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RESUMO 

A neurocriptococose é uma doença caracterizada por uma inflamação 

subaguda do cérebro e das meninges, causada pelo fungo Cryptococcus spp. Por 

ser uma doença oportunista, ocorre mais frequentemente em pacientes que têm o 

sistema imunológico comprometido, como aqueles com HIV ou outras formas de 

imunossupressão. O tratamento de escolha para essa condição é o uso da 

anfotericina B (AnfB). No entanto, a AnfB tem uma baixa capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE), o que resulta em baixas concentrações dela no 

líquido cefalorraquidiano (LCR) e, consequentemente, nos locais onde a infecção 

ocorre. A barreira hematoencefálica, assim como outras barreiras do corpo humano, 

possui proteínas transportadoras, como a glicoproteína P (P-gp) e a proteína de 

resistência ao câncer de mama (BCRP), que funcionam como uma via importante de 

efluxo, ou seja, dificultam a entrada da AnfB no sistema nervoso central (SNC). 

Logo, inibir a P-gp e a BCRP pode aumentar a permeabilidade da AnfB na BHE e, 

consequentemente, sua concentração no LCR. O objetivo do presente relatório foi 

investigar como os polimorfismos genéticos no gene ABCB1 podem influenciar a 

farmacocinética da AnfB em pacientes com neurocriptococose. O estudo envolveu 8 

pacientes com neurocriptococose que foram tratados no HCFMRP–USP, recebendo 

2 mg/kg/dia de AnfB. Foram coletadas amostras de plasma desses pacientes para a 

análise farmacocinética da AnfB, usando LC-MS/MS, e para a genotipagem dos 

polimorfismos ABCB1. As concentrações plasmáticas de AnfB nos pacientes do 

presente estudo variaram de uma concentração mínima de 70.53 ng/mL até a 

concentração máxima de 820.02 ng/mL. Os pacientes que não possuem nenhuma 

cópia do haplótipo variante T/nonG/T apresentaram concentrações plasmáticas com 

variação de 162.84 até 777.7 ng/mL. Já os pacientes com uma cópia do haplótipo 

variante T/nonG/T apresentaram concentrações plasmáticas com variações de 70.53 

ng/mL até a concentração máxima de 820.02 ng/mL. Quanto ao impacto do 

haplótipo variante T/nonG/T sobre os parâmetros farmacocinéticos AUC0-t e Cmax, 

apesar dos valores de AUC0-t serem 38% menores nos pacientes com 1 cópia do 

haplótipo variante T/nonG/T (GM: 3241.97 ng.h/mL) em comparação com os 

pacientes com nenhuma cópia do haplótipo variante (GM: 4470.30 ng.h/mL), a 

 



 

diferença não apresentou significância estatística (p-valor = 0.27). Com relação a 

Cmax, também não foi encontrada nenhuma diferença significativa estatisticamente 

(p-valor = 0.68) entre os pacientes carreadores de 1 cópia do haplótipo variante 

T/nonG/T comparado com os pacientes wild type, apesar dos pacientes portadores 

de um cópia do haplótipo variante T/nonG/T apresentarem concentrações máximas 

14% menores comparados com os pacientes wild type (483.05 vs 548.72 ng/mL). Os 

pacientes com uma cópia do haplótipo variante T/nonG/T apresentaram constante 

de eliminação (Kel) 50% maior quando comparados com os pacientes wild type, mas 

sem diferença estatística detectada (p =  0.473). Os pacientes portadores do alelo 

variante apresentaram um Cl 1.9 vezes maior quando comparados com os pacientes 

wild types (p = 0.229).  Com os resultados parciais encontrados no presente estudo, 

é possível identificar uma tendência de redução nas concentrações plasmáticas de 

AnfB nos pacientes que possuem uma cópia do haplótipo variante T/nonG/T. 

 
Palavras-chave: anfotericina B. neurocriptococose. ABCB1. farmacogenética. 

farmacocinética. 

 



 

ABSTRACT 

Neurocryptococcosis is a disease characterized by subacute inflammation of 

the brain and meninges, caused by the fungus Cryptococcus spp. As an 

opportunistic disease, it occurs more frequently in patients with compromised 

immune systems, such as those with HIV or other forms of immunosuppression. The 

treatment of choice for this condition is the use of amphotericin B (AnfB). However, 

AnfB has a low ability to cross the blood-brain barrier (BBB), which results in low 

concentrations in the cerebrospinal fluid (CSF) and, consequently, in the areas where 

the infection occurs. The blood-brain barrier, like other barriers in the human body, 

contains transport proteins such as P-glycoprotein (P-gp) and breast cancer 

resistance protein (BCRP), which function as important efflux mechanisms, thus 

hindering AnfB from entering the central nervous system (CNS). Therefore, inhibiting 

P-gp and BCRP may increase the permeability of AnfB through the BBB and, 

consequently, its concentration in the CSF. The objective of this study was to 

investigate how genetic polymorphisms in the ABCB1 genes could influence the 

pharmacokinetics of AnfB in patients with neurocryptococcosis. The study involved 8 

patients with neurocryptococcosis who were treated at HCFMRP–USP, receiving 3 

mg/kg/day of AnfB. Plasma samples were collected from these patients for 

pharmacokinetic analysis of AnfB using LC-MS/MS, as well as for genotyping of the 

ABCB1 polymorphisms. Plasma concentrations of AnfB in the present study ranged 

from a minimum concentration of 70.53 ng/mL to a maximum concentration of 820.02 

ng/mL. Patients with no copies of the T/nonG/T variant haplotype had plasma 

concentrations ranging from 162.84 to 777.7 ng/mL, while patients with one copy of 

the T/nonG/T variant haplotype had plasma concentrations ranging from 70.53 ng/mL 

to a maximum of 820.02 ng/mL. Regarding the impact of the T/nonG/T variant 

haplotype on the pharmacokinetic parameters AUC0-t and Cmax, although AUC0-t 

values were 38% lower in patients with one copy of the T/nonG/T variant haplotype 

(GM: 3241.97 ng.h/mL) compared to patients with no copies of the variant haplotype 

(GM: 4470.30 ng.h/mL), the difference was not statistically significant (p-value = 

0.27). As for Cmax, no statistically significant difference was found (p-value = 0.68) 

between patients carrying one copy of the T/nonG/T variant haplotype compared to 

wild-type patients, although patients carrying one copy of the T/nonG/T variant 

 



 

haplotype had 14% lower maximum concentrations compared to wild-type patients 

(483.05 vs 548.72 ng/mL). Patients with one copy of the T/nonG/T variant haplotype 

had a 50% higher elimination constant (Kel) compared to wild-type patients, but 

without a statistically significant difference (p = 0.473). Patients carrying the variant 

allele had a clearance (Cl) 1.9 times higher than wild-type patients (p = 0.229). Based 

on the partial results of this study, it is possible to identify a trend of reduced plasma 

concentrations of AnfB in patients carrying one copy of the T/nonG/T variant 

haplotype. 

 

Keywords: amphotericin B, neurocryptococcosis, ABCB1, pharmacogenetics, 

pharmacokinetics. 
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1.​ Introdução 

A neurocriptococose é uma meningoencefalite subaguda que resulta da 

inalação do fungo Cryptococcus spp. Após um período de latência nos linfonodos 

pulmonares, esse fungo se dissemina pelo corpo, com uma afinidade particular pelo 

sistema nervoso central (SNC). O tropismo pelo SNC está relacionada a diversos 

fatores de virulência criptocócica, que facilitam sua capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE). Esses fatores incluem metaloproteases e ureases 

específicas, enzimas que modulam a resposta imunológica no sistema nervoso e 

mecanismos que promovem a sobrevivência em ambientes com baixa 

disponibilidade de nutrientes. (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). 

A neurocriptococose é mais frequentemente observada em pacientes que têm 

o vírus HIV ou outras condições que enfraquecem o sistema imunológico, sendo 

menos comum em indivíduos considerados como tendo um sistema imunológico 

saudável. (JARVIS et al., 2010). As manifestações clínicas compreendem a 

ocorrência de febre, cefaléia, vômitos, ambliopia, sinais de meningismo e 

papiledema, além de presença de sintomatologia sugestiva de comprometimento 

encefálico, medular, radicular e de nervos cranianos. (SPINA-FRANÇA, 1968). Sem 

tratamento a doença pode progredir para sintomas como confusão, convulsões, 

estado de consciência reduzido e, por fim, coma e morte (WILLIAMSON et al., 

2016). 

A anfotericina B (AnfB) é um antifúngico da classe dos polienos, inibidores da 

estabilidade da membrana dos fungos. Tratam-se de macrolídeos naturais 

produzidos por bactérias Gram-positivas que possuem afinidade pelas membranas 

que contém esteróides. O mecanismo de ação proposto mais aceito é sua interação 

com moléculas de ergosterol da membrana celular do patógeno, alterando a 

permeabilidade da membrana e promovendo o desequilíbrio eletrolítico da célula 

fúngica. A perda de pequenas moléculas, principalmente potássio, causa a morte da 

célula fúngica. (BELLMANN; SMUSZKIEWICZ, 2017; GHANNOUM; RICE, 1999). O 

fármaco possui atividade fúngica de amplo espectro e seletiva (HAMILL, 2013). 
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Figura 1 - Estrutura molecular da Anfotericina B. 

 

Fonte: ANTUNES, T. Dissecação de mecanismos moleculares de resistência a antifúngicos em 

espécies de Candida não albicans. 

 

Diferentes formulações de Anfotericina B estão disponíveis para o tratamento 

de infecções fúngicas sistêmicas. Essas formulações incluem a Anfotericina B 

convencional (Anforicin B), o complexo lipídico de Anfotericina B (Abelcet) e a 

Anfotericina B lipossomal (Ambisome). Cada uma dessas formulações apresenta 

características farmacocinéticas distintas, o que pode influenciar tanto a eficácia 

quanto a segurança do medicamento em diferentes populações (BRASIL. Ministério 

da Saúde, 2018). 

O AmBisome, uma preparação lipossômica de vesículas unilamelares 

pequenas, constituídas de fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol, 

diesteroilfosfatidilglicerol (DMPG) e Anfotericina B em razão molar de 2:1:0,8:0,4, 

demonstrou menor toxicidade em comparação com a Anfotericina B convencional, 

permitindo a administração de doses elevadas e tempos de tratamento mais 

prolongados, resultando em melhores resultados terapêuticos (SILVA et al., 2008). 

A BHE constitui uma barreira química e estrutural entre o cérebro e a 

circulação sistêmica, que regula o movimento das substâncias entre o sangue e o 

cérebro (SAIDIJAM et al., 2017). Inclui, dentre outros, transportadores de efluxo da 

família ABC (ABBOTT et al., 2010). A glicoproteína P (P-gp) ou também denominada 

como proteína transportadora de cassete de ligação ao ATP da subfamília B membro 
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1 (ATP-binding cassette sub-family B member 1 - ABCB1) é amplamente expressa 

na BHE, funcionando como uma via importante de efluxo de uma variedade de 

substâncias para a circulação sistêmica (CORDON-CARDO et al., 1989) e tem a 

AnfB como substrato (LEE et al., 2014). Ademais, há também a BCRP (proteína de 

resistência ao câncer de mama) ou ABCG2 (proteína transportadora de cassete de 

ligação ao ATP da subfamília G membro 2), que também exerce atividade 

transportadora de efluxo auxiliando a P-gp na BHE (LALLOO et. al, 2004). 

O gene ABCB1 é expressado em tecidos normais, tais como cérebro, fígado, 

pâncreas e placenta (BANIHANI et al., 2020). É altamente polimórfico, exibindo mais 

de 50 SNPs (single nucleotide polimorphisms). Três SNPs exônicos, que estão em 

forte desequilíbrio de ligação (LD), foram mais extensivamente estudados do ponto 

de vista farmacogenético: dois deles (1236C>T e 3435C>T) são silenciosos, 

enquanto o terceiro, 2677G>T/A no exon 21, leva a alterações de aminoácidos 

(Ala893Ser/Thr) (ESTRELA et al., 2008). Estudos demonstram que a frequência do 

alelo variante 3435T pode ultrapassar 50% em populações europeias (Lee et al., 

2024). No Brasil, entretanto, a frequência do alelo variante varia entre 37% e 45%, 

dependendo da região geográfica e da composição populacional. Outro SNP 

relevante é o 2677G>T/A, cujas frequências alélicas variam consideravelmente entre 

grupos étnicos. Em populações africanas, o alelo 2677G é predominante, enquanto 

em europeus e asiáticos, os alelos variantes 2677T e 2677A apresentam 

frequências significativas (Salamanca et al., 2015). 

O gene ABCG2 também é altamente polimórfico, as duas variantes mais 

comuns e amplamente estudadas são rs2231137 (c.34G>A) que resulta em uma 

substituição p.Val12Met, e rs2231142 (c.421C>A ) causa uma substituição 

p.Gln141Lys e na diminuição da expressão de BCRP devido ao aumento da 

degradação da proteína variante no retículo endoplasmático (KOBAYASHI et al., 

2005; MAO; UNADKAT, 2015). A variante c.421C>A afeta a farmacocinética, a 

resposta e a toxicidade de compostos que são substratos de BCRP, incluindo 

quimioterápicos e compostos endógenos (RABINDRAN et al., 2000; LOW et al., 

2016). 
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A BHE também expressa proteínas transportadoras de influxo como o 

OATP1A2. Os polipeptídios transportador de ânions orgânicos (organic anion 

transporting polypeptides - OATPs) são expressos pelos genes da superfamília 

SLCO, especificamente o transportador OATP1A2 é expresso em vários tecidos, 

incluindo BHE, fígado, rins e intestino. Substratos endógenos do OATP1A2 incluem 

ácidos biliares, hormônios tireoideanos e hormônios esteróides e seus conjugados. 

Além disso, o OATP1A2 também transporta vários medicamentos como 

fexofenadina, imatinibe, levofloxacina e metotrexato (KALLIOKOSKI; NIEMI, 2009). 

Recentemente, seis SNPs nas regiões exônicas do gene SLCO1A2 foram 

identificados em diferentes populações étnicas e as proteínas variantes foram 

caracterizadas funcionalmente in vitro. As variantes funcionais encontradas neste 

estudo consistem em três SNPs (404A>T, 516A>C e 559G>A) que levam a uma 

diminuição da absorção de substratos (LEE et al., 2005). No exon 5, a variante 

516A>C causa uma mudança de ácido glutâmico para ácido aspártico, que também 

reduz a captação dos substratos. A variante 516A>C está associada a 

concentrações diminuídas de Celiprolol em indivíduos saudáveis em comparação 

com o alelo T e sua frequência alélica é 5,3% em pacientes de origem europeia e 

2,1% de origem africana ou hispânica (HIRVENSALO et al., 2022). 

Estudos recentes sugerem que a inflamação é responsável por alterar a 

expressão de transportadores de membrana, alterando os parâmetros 

farmacocinéticos, ou seja, a resposta inflamatória pode ser considerada um 

importante fator na variabilidade interindividual da eficácia e toxicidade de 

medicamentos. É sugerido que as concentrações de AnfB no LCR sejam maiores 

durante o período inflamatório, quando comparadas àquelas observadas ao final do 

tratamento, sendo necessários ajustes de dose para pacientes no período de 

resposta inflamatória grave (HOSEY; CHAN; BENET, 2016; SHUGARTS; BENET, 

2009). Outras variáveis, como citocinas e imunossupressores, também poderiam 

influenciar na permeabilidade da BHE. 

As formas comercialmente disponíveis de AnfB têm toxicidades que impedem 

o uso seguro em altas doses e, consequentemente, a realização de todo o potencial 

clínico da AnfB. Além disso, a taxa de mortalidade significativa (~20%) nesses 
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pacientes com neurocriptococose tratados com AnfB indica a necessidade de 

melhores terapias. Uma vez que a AnfB é classificada como um composto de Classe 

4 segundo o Sistema de Classificação de Disposição de Medicamentos 

Biofarmacêuticos (Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System) e que 

as moléculas de efluxo do SNC e de excreção biliar têm um papel significativo na 

farmacocinética desse medicamento, polimorfismos genéticos nas proteínas 

transportadores presentes na BHE podem provocar alterações nas concentrações 

de AnfB no plasma e no LCR com consequente ineficácia do tratamento 

(KALLIOKOSKI; NIEMI,  2009).  

Os resultados obtidos nesta pesquisa têm o potencial de fornecer 

esclarecimentos sobre o papel desempenhado pelos transportadores da barreira 

hematoencefálica (BHE) na farmacocinética da AnfB. Além disso, esses achados 

podem contribuir para o desenvolvimento de novos regimes terapêuticos envolvendo 

a administração da AnfB em pacientes que estão sendo tratados para a 

neurocriptococose. 
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2.​ Objetivos 

2.1.​ Objetivo Geral 

Avaliar o impacto que polimorfismos genéticos no transportador ABCB1, 

presente na barreira hematoencefálica, exercem sobre a farmacocinética da 

anfotericina B em pacientes em tratamento de neurocriptococose. 

2.2.​ Objetivos Específicos 

A. Quantificar AnfB em plasma de pacientes em tratamento de 

neurocriptococose como concentração total utilizando LC-MS/MS; 

B. Determinar os genótipos para o transportador ABCB1 (c.1236 T>C, 

c.2677T>G/A, c.3435T>C) em pacientes em tratamento de neurocriptococose com 

AnfB; 

C. Estabelecer a disposição cinética da AnfB no plasma e avaliar o impacto 

dos polimorfismos genéticos no transportador ABCB1 nos pacientes em tratamento 

de neurocriptococose. 
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3.​ Material e Métodos 

3.1.​ Estudo clínico 

Os participantes estavam cientes de todas as etapas do estudo, tendo 

recebido explicação detalhada dos procedimentos e sendo incluídos no estudo 

apenas após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

Além disso, foi garantida a liberdade dos pacientes de recusar sua participação ou 

retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalização ou 

prejuízo ao seu tratamento. Houve a aprovação do protocolo do estudo nos Comitês 

de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 

da Universidade de São Paulo (FCFRP–USP) e do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(HCFMRP–USP).  

3.1.1.​ Critérios de inclusão e exclusão 

Foram recrutados 8 pacientes em tratamento no Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMRP–USP) em quadro 

de neurocriptococose com indicação de tratamento com AnfB (formulação de 

complexo lipídico) associada com fluconazol, de ambos os sexos, com idade igual 

ou superior a 18 anos. Foram considerados elegíveis para o estudo os pacientes 

com resultado positivo para exame microscópico direto do LCR para fungos com 

nanquim (tinta da China) ou resultado positivo para antígeno criptocócico no LCR. A 

inclusão dos pacientes foi posteriormente confirmada pelo crescimento de 

Cryptococcus spp. em meio de cultura inoculado com amostra de LCR. 

Os pacientes que apresentaram alguma das condições clínicas a seguir foram 

excluídos da investigação: valores de creatinina sérica basal superiores a 300 

μmol/L; contagem de neutrófilos inferior a 500 × 106 células/L; contagem de 

plaquetas inferior a 50.000 × 106 células/L; níveis de aminotransferases superiores a 

cinco vezes o limite superior dos valores de referência (superior a 200 UI/L); 

gravidez ou lactação; histórico de reação adversa grave ao uso de AnfB (FALCI et 

al., 2010). 
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3.1.2.​ Protocolo clínico 

Os pacientes com neurocriptococose em tratamento com dose de 

manutenção de AnfB administrada por infusão intravenosa permaneceram 

internados no HCFMRP–USP para a avaliação farmacocinética. As amostras 

seriadas de sangue (volumes aproximados de 2 mL) foram colhidas por punção 

venosa com escalpe em tubos contendo EDTA no intervalo de dose de 24 horas nos 

tempos zero, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 14, 18, 22, 23 e 24 horas. As amostras de sangue 

foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 min a 4 °C e as alíquotas de plasma 

separadas e armazenadas a −80 °C até análise.  

3.2.​ Métodos 

3.2.1.​ Análise da anfotericina B em plasma 

Tais análises foram realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a espectrômetro de massas sequencial (LC-MS/MS) com base no método 

analítico já publicado pelo laboratório (PIPPA et al., 2021). Inicialmente, 25 μL de 

solução de padrão interno (PI) em metanol, contendo 100 ng/mL de piroxicam, foram 

adicionados às alíquotas de 25 μL de plasma, seguidos por 25 μL de metanol. Em 

seguida, precipitamos as amostras adicionando 100 μL de uma solução de ácido 

fórmico a 0,1% em acetonitrila. Agitamos os tubos por 5 segundos e depois os 

centrifugamos a 4°C por 15 minutos a 21.500×g. Posteriormente, transferimos 100 

μL do sobrenadante resultante para os frascos de injeção e misturamos com 100 μL 

de ácido fórmico a 0,1% em água. Dessa mistura final, utilizamos apenas 20 μL para 

a análise cromatográfica. Este procedimento foi realizado com sucesso para a 

análise das amostras e curvas de calibração. 

A análise cromatográfica foi realizada em uma coluna de fase reversa 

LiChrospher® 60 RP-Select B partículas de 5 μm, 125 × 4,6 mm com fase móvel 

constituída de um sistema solvente isocrático de 0,1% de ácido fórmico em água e 

0,1% de ácido fórmico em acetonitrila na proporção de 40:60 (v/v) para análise de 

plasma, todos a uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. A AnfB foi quantificada por 

espectrometria de massas Xevo LC triplo-quadrupolo (LC-MS/MS) (Waters, Milford, 

EUA) no modo de ionização por eletrospray de íons positivos. Os íons protonados 
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[M + H]+ e seus respectivos íons de produto foram monitorados nas transições de 

m/z 906 → 743 para AnfB para todas as matrizes e m/z 332 → 95 para PI em 

análises de plasma. A aquisição de dados e a quantificação da amostra foram 

realizadas usando MassLynx® versão 4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido). 

3.2.2.​ Análise farmacogenética 

O DNA genômico foi extraído de amostras de sangue total periférico 

coletadas com EDTA, empregando o QIAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN, 

Hombrechtikon, Suíça), de acordo com as instruções do fabricante e quantificado em 

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, United States) para validação da 

extração. O ensaio de discriminação alélica (TaqMan® Real-Time PCR Assays, 

Applied BiosystemsTM, Foster City, CA, EUA) para a identificação do polimorfismo 

(single nucleotide polymorphism - SNP) do gene ABCB1 foi realizado utilizando o 

termociclador Roche LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), 

mensurando a fluorescência final emitida da clivagem na sonda específica para o 

alelo (Endpoint Genotying Analysis). Os SNPs selecionados no gene ABCB1 foram: 

rs1128503 localizado no exon 13 (c.1236 T>C, p. Gly412Gly), rs2032582 no exon 22 

(c.2677T>G/A, p. Ser893Thr/Ala) e rs1045642 no exon 26 (c.3435T>C, p. 

Ile1145Ile). 

Como os três SNPs no gene ABCB1 têm alta proximidade no genoma - 

1236T>C (rs1128503), 2677T>G/A (rs2032582) e 3435T>C (rs1045642) - estão em 

alto desequilíbrio de ligação, esses três SNPs foram analisados como diplotipos. 

Como 1236C-2677G-3435C (C/G/C) é considerado o tipo selvagem (wild type), os 

pacientes do presente estudo foram divididos em dois subgrupos diplotípicos 

baseado no número de cópias dos alelos variantes 1236T-2677nonG-3435T 

(T/nonG/T):  pacientes com zero cópias do alelo variante T/nonG/T e pacientes 

carreadores de uma cópia do alelo variante T/nonG/T. Os haplótipos foram 

estimados a partir dos dados do genótipo usando o pacote de software haplo.stats 

(versão 1.9.3). 
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3.2.3.​ Análise farmacocinética 

Os parâmetros farmacocinéticos da anfotericina B foram calculados 

empregando o programa Phoenix WinNonlin™, versão 8.3.3.33 (Certara USA, Inc., 

Princeton, NJ, EUA) para análise não compartimental. A área sob a curva de 

concentração plasmática vs tempo (AUC0-t) foi calculada até 24 horas após a 

administração do fármaco utilizando o método dos trapezóides, após a normalização 

da dose pelo peso de cada paciente, resultando também na normalização da AUC.  

Também foram calculados os seguintes parâmetros farmacocinéticos:  

concentração plasmática máxima observado no intervalo de dose (Cmáx), constante 

de eliminação (kel), clearance (CL = dose/ AUC0-t) e meia-vida de eliminação (t1/2 = 

0,693/kel), tempo necessário para a concentração plasmática do fármaco cair pela 

metade.  

3.2.4.​ Análise estatística 

Para avaliar o impacto do alelo variante T/nonG/T do ABCB1 sobre os 

parâmetros farmacocinéticos da AnfB, foi desenvolvido um modelo de regressão 

linear simples considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo. Foram 

consideradas como variáveis dependentes os parâmetros farmacocinéticos da AnfB 

com transformação em log. Desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg foram 

avaliados pelo teste χ2 de qualidade de ajuste usando o pacote HardyWeinberg 

(versão 1.7.3). As análises estatísticas foram realizadas com a plataforma RStudio 

(versão 2021.9.0.351).  
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4.​ Resultados 

A tabela 1 reporta os resultados dos parâmetros farmacocinéticos 

concentração máxima (Cmax), área sob a curva da concentração plasmática vs tempo 

(AUC0-t), volume de distribuição (Vd), constante de eliminação (Kel) e clearance (Cl) 

de 8 pacientes em tratamento para neurocriptococose com AnfB com dose de 2 

mg/kg/dia. As concentrações plasmáticas de AnfB nos pacientes do presente estudo 

variaram de uma concentração mínima de 70.53 ng/mL até a concentração máxima 

de 820.02 ng/mL, estabelecendo uma flutuação de 10.63 (Figura 1). A variação da 

AUC0-t  foi de 5977.43 até 10848.20 ng.h/mL e a concentração máxima apresentou 

uma variação de 358.08 ng/mL até 717.03 ng/mL. O volume de distribuição 

apresentou variação de 205.80 a 424.26 mL. A variação de Kel oscilou de 0.02 até 

0.10 h-1 e do clearance de 8.25 até 23.69 L/h. Por fim, os valores de t1/2 dos 

pacientes apresentaram uma mediana de 16.95 h e coeficiente de variação de 

76.76. 

 

Tabela 1 - Valores dos parâmetros farmacocinéticos da AnfB em pacientes em tratamento 

para neurocriptococose com AnfB.  

Parâmetro GM (IC 95%) 

Cmax (ng/mL) 506.70  (358.08 - 717.03) 

AUC0-t (ng.h/mL) 8052.60 (5977.43 - 10848.20) 

Vd (L) 295.49 (205.80 - 424.26) 

Kel (1/h) 0.05 (0.02 - 0.10) 

CL (L/h) 13.98 (8.25 - 23.69) 

Fonte: Autoria própria. Legenda: GM: Média geométrica; IC 95%: Intervalo de confiança 95%. 
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Figura 1 - Concentrações plasmáticas médias de AnfB. 

 

Fonte: Autoria própria. Legenda: IC 95% (linha preta) e individuais (linhas vermelhas) em pacientes 
em tratamento para neurocriptococose (n = 8) após receberem infusão de 2 mg/kg/dia de AnfB. 

 

Os haplótipos e diplótipos do gene ABCB1 foram calculados com base nos 

genótipos dos três SNPs no gene ABCB1: - 1236T>C (rs1128503), 2677T>G/A 

(rs2032582) e 3435T>C (rs1045642), que apresentam alta proximidade no genoma 

e estão em alto desequilíbrio de ligação. A inferência estatística dos haplótipos e 

diplótipos do gene ABCB1 foi realizada utilizando o pacote haplo.stats, versão 1.9.3, 

em ambiente R. O programa atribui um valor de probabilidade posterior para a 

configuração do diplótipo para cada indivíduo, com base nas frequências estimadas 

de haplótipos. Os diplótipos foram inferidos com probabilidades superiores a 0,95 

para todos os pacientes do presente estudo. Para maior poder estatístico, os 

pacientes do estudo foram divididos em dois grupos com base no número de cópias 

do haplótipo variante T/nonG/T. Portanto, três pacientes foram classificados com 

zero cópia do haplótipo variante T/nonG/T, e cinco pacientes apresentaram 1 cópia 

do haplótipo variante T/nonG/T.  

Os pacientes que não possuem nenhuma cópia do haplótipo variante 

T/nonG/T apresentaram concentrações plasmáticas com variação de 162.84 até 
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777.7 ng/mL e uma flutuação de 3.8 (Figura 2a). Já os pacientes com uma cópia do 

haplótipo variante T/nonG/T apresentaram concentrações plasmáticas com 

variações de 70.53 ng/mL até a concentração máxima de 820.02 ng/mL, totalizando 

uma flutuação de 10.63 (Figura 2b).  

 

Figura 2 - Concentrações plasmáticas médias de AnfB com base no número de cópia do 

haplótipo variante T/nonG/T. 

 

Fonte: Autoria própria. Legenda: IC 95% (linha preta) e individuais em pacientes com 0 copias do 
haplótipo variante T/nonG/T (linhas roxas, painel A, n = 3) e em pacientes com 1 cópia do haplótipo 
variante T/nonG/T (linhas verdes, painel B, n = 5) em tratamento para neurocriptococose após 
receberem infusão de 2 mg/kg/dia de AnfB. 
 

Quanto ao impacto do haplótipo variante T/nonG/T sobre os parâmetros 

farmacocinéticos (tabela 2), os indivíduos com a variação mutante apresentaram 

menores AUC0-t (figura 3a) e Cmax (figura 3b). O volume de distribuição manteve-se 

na mesma faixa de valores (figura 4a). Foi observada uma maior constante de 

eliminação (Kel) e um maior clearance (CL), porém os parâmetros não apresentaram 

diferenças estatísticas entre os grupos. Os pacientes carreadores do alelo variante 

T/nonG/T apresentaram uma constante de eliminação (Kel) 50% maior quando 
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comparados com os pacientes wild type, mas sem diferença estatística detectada (p 

=  0.473). Como representado na figura 4b, os pacientes portadores do alelo variante 

apresentaram um Cl 1.9 vezes maior quando comparados com os pacientes wild 

types (p = 0.229).  

 

Figura 3 - Valores de AUC0-t  e Cmax de AnfB. 

 

Fonte: Autoria própria. Legenda: O painel A representa os valores de AUC0-t e painel B os valores de 
Cmax de AnfB em pacientes em tratamento para neurocriptococose estratificados pelo genótipo do 
ABCB1. 

 

Os valores de meia-vida (t1/2) dos pacientes com haplótipo T/nonG/T 

apresentaram uma mediana de 7.82 h e coeficiente de variação de 91.44. Já para os 

indivíduos que não apresentaram o haplótipo, os valores de t1/2 apresentaram uma 

mediana de 24.640 h e coeficiente de variação de 91.44 (p = 0.473).  
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Figura 4 - Valores de Vd e Cl  de AnfB. 

 

Fonte: Autoria própria. Legenda: O painel A representa os valores de Vd e painel B os valores de CL 
de AnfB em pacientes em tratamento para neurocriptococose estratificados pelo genótipo do ABCB1. 
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Tabela 2 - Parâmetros farmacocinéticos da AnfB estratificados baseado nos haplótipos do gene ABCB1 representados por GM (IC 95%). 

ABCB1 (cópias 
T/nonG/T) 

Cmax  
(ng/mL) 

AUC0-t  
(ng.h/mL) 

Vd 
(L) 

Kel  
(1/h) 

CL 
(L/h) 

0 
(n = 3) 

548.72 

(239.64 - 1256.44) 

10065.02 

(4365.30 - 23206.78) 

290.14 

(149.56 - 562.86) 

0.03 

(0.00 - 0.22) 

9.44 

(1.92 - 46.57) 

1 
(n = 5) 

483.05 

(263.40 - 885.91) 

7043.83 

(4700.68 - 10554.98) 

298.75  

(152.79 - 584.13)  

0.06 

(0.02 - 0.03) 

17.69 

(8.90 - 35.14) 

Fonte: Autoria própria. Legenda: GM: média geométrica; CI 95%: intervalo de confiança 95%. 

 



                                                                                                                                                  26 

5.​ Discussão 

Este estudo investigou a influência dos polimorfismos genéticos nos 

transportadores da barreira hematoencefálica, com ênfase no gene ABCB1, sobre 

os parâmetros farmacocinéticos da anfotericina B (AnfB) em pacientes com 

neurocriptococose. Foram analisados parâmetros como Cmax, AUC0-t, Vd, e Cl. O 

estudo incluiu pacientes com 0 e 1 cópia do haplótipo variante T/nonG/T do gene 

ABCB1. O principal objetivo foi compreender o impacto dessa variante sobre a 

disposição farmacocinética da AnfB, que é amplamente utilizada no tratamento de 

infecções fúngicas graves, mas que apresenta desafios em termos de penetração no 

sistema nervoso central (SNC) devido à barreira hematoencefálica. 

A anfotericina B em sua formulação de complexo lipídico (ABLC) é composta 

por dimiristoil fosfatidilcolina e dimiristoil fosfatidilglicerol em uma proporção molar de 

1:1 de lipídio para anfotericina B, formando estruturas em formato de fita. Após 

administração intravenosa, o ABLC é rapidamente captado por células do sistema 

fagocítico mononuclear, principalmente no fígado, baço e pulmões, resultando em 

um volume de distribuição maior (Vd) em comparação com a anfotericina B 

desoxicolato (DAMB) convencional, mas com menor concentração plasmática 

máxima e valores menores da área sob a curva concentração-tempo no sangue. 

Com base em uma série de ensaios clínicos abertos e não comparativos, o ABLC foi 

aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de infecções 

fúngicas invasivas em pacientes adultos e pediátricos que são intolerantes ou 

refratários à terapia com DAMB. Além disso, um ensaio clínico prospectivo e 

randomizado em 231 pacientes com ≥16 anos de idade com infecções invasivas por 

Candida demonstrou que uma dosagem de 5 mg/kg de ABLC foi menos nefrotóxica 

e tão eficaz quanto DAMB em uma dosagem de 0,6 a 1,0 mg/kg (Würthwein et al., 

2005). 

A farmacocinética clínica do complexo lipídico de anfotericina B foi 

previamente relatada em voluntários saudáveis (Kan et al., 1991) e em pacientes 

com infecções fúngicas sistêmicas (Adedoyin et al., 2000). Os parâmetros 

farmacocinéticos da anfotericina B, como o clearance total e o volume de 

distribuição no estado de equilíbrio, são dose-dependentes, considerando que o 
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fármaco se acumula nos tecidos. Kan et al. (1991) observaram valores de clearance 

em voluntários saudáveis variando de 0.07 a 0.09 L/h/kg, valores próximos aos 

encontrados no presente estudo, que variaram de 8.25 a 23.69 mL/h (equivalente a 

0.00825 a 0.02369 L/h). No estudo de Adedoyin et al. (2000), a administração de 5 

mg/kg/dia de complexo lipídico de anfotericina B resultou em valores de clearance 

mais altos (17.8 ± 5.2 L/h), comparados aos observados no presente estudo, em que 

os pacientes receberam infusões diárias de 2 mg/kg (13.98 mL/h). Esses valores, 

quando normalizados pela dose, são equivalentes, confirmando a similaridade no 

comportamento farmacocinético da anfotericina B entre os estudos. O complexo 

lipídico de anfotericina B é altamente distribuído nos tecidos. Os volumes de 

distribuição no estado de equilíbrio também foram avaliados por Kan et al. (1.7–3.9 

L/kg) e Adedoyin et al. (865 ± 347 L), sendo que o volume de distribuição observado 

no presente estudo, de 295.49 L, está dentro da faixa relatada quando normalizado 

pela dose. A anfotericina B é classificada como um composto de Classe 2 segundo o 

Sistema de Classificação de Disposição de Medicamentos Biofarmacêuticos 

(Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System), o que significa que sua 

absorção e disposição dependem significativamente de mecanismos de transporte. 

Como as moléculas de efluxo do SNC e de excreção biliar desempenham um papel 

importante na farmacocinética desse fármaco, polimorfismos genéticos nos 

transportadores presentes na barreira hematoencefálica podem alterar as 

concentrações de AnfB no plasma e no LCR, comprometendo assim a eficácia do 

tratamento. 

A BHE constitui uma barreira química e estrutural que regula o movimento de 

substâncias entre o sangue e o cérebro (SaidiJam et al., 2017), e inclui, entre outros, 

transportadores de efluxo da família ABC (Abbott et al., 2010). A glicoproteína P 

(P-gp), também denominada proteína transportadora de cassete de ligação ao ATP 

da subfamília B membro 1 (ABCB1), é amplamente expressa na BHE e atua como 

uma via crucial de efluxo de várias substâncias de volta para a circulação sistêmica 

(Cordon-Cardo et al., 1989). O gene ABCB1 é expresso em diversos tecidos 

normais, como cérebro, fígado, pâncreas e placenta (Banihani et al., 2020), e 

apresenta um elevado polimorfismo, com mais de 50 variantes conhecidas. Entre os 

SNPs exônicos mais estudados do ponto de vista farmacogenético estão o 1236C>T 
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e 3435C>T, que são silenciosos, e o 2677G>T/A no exon 21, que resulta em 

alterações nos aminoácidos (Ala893Ser/Thr) (Estrela et al., 2008). Esses 

polimorfismos podem influenciar a função da P-gp e, consequentemente, a 

farmacocinética da AnfB, alterando sua capacidade de atravessar a BHE e afetando 

as concentrações no SNC. 

Fukushi et al. (2022) evidenciam a importância do estudo ao relatar os efeitos 

dos polimorfismos do gene transportador ABCB1 nas proporções de LCR para 

plasma de ponatinib em pacientes com leucemia linfoblástica aguda positiva para o 

cromossomo Filadélfia. Em pacientes homozigotos para polimorfismos ABCB1 que 

estão associados com menor atividade da glicoproteína P, as proporções de LCR 

para plasma de ponatinib 4 horas após a administração foram significativamente 

maiores do que aquelas observadas no grupo de pacientes com outros genótipos 

ABCB1. 

Comparando os pacientes com 0 e 1 cópia do haplótipo variante T/nonG/T do 

ABCB1, observamos que os pacientes com 1 cópia apresentaram valores de Cmax 

14% menores, além de uma AUC0-t 38% menor. Apesar dessas diferenças, nenhuma 

delas foi estatisticamente significativa, o que pode ser explicado pelo pequeno 

tamanho amostral. No entanto, observou-se uma tendência de aumento do 

clearance nos pacientes com 1 cópia da variante, sendo 1.9 vezes maior em relação 

aos pacientes com 0 cópias, o que sugere que a variante pode estar associada a 

uma maior eliminação da AnfB. Nossos resultados indicam que o polimorfismo 

T/nonG/T no gene ABCB1 pode estar relacionado a uma variação na disposição 

farmacocinética da AnfB, embora os dados não sejam conclusivos. A tendência 

observada de menor exposição sistêmica (AUC0-t) nos pacientes com a variante 

sugere que o polimorfismo pode ter um impacto modesto na eficácia do tratamento 

com AnfB, especialmente em condições em que a penetração no SNC é crucial. 

Com base nos resultados do presente estudo, observamos uma tendência de 

redução nas concentrações plasmáticas de AnfB em pacientes que possuem uma 

cópia do haplótipo variante T/nonG/T. Embora o foco deste estudo tenha sido a 

anfotericina B, nossos achados refletem um comportamento semelhante ao 

observado por Kim et al. (2021), que investigaram os polimorfismos do gene ABCB1 
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em um grupo de 37 indivíduos americanos de ascendência europeia e 23 

afro-americanos saudáveis, utilizando a fexofenadina como substrato. No estudo de 

Kim et al., foi demonstrado que a AUC da fexofenadina foi significativamente menor 

nos participantes com alelos variantes em comparação com o grupo wild type. 

Embora os dois estudos envolvam fármacos diferentes, a similaridade na redução da 

AUC observada tanto com a fexofenadina quanto com a AnfB sugere que os 

polimorfismos no gene ABCB1 podem impactar de forma geral a farmacocinética de 

diferentes substratos, incluindo a anfotericina B. 

Esses resultados complementam os nossos achados, fortalecendo a 

evidência de que os polimorfismos genéticos no transportador ABCB1 presente na 

barreira hematoencefálica podem influenciar a farmacocinética da anfotericina B no 

plasma e no líquido cefalorraquidiano de pacientes em tratamento de 

neurocriptococose. No entanto, apesar de relevante, devido a alta frequência do 

alelo variante, é importante ressaltar que o presente estudo apresenta algumas 

limitações, sendo a principal delas o reduzido número de participantes recrutados 

até o momento. Para fortalecer os resultados e aumentar a robustez do estudo, é 

essencial recrutar mais pacientes, permitindo uma análise mais abrangente do 

impacto dos polimorfismos genéticos nos transportadores sobre a farmacocinética 

da AnfB. 
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6.​ Conclusão 

Este estudo explorou o impacto dos polimorfismos do gene ABCB1 sobre os 

parâmetros farmacocinéticos da anfotericina B em pacientes com neurocriptococose. 

Embora as diferenças observadas entre os grupos com 0 e 1 cópia do haplótipo 

T/nonG/T não tenham sido estatisticamente significativas, foi possível identificar uma 

tendência de menor exposição sistêmica e maior clearance nos pacientes 

portadores da variante. Esses achados sugerem que o polimorfismo pode influenciar 

modestamente a farmacocinética da anfotericina B, o que pode ter implicações na 

eficácia do tratamento, especialmente em doenças que requerem altas 

concentrações da droga no sistema nervoso central. 

Apesar das limitações, como o pequeno tamanho amostral, este trabalho 

contribui para uma compreensão mais detalhada dos fatores genéticos que podem 

afetar a resposta ao tratamento com anfotericina B. Estudos futuros com maior 

número de pacientes e a análise de outros genes transportadores são necessários 

para fortalecer essas conclusões e possivelmente adaptar a terapia antifúngica de 

acordo com o perfil genético dos pacientes. 
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