutos. Desta forma, para que se alcancasse um rapido tempo de corrida sem a
interferéncia nos tempos de reten¢ao do Pl e dos analitos, o tempo de estabilizagao da fase
estacionaria foi novamente reposto nos 4 minutos, surgindo o sexto programa de eluicao por
gradiente (Tabela 8) que permitiu, com éxito, a quantificagao da Colistina A e B, bem como

do PIl, em amostras de plasma humano.

7.2.Validacao do método

Tendo por base as Figuras 10 e 12 infere-se, respetivamente, que foi possivel demonstrar
a auséncia de resposta de amostras plasmaticas brancas e a nao interferéncia dos farmacos
concomitantemente administrados aos doentes, nos tempos de retengao da Colistina A e B,
nos comprimentos de onda de 343 e 500 nm. E possivel, ainda, inferir que os firmacos
administrados ao doente |10 (doente sem administracio de CMS) também nao interferem nos

tempos de retengao dos analitos, nos referidos comprimentos de onda (Figura 12).

A gama de concentragoes para qual a linearidade da Colistina total, foi estudada e
demonstrada foi 0,09-9,0 pg/mL (r’=0,993; seccio 6.2.2.), escolha realizada tendo em
consideragao as diversas gamas de calibragao definidas na literatura e a sensibilidade do
detetor de fluorescéncia utilizado. Assim sendo, o método desenvolvido € suficientemente
sensivel tendo em consideracao a ampla gama de concentragoes utilizada, isto porque nos
limites inferior e superior da curva de calibragao foi possivel a quantificagao da Colistina total

com boa linearidade (r’=0,993), exatidio e precisio.

Tendo em conta os resultados obtidos e descritos na Tabela 9, é possivel verificar que
todos os valores preenchem os critérios de aceitagao para a precisao e a exatidao. Desta
forma é possivel concluir que o presente método de HPLC-FL desenvolvido para a

quantificagao de Colistina em plasma humano é preciso, exato e reprodutivel, mesmo no

LLOQ.

A andlise dos resultados da Tabela 10 (secgao 6.2.4.) revela que a recuperagao média da
Colistina total é consistente ao longo da gama de concentragoes avaliada. Os valores médios

da recuperagao dos analitos variaram entre os 55,01% e os 65,24%, e os valores de CV
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calculados encontravam-se no limite de aceitagao. Apesar do valor da recuperagao ser
relativamente baixo e os valores de CV encontrarem-se no limite de aceitagao, o que,
associado a ampla gama de concentragoes utilizada (0,09-9,0 pyg/mL) e a precisao e exatidao
do método, quer no limite inferior, quer no limite superior da curva de calibragao, corroboram
que o método de extragao da Colistina € fiavel e suficiente para a sua aplicagao a amostras
bioldgicas. A recuperagao do Pl também foi analisada, sendo o valor médio da sua recuperagao

similar ao da Colistina (49,51%).

A anilise referente a Tabela || (secgdao 6.2.5.) conclui que o farmaco, nas concentragoes
do CQ, e do CQ;3, nao sofre degradagao significativa em plasma humano fortificado durante
24 horas a 4°C ou durante 30 dias a -24°C ou durante 2 horas a temperatura ambiente.
Também permite inferir que nao ocorre degradagao significativa do farmaco em amostras pos-
tratamento durante 24 horas a 4°C. Consequentemente, é possivel concluir que a Colistina é

estavel nas condi¢oes de estabilidade avaliadas.

7.3. Aplicacao do método a amostras clinicas

Para que o método desenvolvido, otimizado e validado na presente dissertacao seja
aplicado na monitorizagdo sérica dos doentes internados no CHUC, é necessario o
estabelecimento de programas otimizados de colheita das amostras, por forma a evitar a
discrepancia nos periodos de tempo entre a administragao do CMS e a colheita da amostra
sanguinea observados (Tabelas 5). Para que tal seja possivel, as colheitas devem ser realizadas
imediatamente antes da administragao da terceira dose de CMS, uma vez que apenas a este
tempo a Colistina atinge a concentragao de equilibrio e a concentragao do profarmaco é
minima, tal como referido anteriormente (seccao 3.2.2.). Caso contrario a otimiza¢ao
posolégica torna-se dificil e morosa, promovendo a detioragao do estado clinico do doente e

o aumento das resisténcias antibacterianas a este precioso farmaco.

Apesar da heterogeneidade nos tempos entre a administragao do CMS e a colheita da
amostra, € possivel inferir, na generalidade, que quanto maior o tempo entre a administragao
do profarmaco e a colheita da amostra, menor é a concentragao plasmatica quantificada e vice-
versa, tal como seria expectavel (Tabelas 5 e 12). A dose de CMS mais frequentemente
utilizada é | MIU, podendo ser administrada em trés periodos de tempo: 8 em 8 horas, 12 em
|2 horas e 24 em 24 horas, sendo o mais usual o intervalo de 8 horas (Tabela 5). Este cenario
clinico coincide com o intervalo de tempo posolégico considerado mais vantajoso para a

minimizagao das resisténcias antibacterianas descrito na literatura (seccao 3.2.1.). Para que
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sejam atingidas concentragoes iguais ou superiores a MIC é necessario otimizar o periodo de
tempo decorrido entre a administragao do CMS e a colheita da amostra, por forma a evitar a
pratica de um regime posologico universal, nao adaptado as caracteristicas farmacocinéticas
de cada doente nem a estirpe infetante. Por conseguinte, a pertinéncia e a urgéncia da aplicagao

do presente método a pratica clinica sao reforgadas.

Das amostras clinicas analisadas apenas uma nao foi contemplada na curva de calibragao
selecionada (Tabela 12), indicando a necessidade da existéncia de um controlo de qualidade
de diluigao (CQp;). O CQp; € um controlo da qualidade aplicado quando existem amostras
com concentragao do(s) analito(s) superior a gama de calibragao, por forma a evitar a
extrapolagao para além dos seus limites. Este fendomeno é denominado de efeito da diluigao,
devendo ser estudadas as suas precisao e exatidao, durante a validagao do método,
procedendo-se a diluigio da amostra em brancos da matriz bioldgica utilizada e a sua reandlise.
A obtengao deste valor de concentragao pode ser devido a combinagao terapéutica do CMS
pelas vias IV e inalatéria, sendo administradas, no total, 3 MIU de 8 em 8 horas (Tabela5).
Apesar de nao ser o Unico doente a receber terapéutica combinada de CMS, é o unico que

recebe esta dosagem (3 MIU) num curto periodo de tempo.

Analisando a Figura 12, é possivel verificar que, de todos os farmacos concomitantemente
administrados com o CMS, apesar de promoverem o aparecimento de picos que nao
correspondem ao farmaco ou ao Pl, nenhum foi interferente nos tempos de retengao da
Colistina A e B. O mesmo pode ser afirmado para a amostra do doente |0, que apesar de no
seu plano de medicagcdo nao ser contemplado o CMS, nenhum pico dos farmacos

administrados coincide com os tempos de retengao da Colistina A e B.
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8. Conclusoes

O método de HPLC-FL desenvolvido, submetido a validagao total e apresentado nesta
dissertagao é seletivo, sensivel, preciso, exato e reprodutivel para a quantificagao de Colistina

em plasma humano.

O processo de tratamento de amostras aplicado nao é dispendioso, uma vez que combina
a precipitacao de proteinas plasmaticas com uma reagao de derivatizagao simples e pratica,

através das quais se obtém valores de recuperagao razoaveis.

Assim sendo, é possivel concluir que o presente método de HPLC-FL é uma ferramenta
importante para a monitorizagao sérica da Colistina em amostras de doentes internados no

CHUC, E. P. E.
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