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Resumo

RESUMO

COSTA, A. C. C. Disposicao cinética e excrecao renal da gabapentina: o papel
dos transportadores para cations organicos e o efeito do controle glicémico em
pacientes com dor neuropatica. 2019. 107f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

A gabapentina (GBP), anticonvulsivante utilizado para tratamento de dor neuropatica,
é eliminada principalmente inalterada na urina. Estudos sugerem que a secrecao
tubular ativa nos rins contribui para a excrecdo de GBP. Estudos em ratos com
diabetes experimental sugerem que a hiperglicemia reduz a atividade de
transportadores de cétions organicos (Octs). Assim, 0 objetivo deste estudo foi
investigar o papel dos OCTs na disposicao cinética e na farmacodinAmica da GBP em
pacientes com dor neuropatica e verificar a regulacdo da atividade desses
transportadores pelo controle glicEmico no diabetes. Foi realizado estudo in vitro para
avaliar a interacdo de GBP e do provavel inibidor de OCTs cetirizina (CTZ) com
transportadores OCT1, OCT2, OCT3, OCTN1, MATE1 e MATE2-K expressos em
células HEK. O estudo clinico cruzado foi realizado em pacientes com dor neuropatica
(n=10, Controle) para avaliar a influéncia da CTZ na disposicao cinética da GBP. Para
avaliar o efeito do controle glicémico, foram investigados pacientes com DM2
controlado (DC, n=9) e DM2 néo controlado (DNC, n=10). Todos os participantes
investigados apresentavam dor neuropatica de intensidade = 4 na escala visual
analdgica de dor (EVA) e foram tratados com dose Unica oral de 300 mg de GBP (Fase
1) ou CTZ (20 mg/dia) durante 5 dias e dose Unica de GBP no ultimo dia (Fase 2).
Apenas os pacientes do grupo Controle participaram da Fase 2. Amostras seriadas
de sangue e urina foram coletadas até 36 horas ap0s a administracdo de GBP. A
intensidade de dor foi avaliada nos mesmos tempos de coleta de sangue. Todos 0s
participantes foram genotipados para os polimorfismos SLC22A2 808G>T e SLC22A4
1507C>T. Os parametros farmacocinéticos foram estimados por analise néo-
compartimental. Os experimentos in vitro mostraram que a GBP é substrato para
hMATEL e hOCTN1, e que sua interagdo com hOCT2 néo é clinicamente relevante.
A CTZ inibiu os transportadores hOCTs e hMATEs. No estudo clinico, a
coadministracdo de CTZ resultou em aumento de CL/F (14,6 L/h) e Vd/F (15191L) e
reducdo de AUC?* (20,6 ug.h/mL), quando comparados com a administracéo da GBP
apenas (CL/F: 10,6 L/h; Vd/F 106,2 L; AUC?= 28,2 ug.h/mL). As menores
concentracfes plasmaticas de GBP quando coadministrada com CTZ resultaram em
reducdo na atenuacao de dor. O grupo DNC apresentou diferencas marginais nos
parametros Cmax (1,86 pg/mL, p=0,08780) e Vd/F (178,8 L, p=0,0506), em relacéo ao
grupo Controle (Cmax: 2,48 pg/mL; Vd/F: 106,2 L). Nao foi encontrada diferenca na
disposicéo cinética da GBP entre 0os genotipos para os polimorfismos investigados.
Concluséo: a GBP é substrato dos transportadores renais hMATE1, hOCTN1 e
hOCT2. O tratamento com CTZ e a hiperglicemia reduziram a exposi¢ao sistémica da
GBP, contudo essas alteracdes nao podem ser explicadas por interagcdo com 0s
transportadores renais. Estes dados sugerem que a CTZ e a hiperglicemia reduzem a
biodisponibilidade oral da GBP por saturacéo dos processos de absorcao intestinal.

Palavras-chave: OCT2, GBP, CTZ, farmacocinética, diabetes tipo 2, dor neuropatica
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ABSTRACT

COSTA, A. C. C. Gabapentin kinetic disposition and renal excretion: role of
transporters for organic cations and the effect of glycemic control in patients
with neuropathic pain. 2019. 107f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeiréo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2019.

Gabapentin (GBP), anticonvulsant used to neuropathic pain treatment, is mainly
eliminated unchanged in urine. Renal active tubular secretion has been suggested to
contribute on GBP excretion by renal excretion. Studies performed on rats with
experimental diabetes suggest that hyperglycemia reduces the activity of organic
cation transporters (Oct). Thus, the aim of the study was to investigate the role of OCTs
on kinetic disposition and pharmacodynamics of GBP in patients with neuropathic pain
and to verify the regulation of these transporters’ activity by glycemic control in
diabetes. An in vitro study was performed to evaluate the interaction of GBP and the
probable OCTs inhibitor cetirizine (CTZ) with transporters OCT1, OCT2, OCTS3,
OCTN1, MATE1 and MATE2-K expressed in HEK cells. A cross-over clinical study
was performed in patients with neuropathic pain (n=10, Control) to evaluate the
influence of CTZ on GBP kinetic disposition. To evaluate the effect of glycemic control,
patients with controlled DM2 (DC, n=9) and uncontrolled DM2 (DNC, n=10) were
investigated. All participants investigated had neuropathic pain of intensity = 4
evaluated by analogue visual scale (EVA) and were treated with oral single-dose of
300 mg of GBP (Phase 1) or cetirizine (20 mg/day) for 5 days and single-dose of GBP
on the last day (Phase 2). Only participants of Control group participated of Phase 2.
Serial blood and urine samples were collected up to 36 hours after GBP administration.
Pain intensity was evaluated on the same time of blood samples. All participants were
genotyped for polymorphisms SLC22A2 808G>T and SLC22A4 1507C>T. The
pharmacokinetic parameters were estimated by non-compartmental analysis. The in
vitro experiments showed that GBP is a substrate for hAMATE and hOCTN1, and that
the interaction with hOCT2 is not clinically relevant. CTZ inhibits the transporters
hOCTs and hMATEs. In the clinical study, the coadministration of CTZ resulted in
increase of CL/F (14.6 L) and Vd/F (151.9 L) and decrease of AUC®~ (20.6 ug.h/mL)
when compared to the administration of GBP alone (CL/F: 10.6 L/h); Vd/F: 106.2 L,
AUC?=: 28.2 pug.h/mL). The lower plasma concentrations of GBP when coadministered
with CTZ resulted in reduced pain attenuation. The DNC group showed marginal
differences in parameters Cmax (1.86 pg/mL, p=0.08780) and Vd/F (178.8 L, p=0.0506)
in relation to Control group (Cmax: 2.48 pg/mL; Vd/F: 106.2 L). No differences were
found on GBP kinetic disposition between genotypes for investigated polymorphisms.
Conclusion: GBP is a substrate for renal transporters hMATE, hOCTN1 and hOCT2.
The treatment with CTZ and hyperglycemia reduced systemic exposure to GBP,
although these changes cannot be explained by the interaction with renal transporters.
These data suggest that CTZ and hyperglycemia reduce GBP oral bioavailability by
saturation of intestinal absorption processes.

Keywords: OCT2, GBP, CTZ, pharmacokinetics, type-2 diabetes, neuropathic pain
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1. INTRODUCAO
1.1 Transportadores renais para cations organicos

Estudos em Farmacometria mostram que o0s transportadores regulam a
disposicdo de farmacos (farmacocinética) e a resposta (farmacodindmica)
(GIACOMINI et al., 2010; POWELL, GOBBURU, 2007). Os transportadores de
farmacos tém sido objeto de estudos clinicos que buscam identificar interacdes entre
farmacos, interacdes farmaco-doencas, o papel da farmacogendmica, ou outras
covariaveis que podem ter implicag6es na medicina de precisédo (CIARIMBOLI, 2008;
GIACOMINI et al., 2010). A compreenséo dos mecanismos de transporte de farmacos
integrada aos estudos de absorcao, metabolismo, distribuicdo e excrecéo sdo a base
da abordagem mecanistica da Farmacologia dos Sistemas. A caracterizacdo de
mecanismos complexos de interacdo envolvendo a disposicdo de farmacos
dependente de transportadores poderdo ser usados para o doseamento ou
desenvolvimento de novas formulacdées que minimizem as interacdes entre farmacos
ou interacBes farmaco-doenca. Nesse contexto, podem ser elaboradas estratégias
racionais de individualizacéo da terapia para aumentar a efetividade e seguranca na
terapia farmacoldgica.

Uma vez que papel dos transportadores de farmacos na compreensao da
terapia farmacologica tornou-se evidente, recomendacfes regulatérias de
caracterizacdo de interacfes farmaco-transportador passaram a fazer parte do
desenvolvimento de farmacos e medicamentos. Organogramas para tomadas de
deciséo na elaboracao de estudos em Farmacologia Clinica foram desenvolvidos pelo
International Transporter Consortium (GIACOMINI et al., 2010; GIACOMINI; HUANG,
2013). Novos desafios e novas metodologias na compreensdao do papel de
transportadores foram extensivamente explorados na ultima década (CHU et al., 2018;
GIACOMINI et al., 2010; GIACOMINI; HUANG, 2013).

Aproximadamente 40% dos farmacos prescritos na pratica clinica séo cétions
organicos (OC), substancias que possuem carga positiva em pH fisiol6gico
(KOEPSELL, 2013). Devido a carga positiva, o movimento dos OC através das
membranas plasmaticas € mediado pelos transportadores de farmacos. A maioria dos
transportadores para cations organicos pertence a familia de carreadores de soluto
22A (SLC22A) (transportador de cations organicos (OCT) 1-3 e transportador de
cations organicos novo (OCTN) 1 e 2) ou a familia de SLC47 (proteina de extrusao de
multiplos farmacos e toxinas (MATE) 1 e 2K) (NIES et al., 2011; XU et al., 2013). O
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transportador de cations organicos 2 humano (hOCT2) ¢é expresso
predominantemente ha membrana basolateral do tubulo proximal dos rins, e promove
transporte de cations do sangue, para dentro das células do tubulo proximal, que
representa o primeiro estagio no processo de secrecao renal (XU et al., 2013; ZAIR et
al., 2008). O processo é completado pelo transporte dos cations organicos das células
renais para a urina, promovido por hMATEs e hOCTNSs, expressos na membrana
plasmatica luminal dos rins (Figura 1) (HARRACH; CIARIMBOLI, 2015). O hOCT1 é
altamente expresso na membrana basolateral dos hepatdcitos no figado, e uma baixa
expressdo € encontrada nos rins e intestino, enquanto o hOCT3 & amplamente
distribuido nos 6rgaos, com uma baixa expressao (NIES et al., 2011; XU et al., 2013;).
As forcas dirigentes do transporte mediado por essas proteinas séo, além do gradiente
quimico dos substratos, o potencial de membrana no caso dos transportadores
eletrogénicos de cations organicos (OCTs) e o gradiente de pH oposto para
antiportadores de cations organicos (OCTNs e MATEs) (BUSCH et al.,, 1996;
DANGPRAPAI; WRIGHT, 2011; GRUNDEMANN et al., 1994; KEKUDA et al., 1998;
MEHRENS et al., 2000; NIES et al., 2011; OTSUKA et al., 2005; TAMAI et al., 1997;
WU et al., 1998). No caso de OCTN1, o gradiente de sodio ibnico (Na*) pode ser
considerado uma forca dirigente, visto que esse transportador também pode operar

em uma maneira dependente de Na* (OHASHI et al., 2001).

Figura 1. Localizacdo dos transportadores para cations organicos no tubulo proximal

dos rins.

- MATE1
+ MATE2-K

v

'

— OCTN1
<+ OCTN2

e |

—

Célula do tubulo proximal

Néfron

Fonte: préprio autor. OCT1: transportador de céations organicos 1, baixa expressao nos rins; OCT2:
transportador de cétions organicos 2, predominantemente expresso na membrana basolateral no tlbulo
proximal dos rins; OCT3: transportador de cations organicos 3, baixa expressdo nos rins; MATE1:
proteina de extrusdo de multiplos farmacos e toxinas 1, altamente expresso na membrana apical do
tubulo proximal dos rins; MATE2-K: proteina de extrusdo de mudltiplos farmacos e toxinas 2-K,
predominantemente expresso nos rins; OCTNL1: transportador de cétions organicos novo 1, altamente
expresso nos rins; OCTN2: transportador de cétions organicos novo 2, altamente expresso nos rins.
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Os substratos dos transportadores para cations organicos podem ser de origem
endodgena, como acetilcolina, dopamina, epinefrina, norepinefrina, serotonina,
histamina e colina, ou exégena, como os farmacos amantadina, cisplatina, cimetidina,
ranitidina, metformina, GBP e CTZ (CIARIMBOLI, 2008; KOEPSELL, 2013; LAL et al.,
2010).

Aproximadamente 30% dos 200 medicamentos mais vendidos nos Estados
Unidos tem eliminacdo principalmente renal (MORRISSEY et al., 2013). Para os
farmacos de excrecao renal, os transportadores expressos nos rins podem explicar a
variabilidade na disposicao cinética, na efetividade e na seguranca. A inibicdo da
atividade desses transportadores leva a aumento na concentracao plasmatica de seus
substratos, resultando em maior incidéncia de efeitos adversos e até mesmo casos
de intoxicagdo (TSURUOKA et al., 2006; XU et al., 2013).

Estudo realizado in vitro sugere que CTZ e pilsicainida sejam inibidores de
OCT2, visto que os mesmos reduzem a captacédo do substrato tetraetilaménio (TEA)
pelo transportador (TSURUOKA et al., 2006). Além da CTZ e da pilsicainida, a
cimetidina e a quinidina também s&o inibidores seletivos de OCT2 (GIACOMINI et al.,
2010). A CTZ também inibe a captacdo de TEA mediado pelos transportadores
MATE1 e MATE2-K, o que também sugere que CTZ seja inibidor desses
transportadores (TSUDA et al., 2009). Ndo ha dados sobre a influéncia da CTZ no
OCTNI1.

A atividade de transportadores pode ser regulada aguda ou cronicamente e
situacdes patolégicas alteraram a funcdo de transportadores (CIARIMBOLI;
SCHLATTER, 2005; SCHMIDT-LAUBER et al., 2012). Ratos com DM2 induzido por
dieta hipercal6rica seguida de injecao de estreptozotocina (QIAN et al., 2015; REED
et al., 2000) tém reducao de 50% nos niveis renais do transportador Oct2, e de 4%
nos niveis hepaticos da proteina de resisténcia a multiplos farmacos 4 (Mrp4), o que
sugere reducédo na atividade de ambos transportadores (NOWICKI et al., 2008). Por
outro lado, os niveis renais dos transportadores Mrp2, Mrp4, transportador de anions
organicos 2 (Oat2), e proteina de resisténcia ao cancer de mama (Bcrp) encontram-
se aumentados em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (NOWICKI et al.,
2008). Até o momento, ndo ha na literatura informacdes sobre o efeito do diabetes na
expressdo de MATEs e OCTNSs.

Alem de situacdes patoldgicas, alteragcbes genéticas podem regular a

expressdo e/ou funcéo de transportadores. Foram identificados varios polimorfismos
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de base Unica (SNPs), ndo sinbnimos na regido codificante do gene SLC22A2,
responsavel pela expressdo de OCT2 (CIARIMBOLI, 2008; ZAIR et al., 2008). A
variante 808G>T (rs316019), localizada no éxon 4, é encontrada em europeus,
americanos, africanos, leste e sul-asiaticos com frequéncia alélica de 11; 9,2, 18,5;
13,6 e 13,4%, respectivamente (1000 Genomes; CIARIMBOLI , 2008). No Brasil, a
frequéncia alélica do alelo raro para essa variante € de 14,6% em pretos, 13,3% em
pardos e 10,7% em brancos da regido Sudeste do pais (REFARGEN). Este SNP est4
associado a reducédo do transporte de metformina, o que sugere reducédo na atividade
do transportador (CHOI; SONG, 2008; LEABMAN et al., 2002; SONG et al., 2008).
Vérios polimorfismos também foram encontrados em regides codificantes do gene
SLC22A4, responsavel pela expressdo de OCTN1 (URBAN et al., 2007). A variante
1507C>T (rs1050152), localizada no éxon 9, é encontrada em europeus, americanos,
africanos e sul-asiaticos com frequéncia alélica de 38,7; 24,4, 2,1 e 88%,
respectivamente (1000 Genomes; TAHARA et al., 2009). No Brasil, a frequéncia é de
21,4% em pretos, 27,2% em pardos e 38,2% em brancos, na regido sudeste do pais
(REFARGEN). Estudos mostram que este SNP esta associado a redugdo no
transporte de carnitina e GBP (PELTEKOVA et al., 2004).

1.2Gabapentina (GBP)

A GBP é um anticonvulsivante com estrutura analoga ao neurotransmissor
GABA (CLIVATTI; SAKATA; ISSY, 2009) (Figura 2) frequentemente indicado para
tratamento de dor neuropatica, sobretudo em casos de neuropatia diabética, e esta
dentre os farmacos de primeira linha para tratamento da dor neuropatica, junto com
antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (FINNERUP et al.,, 2015; KAMERMAN et al.,, 2016; MARCOLIN;
TATSCH, 2000). A dor neuropética é definida como dor causada por uma lesdo do
sistema somatossensorial, devido a alteracdo da fisiologia do sistema nervoso
(TREEDE et al., 2008). Os sintomas sao dor em agulhadas ou queimacao e choque.
Um dos mecanismos que levam ao desenvolvimento da dor neuropatica a a ativagao
das fibras de pequeno calibre do tipo C e Ad. Com a lesao das fibras, a atividade dos
canais idnicos de sodio e calcio é alterada, levando a um aumento na excitabilidade
de fibras nociceptivas (BARON; BINDER; WASNER, 2010).
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Figura 2. Férmula estrutural da GBP
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Fonte: préprio autor (ACD/ChemSketch, versao 14.01, Toronto, Ontario, Canada)

Apesar de sua estrutura parecida com GABA, o farmaco néo interage de modo
significativo com esse neurotransmissor (CLIVATTI; SAKATA; ISSY, 2009). Sua agéo
anti-hiperalgica parece ocorrer por ligagdo na subunidade a-2-delta tipo 1 de canais
de calcio voltagem-dependentes nos neurbénios do corno dorsal da medula espinhal,
0 que leva a diminuicdo de entrada de calcio nas terminacdes nervosas, reduzindo
assim a excitabilidade pds-sinaptica e diminuindo a liberacdo de neurotransmissores
(CLIVATTI; SAKATA; ISSY, 2009; MASON; QUELLO; SHADAN, 2018).

Estudos clinicos mostram que a administracdo de GBP, quando comparada
com placebo, diminui significativamente a intensidade da dor neuropatica. Backonja
et al. (1998) trataram 70 pacientes com GPB de 900 a 3600 mg/dia e 65 pacientes
com placebo. A média na pontuacdo de dor neuropatica diabética foi
significativamente menor (p<0,001) ao final do estudo, com administracdo de GBP
(basal: 6,4; final, 3,9; n = 82), em relacdo ao placebo (basal: 6,5; final, 5,1; n = 80).
Serpell et al. (2002) avaliaram 122 pacientes com administracdo de até 2400 mg/dia
de GBP e 112 pacientes com administracédo de placebo. Os autores observaram que
a média na pontuacao da dor diaria diminuiu 21% nos pacientes tratados com GBP
(7,1 para 5,6) e 14% nos pacientes tratados com placebo (7,3 para 6,3). Casos clinicos
comprovam a eficacia da GBP na dor neuropética de pacientes com idade avancada
que ndo conseguiram alivio da dor em tratamentos com antidepressivos ou opibides
(SANCHEZ-VALIENTE, 1998).

A GBP apresenta biodisponibilidade variavel em funcéo de absorcao saturavel
no trato gastrointestinal, de forma que quanto maior a dose, menor a
biodisponibilidade, variando de uma biodisponibilidade absoluta de 60% a 27% com
aumento da dose de 900 mg a 4800 mg por dia (BOCKBRADER et al., 2010; CHEN;
COWLES; SWEENEY, 2013; MAK et al., 2016; STEWART et al., 1993). Suas
constantes de dissociagéo acida e basica (pKa e pKb) sdo 3,7 e 10,7, respectivamente
(BOCKBRADER et al., 2010). Ap6s dose unica de 400 mg de GBP, a concentragéo
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plasmatica maxima de 3,7 = 1,0 uyg/mL é atingida apds 3,6 £ 1,1 horas. ApGs dose
unica de 300 mg de GBP, o pico da concentracdo plasmatica é de 2,7 ug/mL,
alcancado entre 2 e 3 horas (BOYD et al., 1999; MARCOLIN; TATSCH, 2000;
MCLEAN, 1994). Sua ligagéo as proteinas plasmaticas € minima (aproximadamente
3%) e € amplamente distribuida a quase todos os 6rgédos. A GBP néo é metabolizada
em humanos; sua eliminacdo sob forma inalterada é predominantemente renal e a
meia-vida é de aproximadamente 5 a 9 horas (BOYD et al., 1999; CLIVATTI; SAKATA,
ISSY, 2009).

O clearance renal da GBP é dependente da taxa de filtracdo glomerular
avaliada pelo clearance de creatinina (BOYD et al., 1999). A diminuicdo da funcao
renal resulta em reducéo do clearance total aparente e no clearance renal da GBP,
sugerindo que ndo ha reabsorcdo tubular da GBP (RAOUF et al.,, 2017). Tais
observacdes sugerem que o regime de dosagem em individuos com funcao renal
reduzida deve ser ajustado de acordo com o clearance de creatinina (BLUM et al.,
1994). A excrecdo renal da GBP parece ser também dependente da secrec¢éo ativa
via hOCT2 e hOCTN1, expressos nos rins. A cimetidina, substrato de OCT2, reduz o
clearance renal da GBP sugerindo a participacéo do transportador OCT2 na excrecao
renal da GBP (LAL et al., 2010). O transporte de GBP é facilitado pelo transportador
OCTNL1 e o polimorfismo 1507C>T reduz o transporte do farmaco em estudo in vitro,
0 que sugere a participacao do transportador na eliminacéo renal do farmaco (URBAN
et al., 2008).

1.3Cetirizina (CTZ2)

A CTZ é um anti-histaminico de segunda geracdo, utilizada para tratar os
sintomas de rinite alérgica, tanto sazonal quanto perene (Figura 3). Trata-se de um
medicamento seguro, com poucos relatos de sinais clinicos graves ap0s ingestao de
altas doses. Os efeitos adversos da CTZ sdo raros, e estudos clinicos mostram que
os mais frequentes sao dor de cabeca leve (10,8% de 93 pacientes) e sonoléncia
(12,9% de 93 pacientes) apoés o tratamento com 10 mg de CTZ (MELTZER; WEILER,;
WIDLITZ, 1996). De 146 pacientes com overdose de CTZ, 9 apresentaram sonoléncia,
7 apresentaram inquietude, houve 5 pacientes com taquicardia, 2 com pressao alta e
apenas 1 paciente apresentou midriase. Cento e vinte e quatro (124) pacientes nao
relataram efeitos adversos, mesmo com overdose de CTZ (SPILLER et al., 2001).
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Figura 3. Férmula estrutural da CTZ

Y

Fonte: préprio autor (ACD/ChemSketch, versao 14.01, Toronto, Ontario, Canada)

A concentracdo maxima no plasma ocorre em 1-2 horas, e aproximadamente
90% da CTZ no plasma encontra-se ligada as proteinas plasmaticas. Sua excrecao
ocorre pela urina, na maior parte, de forma inalterada (CURRAN; SCOTT; PERRY,
2004). Estudo feito em voluntarios sadios, apdés administracdo de 5 mg de CTZ,
mostrou concentracdo plasmatica maxima média de 0,27 ug/mL £ 0,04, observada
0,75 + 0,50 h apés a administracdo, o que mostra a absorcéao rapida do farmaco. Esse
mesmo estudo também mostrou que a CTZ se encontra altamente ligada as proteinas
plasmaticas, com média de 96,1% de ligacdo apds uma hora da administracdo de
CTZ, 91,9% apos 6 horas e 87,3% apds 24 horas (BENEDETTI et al., 2001).

A CTZ é eliminada, principalmente inalterada, na urina atraves de filtracao
glomerular e secrecdo tubular, sendo que a secrecdo tubular do enantibmero
dextrocetirizina (44,5 mL/min) € 2 vezes maior que a da levocetirizina (23,1 mL/min)
(STROLIN BENEDETTI et al., 2008). Em um estudo in vitro, com o6citos de Xenopus
laevis transfectados com hOCT2, a adicdo de 100 ng/mL de CTZ reduziu a captacao
do substrato de OCT2 4C-TEA de 3,1 * 0,1 pmol/h/mg proteina para 2,3 + 0,1
pmol/h/oécito, o que sugere a acdo da CTZ como inibidor de OCT2 (TSURUOKA et
al., 2006). Em um estudo in vitro com células embrionéarias de rim humano (HEK),
transfectados com hMATE1 e hMATE2-K, a concentracdo de CTZ necessaria para
inibir em 50% a captacdo de “C-TEA (ICso) foi de 317 e 817 uM, respectivamente, o
gue sugere interacdo de CTZ com ambos transportadores (TSUDA et al., 2009). Em
um estudo clinico com 6 voluntarios sadios homens, houve diminuicdo no clearance
renal de pilsicainida (50 mg) apds a coadministracdo de CTZ (20 mg) (475 = 101
mL/min para 270 = 117 mL/min) (TSURUOKA et al., 2006). At¢é 0 momento, ndo ha
dados na literatura relacionando o efeito da CTZ na atividade de OCTNL1.

Além disso, a CTZ é um dos farmacos de primeira escolha (anti-histaminicos

em geral) para o tratamento de alergia a insulina em pacientes diabéticos (AIRAGHI;
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LORINI; TEDESCHI, 2001; GHAZAVI; JOHNSTON, 2011; HEINZERLING et al., 2008;
SOLA-GAZAGNES et al., 2003).

1.4Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma sindrome heterogénea, resultado de
deficiéncia na secrecdo ou acao da insulina (CHAVES; ROMALDINI, 2002). A
hiperglicemia resultante da deficiéncia de secrecdo ou acdo de insulina é a principal
caracteristica dessa doenca metabdlica (American Diabetes Association, 2019a). O
diabetes tipo 2 € a forma mais comum de diabetes (90-95% de pacientes com diabetes
possuem DM2) e apesar de haver varias causas para o surgimento da doenca, sua
etiologia ainda ndo est4 totalmente esclarecida (ALBERTI; ZIMMET, 1998; American
Diabetes Association, 2019a). Alguns pacientes sao hiperglicémicos, mesmo com
aumento na concentracao plasmatica de insulina, o que evidencia a resisténcia a acao
da insulina (DEFRONZO, 1999). Outros pacientes tém acdo normal de insulina, mas
sua secrecao € prejudicada (ALBERTI; ZIMMET, 1998).

Estudos epidemiologicos mostram incidéncia de 9,4% nos Estados Unidos
(30,3 milhdes de pessoas) de diabetes diagnosticada em 2015, sendo que 23,8% (7,2
milhdes de pessoas) ndo eram cientes ou ndo havia sido relatado que tinham a doenca
(CDC, 2017). A Organizacdo Mundial da Saude (WHO) reuniu alguns estudos que
mostram a prevaléncia de DM2 diagnosticada e nao diagnosticada, e a relagao
geralmente é grande, o que mostra a importancia do diagnéstico e a severidade da
doenca (WHO, 2016). Além disso, de 1980 a 2014 houve um aumento de 4,7% a 8,5%
na prevaléncia de diabetes. Em uma estimativa global, 108 milhdes de pessoas tinham
a doenca em 1980, e 422 milhdes de adultos conviviam com a doenca em 2014 (WHO,
2016). Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS), no ano 2013 o Brasil possuia
6,2% de brasileiros (9,1 milhdes de pessoas) com diabetes (PNS, 2014). A estimativa
de brasileiros com diabetes em 2017 era de aproximadamente 13 milhées, com uma
estimativa de 20,3 milhdes de brasileiros com a doengca em 2045 (IDF, 2017). Estudo
realizado em 2018 pelo Conselho Federal de Farméacia (CFF) em parceria com a
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) relata uma prevaléncia de glicemia elevada
em 18,4% da populacdo brasileira, sendo o centro-oeste a regido com maior
prevaléncia e a regido sudeste com a menor prevaléncia, 24,6% e 15,6%,
respectivamente (CFF, 2018).
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Um dos efeitos em longo prazo do diabetes € a neuropatia diabética, causada
por lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial (COLLOCA et al., 2017).
Véarios mecanismos relacionados a patogénese da neuropatia diabética foram
propostos. A hiperglicemia ativa varias vias bioquimicas bem caracterizadas, como a
via do poliol, aumento dos produtos finais de glicacdo avancada (AGESs), ativacao de
proteina quinase C, entre outras (SINGH; KISHORE; KAUR, 2014). As principais
fibras periféricas afetadas s&o as fibras de fino calibre Ad e C, e as fibras de grosso
calibre Aa e AB (VINIK et al., 2013), responsaveis pelos sintomas da neuropatia
diabética, que sdo entorpecimento, formigamento, dor em queimacao ou agulhadas e
fraqgueza. Os sintomas comecam nas extremidades inferiores e se espalham em
direcdo aos membros superiores, movimento conhecimento como botas e luvas
(CALLAGHAN et al., 2012).

Estudo realizado em 118 hospitais do Reino Unido, com um total de 6487
pacientes diabéticos, mostrou prevaléncia de 32,1% de neuropatia diabética no
diabetes tipo 2. A incidéncia de neuropatia diabética tende a aumentar com a idade,
haja vista que a prevaléncia foi de 5% no grupo até 29 e aumentou para 44,2% no
grupo até 79 anos. A duracdo do diabetes também influenciou a incidéncia da dor
neuropatica, que estava presente em 20,8% nos pacientes com a doenca ha menos
de 5 anos e 36,8% em pacientes com a doenca ha mais de 10 anos (YOUNG, 1993).

Atualmente, os casos de alergia a insulina sdo raros, atingindo
aproximadamente 1% dos pacientes diabéticos (DURAND-GONZALEZ et al., 2003;
FERNANDEZ et al., 2003; NAF et al., 2002; RADERMECKER; SCHEEN, 2007). A
primeira linha de tratamento, quando esses casos ocorrem, sdo 0s anti-histaminicos
para alivio sintoméatico (entre eles a CTZ) e a mudanca da insulina do paciente para
uma insulina que ndo contenha o agente especifico que causou a reacdo alérgica
(HEINZERLING et al., 2008). Geralmente, as insulinas humanas recombinantes sédo
as que apresentam menos risco de alergia e sdo as mais utilizadas na mudanca de
tratamento com insulina (AIRAGHI; LORINI; TEDESCHI, 2001; GHAZAVI,
JOHNSTON, 2011; HEINZERLING et al., 2008; JIXIONG et al., 2004; NAF et al., 2002;
RADERMECKER; SCHEEN, 2007).

O DM2 pode alterar absor¢cao gastrintestinal, a distribuicdo, o metabolismo e a
excrecao renal dos farmacos em uso na clinica dependendo do tempo de diagndstico
da doenca, da presenca de complicacdes do diabetes e do substrato investigado
(DOSTALEK; AKHLAGHI; PUZANOVOVA, 2012). O tempo de transito intestinal pode
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estar diminuido e retardado em 20-30% dos pacientes diabéticos (IIDA et al., 2000).
Tal efeito é resultante da hiperglicemia crénica que causa um prejuizo simpatico e
parassimpatico dos nervos responsaveis pela motilidade intestinal. O diabetes
também pode alterar a ligagdo dos farmacos as proteinas plasméticas alterando as
fases de distribuicdo e eliminacdo, em funcédo das altas concentracdes de acidos
graxos livres e elevados niveis glicémicos (LIPP et al., 1997; PRESTON et al., 2001).
Um aumento na expressdo de Mrp2 na barreira hematoencefalica é observado no
diabetes experimental induzido por estreptozotocina, e a distribuicdo de farmacos
substratos desse transportador no sistema nervoso central pode ser alterada em
pacientes diabéticos (HAWKINS et al., 2007). Dependendo da duracdo do DM2 ou do
estagio da nefropatia diabética, a velocidade de filtragcdo glomerular pode estar
aumentada, normal ou diminuida. Além disso, anormalidades na secrecdo tubular
renal em pacientes com DM2, podem influenciar o clearance renal de uma variedade
de farmacos (DOSTALEK; AKHLAGHI; PUZANOVOVA, 2012).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que o diabetes pode alterar
o metabolismo de farmacos através de alteracdes em diversas enzimas, dentre as
quais do sistema citocromo P450 (CYP) provocando modifica¢des individualizadas na
atividade de suas isoformas (CHENG; MORGAN, 2001; PRESTON; EPSTEIN, 1999;
PRESTON et al., 2001). O diabetes experimental induzido em ratos tende a suprimir
a expresséo do CYP1A2, CYP2C11, CYP2C13 e CYP3A2 e a induzir a expressao do
CYP2A1, CYP2B1, CYP2C12, CYP4Al e CYP2EL1 (IBER et al., 2001; SCHENKMAN,
1991). O tratamento com insulina mostrou ser efetivo na normalizacao das alteracdes
do CYP tanto em relacéo ao conteudo proteico quanto ao RNAmM (DONG et al., 1988;
YAMAZOE et al., 1989). Utilizando ratos espontaneamente diabéticos, Favreau e
Schenkman (1988) observaram que o metabolismo da anilina, que se encontrava
aumentado, foi normalizado nos animais que receberam insulina.

De acordo com as recomendacfes do International Transporter Consortium
(GIACOMINI et al., 2010), os dados da literatura referentes a disposicdo cinética da
GBP justificam a necessidade de investigacdo da captacao in vitro da GBP em células
gue expressam transportadores renais. Dessa forma, a interacdo e o transporte de
GBP e CTZ foram avaliados em células que expressam transportadores renais. Foi
realizado um estudo clinico cruzado e aleatorio em pacientes com dor neuropatica
para avaliacdo de interacdo CTZ x GBP. A CTZ é considerada inibidor da atividade
de OCT2, e possivelmente de MATEL1 e MATE2-K (GIACOMINI et al., 2010; TSUDA
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et al.,, 2009; TSURUOKA et al.,, 2006). A partir dos parametros farmacocinéticos,
buscamos caracterizar a relevancia da atividade dos transportadores renais na
eliminacdo da GBP. Considerando que modelos experimentais sugerem que O
diabetes reduz a atividade do OCT2 em aproximadamente 50%, foi realizado estudo
clinico para investigacdo da influéncia do controle glicémico do diabetes tipo 2 na
farmacocinética e na farmacodinamica da GBP em pacientes com dor neuropatica.
Buscamos dessa forma, caracterizar o papel dos transportadores renais na
farmacocinética e farmacodindmica da GBP e avaliar a regulacao da atividade desses

transportadores por interac8es farmaco-farmaco e pelo controle glicémico.

2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

O presente estudo visou investigar o papel dos transportadores de cations
organicos na disposicao cinética e na farmacodinamica da GBP, e a regulacédo da

atividade desses transportadores pelo controle glicémico.

2.2.0bjetivos especificos

- Caracterizar a interacao e o transporte in vitro da GBP e da CTZ, em células que
expressam transportadores renais;

- Realizar estudo clinico cruzado para avaliar a influéncia da CTZ na
farmacocinética e na farmacodinamica da GBP em pacientes com dor neuropética;

- Avaliar a influéncia do diabetes tipo 2 e do controle glicémico na farmacocinética

e na farmacodinamica da GBP em pacientes com dor neuropatica,

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Estudo de interacdo GBP x CTZ e mecanismos de captacdo em
transportadores para cations organicos

O estudo do transporte e da interacdo entre GBP e CTZ a nivel dos
transportadores renais para cations organicos foi realizado em colaboracdo com o
Prof. Giuliano Ciarimboli da Westfaliche Wilhelms-Universitat Minster, na Alemanha.
O estagio de doutorado foi realizado no periodo de marco de 2018 a fevereiro de 2019,
com apoio do Programa Conjunto de Bolsas CAPES/CNPg/DAAD (Chamada CNPq
n° 04/2017, Edital CAPES n° 15/2017) (ANEXO A).
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3.1.1 Linhagens celulares

Células embrionarias de rim humano (HEK) foram mantidas com meio
Dulbecco's Modified Eagle (DMEM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), contendo
3,7 g/L de NaHCOs, 1,0 g/L de D-glicose e 2 mM de L-glutamina, adicionado de soro
bovino fetal 10% e dos antibiéticos penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 mg/L)
(Biochrom, Alemanha). As células HEK transfectadas com hOCT1, hOCT2 ou hOCT3
foram mantidas em meio enriquecido com antibiético de sele¢cdo geneticina (0,8
mg/mL, G418; Biochrom, Alemanha) (LEE et al., 2009). As linhagens transfectadas
com hMATE1 e hMATE2-K foram mantidas em meio enriquecido com higromicina B
(0,4 — 0,5 mg/mL, Roth, Karlsruhe, Alemanha) como antibiético de selecdo (HUCKE
et al., 2018). A linhagem transfectada com hOCTN1 foi mantida em meio enriquecido
com puromicina (3 mg/L, Invivogen, Toulouse, Franca), e a expressdo do
transportador foi induzida por doxaciclina (1 pg/mL, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) 24 horas antes dos experimentos (BACH et al.,, 2007; GRIGAT et al.,
2009). As células cresceram em garrafas de 25 mL (Cellstar® Greiner Bio-one,
Alemanha), e foram mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de COa..

Os experimentos foram realizados em células confluentes, crescidas de 2 a 5
dias, com passagem de 6-69, dependendo do tipo celular utilizado. A cultura e anélise
funcional dessas células foi aprovada pelo escritorio ambiental do governo do estado
da Renéania do Norte-Vestefalia, Essen, Alemanha (n°: 521.-M-1.14/00).

3.1.2. Inibicdo da captacdo do substrato ASP* por GBP e CTZ mediada por
transportadores para cations organicos

A interacdo da GBP e da CTZ com transportadores para cétions organicos foi
investigada usando o cation organico fluorescente 4-(4(dimetilamino)esteril)-N-
metilpiridinio (ASP*, Molecular Probes®, Invitrogen™, ThermoFisher Scientific,
Bleiswijk, Holanda) como substrato dos transportadores (WILDE et al., 2009).
Resumidamente, células confluentes em microplacas de 96 poc¢os (Nunclon 96 Flat
bottom, Nunc, Wiesbaden, Alemanha) foram excitadas como luz monocromatica de
465 nm e emissao de fluorescéncia, filtrada por um segundo monocromador a 590 nm
e medidas pelo detector de fluorescéncia monocromador-baseado Tecan infinity F200
(Tecan Trading AG, Suica), controlado pelo programa Tecan i-control (versao
2.0.10.0, Tecan Trading AG, Suica). Essa técnica permite realizar medidas de
captacdo em tempo real com resolucéo de tempo < 5 segundos e obter representacéo
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dindmica do processo de captacdo (CIARIMBOLI; SCHLATTER, 2016). A
fluorescéncia foi medida em cada poco antes e depois da injecdo de uma solucédo de
ASP* contendo ou nédo diferentes concentracbes de GBP ou CTZ. Foram
determinados os valores de concentracdo inibitoria 50% (ICso) para a inibicdo da
captacdo de ASP* pela GBP e CTZ. Com base nos valores de ICso foi possivel inferir
a afinidade aparente dos farmacos pelos transportadores. Todos 0s experimentos
foram realizados a 37 °C.

SolugBes de ASP* foram preparadas por diluicAo do padrdo analitico em
solucéo tipo Ringer para uma concentracao final de 1 UM para experimentos com
OCTs e de 5 pM para experimentos com MATEs e OCTN1. Solu¢des de trabalho de
GBP e CTZ foram preparadas por diluicdo dos padrdes analiticos (ambos da Tokyo
Chemical Industry, Zwijndrecht, Bélgica) em solucéo tipo Ringer, para concentracdes
finais de 102 M a 10-** M. A solucéo tipo Ringer contém (em mM): NaCl (145), K2HPOa4
(1,6), KH2PO4 (0,4), D-glicose (5), MgCl2 (1), gluconato de calcio (1,3), e pH ajustado
para 7,4.

3.1.3. GBP e CTZ como substratos de transportadores para cations organicos

Como a determinacéo de afinidades aparentes aos transportadores para GBP
e CTZ nao predizem se essas substancias sao substratos reais dos transportadores,
a capacidade de células HEK transfectadas com transportadores para cations
organicos em transportar GBP e CTZ foram avaliadas.

Para os experimentos de transporte, uma solucéao tipo Ringer (pH 7,4, 37 °C)
contendo GBP ou CTZ (ambos da Tokio Chemical Industry, Zwijndrecht, Bélgica) em
concentragdo pré-estabelecida de 0,1 pM foi adicionada a células HEK néo
transfectadas (selvagens — WT) ou transfectadas com um Unico transportador
crescidas até atingirem confluéncia em placas de 24 pocos (Nunclon 24 Flat bottom,
Nunc, Wiesbaden, Alemanha). O tempo de incubacédo variou de 15 seg. a 10 min., e
apods esse processo, 0s experimentos terminaram com a adi¢ao de solugdo tipo Ringer
gelada para interromper qualquer processo de transporte depois da remocédo do
tampéo de incubacdo. Apos lavagem com a solucéo tipo Ringer gelada, as células
foram adicionadas de 150 pL de acido férmico (AF) 0,1%. A lise das células continuou
com a sonicacao das mesmas por 15 minutos. Uma aliquota de 40 uL do lisado foi
separada para estimar as proteinas, usando o kit de ensaio para determinacédo de

proteinas pelo método de Bradford (Coomassie Protein Assay Reagent, Thermo
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Scientific, Rockford, IL, EUA; Protein Standard BSA 2 mg/vial, Sigma-Aldrich,

Steinheim, Alemanha).

3.1.3.1 Método de andlise de GBP e CTZ em lisado celular

As concentracdes celulares de GBP e CTZ foram medidas pelo sistema de
cromatografia liquida acoplada a espectrobmetro de massas (LC-MS/MS),
desenvolvido e validado em cooperacdo com o grupo de Quimica Analitica da
Faculdade de Quimica da Universidade de Minster.

3.1.3.1.1 Reagentes e solucdes

Solugbes estoque de GBP a 10 mg/mL (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
e CTZ a 5 mg/mL (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foram preparadas em agua
destilada a partir dos padrdes analiticos certificados. As solucdes de trabalho foram
preparadas a partir das solucfes estoque, nas concentracdes de 0,2, 0,4, 1, 2, 5, 10,
20, 200, 400, 1000 e 2000 ng/mL, tanto para GBP quanto para CTZ. As solucdes
estoque foram armazenadas em freezer a -20 °C e as solugdes de trabalho foram
armazenadas em freezer a -4 °C. As solucbes estoque dos padrdes internos
gabapentina deuterada (GBP-d4) e cetirizina deuterada (CTZ-d4) (ambos da Toronto
Research Chemicals Inc, Toronto, Canada) foram preparadas em agua destilada na
concentracédo de 1 mg/mL, e as solucdes de trabalho foram preparadas por diluicéo
nas concentragcdes de 20 ng/mL a 2 pg/mL. Todas as solug¢des foram armazenadas
em freezer a -20 °C.

No preparo da amostra, a agua destilada utilizada para dissolucdes e diluicdes
nas solugdes de trabalho foi obtida da Farmécia da Clinica Universitaria de Minster,
e o solvente acetonitrila (Fisher Scientific, Geel, Bélgica) e o reagente AF (99,5%,
Optima™, Fisher Scientific, Geel, Bélgica) eram ambos de grau cromatografico. Para
a andlise das amostras, foram utilizados o solvente acetonitrila (VWR International
GmbH, Darmstadt, Alemanha) e o reagente AF (99%, ChemSolute Th.Geyer,
Renningen, Alemanha), assim como a agua destilada obtida do sistema de purificacao
Aquatron A4000D (Bibby Scientific, Stone, Reino Unido).
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3.1.3.1.2 Condi¢bes cromatograficas e instrumentacao

Foi utilizado o sistema LC-MS/MS com cromatografo liquido de ultra eficiéncia
(UHPLC) Advance™ UHPLC e espectrometro de massas EVOQ® Elite (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), com fonte de ionizag&o por eletronebulizagao (ESI). A
infusdo direta das solucdes contendo os padrées certificados foi realizada com bomba
de infuséo utilizando seringa KDS 100 CE (kdScientific, Holliston, EUA). Para injecéo
das amostras no sistema LC-MS/MS foi utilizado o injetor automatico PAL HTC-xt
(CTC Analytics AG, Zwingen, Suica).

A separacédo da GBP e CTZ foi realizada usando a coluna Accucore™ C18 RP
(50 x 3,0 mm, 2,6 uM, Thermo Scientific, Alemanha), com fase mével A constituida de
AF 0,1% (em &gua) e ACN como fase movel B. Foi utilizado o modo gradiente (Tabela
1), e vazdo de 1 mL/min. A aquisicao e analise dos dados foram realizadas com auxilio
dos programas MS Workstation, versdo 8.2 (Bruker Daltonic, Bremen, Alemanha),
OriginPro 2018 (versdo 95E b9.5.1.195, OriginLab Corporation, EUA) e Excel 2016
(Microsoft Office).

Tabela 1 — Modo gradiente da fase mével

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Fase Movel B (%)
0,00 1 2
0,25 1 2
1,25 1 90
1,75 1 90
2,00 1 2
2,50 1 2

Fonte: préprio autor

A analise por espectrometria de massas foi realizada no modo positivo com
voltagem de spray de 3500 V. As temperaturas das probes e do cone foram ajustadas
a 350 °C e o fluxo dos gases do cone, probe e nebulizador foram ajustados a 20, 50
e 60 unidades, respectivamente. O sistema foi colocado em modo de monitoramento
de reac6es multiplas (MRM), ou seja, foram monitorados ions fragmentados a partir
dos ions precursores dos analitos. As transicoes MRM dos analitos foram obtidas pela
infusdo direta de solu¢des de GBP e CTZ, em um fluxo de 10 pL/min. As seguintes
transicdes (razdo m/z) foram monitoradas: 172,1 — 154,1/137,1/119,1 para GBP;
176,1 — 158,1/139,1/122,2 para GBP-d4; 389,0 — 200,9/165,0 para CTZ e 393,0 —
200,9/166,2 para CTZ-d4.
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3.1.3.1.3 Procedimento de preparo da amostra

As amostras de 90 yL de lisado celular foram adicionadas de 10 pL da solucéo
do padréo interno GBP-d4 ou CTZ-d4 e de 100 pyL de ACN. Os tubos foram agitados
em vortex por 10 seg. e centrifugados por 15 min. a 13.000 x g a 4 °C. O sobrenadante

(100 pL) foi separado e uma aliquota de 5 L foi injetada no sistema (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma do preparo de amostra em lisado celular

90 pL lisado celular
10 uL PI (GBP-d4 ou CTZ-d4, 0,2 ng/mL)
100 uL ACN
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[ Injetar 5 uL no sistema cromatografico ]

Fonte: proprio autor (https://www.draw.io)

3.1.3.1.4 Preparo da curva analitica

A curva analitica foi preparada seguindo o mesmo procedimento descrito no
item 4.1.3.1.3, pela adicdo de 10 yL de cada solucao de trabalho de GBP, CTZ e dos
Pls GBP-d4 e CTZ-d4 em 60 uL de lisado celular branco, de forma a obter
concentracdes finais de 0,02, 0,04, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 20, 40, 100 e 200 ng/mL para
GBP e CTZ, e 10 ng/mL para os Pls.

3.1.3.1.5 Validagcédo dos métodos analiticos

O método de andlise de GBP e CTZ em lisado celular foram validados
considerando os parametros limite de deteccéo (LOD), limite de quantificacdo (LIQ),
linearidade, efeito residual, precisdo e exatiddo, seletividade e estabilidade. Para
avaliar precisédo e exatidado, foram utlizados os controles de qualidade de baixa
concentracéo (CQB: 2 ng/mL para GBP e 1 ng/mL para CTZ), de média concentracao
(CQM: 20 ng/mL para ambos GBP e CTZ) e de alta concentragéo (CQA: 100 ng/mL
para ambos GBP e CTZ). A estabilidade foi avaliada usando CQB e CQA. O método
foi considerado linear quando os desvios dos padrbes de calibracdo em relagdo aos

valores nominais foram inferiores a 15%, exceto para o LIQ, o qual se aceita um desvio
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de até 20%. O método foi considerado preciso, exato e estavel quando o coeficiente
de variacéo (CV) e o erro padrao relativo (EPR) dos controles de qualidade em relacéo

aos valores nominais foram inferiores a 15%.

3.2 Casuistica e Protocolo Clinico
3.2.1 Casuistica

Este estudo descreve a influéncia do diabetes mellitus tipo 2 e do inibidor de
transportadores renais CTZ (GIACOMINI et al., 2010; TSUDA et al., 2009;
TSURUOKA et al., 2006) na farmacocinética-farmacodinamica da GBP em pacientes
com dor neuropatica. A etapa clinica do projeto foi realizada na Unidade de Pesquisa
Clinica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo
(FMRP-USP) em colaboragédo com os Profs. Drs. Gabriela Rocha Lauretti, Maria
Cristina Foss de Freitas e Francisco José Albuquerque de Paula. O protocolo do
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCFRP-USP
(Processo n°. 352, ANEXO B) e teve anuéncia do CEP do HC-FMRP-USP e do Centro
de Saude Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (ANEXOS C e D).

Foram investigados pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&do Paulo (HC-FMRP-USP), todos
com dor neuropatica, adultos (18 a 59 anos), de ambos os sexos. Para a realizacéo
do protocolo de pesquisa, os participantes selecionados foram internados na Unidade
de Pesquisa Clinica (UPC-HC-FMRP-USP). Os participantes foram divididos nos
seguintes grupos: (a) pacientes nao diabéticos com dor neuropatica (grupo Controle);
(b) pacientes com diabetes tipo 2 controlado e neuropatia diabética [grupo Diabetes
Controlado (DC)]; e (c) pacientes com diabetes tipo 2 ndo controlado e neuropatia
diabética [grupo Diabetes ndo Controlado (DNC)].

No grupo Controle foram incluidos participantes com dor neuropética devido a
outras causas que nao o diabetes, como por exemplo: sindrome do tunel do carpo,
hérnia de disco lombar ou cervical, entre outras. O diagnéstico de dor neuropética foi
realizado com base na presenca dos seguintes sinais: a) dor crénica moderada a
grave diaria nas extremidades inferiores por periodo superior a 90 dias; b) escore de
4 cm (ou superior a 4 cm) em uma escala visual analégica de dor de 10 cm (sendo
O=auséncia de dor; 10=pior dor possivel) (GEBER et al., 2009; TREEDE et al., 2008).

O diagnostico de diabetes foi realizado de acordo com os critérios da American

Diabetes Association (2019a). Foram incluidos apenas participantes com diagndstico
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de DM2 por pelo menos seis meses. Os participantes diabéticos incluidos no projeto
foram estratificados entre os grupos DC e DNC de acordo com o controle do nivel
glicémico, apesar do uso regular de insulina, hipoglicemiantes orais e recomendagdes
nutricionais. Os participantes que apresentaram hemoglobina glicada (HbAl1c) menor
que 8,0% foram considerados com diabetes controlado e incluidos no grupo DC,
enquanto os participantes que apresentaram HbALlc maior ou igual a 8,0% foram
incluidos no grupo DNC (American Diabetes Association, 2019b).

O calculo do tamanho amostral foi obtido através do programa Power and
Sample Calculation versdo 2.1.30 (DUPONT; PLUMMER, 1997) com base na
variabilidade da farmacocinética da GBP previamente estudada em voluntarios sadios
(YAGI et al., 2012) (Figura 5). Neste estudo a média + desvio padrdo da area sob a
curva concentragdo plasmatica versus tempo (AUC) foi 20,5 + 7,3 ug.h.mL* apés a
administracdo de GBP na dose de 200 mg. Nossa hipétese de trabalho foi a de que o
diabetes iria elevar em pelo menos 50% a AUC da GBP quando comparada com o
grupo Controle. Para o calculo do tamanho amostral fixou-se o nivel de significancia
em 5%, poder de 0,80, diferenca entre as médias de AUC da GBP em 50%. A Figura
4 mostra a variacdo do poder do teste de acordo com o tamanho amostral. Como pode
ser observada, a inclusdo de 10 pacientes em cada grupo acarreta poder do teste

acima de 80%.

Figura 5. Estudo do tamanho amostral em relacdo ao poder de teste
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Fonte: Préprio autor

Foram excluidos do protocolo de estudo os participantes com insuficiéncia renal
aguda ou crbnica grave (clearance de creatinina < 30 mL/min), doencas
gastrointestinais, histérico de abuso de &lcool ou drogas, insuficiéncia aguda do
miocardio, individuos em uso crénico de analgésicos, individuos com outro tipo de dor

cronica tdo severa quanto a dor neuropatica, e em uso cronico de medicamentos que
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interagem com GBP (antiacidos e cimetidina) (LAL et al., 2010; YAGI et al., 2012).
Quando havia necessidade do uso cronico de analgésicos para o tratamento da dor
neuropatica, os participantes tiveram o medicamento suspenso por periodo de
aproximadamente 10 meias-vidas antes de participarem do protocolo de pesquisa
com acompanhamento do médico responsavel (Dra. Gabriela Rocha Lauretti ou Dra.
Maria Cristina Foss de Freitas).

No momento do recrutamento, os participantes da pesquisa foram submetidos
a consulta médica (historia clinica e exame fisico) pelos médicos residentes e
professores do HC-FMRP-USP. Os participantes elegiveis foram incluidos no estudo
apos receber informagcdes sobre o protocolo clinico, assim como possiveis riscos,
concordar em participar do estudo e assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICES A e B). Foi garantida a liberdade do participante da
pesquisa se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer periodo,
sem penalizacdo alguma ou prejuizo ao seu cuidado e/ou tratamento. No caso de
intercorréncias, como aparecimento de reacdes adversas ou outros eventos adversos,
foi garantido o afastamento do participante do protocolo de pesquisa e o tratamento
apropriado no HC-FMRP-USP. O estudo foi registrado no clinicaltrials.gov
(NTC03047278).

3.2.2. Protocolo clinico

O protocolo clinico foi realizado na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-
USP. No dia da investigacao, os participantes foram tratados com dose Unica oral de
GBP 300 mg (Gabapentina, EMS, Hortolandia/SP) em capsulas apds jejum de 12
horas (Fase 1). Para a investigacao da farmacocinética da GBP, amostras de 10 mL
de sangue foram coletadas em tubos heparinizados nos tempos 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5,
3,4,6,8,10, 12, 24, e 36 horas ap6s a administracdo de GBP. As coletas de sangue
foram realizadas por pun¢édo com cateter venoso, o qual foi mantido preferencialmente
no membro superior ndo dominante do participante para a realizacdo de todas as
coletas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1400 x g por 10 minutos
a 10 °C. As amostras de plasma foram armazenadas a —80 °C até o momento da
analise (PARK et al., 2007). A urina dos participantes da pesquisa foi coletada nos
intervalos de 0-8h, 8-16h, 16-24h, 24-36h apos administracdo de GBP. O volume total
de urina foi registrado e uma aliquota de 10 mL foi armazenada a —80 °C até o

momento da analise.
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Apenas os individuos incluidos no grupo Controle participaram da Fase 2 do
estudo. Nessa fase, os participantes foram tratados com 20 mg de CTZ (Cloridrato de
Cetirizina, Medley, Campinas/SP) em comprimidos foram administrados v.0. por cinco
dias. No ultimo dia de tratamento com CTZ, os participantes compareceram a Unidade
de Pesquisa Clinica do HC-FMRP-USP para receber uma dose Unica oral de GBP 300
mg. Amostras seriadas de sangue e a urina dos participantes foram coletadas até 36
horas apos a administracdo da GBP, de maneira similar ao realizar na Fase 1. O
periodo de wash-out entre as duas fases foi de pelo menos 15 dias (figura 6).

Figura 6. Desenho experimental para avaliacdo da influéncia do controle glicémico em
pacientes com diabetes tipo 2 e da CTZ na disposicao cinética da GBP em pacientes

com dor neuropatica.

‘ Pacientes com dor neuropatica - escala analogica de dor: 2 4 ‘

‘ HbAlc < 8% ‘ ‘ HbAlc = 8% ‘

Grupo Diabetes Grupo Diabetes

Grupo Controle Controlado ndo controlado
Pacientes/com dor Pacientes com diabetes Pacientes com diabetes
neuropatica tipo 2 controladoe tipo 2 ndo controladoe

(n=10) neuropatia diabética neuropatiadiabética
(n=10) (n=10)
Fase I: GBP 300 mg
Amostras de sangue seriadas: até 36 h GBP 300 mg GBP 300 mg
Coleta de urina - 0-8h, 8-16h, 16-24h, 24-36h Amostras de sangue seriadas” até 36 h Amostras de sangue senadas” até 36 h
Coleta de urina - 0-8h, 8-16h, 16-24h, 24-36h Coleta de urina - 0-8h, 8-16h, 16-24h, 24-36h

Fase II: CTZ, 20 mg/dia,
5 dias + GPB 300 mg

no ultimo dia

Amostras de sangue seriadas até 36 h
Coleta de urina - 0-8h, 8-16h, 16-24h, 24-36h

Fonte: préprio autor

A intensidade da dor foi avaliada em cada tempo de coleta de sangue através
da Escala Visual Analogica (figura 7). Para esta avaliagdo, foram realizadas as
seguintes perguntas aos participantes da pesquisa: a) Vocé tem dor? b) Como vocé
classifica sua dor? Apoés a observacao da EVA, o paciente classifica sua dor de acordo

com a escala. A classificagao varia de zero (sem dor) a dez (dor intensa).



39

Figura 7. Escala Visual Analdgica utilizada para classificar a intensidade de dor

UEVE b ODERAD? | —omEsn—
©) R | B 6 |
ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA
Fonte: https://www_joinville.sc.gov.br/wp-content/uploads/2017/05/Exame-Escala-Visual-

Anal%C3%B3gica-EVA.pdf. A cada tempo de coleta, os participantes observam a EVA e classificam a
intensidade de dor, que varia de zero (sem dor) a dez (dor intensa).

Foram coletadas amostras de sangue em 2 tubos contendo EDTA para a
genotipagem. Também foram coletadas amostras de sangue de todos os pacientes
incluidos na presente investigacdo para a avaliacdo de marcadores bioquimicos
(glicemia, AST, ALT, GGT, bilirrubinas (total, direto e indireto), creatinina sérica, ureia
e hemoglobina glicada). A partir da creatinina sérica calculou-se a taxa de filtracdo
glomerular estimada (TFGe), com base na equacdao CKD-EPI 2009, conforme
recomendado pelo National Kidney Foundation (LEVEY et al., 2009):

TFG = 141 X min (SCr/k, 1)* X max (SCr/k, 1)~1209 x 0,993/dade X 1,018 [se mulher]
%X 1,159 [se preto]
onde, k=0,7 se mulher; k=0,9 se homem; a =-0,329 se mulher; a =-0,411 se homem;

min = o minimo de SCr/k ou 1; max = o0 maximo de SCr/k ou 1.

3.3 Andlise da GBP em plasma e urina por CLAE-UV

A analise da GBP em plasma e urina foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta (CLAE-UV) da Shimadzu (Shimadzu Inc.,
Kioto, Japdo), composto por sistema quaternario de bombas LC-20AT, detector UV-
VIS SDP-20AT e desgaseificador DGV-20Asr, no laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Campus de Araraquara — UNESP. O método
foi desenvolvido e validado pelo grupo de pesquisa (YAMAMOTO, 2018).

Por ser um produto controlado pela portaria SVS/MS n° 344/1998, foi
necessario autorizacdo especial concedida pela ANVISA a FCF-UNESP para a
compra do padrdo analitico certificado (ANEXO E, Brasil 2014). O padréao analitico
certificado de GBP (99,2%, Cerilliant, Texas, EUA) foi utilizado para preparar as
solucdes de trabalho para analise em plasma e urina nas concentracdes de 1, 2, 5,
10, 20, 30 e 70 pg/mL e 5, 10, 20, 30, 50, 70, 100, 150, 200 e 300 pg/mL,


https://www.joinville.sc.gov.br/wp-content/uploads/2017/05/Exame-Escala-Visual-Anal%C3%B3gica-EVA.pdf
https://www.joinville.sc.gov.br/wp-content/uploads/2017/05/Exame-Escala-Visual-Anal%C3%B3gica-EVA.pdf
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respectivamente. A solucdo de besilato de anlodipino (99,7%, EDQM, Estrasburgo,
Franca) na concentracdo de 200 pg/mL em agua foi utilizada como padréo interno
(PI). O 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (FDNB, 98%, Sigma) na concentragao de 0,06 M
em ACN foi utilizado como agente derivatizante.

Em resumo, apds o preparo das amostras de plasma (figura 8) ou das amostras
de urina (figura 9), aliquotas foram injetadas no sistema cromatografico. A GBP e o PI
foram resolvidos em uma coluna LiChrospher® C18 RP (125 x 4,0 mm, 5 ym, Merck,
Darmstadt, Alemanha), com pré-coluna LiChroCART® 4-4 Purospher® RP-18 capeada
(5 ym, Merck, Darmstadt, Alemanha). A fase movel foi constituida de tampéao fosfato
de sédio monobésico 0,05 M (pH 3,9):metanol (MeOH), na proporcao 27:73 (v/v), em
fluxo de 1,2 mL em modo isocratico. A leitura foi realizada pelo detector no ultravioleta
a 360 nm, e a corrida teve duracdo de 10 minutos. A aquisicdo de dados e
quantificacdo das amostras foi realizada com o programa Shimadzu LabSolutions

(Shimadzu Inc., Kioto, Japao, versao 5.57 SP1).

Figura 8. Fluxograma do protocolo de preparo das amostras em plasma

100 pL plasma
25 uL PI (anlodipino, 200 pg/mL)

Homogeneizar por inverséo

Precipitacédo
de proteinas

200 L acetonitrila (ACN) ]

Agitacdo em mesa reciprocante por 5 min
Centrifugac@o a 15.000 rcf por 15 min

200 pL sobrenadante
200 pL Tampéo borato 0,25 M pH 8,2
30 uL FDNB 0,06 M
1 mL ACN

Homogeneizar por inverséo
Aquecer a 65 °C por 10 min
Manter a temperatura ambiente por 5 min

[ 25uLHCI1M |

Reacdo de Derivatizagdao

Homogeneizar por inverséo
Evaporar a secura, a 60 °C

[ Residuo ]

Reconstituir em 200 pL de FM
Vortexar 20 seg

Reconstituicdo
da amostra

[ Injetar 50 pL no sistema cromatograﬁco]

Fonte: proprio autor (https://www.draw.io)
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Figura 9. Fluxograma do protocolo de preparo das amostras em urina

50 L urina
kel 25 pL PI (anlodipino, 200 pg/mL)
36 60 UL Tampéo borato 0,25 M pH 8,2
o X 10 uL FDNB 0,06 M
o © 300 uL ACN
© >
o T
oxr © i . 3
() Homogeneizar por inversao
Aquecer a 65°C por 10 min
- Manter a temperatura ambiente por 5 min
_.8 500 yL DCM:n-butanol (1:1, v/v)
s
= Agitacdo em mesa reciprocante por 5 min
_g Centrifugacéo a 15.000 rcf por 15 min
=3
g
o
'S, Desprezar 750 UL fase
S fase aquosa orgénica
i .
L Evaporar a secura
o i )
| e Residuo
S
= o Reconstituir em 200 pL de FM
z % Vortexar 20 seg
8
O T . . ]
o Injetar 50 pL no sistema cromatografico

Fonte: proprio autor (https://www.draw.io)

3.4. Genotipagem para SLC22A2 808G>T e SLC22A4 1507C>T por reagdo em
cadeia de polimerase em tempo real

O DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue total, coletado em tudo
contendo EDTA, pelo método de salting-out (LAHIRI, NURNBERGER, 1991).
Brevemente, as hemacias foram lisadas ap6s a adicao de solucdo de lise | gelada ao
sangue total e centrifugacdo (6 minutos, 1.780 x g, 4 °C). O botédo de células se
precipitou no fundo do tubo, e foi ressuspenso com tampao de lise Il, SDS 10% e
perclorato de sodio 5 M. Apés agitacdo, os glébulos brancos foram lisados. A adicdo
de uma solucéo saturada de cloreto de sédio (NaCl 6 M) e subsequente centrifugacao
(8 minutos, 2.000 x g) levou a desnaturacéo de proteinas. O sobrenadante (onde se
encontra o0 DNA) foi transferido para um tubo limpo, adicionado de isopropanol
absoluto, e o tubo foi homogeneizado até a formacdo de uma “teia de aranha”

(precipitacdo do DNA). O DNA foi entdo transferido para um eppendorf limpo,
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adicionado de etanol 70% gelado e entdo centrifugado (5 minutos, 5.000 rpm) para
limpar o DNA de qualquer impureza. O DNA foi evaporado a secura para retirar o
excesso de etanol e reconstituido em solucéo de Tris-EDTA.

A gquantificacdo do DNA gendmico foi realizada utilizando espectrofotdbmetro
NanoDrop 2000 (versao 1.5, Thermo Fischer Scientific Inc., Wilmington, EUA), o qual
fornece a razado Azeonm/Azsonm (razdo de absorbancia do DNA pela absorbéncia de
proteinas) utilizada para verificar a pureza da amostra. O DNA foi considerado puro
quando se a razao Azeonm/Azsonm foi proxima de 1,8 (MATLOCK, 2015).

Os polimorfismos genéticos SLC22A2 808G>T (rs316019) e SLC22A4
1507C>T (rs1050152) foram avaliados em colaboracdo com Prof. Dr. Cleslei
Fernando Zanelli da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (FCF-UNESP).
A genotipagem foi feita por reacéo de polimerase em cadeia em tempo real (PCR-RT)
utilizando os kits TagMan Drug Metabolism SNP Genotyping Assay da Applied
Biosystems® (Life Technologies do Brasil Com. Ind. Prod. Biotec. Ltda., Itapevi, Brasil),
ensaios C_3111809 20 e C_3170459 30, respectivamente. As amostras de DNA
gendmico extraidas com o método salting-out foram diluidas para a concentracao de
1,5 ng/uL, adicionadas de Master Mix (TagMan) e SNP Genotyping Assay. A reacao
de PCR em tempo real foi realizada no termociclador 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems®, Foster City, EUA) utlizando as seguintes condicdes:
aquecimento a 95 °C por 10 minutos pra ativacdo enzimatica, manutencdo da
temperatura de 95 °C por 15 segundos para desnaturacao e reducéo da temperatura

para 60 °C por 90 segundos para o processo de anelamento e extensao.

3.5. Anédlise farmacocinética e farmacodinamica

As andlises farmacocinéticas foram realizadas por meio do Excel add-in Pk
Solver versao 2.0; (ZHANG et al., 2010). O Pk Solver é uma ferramenta gratuita para
analise de dados farmacocinéticos e farmacodindmicos cuja confiabilidade foi
demonstrada por comparacao dos resultados encontrados com aqueles obtidos com
o software WinNonlin (ZHANG et al., 2010). Foi utilizado o modelo ndo-compartimental
para determinar os parametros farmacocinéticos area sob a curva (AUC) extrapolada
ao infinito (AUC?*), clearance total aparente (CL/F), volume de distribuicdo aparente
(Vd/F), concentracao plasmatica maxima (Cmax), tempo para atingir Cmax (Tmax) € meia-
vida de eliminacéo (Tw). A quantidade excretada na urina de forma inalterada (Ae) foi

calculada pela multiplicagéo da concentracdo da GBP na urina pelo volume de urina
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coletado a cada intervalo de tempo. A fracdo da dose de GBP eliminada de forma
inalterada na urina (Fel) foi estimada pela fracdo F,=Ae/dose. O clearance renal (CLR)
foi calculado pela seguinte equacéo:
CLr = Fg x CL/F

A analise farmacodinamica foi realizada por normalizacdo da EVA em
porcentagem, considerando como 100% de dor a dor basal dos participantes no
primeiro tempo de coleta. O parametro atenuagao da dor foi definido pela redugéao da
dor basal, em porcentagem, sendo que a atenuacao da dor foi considerada 0% quando
dor = 100%.

3.6 Anédlise estatistica

Para as analises estatisticas, foi usado o software GraphPad Prism (versdes
5.02 e 7.0 para Windows; GraphPad, San Diego, CA). A significancia estatistica foi
definida como P<0,05. No estudo de transporte in vitro em células HEK, a estatistica
descritiva foi obtida para todas as variaveis de interesse e os dados foram
apresentados como média + erro padrdo da média (SEM) e intervalo de confianca de
95%. Os valores da inibicdo da captacdo de ASP* de (ICso) foram estimados pela curva
sigmoidal dose-resposta. As concentragdes intracelulares foram comparadas por
andlise de variancia entre dois grupos (teste t ndo pareado) ou entre mais de dois
grupos independentes (ANOVA com o pOs-teste Dunnett para comparacfes
multiplas).

Os dados farmacocinéticos foram expressos como médias geométricas
(coeficiente de variacdo geométrico) e mediana e percentis 25 e 75%. Em geral, 0s
parametros farmacocinéticos apresentam distribuicdo log-normal, e, portanto, a
estatistica geométrica é mais apropriada para descrever a farmacocinética (PANDYA;
MULLAPUDI, 2011). Na comparagéao das duas fases do grupo controle, as razdes das
médias geométricas (RMGs) para os parametros farmacocinéticos foram calculadas
considerando a razdo Fase 2/Fase 1, com intervalo de confianca (IC) de 90%. A
interacdo GBP x CTZ é confirmada estatisticamente se as RMGs na presenga e
auséncia de CTZ encontrarem-se fora do intervalo de 0,80-1,25 para o parametro AUC
ou fora do intervalo 0,70-1,43 para o parametro Cmax. O teste t para dados pareados
e ndo paramétricos (Wilcoxon) foi empregado para comparar as duas fases do grupo
Controle. Na comparacédo do grupo Controle com os grupos DC e DNC, a influéncia

do elevado nivel de glicose na farmacocinética da GBP €& demonstrado se houver
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alteracdo estatisticamente significativa nos parametros AUC ou Cmax € CLr. O teste
de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos foi empregado para comparar 0s
grupos Controle, DC e DNC.

Os dados farmacodindmicos foram expressos como média + SEM. Foram
utilizados os testes Wilcoxon para dados pareados e ndo parameétricos para comparar
as duas fases do grupo Controle, e o teste Kruskal-Wallis para dados néo
paramétricos na comparacao dos grupos Controle, DC e DNC, uma vez que os dados
nao seguiram distribuicdo normal.

A distribuicdo dos genotipos para cada um dos polimorfismos investigados foi
avaliada para desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg usando o teste do Chi%. Os
gendtipos foram comparados por andlise de variancia entre dois grupos utilizando o
teste Mann-Whitney para dados ndo pareados e ndo paramétricos, ou entre mais de
dois grupos utilizando o teste de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. Os

dados foram apresentados como mediana e percentis 25 e 75%.

4. RESULTADOS
4.1 Inibicao da captacdo de ASP* mediada pelos transportadores para cations
organicos

O estudo do papel de transportadores de céations organicos na excrecao renal
da GBP iniciou-se pela avaliacéo da inibicdo da captacéo do substrato fluorescente
ASP* em células HEK transfectadas com hOCT1, hOCT2, hOCT3, hMATEL,
hMATE2-K ou hOCTN1. As curvas de concentracdo-resposta para a inibicdo da
captacdo de ASP* por GBP ou CTZ, mediada por cada transportador (Figura 10) foram
usadas para o calculo da afinidade aparente (ICso) (Tabela 2). Com relacdo a GBP,
foram medidos valores de ICso de 237 puM, 1,06 nM, 39 nM e 2,1 nM para 0s
transportadores hOCT2, hMATE1, hMATE2-K e hOCTNL1, respectivamente. Nao foi
possivel calcular o ICso para os transportadores hOCT1 e hOCT3 na faixa de
concentracdo testada, uma vez que mesmo em concentracdo de 102 M, néo se atinge
uma inibicdo proxima a 50% na captacdo de ASP*. Com relacdo a CTZ, foram
medidos valores de ICso de 256 pM, 11,6 pM, 95 uM, 0,16 uM e 2,5 pM para os
transportadores hOCT1, hOCT2, hOCT3, hMATE1 e hMATEZ2-K, respectivamente.
N&o foi possivel calcular o ICso para o transportador hOCTN1 na faixa de
concentragdo testada, uma vez que mesmo nas maiores concentragdes nao se atinge

uma inibicdo préxima a 50% na captacdo de ASP*.
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Figura 10. Curvas concentracao-resposta para a inibicdo da captacdo de ASP* por

GBP ou CTZ, mediado pelos transportadores para cations organicos.
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Fonte: préprio autor. Inibicdo da captacdo de ASP* por GBP (linha continua) e CTZ (linha pontilhada).
A: mediado por hOCT1. B: mediado por hOCT2. C: mediado por hOCT3. D: mediado por hMATEL. E:
mediado por hMATE2-K. F: mediado por hOCTN1. ASP*: 4-(4(dimetilamino)esteril)-N-metillpiridinio;
hOCTZ1.: transportador de cétions organicos 1 humano; hOCT2: transportador de cétions organicos 2
humano; hOCT3: transportador de céations organicos 3 humano; hMATEL: proteina de extrusdo de
mdltiplos farmacos e toxinas 1 humano; hMATE2-K: proteina de extrusdo de multiplos farmacos e
toxinas 2-K humano; hOCTNL1: transportador de cations organicos novo 1 humano; GBP: gabapentina;
CTZ: cetirizina; [M]: concentracdo molar. Dados sao expressos como médias + SEM como porcentagem
da captacdo da ASP* na auséncia dos competidores. (N= 6-66).
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Tabela 2 - Concentracdo de GBP ou CTZ necessarias para inibir em 50% (ICso0) a
captacdo de ASP* nos transportadores para cations organicos expressos em células
HEK.

ICs0
Transportadores GBP CTZ
hOCT1 NC 256 pM (99,55 pg/mL)
hOCT2 237 uM (40,58 pg/mL) 11.6 uM (4,51 pg/mL)
hOCT3 NC 95 uM (36,94 pg/mL)
hMATE1 1.06 nM (0,18 ng/mL) 0.16 uM (62,22 ng/mL)
hMATE2-K 39 nM (6,71 ng/mL) 2.5 uM (0,97 pg/mL)
hOCTN1 2.1 nM (0,36 ng/mL) NC

Fonte: préprio autor. ICso: concentracdo necesséria para inibir em 50% a captacédo de ASP*; GBP:
gabapentina; CTZ; cetirizina; hOCT1: transportador de cations organicos 1 humano; hOCT2:
transportador de céations organicos 2 humano; hOCT3: transportador de cations organicos 3 humano;
hMATEZ1: transportador de extrusdo de toxinas e multidrogas 1 humano; hMATE2-K: transportador de
extrusdo de toxinas e multidrogas 2-K humano; hOCTN1: transportador de cations organicos novo 1
humano; NC: néo foi possivel calcular.

4.2. Estudos de transporte da GBP e CTZ
4.2.1 Validacdo do método de analise de GBP e CTZ em lisado celular

O método de analise da GBP e CTZ em lisado celular foi desenvolvido e
validado usando LC-MS/MS. Foram avaliados o0s parametros linearidade,
seletividade, precisdo e exatiddo e estabilidade (Tabela 3). Os coeficientes de
determinacdo (r?) de 0,99 para ambos farmacos, nos intervalos de concentragées de
1 a 200 ng/mL para GBP e 0,5 a 200 ng/mL para CTZ, e os desvios em relacdo aos
valores nominais inferiores a 15%, revelam que o método foi linear nos intervalos de
concentracfes supracitado (Figura 11A e B). Os LIQ de 1 ng/mL para GBP e de 0,5
ng/mL para CTZ resultaram em determinacbes com precisdo (CV%) e exatidao
(EPR%) inferiores a 5%. O método foi considerado seletivo, pois ndo houve
interferentes préximos ao tempo de retencdo da GBP, CTZ e Pls, como pode ser
observado no cromatograma do lisado celular branco (Figura 12A). O cromatograma
mostra a resolucdo entre GBP/GBP-d4 e CTZ/CTZ-d4, que eluem nos tempos de
retencdo de 48 e 66 seg, respectivamente (Figura 12B). O método foi considerado
preciso, exato e estavel, uma vez que o CV e EPR para os controles de qualidade

foram inferiores a 15%.
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Figura 11. Curva analitica de GBP e CTZ em lisado celular
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Fonte: proprio autor. A: Curva analitica da GBP no intervalo de concentragdes de 1 a 200 ng/mL em
lisado celular. B: Curva analitica da CTZ no intervalo de concentracdes de 0,5 a 200 ng/mL em lisado
celular. Condi¢des cromatograficas: coluna Accucore™ C18 RP (50 x 3 mm, 2.6 pM, Thermo Scientific);
fase mavel constituida de AF 0,1% (em agua):ACN, em fluxo de 1 mL/min.
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Figura 12. Cromatogramas referentes a analise de lisado celular branco e enriquecido
com GBP, CTZ e padrdes internos deuterados por LC-MS/MS.
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Fonte: préprio autor. A: Lisado celular branco; B: lisado celular enriquecido com GBP e CTZ na
concentracao de 0,5 ng/mL de lisado celular e padres internos na concentracao de 20 ng/mL de lisado
celular. Picos: 1 — GBP e GBP-d4 (48 seq); 2 — CTZ e CTZ-d4 (66 seg). CondicBes cromatograficas:
coluna Accucore™ C18 RP (50 x 3 mm, 2,6 uM, Thermo Scientific); fase mével constituida de ACN:AF
0,1% (em éagua), fluxo de 1 mL/min. Foram monitoradas as seguintes transicbes m/z: GBP - 172,1 —
154,1/137,1/119,1; GBP-d4 - 176,1 — 158,1/139,1/122,2; CTZ - 389,0 — 200,9/165,0 e CTZ-d4 - 393,0
— 200,9/166,2.
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Tabela 3 - Parametros de validacdo do método de analise de GBP e CTZ em lisado

celular

GBP CTZ
Linearidade
LOD (ng/mL) 0,04 0,02
LIQ (ng/mL) 1 0,5
Equacéo dareta y=30823x + 57646 y=62208x — 1758,5
(r?) 0,9993 0,9994
Precisdo e Exatiddo Intra-ensaio CV (%) EPR (%) CV (%) EPR (%)
(n=3)
LIQ 1,52 2,97 2,01 0,04
CQB 2,99 8,22 1,45 -1,88
CQM 2,42 -1,73 0,60 8,58
CQA 2,03 -3,11 1,55 -0,47
Precisdo e Exatiddo Interensaios
(n=3, em 3 ensaios distintos)
LIQ 4,69 4,39 2,64 1,77
CQB 2,66 11,21 2,85 1,43
CQM 1,61 -0,16 2,08 6,16
CQA 2,49 -1,04 0,68 -0,08
Estabilidades (n=3)
Longa duracéo (25 °C, 10 dias)
CQB 12,68 3,02
CQA -0,05 0,13

Fonte: préprio autor. Limites de confianga do método para quantificar GBP ou CTZ em lisado celular.
LOD: limite de deteccao; LIQ: limite de qualificacdo; r?: coeficiente de regressdo; CQB: controle de
qualidade de baixa concentracéo (2 ng/mL para GBP e 1 ng/mL para CTZ); CQM: controle de qualidade
de média concentragdo (20 ng/mL para GBP e CTZ); CQA: controle de qualidade de alta concentracéo
(100 ng/mL para GBP e CTZ); CV: coeficiente de variacdo; EPR: erro padréo relativo. CV EPR séo
aceitos quando os valores sao inferiores a 15%.

4.2.2 Experimentos de Transporte

Para determinar se GBP ou CTZ séo substratos para os transportadores para
cations organicos, experimentos de transporte foram realizados ap6s incubagcédo com
GBP ou CTZ em concentragao de 0,1 uM por 1 a 10 minutos a 37 °C, a temperatura
fisiologica humana. A concentracdo intracelular da GBP apds 10 minutos de
incubacdo foi menor em células HEK expressando hOCT2, hMATE1 e hOCTNL1,
guando comparados com células WT (WT: 6,499 + 0,15 ng/mg de proteina; hOCT2:
2,323 + 0,14 ng/mg de proteina; hMATE1L: 2,638 + 0,23 ng/mg de proteina; hOCTN1.:
5,847 + 0,11 ng/mg de proteina, p<0,0001, Figura 13A). Nao houve diferenca entre
células hMATE2-K e WT (6,499 £ 0,15 ng/mg de proteina vs. 6,739 + 0,24 ng/mg de
proteina, Figura 13A). A coincubac&o com 1 mM de tetrapentilamonio (TPA®*, Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemanha), um conhecido inibidor dos transportadores, aumentou
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a concentracao intracelular de GBP em células HEK que expressam hOCT2 (2,22 +
0,07 ng/mg de proteina vs. 2,667 = 0,11 ng/mg de proteina, p<0,05), apesar das
concentracdes intracelulares permanecerem menores em comparacdo com células
WT (4,049 + 0,12 ng/mg de proteina vs. 2,667 + 0,11 ng/mg de proteina, p<0,05,
Figura 13B). Ap6s 1 minuto de incubacdo, ndo houve diferenca entre células HEK
expressando hMATE1 e células WT (1,83 + 0,007 ng/mg de proteina vs. 1,316 + 0,029,
Figura 13C), e apds 5 min de incubac¢do a diferenca na concentracao intracelular entre
células hMATE1 e WT foi menor do que a encontrada ap6s 10 minutos de incubacéo
(3,195 = 0,18 ng/mg de proteina vs. 2,181 + 0,13 ng/mg de proteina, p<0,05, Figura
13D). Para as células que expressam hOCTN1, ndo houve diferenca na concentracao
intracelular de GBP apos 1 e 5 minutos de incubacgédo (1 min.: 1,83 + 0,007 ng/mg de
proteina vs.1,521 + 0,060 ng/mg de proteina; 5 min.: 3,195 + 0,18 ng/mg de proteina
vs. 3,448 + 0,09 ng/mg de proteina, Figura 13C e D).
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Figura 13. Transporte de GBP (0,1 uM) por transportadores para cations organicos

transfectados em células HEK.
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Fonte: préprio autor. A: Células HEK incubadas com 0,1 uM de GBP por 10 min a 37 °C. B: Incubacgéo
de células WT e hOCT2 com 0,1 yM de GBP sozinho ou com 1 mM de TPA*, um inibidor conhecido
do transportador, por 1 min a 37 °C. C: Incubacao de células HEK WT, hMATE1 e hOCTN1 com 0,1
MM de GBP, por 1 min a 37 °C. D: Incubagéo de células HEK WT, hMATE1 e hOCTN1 com 0,1 yM de
GBP, por 5 min a 37 °C. GBP: gabapentina; WT: células wild-type; hOCT2: transportador de cations
organicos 2 humano; hMATEL: proteina de extrusdo de mdultiplos farmacos e toxinas 1 humana;
hMATE2-K: proteina de extrusdo de multiplos farmacos e toxinas 2-K humana; hOCTN1.: transportador
de cations organicos novo 1 humano; TPA*: tetrapentilamdnio. Dados sdo mostrados como média +
SEM. *valor de p<0,05.

As concentragdes intracelulares de CTZ ap6s 10 minutos de incubacao foram
maiores em células HEK que expressam hOCT2 (5,196 + 0,25 ng/mg de proteina,
p<0,05) e hOCT3 (6,141 £ 0,28 ng/mg de proteina, p<0,0001) quando comparados
com células WT (4,386 = 0,17 ng/mg de proteina, Figura 14A). Nao houve diferenca
entre células HEK transfectadas com hOCT1 (4,165 = 0,28 ng/mg de proteina),
hMATE1 (4,14 + 0,08 ng/mg de proteina) e hMATE2-K (3,619 + 0,04 ng/mg de
proteina) quando comparados com células WT (Figura 14A). A coincubag¢do com 1
mM de TPA* reduziu a concentracéo intracelular de CTZ de maneira que nao diferenca
entre células hOCT2 ou hOCT3 quando comparadas com células WT (WT: 3,744 +
0,10 ng/mg de proteina; hOCT2: 3,643 + 0,17 ng/mg de proteina e hOCT3: 3,666 +
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0,22 ng/mg proteina, Figura 14B). A concentracdo intracelular de CTZ apo6s 10
minutos de incubacdo foi menor nas células transfectadas com hOCTN1 quando
comparada com células WT (9,573 + 0,19 ng/mg de proteina vs. 6,614 + 0,27 ng/mg
de proteina, p<0,0001, Figura 14C), enquanto ap6s 1 min de incubacdo ndo houve
diferenca entre células hOCTNL e células WT (3,68 + 0,12 ng/mg de proteina vs. 4,141
+ 0,16 ng/mg de proteina, Figura 14D).

Figura 14. Transporte de CTZ (0,1 puM) por transportadores para cations organicos

transfectados em células HEK.
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Fonte: préprio autor. A: Células HEK incubadas com 0,1 yM de CTZ por 10 min a 37 °C. B: Incubacéo
de células WT, hOCT2 e hOCT3 com 0,1 yM de CTZ sozinho ou com 1 mM de TPA*, um inibidor
conhecido do transportador, por 10 min a 37 °C. C: Células HEK incubadas com 0,1 uM de CTZ por 10
min a 37 °C. D: Incubagéo de células HEK WT, hMATE1 e hOCTN1 com 0,1 uM de CTZ, por 1 min a
37 °C. CTZ: cetirizina; WT: células wild-type; hOCTL1: transportador de cations organicos 1 humano;
hOCT?2: transportador de céations organicos 2 humano; hOCT3: transportador de cations orgénicos 3
humano; hMATE1L: proteina de extrusdo de mudltiplos farmacos e toxinas 1 humana; hMATE2-K:
proteina de extrusdo de multiplos farmacos e toxinas 2-K humana; hOCTNL1: transportador de céations
organicos novo 1 humano; TPA*: tetrapentilamoénio. Dados sdo mostrados como média + SEM. *valor
de p<0,05.
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4.3 Estudo clinico dadisposicéo cinética da GBP: interacdo com CTZ e avaliacao
do efeito do controle glicémico

Um total de 78 participantes foram considerados elegiveis e foram convidados
a participar do estudo, sendo que 35 atendiam os critérios para aloca¢cdo no Grupo
Controle e 43 nos grupos de pacientes com diabetes (DC e DNC). No grupo Controle,
20 participantes nao aceitaram ou desistiram de participar e 2 foram excluidos por
comorbidades. Dos participantes incluidos no estudo no Grupo Controle, 3 ndo
completaram o protocolo clinico. Portanto, 10 participantes foram incluidos no grupo
Controle e concluiram o protocolo clinico. No grupo diabético, 22 participantes
desistiram ou ndo aceitaram participar e 2 foram excluidos por comorbidades.
Considerando os valores de hemoglobina glicada (HbAlc), os participantes com
diabetes foram alocados nos grupos Diabetes Controlado (DC) (HbAlc < 8,0%, n=9)
e Diabetes ndo Controlado (DNC) (HbAlc > 8,0%, n=10) (Figura 15). Todos os
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes de

iniciar o protocolo clinico.

Figura 15. Diagrama de fluxo do recrutamento de participantes da pesquisa (diagrama
de fluxo segundo CONSORT 2010)
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Fonte: proprio autor (https://www.draw.io)

A idade dos participantes variou de 37 a 58 anos no grupo Controle e de 39 a
59 anos no grupo Diabético. No grupo Controle, o IMC variou de 20,3 kg/m? a 36,8
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kg/m?, e no grupo Diabético, de 19,9 kg/m? a 41,8 kg/m?. Todos os participantes
apresentaram clearance de creatinina > 30 mL/min/1,73m?2. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos em termos de idade, peso, IMC, ureia, creatinina sérica,
taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe), AST, ALT, gama GT ou BT. Néao foi
observada diferenca significativa na glicemia entre os participantes do grupo DC e do
grupo Controle. Os participantes do grupo DNC apresentaram aumento significativo
na glicemia em relagédo ao grupo Controle (p<0,0001) e ao grupo DC (p<0,05). Os
participantes com diabetes apresentaram HbAlc significativamente maior do que os
participantes do grupo Controle (p<0,0001). Dentre os participantes com diabetes, o
grupo DNC apresentou HbAlc significativamente maior do que o grupo DC
(p<0,0001). As caracteristicas clinicas e demograficas dos participantes do estudo
estdo descritas na tabela 4 e os resultados dos exames bioquimicos estdo descritos

na tabela 5.



Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e demogréficas dos participantes do estudo (n=29)

Controle (n=10) Sexo Idade Peso (kg) Altura (cm) IMC (kg/m?) Dor neuropética (EVA)
2 F 57 81,1 158 32,5 Hérnia de disco cervical (10)
3 F 57 92,1 158 36,8 Hérnia de disco lombar (10)
4 F 47 79,9 164 29,7 Hérnia de disco cervical (6)
5 M 58 88,7 171 30,3 Hérnia de disco lombar (6)
8 F 48 75,5 163 28,4 Hérnia de disco lombar (7)
11 M 49 83,5 175 27,3 Hérnia de disco lombar (7)
12 F 37 54,5 164 20,3 Hérnia de disco lombar (7)
17 F 49 67,8 150 30,1 Hérnia de disco lombar (9)
28 M 54 74,8 174 24,7 Hérnia de disco lombar (10)
29 F 42 98,4 165 36,1 Hérnia de disco lombar (7)
Média + desvio padrao 49,8 + 6,8 79,6 +12,5 164,2+7,7 29,6 +4,9 7+19
Minimo - Maximo 37 -58 54,5 -98,4 150 - 175 20,3 -36,8 4-10
DC (n=9)
9 F 42 102,0 164 37,9 Neuropatia diabética (10)
13 M 54 97,6 165 35,8 Neuropatia diabética (6)
15 F 59 90,0 151 39,4 Neuropatia diabética (10)
16 F 56 97,1 161 37,5 Neuropatia diabética (8)
18 M 56 103,1 172 34,8 Neuropatia diabética (7)
24 F 46 96,9 158 38,8 Neuropatia diabética (8)
30 F 40 90,9 154 38,3 Neuropatia diabética (7)
31 M 52 99,7 176 32,2 Neuropatia diabética (8)
32 F 56 55,5 156 22,8 Neuropatia diabética (9)
Média + desvio padréo 51,2+6,8 92,5+ 14,6 161,9+8,2 35,3+5,2 8+1,3
Minimo - Maximo 40 - 59 55,5 - 103,1 151-176 22,8-39,4 6-10
DNC (n=10)
1 F 39 97,2 170 35,6 Neuropatia diabética (8)
10 F 52 55,7 148 25,5 Neuropatia diabética (8)
14 F 50 84,6 175 27,6 Neuropatia diabética (6)
20 M 59 61,0 175 19,9 Neuropatia diabética (7)
21 M 52 140 183 41,8 Neuropatia diabética (8)
22 F 53 85,9 160 33,5 Neuropatia diabética (10)
23 F 58 81,8 168 29 Neuropatia diabética (8)
25 M 58 118,9 171 40,6 Neuropatia diabética (5)
26 M 55 109,2 178 34,3 Neuropatia diabética (6)
27 F 57 53,4 155 22,2 Neuropatia diabética (10)
Média + desvio padrao 53,3+5,9 88,7 + 28,3 168,3 +10,9 30,8+7,3 76+1,6
Minimo - Maximo 39-59 53,4 — 140,0 148 - 184 19,9-41,8 5-10

55

Fonte: proprio autor. F: feminino; M: masculino; IMC: indice de massa corporal; kg: quilograma; cm: centimetros; kg/m?: quilogramas por metro quadrado; EVA:

escala visual analdgica.



Tabela 5 — Exames bioquimicos dos participantes do estudo (n=29)
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Exames bioquimicos

- i F F 7
Controle (n=10) Ureia (mg/dL)t (iﬁg}énl_';‘za (mL/n:lriﬁ/(i(;Bmz) AST (UL  ALT(UL)*  GamaGT (UL)S BT (mgidLe  Cleemama/dL)™ pyaic )8
2 28,0 0,68 97 21,0 26,0 21,0 0,40 97,0 5,6
3 36,0 0,92 69 26,6 18,2 25,0 0,40 82,0 5,4
4 25,0 0,64 106 20,3 19,8 25,0 0,20 82,0 5,0
5 47,0 2,06 34 17,2 12,6 28,0 0,63 74,0 58
8 39,0 1,23 52 22 19,5 21,0 0,55 81,0 5,9
11 36,1 0,99 89 13,6 19,4 29,8 0,60 85,2 5,6
12 26,7 0,92 80 15,1 6,9 11,7 0,50 86,3 4,5
17 32,0 0,66 104 21,8 29,1 11,7 0,30 84,5 55
28 20,9 1,10 76 20,9 10,9 9,9 0,43 93,1 5,7
29 23,1 0,88 81 16,7 30,2 49,3 0,26 84,9 46
Média + desvio padréo 31,4+81 1,0+04 78.8+22,7 19,5+ 3,8 19.2+7,6 232+115 0,42 +0,14 85+6,4 53+05
Minimo - maximo 20,9 - 47 0,64 — 2,06 34-106 13,6 — 26,6 6,9 30,2 9,9-493 0,20 — 0,63 74-97 45-55
Diabetes Controlado (n=9)
9 19,9 0,61 112 15,3 11,8 26,9 0,40 112,4 6,4
13 32,9 0,93 93 26,9 29,9 43,4 0,51 108,7 6,1
15 61,72 0,92 68 22,5 12,7 139,9°¢ 0,45 95,4 7.1
16 30,0 0,80 82 40,3 44,9 69,1° 0,40 1355 7,0
18 31,4 0,59 113 13,9 18,9 18,4 0,48 118,3 7,9
24 32,4 0,80 88 16,5 12,6 29,1 0,19 157,3 6,6
30 29,1 0,44 126 13,3 18,4 30,1 1,31 109,8 6,8
31 50,6 1,42 56 21,8 23,9 42,5 0,57 68,2 7,3
32 246 0,74 105 17,4 17,8 26,9 0,53 1134 71
Média * desvio padrao 34,7+131 0,80%0,3 93,6 +22,7 20,9+85 212+106 47,4+377 0,54+ 0,30 113,2+246 6,9+0,5
Minimo — Mé&ximo 19,9-617 0,44 -1,42 56 — 126 13,3-40,3 11,8-449 18,4 — 139,9 0,19-1,31 68,2 — 157,3 6,1-79
Diabetes ndo Controlado (n=10)
1 37,0 0,74 102 10,1 12,7 53,0° 0,35 191,0 8,3
10 247 0,61 104 17,0 28,2 122,5¢ 0,54 207,5 10,5
14 38,9 0,65 104 - 21,5 18,9 1,15 110,8 8,9
20 26,9 0,91 92 32,3 22,3 15,5 0,63 309,6 10,2
21 435 0,81 102 52,9 21,7 28,9 0,73 132,3 10,6
22 57,82 0,72 96 20,1 29,5 116,1° 0,45 225,8 10,7
23 121,9 1,43 a7 16,0 16,9 50,8 0,50 178,5 10,5
25 74,7 1,74 42 35,9 44,4p 40,6 0,56 157,1 9,4
26 22,7 1,10 75 21,3 19,9 23,7 0,46 155,4 8,7
27 36,2 0,77 86 24,1 18,9 49,6 0,62 116,9 95
Média + desvio padréo 48,4+30,3 0,95+0,4 85,0 + 23,2 255+ 13,0 23,6+8,8 51,9 + 38,0 0,60 0,22 178 + 59,5+ 9,7 £ 0,9+
Minimo - Maximo 22,7-121,9 0,61 —1,74 42 -104 10,1 — 52,9 12,7 - 44,4 15,5 - 1225 0,35 1,15 110,8 — 309,6 8,3-115

Fonte: préprio autor. TGFe: clearance de creatinina estimado pelo calculo CKD-EPI (2009); AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase;
Gama GT: gamaglutamil transpeptidase; BT: bilirrubinas totais; HbAlc: hemoglobina glicada. Valores de referéncia: 1: 10,00 — 50,00 mg/dL; 2: 0,7 - 1,5 mg/dL;
3: até 32,0 U/L; 4: até 31,0 U/L; 5: 11,0 - 50,00 U/L; 6: 0,2 - 1,2 mg/dL; 7: 70,00 — 100,00 mg/dL; 8: 4,3 — 6,1%. 23Pode estar alterado mesmo com TGFe normal
(TRAYNOR et al., 2006; MEHTA et al., 2008). PPequenas elevagbes podem ocorrer em individuos normais (PRATT; KAPLAN, 2000). °Pode estar elevada em
condicdo de diabetes (GOLDBERG; MARTIN, 1975). *One-way ANOVA (p<0,05) em relacdo ao grupo Controle. #One-way ANOVA (p<0,05) em relacdo ao

grupo DC.
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4.3.1 Influéncia do inibidor de cations organicos CTZ na disposicao cinética da
GBP

O metodo de analise da GBP foi desenvolvido e validado pelo grupo de
pesquisa (YAMAMOTO, 2018). Em resumo, a andlise da GBP usando HPLC-UV
apresentou linearidade no intervalo de 0,2 a 14 ug/mL em plasma, e 2 a 120 ug/mL
em urina. Os limites de quantificacdo (LIQ) foram 0,2 pg/mL e 2 pg/mL, para os
métodos de analise em plasma e urina, respectivamente. A precisdo e exatidao foram
avaliadas para controles de qualidade em cinco niveis de concentracdo (LIQ, CQB,
CQM, CQA e CQD), com coeficientes de variacdo e erro padréo relativo compativeis
com os guias de validacao vigentes. As estabilidades de curta duracéo, longa duracao,
pés-processamento e apos ciclos de congelamento e descongelamento foram
avaliadas para os controles de qualidade CQB e CQA, com erro padrao relativo inferior
a 15%.

As curvas de concentracdo plasmatica versus tempo foram usadas para o
célculo dos parametros farmacocinéticos da GBP (Figura 16A, Tabela 6, APENDICE
[l). Observa-se que as concentragdes plasmaticas de GBP foram menores na Fase 2
guando comparadas a Fase 1. Entretanto, o decaimento das concentracdes
plasmaticas tem taxa similar entre as duas fases (Figura 16A). A analise entre 0s
dados pareados revelou que a coadministracdo de CTZ na dose 20 mg/dia por 5 dias
resultou em reducdo na AUC®~ e Cmax, Sem alteracdo do Tmax (Tabela 6). O intervalo
de confianca 90% (IC 90%) da razdo das médias geométricas (RMG) Fase 2/Fase 1
para os parametros farmacocinéticos AUC%* e Cmax foi 73 (65% - 81%) e 71 (59% -
86%), respectivamente (Tabela 6, Figura 17). A coadministracdo de CTZ resultou em
maior CL/F (14,6 L/h) e maior Vd/F (151,9 L) quando comparado com a administracao
de GBP apenas (CL/F: 10,6 L/h; Vd/F: 106,2 L). Apesar do aumento de CL/F na Fase
2, ndo foram observadas diferencas no CLr (5,14 L/h) quando comparado a Fase 1
(5,2 L/h), embora a fragdo excretada inalterada na urina (Fe)) seja menor na Fase 2
gquando comparada com a Fase 1 (35,2 vs. 48,2; p<0,05). Nao foram observadas
diferencas significativas no Tmax € T da GBP entre os tratamentos (Tabela 6).

A quantidade de GBP excretada na urina a cada intervalo de tempo, bem como
a quantidade acumulada em funcdo do tempo mostram que a GBP tem excregéo
principalmente renal (Figura 16B e C). Em média, 48% da dose administrada foram
recuperados inalterados na urina apds 36 horas na Fase 1, e 35% na Fase 2 (Tabela
6, Figura 16D).
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A atenuacéao de dor foi significativamente reduzida principalmente no intervalo
de 0,5 a 2,5 horas apés a administracdo de GBP na Fase 2, quando comparado com
a Fase 1 (p<0,05, Figura 18A). A atenuacdo maxima média de dor nas Fases 1 e 2 foi
de aproximadamente 40% e 30%, respectivamente (p<0,005, Figura 18B). A alteracao
observada na farmacodinamica esta diretamente relacionada com a farmacocinética
da GBP, uma vez que as concentracfes plasmaticas de GBP foram menores apos

coadministracdo de CTZ.

Figura 16. Concentracdo plasmatica e quantidade excretada na urina versus tempo

no grupo controle (n=10).
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Fonte: préprio autor. A: Concentracdo plasmética da GBP versus tempo. B: Quantidade de GBP
excretada na urina de forma inalterada (Ae) versus tempo. C: Ae acumulada versus tempo. D: Ae
acumulada em porcentagem da dose versus tempo. Dados mostrados como média * desvio padréo
(GraphPad Prism, versdo 7.0). Fase 1 — administracdo em dose Unica de 300 mg de GBP; Fase 2 —
tratamento com 20 mg/dia de CTZ por 5 dias e dose Unica de 300 mg de GBP no ultimo dia de
tratamento com CTZ.
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Tabela 6 - Parametros farmacocinéticos da GBP nas fases 1 e 2 (n=10). Dados
apresentados como média geométrica (coeficiente de variagdo geométrico); mediana
(percentis 25 e 75). Também estdo apresentadas as razdes das médias geométricas
RMG Fase 2/Fase 1 com IC 90%.

Parametros Fase 1 (n=10) Fase 2 (n=10) RMG (IC 90%)
AUC®™ (ug.h/mL) 28,2 (46) 20,6 (52)* 0,73 (0,65 -0,81)
27,3 (20,9 -34,1) 18,4 (16,7 — 24,3)

Crmax (Hg/mL) 2,48 (32) 1,77 (35)* 0,71 (0,59 - 0,86)
2,6 (1,9-3,2) 1,8(1,6 —2,2)

Tmax (D) 3,3(38) 2,7 (56) -

35(25-4) 3,5(2,4-4)
CL/F (L/h) 10,6 (46) 14,6 (52)* -
11,0 (8,8 — 14,4) 16,0 (12,4 — 18,0)
Vd/F (L) 106,2 (40) 151,9 (33)* -
99,9 (80,3-141,4) 144,8(126,2-176,7)

Ty, (h) 6,9 (35) 7,2 (43) -
7,0(51-8,2) 7,4 (57-17)9)

CLr (L/h) 5,12 (47) 5,14 (90) -
5,6 (4,6 -5,9) 6,1(4,6-7,4)

Fel 48,2 (22) 35,2 (48)* -

49,2 (40,4 —57,5) 34,5 (28,3 — 44,1)

Fonte: proprio autor. Fase 1: administragdo de dose Unica de 300 mg de GBP; Fase 2: tratamento com
20 mg/dia de CTZ por 5 dias e administracdo de dose Unica de 300 mg de GBP no ultimo dia de
tratamento com CTZ. *Teste Wilcoxon para dados pareados e ndo paramétricos, considerando nivel
de significancia de 5%. AUC%~: area sob a curva do tempo 0 ao infinito; Cmax: concentragdo plasmatica
méaxima; Tmax: tempo para alcancar concentragéo plasmatica maxima; CL/F: clearance total aparente;
Vd/F: volume de distribuicdo aparente; Tw.: meia-vida;, CLr: clearance renal; Fe: fragdo excretada
inalterada na urina; RMG: razdo da média geométrica; IC: intervalo de confianca.
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Figura 17. Razdo das médias geométricas (RMG, Fase 2/Fase 1) e intervalos de

confianca de 90% dos parametros farmacocinéticos nas fases 1 e 2.
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Fonte: proprio autor. Fase 1: administracdo de dose Unica de 300 mg de GBP; Fase 2: tratamento com
20 mg/dia de CTZ por 5 dias e administracdo de dose Unica de 300 mg de GBP no ultimo dia de
tratamento com CTZ. AUC?~: area sob a curva do tempo 0 ao infinito; Cmax: concentragdo plasmatica
méaxima; Tmax: tempo para alcancar concentracdo plasmética maxima; CL/F: clearance total aparente;
Vd/F: volume de distribuicdo aparente; Tw: meia-vida. O intervalo 80-125 esta marcado com a linha
pontilhada (GraphPad Prism, versao 7.0).

Figura 18. Atenuacao da dor (%) dos participantes do grupo Controle, comparando-se
Fase 1 e Fase 2.
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Fonte: préprio autor. A: atenuacéo da dor em porcentagem versus tempo nas Fases 1 e 2, em escala
linear. B: atenuagdo méaxima da dor em porcentagem comparando Fase 1 e Fase 2. Dados sao
mostrados como média + SEM. Fase 1 — administracdo em dose Unica de 300 mg de GBP; Fase 2 —
tratamento com 20 mg/dia de CTZ por 5 dias e dose Unica de 300 mg de GBP no ultimo dia de
tratamento com CTZ. *Teste Wilcoxon para dados pareados e ndao paramétricos, considerando nivel
de confianca de 5%. #Teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos, considerando nivel de
confianca de 5%.
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4.3.2 Influéncia do diabetes e seu controle glicémico na disposicao cinética da
GBP

O efeito do diabetes e do controle glicémico na disposi¢ao cinética da GBP foi
avaliado em pacientes com dor neuropética a partir das curvas de concentracdo
plasmatica versus tempo (Figura 19A, APENDICE V). Os participantes com diabetes
apresentaram reducdo na Cmax da GBP (Cmax: 1,73 pg/mL) se comparados aos
participantes ndo diabéticos (Cmax: 2,48 pg/mL, p<0.05). Foi observado também
aumento no volume de distribuicdo aparente nos participantes com diabetes (Vd/F:
169,3 L vs. Vd/F 106,2 L, p<0,05, Tabela 7).

Os resultados sugerem que o controle glicémico esta associado as alteracdes
na disposicao cinética da GBP induzidas pelo diabetes. Quando categorizados pelo
controle glicémico, os participantes com diabetes ndo controlado apresentaram
diferencas marginais (p=0,08780) no parametro Cmax €m relacdo ao grupo Controle
(Controle: 2,48 pg/mL; DNC: 1,6 pg/mL). O volume de distribuicdo aparente
apresentou uma diferenca marginal (p=0,0506) nos participantes com diabetes néo
controlado quando comparados ao grupo Controle (DNC: 178,8 L vs. Controle 106,2,
Tabela 8). A Fe foi significativamente menor nos participantes com diabetes néo
controlado (20,7%) se comparado aqueles sem diabetes (48,2%, p<0,05). Nao foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos para 0s parametros
farmacocinéticos AUC®* Tmax, CL/F, CLr € Tw (Tabela 8).

A quantidade de GBP excretada na urina a cada intervalo de tempo, bem como
a quantidade acumulada em funcdo do tempo mostram participantes com diabetes
nao controlado apresentam uma menor taxa de excrecdo renal de GBP, em
comparacao com grupo Controle, apesar da excre¢ao continuar sendo principalmente
renal (Figura 19B e C). Em média, 48% da dose foram recuperados na urina apos 36
horas no grupo Controle, 39% no grupo DC e 20% no grupo DNC (Tabelas 7 e 8,
Figura 19D).

Apesar do efeito da hiperglicemia na disposicéo cinética da GBP, ndo houve
diferenca significativa na atenuagcéao de dor comparando-se os tempos de coleta dos
grupos Controle, DC e DNC (Figura 20A). A atenuacdo méxima de dor nos grupos
Controle e DC foi de aproximadamente 40%, e no grupo DNC foi de aproximadamente
45% (Figura 20B).
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Figura 19. Concentracdo plasmatica e quantidade excretada na urina versus tempo
nos grupos controle (n=10), DC (n=9) e DNC (n=10).
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Fonte: proprio autor. A: concentragdo plasmatica da GBP versus tempo. B: quantidade de GBP
excretada na urina de forma inalterada (Ae) versus tempo. C; Ae acumulada versus tempo. D: Ae
acumulada em porcentagem da dose versus tempo. Dados mostrados como média * desvio padréao
(GraphPad Prism, verséo 7.0). Em todos os grupos foi feito tratamento com administracdo de dose
Unica de 300 mg de GBP. DC (diabetes controlado) - participantes com hemoglobina glicada < 8,0%;
DNC (diabetes nao controlado) - participantes com hemoglobina glicada > 8,0%.
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Tabela 7 - Influéncia do diabetes nos parametros farmacocinéticos da GBP em
pacientes com dor neuropatica. Dados apresentados como meédia geométrica

(coeficiente de variacdo geométrico); mediana (percentis 25 e 75).

Parametros Controle (n=10) Diabéticos (n=19)
AUC* (ug.h/mL) 28,2 (46) 19,9 (65)
27,3 (20,9 - 34,1) 20,2 (12,1 - 29,1)
Crmax (Hg/mL) 2,48 (32) 1,73 (47)*
2,6 (1,9-3,2) 19(14-21)
Tmax (h) 3,3(38) 2,6 (47)
3,5(25-4,0) 3,0(2,0-4,0)
CL/F (L/h) 10,6 (46) 15,1 (65)
11,0 (8,8 —14,4) 14,8 (10,3 — 24,8)
Vd/F (L) 106,2 (40) 169,3 (58)*
99,9 (80,3 — 141,4) 154,9 (119,4 — 259,9)
Tw (h) 6,9 (35) 7,8 (67)
7,0(5,1-8,2) 7,3(5,5-8,9)
CLr (L/h) 5,12 (47) 4,2 (101)
5,6 (4,6 -5,9) 4,3 (2,3-6,3)
Fel 48,2 (22) 27,9 (101)*
49,2 (40,4 — 57,5) 31,4 (19,6 — 42,3)

Fonte: proprio autor. Em todos os grupos foi feito tratamento com administracdo de dose Unica de 300
mg de GBP. *Teste Mann-Whitney para dados n&o pareados e ndo paramétricos, considerando nivel
de significancia de 5%. AUC%~: area sob a curva do tempo 0 ao infinito; Cmax: concentragao plasmatica
méaxima; Tmax: tempo para alcancar concentracéo plasmatica maxima; CL/F: clearance total aparente;
Vd/F: volume de distribuicdo aparente; Tw: meia-vida; CLr: clearance renal; Fe: fragdo eliminada
inalterada na urina.
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Tabela 8 - Parametros farmacocinéticos da GBP nos Grupos Controle (n=10), DC
(n=9) e DNC (n=10). Dados apresentados como média geométrica (coeficiente de

variacdo geométrico); mediana (percentis 25 e 75).

Parametros Controle (n=10) DC DNC
(n=9) (n=10)
AUC* (ug.h/mL) 28,2 (46) 21,8 (58) 18,3 (72)
27,3 (20,9 -34,1) 20,7 (14,9 - 31,3) 17,8 (10,7 — 28,5)
Crmax (Hg/mL) 2,48 (32) 1,86 (37) 1,6 (55)*
2,6(1,9-3,2) 1,9(1,5-2,3) 19(1,2-21)
Tmax (h) 3,3 (38) 2,7 (37) 2,5 (58)
3,5(2,5-4,0) 3,0(2,2-3,5) 2,7 (1,9-4,0
CL/F (L/h) 10,6 (46) 13,7 (59) 16,3 (72)
11,0 (8,8 — 14,4) 14,5 (9,6 — 20,8) 17,1 (10,5 — 28,1)
Vd/F (L) 106,2 (40) 159,3 (57) 178,8 (61)*
99,9 (80,3 -141,4) 144,3(117,7-260,8) 180,9 (117,5-260,5)
Tv (D) 6,9 (35) 8,0 (71) 7,6 (67)
7,0(5,1-8,2) 6,9 (5,8 -18,7) 7,9 (5,2-10,7)
CLr (L/h) 5,12 (47) 5,35 (90) 3,38 (102)
56 (4,6-5,9) 6,0 (3,3-8,1) 4,0 (1,9-5,6)
Fel 48,2 (22) 39 (80) 20,7 (98)*
49,2 (40,4 — 57,5) 32,9 (25,1 — 46,3) 20,9 (9,7 — 40,8)

Fonte: préprio autor. Em todos os grupos foi feito tratamento com administracdo de dose Unica de 300
mg de GBP. DC (diabetes controlado) - participantes com hemoglobina glicada < 8,0%; DNC (diabetes
nao controlado) - participantes com hemoglobina glicada > 8,0%. *Teste de Kruskal-Wallis (dados néo
pareados e ndo paramétricos) com nivel de significancia fixado a 5% (p=0,05). #Diferencas marginais
— Teste de Krukal-Wallis. AUC%~: area sob a curva do tempo O ao infinito; Cmax: concentragéo
plasmética maxima; Tmax: tempo para alcangar concentra¢@o plasmética maxima; CL/F: clearance total
aparente; Vd/F: volume de distribuicdo aparente; Tw: meia-vida; CLr: clearance renal; Fel: fracdo
excretada inalterada na urina.

Figura 20. Atenuacao da dor (%), comparando-se os grupos Controle, DC e DNC
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Fonte: préprio autor. A: atenuacgdo da dor em porcentagem versus tempo nos grupos Controle (n=10),
diabetes controlado (DC, n=9) e diabetes ndo controlado (DNC, n=10). B: atenuagdo maxima da dor
em porcentagem. Dados apresentados como média + SEM. Em todos os grupos, Os participantes
receberam tratamento com dose Unica de 300 mg de GBP. DC (diabetes controlado) - participantes
com hemoglobina glicada < 8,0%; DNC (diabetes ndo controlado) - participantes com hemoglobina
glicada > 8,0%.
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4.4 Influéncia dos polimorfismos SLC22A2 808G>T e SLC22A4 1507C>T na
disposicéo cinética da GBP

A frequéncia dos alelos variantes dos polimorfismos SLC22A2 808G>T
(rs316019) e SLC22A4 1507C>T (rs1050152) foram de 0,12 e 0,39, respectivamente
(APENDICE V). A distribuicdo dos genoétipos dos SNPs avaliados seguiram o principio
do equilibrio génico de Hardy-Weinberg (Tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncia alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos
SLC22A2 808G>T e SLC22A4 1507C>T

Polimorfismo Frequéncia Frequéncia n. Equilibrio HW
Genotipica (%) Alélica (%) participantes (valor de p)
GG =0,76 22
G =0,88
808G>T GT=0,24 7 0,760
T=0,12
TT=0 0
CC=0,38 11
C=0,60
1507C>T CT=0,45 13 0,943
T=0,39
TT=0,17 5

Fonte: proprio autor. Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos 808G>T (A270S) e 1507C>T
(L503F) nos participantes do estudo. n.: numero; HW: Hardy-Weinberg. *O equilibrio de HW foi avaliado
pelo teste de Chi-quadrado. O nivel de significancia foi de p<0,05.

As figuras 21 e 22 mostram as curvas de concentracdo plasmética versus
tempo da GBP em pacientes genotipados para os polimorfismos SLC22A2 808G>T e
SLC22A4 1507C>T, respectivamente. Nao foram observadas associacfes entre 0s
polimorfismos SLC22A2 808G>T ou SLC22A4 1507C>T e o0s parametros

farmacocinéticos da GBP na populacgéo investigada (Tabelas 10 e 11).
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Figura 21. Efeito do polimorfismo genético SLC22A2 808G>T na concentracao
plasmatica de GBP em pacientes com dor neuropatica (n=29).
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Fonte: préprio autor. Dados mostrados como média + desvio padrdo (GraphPad Prism, versdo 7.0).

GG: participantes genotipados como homozigoto selvagem (n=22); GT: participantes genotipados como
heterozigotos (n=7)

Tabela 10 - Efeito do polimorfismo genético SLC22A2 808G>T nos parametros
farmacocinéticos da GBP. Dados apresentados como mediana, percentis 25 e 75% e

valor de p para o teste Mann-Whitney para dados ndo pareados e nao parameétricos.

Parametro AUC’” (ug.h/mL)  Cmax (Ug/mL) CL/F (L/h) CLr
GG GT GG GT GG GT GG GT
Mediana 23,5 22,8 1,9 2,0 12,8 13,2 5,0 57
Percentil 25% 13,9 18,9 1,5 1,7 10,4 6,8 35 2,0
Percentil 75% 28,8 44,2 3,0 2,1 21,7 158 6,0 6,3
Valor de p 0,4383 0,8227 0,4383 0,8617

Fonte: proprio autor. Polimorfismo 808G>T do gene SLC22A2 que codifica o transportador OCT2. GG:
homozigoto selvagem (n=22); GT: heterozigoto (n-7). N&o houve diferenca estatistica entre os
pardmetros comparando-se 0s genotipos.
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Figura 22. Efeito do polimorfismo genético SLC22A4 1507C>T nas concentracfes

plasmaticas da GBP versus tempo em pacientes com dor neuropatica (n=29).
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Fonte: proprio autor. Concentracéo plasmética da GBP versus tempo. Dados mostrados como média +
desvio padrdo (GraphPad Prism, versdo 7.0). CC: homozigoto selvagem (n=11); CT: heterozigoto
(n=13); TT: homozigoto mutante (n=5).

Tabela 11 - Efeito do polimorfismo genético SLC22A4 1507C>T nos parametros
farmacocinéticos da GBP. Dados apresentados como mediana, percentis 25 e 75% e

valor de p para o teste Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos.

Parametro AUC®” (ug.h/mL)  Cmax (Ug/mL) CL/F (L/h) CLr
CC CT TT CC CT TT CC CT T CC CT TT
Mediana 26 216 189 20 19 16 115 139 158 6,2 46 57

Percentil 25% 20,2 16,6 133 1,7 17 13 103 96 11,7 43 3,0 25
Percentil 75% 29,1 315 271 25 31 26 148 182 22,7 98 56 6,2
Valor de P 0,5476 0,5446 0,5476 0,3774

Fonte: proprio autor. CC: homozigotos selvagem (n=11); CT: heterozigotos (n=13); TT: homozigotos
mutantes (n=5). Nao houve diferenca estatistica para os parametros farmacocinéticos entre o0s
genotipos (Kruskal-Wallis: dados ndo pareados e ndo paramétricos).

5. DISCUSSAO

Este trabalho buscou caracterizar o papel dos transportadores de cations
organicos na farmacocinética e farmacodinamica da GBP através de estudos in vitro
usando células HEK e estudo clinico cruzado. A potencial interagdo CTZ x GBP foi
sugerida para o estudo clinico, uma vez que a literatura descreve a CTZ como inibidor
dos transportadores OCT2, MATE1 e MATE2-K (GIACOMINI et al., 2010; TSUDA et
al., 2009; TSURUOKA et al., 2006). Os resultados deste estudo sugerem que a GBP
€ substrato de hMATEL1 e hOCTN1, enquanto CTZ inibe os transportadores OCTs e
MATES. Entretanto, os dados clinicos sugerem que a interacdo CTZ x GBP n&o ocorre

a nivel dos transportadores renais, visto que nédo houve alteragéo no clearance renal
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da GBP neste estudo clinico. A coadministracdo de CTZ levou a reducdo na
concentracdo plasmatica de GBP, e aumento no clearance e no volume de distribui¢céo
e reducéo na atenuacgéo da dor.

No estudo clinico, os participantes do grupo Controle tratados com dose Unica
de 300 mg de GBP apenas (Fase 1) apresentaram valor médio de AUC de 28,2
Mg.h/mL. Os valores encontrados séo consistentes com os valores médios observados
em voluntarios sadios apds a administracdo de GBP 300 mg, que variam de 23,26
Mg.h/mL a 24,60 pg.h/mL (GOA; SORKIN, 1993; TJANDRAWINATA et al., 2014).
Apenas Elwes e Binnie (1996) observaram concentracfes plasmaticas mais baixas
apos a administracdo de GBP 300 mg, com AUC de 8,10 ug.h/mL. Os valores médios
de Cmax € Tmax foram de 2,48 pg/mL e 3,3 h, respectivamente, na Fase 1. Outros
estudos apds a administracdo de GBP 300 mg em voluntérios sadios observaram Cmax
que variou de 2,35 ug/mL a 3,29 ug/mL e valores de Tmax que variaram de 2,0 h a 3,2
h (ELWES; BINNIE, 1996; GOA; SORKIN, 1993; MCLEAN, 1999; TJANDRAWINATA
et al., 2014). A média geométrica para CL/F de 10,6 L/h na Fase 1 é similar ao CL/F
previamente observado em voluntarios sadios com médias que variaram de 9,6 a 12,8
L/h apos a administracdo de doses Unicas de 300 a 600 mg de GBP (BLUM et al.,
1994; BOYD et al., 1999; ELWES; BINNIE, 1996; TOH et al., 2013). O CLr de 5,12
L/h estd dentro dos valores de CLr observados em voluntarios sadios apos a
administracdo de 300 a 600 mg de GBP, com médias que variaram de 4,6 a 8,24 L/h
(BLUM et al., 1994; BOYD et al., 1999; ELWES; BINNIE, 1996; GOA; SORKIN, 1993;
TOH et al., 2013). A meia-vida de eliminacdo de 6,9 h encontrada nesse estudo esta
dentro dos valores de 4,9 a 9 h previamente relatados para voluntarios sadios
(ELWES; BINNIE, 1996; GOA; SORKIN, 1993; MCLEAN, 1999; TJANDRAWINATA et
al., 2014).

Neste trabalho, foi relatada pela primeira vez a afinidade in vitro da GBP pelos
transportadores OCT1, OCT3 e MATESs. Baixas concentracdes plasméticas de GBP
sao suficientes para interacdo com hMATEL, hMATE2-K e OCTN1 com ICsp estimado
em 0,18 ng/mL, 6,71 ng/mL e 0,36 ng/mL, respectivamente. Para a CTZ, os valores
de ICso de 99,55 pg/mL, 4,51 pg/mL, 36,94 ug/mL, 62,22 ng/mL e 0,97 pg/mL foram
observados para os transportadores hOCT1, hOCT2, hOCT3, hMATE1 e hMATE2-K,
respectivamente. Esses resultados mostram que a afinidade aparente de GBP é
menor do que da CTZ para o hOCT2. Ja a afinidade aparente da GBP pelos
transportadores de efluxo hMATEL1 e hMATE2-K é maior do que para CTZ. A afinidade



69

aparente de ambos GBP e CTZ € maior para os transportadores de efluxo hMATEs e
hOCTNL1 do que para os transportadores de influxo hOCTs. Ensaios realizados em
células HEK expressando hOCTN2 mostram que esse transportador ndo esti
envolvido no transporte de GBP (GRIGAT et al., 2009).

Até o0 momento, a literatura havia mostrado evidéncias do transporte renal da
GBP via OCT2 e OCTNL1 a partir de estudos in vitro. Ao contrario do observado por
Feng et al. (2013), as concentragOes intracelulares de GBP foram reduzidas em
células que expressam hOCT2 cerca de 2,8 vezes em relacdo as células WT. A razédo
do transporte da GBP foi maior que 2 em células HEK que expressam hOCT2 em
relacdo a células HEK que ndo expressam o transportador, o que indica que a GBP é
substrato de OCT2 (FENG et al.,, 2013). Tal observagdo sugere ndo apenas que
hOCT2 nédo tem papel na captacédo de GBP, mas que a GBP tem uma afinidade para
hOCT2 na configuracéo de efluxo. Apesar deste transportador normalmente atuar na
configuracdo de influxo nos rins, 0 OCT2 pode mediar transportador bidirecional de
acordo com o gradiente eletroquimico do substrato (CIARIMBOLI, 2008). No cérebro,
é sugerido que hOCT2 regule a concentracdo de neurotransmissores monoamina, por
agir em ambas as direc6es quando necessario (BUSCH et al., 1998). A coincubacéo
com TPA* aumenta a concentracdo intracelular de GBP por 1,2 vezes, quando
comparado com a incubacdo de GBP sozinha. Este achado confirma que a GBP é
substrato para hOCT2 na configuracéo de efluxo, pelo menos nesse modelo in vitro,
em que a captacgao celular é provavelmente mediada por difusdo passiva e/ou outro
sistema de transporte ainda nao identificado.

Este estudo baseou-se na hipotese de que a CTZ iria reduzir a excrecao renal
da GBP mediada por transportadores renais, entre eles OCT2 (GIACOMINI et al.,
2010; TSURUOKA et al.,, 2006), com consequente aumento nas concentracdes
plasmaticas da GBP. A CTZ parece ser substrato ndo apenas para hOCT2
(TSURUOKA et al., 2006), mas também para hOCT3, uma vez que a concentragdo
dentro das células é 1,18 e 1,4 vezes maior quando comparados com WT,
respectivamente. A coincubacdo com TPA* diminuiu significativamente a
concentracdo de CTZ em células hOCT2 e hOCT3, o que confirma que esses
transportadores séo responsaveis pela captacdo de CTZ. hOCTN1 parece ser
responsavel pelo efluxo de CTZ, considerando que a concentracao intracelular € 30%
menor em células hOCTN1 do que em WT. Em tempo menor de incubacao foi

observada concentragédo de CTZ similar entre células hOCTN1 e WT, o que confirma
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que CTZ é substrato de hOCTN1. Entretanto, a interacdo da CTZ com hOCT2 e
hOCT3 nao parece ser clinicamente relevante uma vez que as concentracdes
plasméticas méaximas de CTZ variam de 200-500 ng/mL em adultos recebendo 10 mg
uma vez por dia (PITSIU et al., 2004). Em outras palavras, a interacdo da CTZ com
hOCT2 e hOCT3 ocorre apenas em concentracfes mais elevadas do que aquelas
observadas no plasma apos doses terapéuticas. Apesar de nao ser ter sido possivel
calcular o ICsp para a inibicdo da captagcdo de ASP* pelo hOCTN1, a CTZ parece ter
uma afinidade aparente com este transportador mesmo em baixas concentragdes, 0
que sugere que a interacdo da CTZ com este transportador tem relevancia clinica.

Os resultados apresentados no estudo in vivo ndo suportam a hipotese
previamente formulada. A coadministragédo da CTZ reduziu a AUC da GBP em 27% e
aumentou o clearance total aparente em 37%. Portanto, a interacdo farmacocinética
entre GBP e CTZ ndo parece ser mediada por transportador renal de cations organicos
OCT2. Estudo experimental do grupo de pesquisa mostra que o inibidor de Oct2
cimetidina e o substrato de Oct2 metformina, ndo alteraram a disposicao cinética da
GBP em ratos (BENZI et al., 2018). Apés dose terapéutica Unica administrada por via
oral, as concentracfes plasmaticas maximas da GBP variaram de 2,22 a 6,13 pug/mL
(BLUM et al., 1994; BOYD et al., 1999; CUNDY et al., 2008; ELWES; BINNIE, 1996;
GALITZ et al., 2015; GIDAL et al., 1996; GIDAL et al., 2000; HOOPER et al., 1991;
KANG; CHO; LEE, 2007; MAK et al.,, 2016; TJANDRAWINATA et al., 2014). Em
regimes de doses mudltiplas, as concentracdes plasméaticas podem variar de 6,9 a 11
ug/mL (BACKONJA; CANAFAX; CUNDY, 2011; GORDI et al., 2008; MUSCAS et al.,
2000; SWEARINGEN et al., 2018; YAMAMOTO et al, 2019). Assim, podemos inferir
que em doses terapéuticas, a GBP interage principalmente com MATE1 e OCTNL1
(mesmo com dose Unica de 300 mg) enquanto a interacdo de GBP com hOCT2 néo
tem relevancia para a farmacocinética clinica.

O gene que codifica 0 hOCT2 (SLC22A2) tem diversos SNPs descritos na
literatura (CHOI; SONG, 2008; LEABMAN et al., 2002; SONG et al., 2008; ZAIR et al.,
2008). Entre eles, o SNP 808G>T (A270S, rs316019) parece estar associado a
reducdo da atividade do transportador (CHOI; SONG, 2008; LEABMAN et al., 2002;
SONG et al., 2008). Esta variante leva a modificacdo de uma guanina por uma timina
no nucleotideo 808 (808G>T) e € o SNP com maior frequéncia alélica no gene
SLC22A2 (CHOI; SONG, 2008). Muitos estudos mostram que o SNP 808G>T esta

associado a reducado do transporte de metformina. Participantes GT e homozigotos
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mutantes (TT) tiveram reducéo de 37,7% e 61,8% no clearance da metformina quando
comparados com GG, respectivamente (SONG et al., 2008). O clearance renal da
metformina é reduzido em 26,1% nos participantes TT quando comparados com GG
(WANG et al., 2008). Foi observado aumento na AUC em GT (6,24 + 1.07 mg.h.L-1)
em relacdo aos GG (5.14 £+ 1.46 mg.h.L-1), devido a reducdo no clearance total
aparente (84.1 L/h vs. 109.5 L/h) (YOON et al., 2013).

Neste estudo, todos os participantes foram investigados para o polimorfismo
SLC22A2 808G>T (A270S) e a frequéncia observada para o alelo variante (0,12) foi
semelhante ao relatado para brasileiros (0,119) (REFARGEN). Os nossos resultados
mostram que a presenca do alelo mutante (T) néo teve efeito sobre a concentragéo
plasmatica ou aos parametros farmacocinéticos da GBP, quando comparado com o
homozigoto selvagem, o que nos sugere que a disposi¢ao cinética da GBP néo é
influenciada por esse polimorfismo. De maneira similar, o polimorfismo SLC22A2
808G>T ndao alterou a disposicao cinética da GBP em pacientes tratados com doses
multiplas (YAMAMOTO et al., 2019).

A GBP tem estrutura relacionada com a carnitina, um substrato do
transportador de cations organicos novo (OCTN1/2). O OCTNL1 (codificado pelo gene
SLC22A4) é expresso nos rins, intestino, musculo esquelético, placenta, prostata e
coracdo (KOEPSELL et al.,, 2004; MEIER et al.,, 2007). Urban et al. (2008)
caracterizaram a GBP como substrato de hOCTN1, uma vez que observaram
aumento de 4 vezes na captacdo da GBP em células HEK que expressam hOCTN1
guando comparado com células que ndo expressam o transportador (18,3 + 2,1
pmol/min/mg de proteina vs. 4,6 + 0,6 pmol/min/mg de proteina, respectivamente)
(URBAN et al., 2008). Os resultados desta tese revelaram que a excrecéo renal da
GBP é dependente do transporte de efluxo mediado ndo apenas por hOCTN1, mas
também por hLMATEL, uma vez que a concentracdo nas células foi de 1,1 e 2,37 vezes
menor em comparacao com ceélulas WT, respectivamente. A incubacdo por tempos
inferiores a 10 minutos mostrou concentracdo de GBP similar entre células hMATEL1
ou hOCTN1l e WT, o que confirma que GBP é um substrato para ambos
transportadores na configuracéo de efluxo.

A interacdo farmacocinética GBP x CTZ nao pode ser explicada por interacao
com MATEL1 expressos em células renais ja que os valores de AUC mudaram na
direcdo oposta ao esperado por inibir o transporte ativo de efluxo. Além de sua

expressdo nos rins, hMATE1 também é abundantemente expresso na membrana



72

apical dos hepatdcitos e regula o transporte de cations organicos para o canaliculo
biliar (CIARIMBOLI, 2016). Para alguns cations organicos, como metformina, MATE1
pode ter um papel duplo tanto em distribuicdo para o figado quanto excrecdo renal. A
atividade reduzida de MATEL pode ndo refletir concentracdes plasmaticas alteradas
significativamente, mas concentracfes altas do farmaco no figado (TZVETKOV;
DALILA; FALTRACO, 2016). Entretanto, a secrecao biliar ndo é uma via de eliminacéo
importante para a GBP, assim como € para a metformina. Portanto, a possivel inibi¢cao
de hMATEL nos hepatécitos por CTZ ndo iria afetar a farmacocinética da GBP.

Além da sua expressdo nos rins, o transportador OCTN1 também esta
presente no intestino e € sugerido que esteja envolvido na absorcao intestinal de
metformina e GBP (FUTATSUGI et al., 2016). A absorcdo de GBP é um processo
saturavel (STEWART et al., 1993), e o0 OCTN1 pode ser um dos transportadores
intestinais responsaveis por esse processo. Os nossos resultados sugerem que a CTZ
€ substrato de OCTNL1 (Figura 14C e D). A possivel inibicdo de OCTNL1 nos enterdcitos
pela CTZ poderia explicar a reducdo da AUC e aumento do CL/F e de Vd/F da GBP
observados in vivo, uma vez que as altera¢des nas concentracdes plasmaticas foram
observadas principalmente na fase da absorcdo (Figura 16A). Portanto, acredita-se
gue 0S processos saturaveis de absorcdo sejam o principal determinante de
variabilidade na disposi¢cdo cinética da GBP, alterando a biodisponibilidade do
farmaco, visto que ambos clearance e volume de distribuicdo aparentes séo
dependentes da biodisponibilidade (FUTATSUGI et al., 2016; STEWART et al., 1993).

O impacto de polimorfismos genéticos do SLC22A4 na captacdo in vitro da GBP
(FUTATSUGI et al., 2016; URBAN et al., 2008) foi investigado em células HEK
transfectadas com gene de OCTNL1. A variante L503F, que leva a modificacdo de uma
citosina por uma timina no nucleotideo 1507 (1507C>T), € um dos SNPs com maior
frequéncia alélica dentre os SNPs encontrados no gene SLC22A4, que codifica do
transportador (URBAN et al.,, 2007). A captacdo de GBP em células HEK que
expressam o transportador com o alelo mutante 1507C>T foi aproximadamente duas
vezes menor, em comparacao com células que expressam o transportador selvagem.
Em voluntarios sadios homozigotos mutantes para SLC22A4 ¢.1507C>T o clearance
renal da GBP encontrou-se reduzido quando comparados com homozigotos
selvagens (URBAN et al., 2008). Neste estudo, a frequéncia do alelo mutante (0,39)
foi similar a encontrada na populacao brasileira (0,329) (REFARGEN). Entretanto, nao

foram encontradas associacdes entre o SNP SLC22A4 ¢.1507C>T e a disposi¢cao
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cinética da GBP, provavelmente em funcdo do baixo numero de participantes
investigados e baixo poder estatistico.

Outros transportadores de farmacos podem estar envolvidos nessa interacédo
farmacocinética, como os transportadores de acido tipo L (LAT) 1/2 na absorgéo
intestinal e passagem pela barreira hematoencefélica, transportador de peptideo
(PEPT) 1 na absorcao intestinal e glicoproteina P (P-gp) também na absorcao
intestinal (ABBASI et al.,, 2016; BOLGER; LUKACOVA; WOLTOSZ, 2009;
CASCORBI, 2011; CROWE; TEOH, 2006; DEL AMO; URTTI; YLIPERTTULA, 2008;
DICKENS et al., 2013; FRAGA; PINHO; SOARES-DA-SILVA, 2005; FUTATSUGI et
al., 2016; GRIGAT et al., 2009; HE; LIU; ZENG, 2010; KANG; CHO; LEE, 2007,
KOEPSELL et al., 2004; LOSCHER, 2007; MEIER et al., 2007; NGUYEN; SMITH;
FLEISHER, 2006; PINEDA et al., 1999; PRASAD et al., 1999; SAABY; BRODIN, 2017;
SHEN; HE; ZENG, 2007; URBAN et al., 2008; YANAGIDA et al., 2001). A GBP é um
dos poucos substratos conhecidos de LAT1 e LAT2, o primeiro expresso no cérebro,
placenta e tumores e o segundo expresso nos rins, célon e intestino (DEL AMO;
URTTI; YLIPERTTULA, 2008; FRAGA; PINHO; SOARES-DA-SILVA, 2005; PINEDA
et al., 1999; PRASAD et al., 1999; YANAGIDA et al., 2001). LAT1 é importante
transportador de captacdo da GBP nas células endoteliais cerebrais (DICKENS et al.,
2013). LAT2 parece ser outro transportador relacionado a absorcéo saturavel da GBP
no intestino (BOLGER; LUKACOVA; WOLTOSZ, 2009). Sendo assim, a potencial
inibicdo de LAT2 por CTZ explicaria a reducdo nas concentracdes plasmaticas de
GBP. Entretanto, ndo ha dados na literatura de efeito da CTZ na atividade de LAT2.

Algumas evidéncias mostram que a captacao intestinal de GBP exibe inibi¢do
cruzada com substratos do sistema b%*, provavelmente em conjunto com PEPT1. O
transportador de peptideos regula a captacao de dipeptideos que quando hidrolisados
fornecem as forcas dirigentes para a captacdo da GBP pelo sistema b%* (NGUYEN;
SMITH; FLEISHER, 2006). A inibicdo do sistema b%* ou do transportador PEPT1
poderia explicar a baixa exposicao sistémica a GBP na Fase 2, porém, até o momento
nao ha dados na literatura sobre o potencial impacto da CTZ na atividade de ambos.

A GBP foi classificada como substrato fraco da P-gp, junto com outras drogas
antiepilépticas (carbamazepina, fenobarbital, lamotrigina e topiramato) (CROWE;
TEOH, 2006; LOSCHER, 2007). A regulagdo da P-gp pela CTZ é estereoseletiva, visto
que R-cetirizina aumenta e S-cetirizina reduz a expressao de P-gp (ABBASI et al.,
2016; HE; LIU; ZENG, 2010; SHEN; HE; ZENG, 2007). A P-gp é codificada pelo gene
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ABCB1, expresso na maioria dos tecidos, incluindo a membrana apical do intestino,
barreira hematoencefalica (BHE), tubulos renais e figado (CASCORBI, 2011; SAABY;
BRODIN, 2017). O impacto do polimorfismo da P-gp G2677T/A, associado com baixa
expressao do transportador, ndo altera a farmacocinética da GBP em voluntarios
sadios, 0 que corrobora outros estudos que sugerem que a GBP é um substrato fraco
de P-gp (KANG; CHO; LEE, 2007).

O efeito do diabetes e do controle glicémico foi investigado uma vez que o
diabetes altera a expresséo e fungcdo de transportadores de céations organicos em
ratos com diabetes tipo 2 induzido experimentalmente, provavelmente devido ao
acumulo de produtos finais da glicacdo avancada e do estado inflamatorio decorrente
desse processo (NOWICKI et al., 2008). Os participantes com diabetes mostraram
reducao significativa de Cmax € aumento significativo de Vd/F em comparag&o ao grupo
Controle (Cmax: 1,73 vs. 2,48 ug/mL, p=0,0212; Vd/F: 169,3 vs. 106,2 L, p=0,0122). As
alteracdes do grupo diabético sao atribuidas, aparentemente, ao aumento da glicemia,
uma vez que as principais altera¢des foram encontradas entre o grupo Controle e o
grupo DNC (Cmax: 2,48 vs 1,6 pg/mL, p=0,0878; Vd/F: 178,8 vs. 106,2 L, p=0,0506), e
nao houve alteracdes significativas ao comparar os grupos DC e Controle. A fracao
de GBP excretada inalterada na urina foi menor nos participantes com diabetes néo
controlado em relacdo aos participantes sem diabetes (p=0,0045, Tabela 8). Estes
resultados contrastam com os resultados anteriores do grupo de pesquisa. Em modelo
experimental induzido pela estreptozotocina em ratos, o diabetes resultou em
aumento do clearance renal da GBP em ratos (BENZI et al., 2018), sugerindo que os
efeitos do diabetes na disposicdo cinética da GBP ocorreram por inducdo de
hiperfiltracdo glomerular (PIHL et al., 2012).

O efeito do controle glicémico na farmacocinética clinica da GBP também pode
ser explicado pela saturacdo dos processos de absorcdo. Em células de midcitos
C2C12, a elevada concentracao de glicose reduziu a expressédo de LAT1 em 80%,
comparado com células sem glicose (YAMAMOTO et al., 2017). Nao h&a dados na
literatura sobre a influéncia do controle glicémico em LAT2. O diabetes induzido
experimentalmente por estreptozotocina em ratos Sprague-Dawley, reduziu a
expressdo do RNAm do transportador peptl e sua funcéo, visto que houve redugao
na captagdo de glicilsarcosina, um substrato de pept1, de 15,9 yM cm2 min para 6,6
uIM cm mint nos ratos do grupo diabético em comparagcdo com os ratos do grupo

controle (BIKHAZI et al., 2004). Portanto, acredita-se que as alteragdes observadas
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no Cmax, Vd/F e Fel sejam resultantes da biodisponibilidade reduzida da GBP pelo
efeito da glicemia nos processos de transporte intestinais.

A influéncia do diabetes ou da hiperglicemia na funcao e expressao de outros
transportadores de farmacos envolvidos na absorcao intestinal (PEPT1 e P-gp) e no
transporte pela BHE (LAT1) da GBP foi avaliada em estudos experimentais e in vitro
(BIKHAZI et al., 2004; NAWA et al.,, 2012; PANDLEY; CHAUBE; BHAT, 2011;
YAMAMOTO et al.,, 2017). Alguns estudos mostram redugdo na expressédo e/ou
funcado de P-gp intestinal sob condi¢des de diabetes. A expressao de P-gp foi reduzida
em aproximadamente 40% no nono dia apds a inducdo de diabetes por
estreptozotocina em ratos ddY, quando comparados com o grupo controle (NAWA et
al., 2012). A hiperglicemia reduziu os niveis de P-gp em células MCF-7, levando & um
aumento de aproximadamente o dobro na citotoxicidade de carboplatina e 5-
fluorouracil, ambos substratos do transportador, nas linhagens celulares cultivadas em
meio rico em glicose (PANDLEY; CHAUBE; BHAT, 2011). A reducéo da atividade de
P-gp, LAT1 e PEPTL1 pela hiperglicemia poderia explicar as altera¢cées na disposi¢ao
cinética da GBP no presente estudo.

Outros estudos mostraram a influéncia da hiperglicemia da cinética de
farmacos. O diabetes ndo controlado reduziu em 50% a concentracdo plasmatica
maxima do metabdlito (-)-M1 do tramadol, quando comparado com pacientes sem a
doenca (DE MORAES; LAURETTI; LANCHOTE, 2014). Valores aumentados de
HbAlc estdo associados com o risco de falha terapéutica da pirazinamida no
tratamento da tuberculose (ALFARISI et al., 2018). Neste estudo, ndo houve alteracéo
nos parametros farmacocinéticos da GBP quando comparados os grupos Controle e
DC, o que sugere que o controle dos niveis glicémicos, seja pela aderéncia dos
pacientes a farmacoterapia e/ou de mudancas de héabitos de vida (dieta e exercicios
fisicos), mantém a disposicao cinética da GBP em niveis similares a de pacientes sem
a doenca. Além dos beneficios relacionados as comorbidades do diabetes e qualidade
de vida dos pacientes, nossos resultados sugerem que o controle dos niveis
glicémicos também é relevante para reduzir a variabilidade na resposta a farmacos
usados no tratamento de doengas crbnicas.

Este estudo tem algumas limitagbes. Os participantes nao foram genotipados
para os principais polimorfismos de MATE1l e MATE2-K. As variantes G64D
(rs77630697), L125F (rs77474263), V338l (rs35790011), V480M (rs76645859) e
C497S (rs35395280) do gene SLC47A1, que codifica do MATEL, estdo associados a
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reducdo da atividade do transportador (CHEN et al.,, 2009). Entretanto, esses
polimorfismos séo raros, com frequéncia alélica menor que 1% em europeus (1000
Genomes). No gene que codifica do MATE2-K, SLC47A2K, as variantes P162L
(rs146901447), G393R (rs34399035) e G211V (rs562968062) levaram a redu¢do no
transporte de **C-TEA em células HEK (CHOI et al., 2011; KAJIWARA et al., 2009). A
variante de regido promotora SLC47A2K -130G>A (rs12943590), por outro lado, esta
relacionada com aumento na eliminagcdao de metformina (CHOI et al., 2011). Com
excecao da variante SLC47A2K -130G>A, que tem uma frequéncia alélica de 27,3%
em europeus, 0s outros polimorfismos séo raros, com frequéncia alélica menor que
1% em europeus (1000 Genomes). Até o momento, ndo ha dados de frequéncia
alélica para os polimorfismos de SLC47A1 e SLC47A2K na populagdo brasileira.
Outra limitacdo € que o tamanho amostral definido para este estudo de disposicdo
cinética ndo resulta em poder estatistico suficiente para avaliar a influéncia de
polimorfismos genéticos. Além disso, a escala de dor utilizada para obter os dados da
atenuacdo de dor é uma variavel subjetiva e de grande variabilidade. O tamanho
amostral definido para este estudo foi baseado em estudo prévio que investigou a
disposicéo cinética da GBP, sem levar em conta a variabilidade na farmacodinamica.
Apesar da caracterizacdo detalhada do transporte em células renais, nao foi realizado
estudo com transportadores envolvidos na disposicao cinética e na farmacodinamica
da GBP, principalmente aqueles que parecem limitar a absorcao intestinal do farmaco.

Esse estudo acrescenta informacdes importantes para a farmacologia clinica
da GBP, uma vez que foram descritos os mecanismos de transporte em células renais
para transportadores ainda ndo caracterizados previamente. Além disso, o estudo
caracterizou a influéncia da CTZ na farmacocinética e na farmacodindmica da GBP,
sugerindo que esta interacdo € mediada por saturacao dos processos de absorcao. O
controle glicémico também implicou em reducdo da exposicdo da GBP, entretanto
sem alteracdo na atenuacéo da dor neuropatica. No contexto da medicina de precisao,
estratégias poderdo ser elaboradas para minimizar o efeito das interacdes farmaco-

farmaco ou farmaco-doenca aqui descritas.
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6. CONCLUSOES

o A GBP é um substrato para hOCT2, predominantemente na
configuracédo de efluxo, para hMATEL e para hOCTN1; entretanto a interacdo com
hOCT2 néo é relevante para a farmacologia clinica. A afinidade aparente da GBP &
baixa para hOCT2 e as concentracdes plasmaticas maximas foram aproximadamente
80 vezes menores que 0s ICso. A CTZ é um inibidor dos transportadores hOCT1,
hOCT2, hOCT3, hMATE1 e hMATE2-K, e substrato para hOCT2, hOCT3 e hOCTNL1.
GBP e CTZ mostraram afinidade aparente alta para hOCTN1 em concentracdes
terapéuticas.

. Apos 5 dias de tratamento com CTZ, os participantes mostraram reducao
em AUC, Cmax e Fel, € aumento de CL/F e Vd/F quando comparados com participantes
tratados apenas com GBP. N&o foram observadas diferengcas em termos de Tmax, T%2
e CLr. A atenuacdo de dor nos participantes também se encontra reduzida,
principalmente na fase da absor¢céo do farmaco. A interacdo CTZ x GBP em pacientes
com dor neuropatica ndo pode ser explicada por mecanismos de excrecdo renal
mediado por transportadores. As alteragbes sugerem que a CTZ reduz a
biodisponibilidade da GBP via interacdo com transportadores associados com o
processo de absorcao intestinal.

o O diabetes tipo 2 resultou em reducdo de Cmax € Fel da GBP e aumento
do Vd/F em participantes com dor neuropatica. Nao foram observadas diferencas
significativas nos parametros farmacocinéticos AUC, CL/F, CLr e também nao houve
alteracdo significativa na atenuacdo de dor. Os resultados sugerem que a
hiperglicemia reduz biodisponibilidade do farmaco por alterar a atividade de
transportadores ativos relacionados ao processo de absorcao intestinal da GBP. O
controle dos niveis glicémicos no diabetes mantém a variabilidade cinética da GBP ao
ser comparada a individuos ndo diabéticos, de modo que o0s parametros
farmacocinéticos da GBP nos pacientes com diabetes e niveis glicémicos controlados
sao similares aos parametros farmacocinéticos observados para os pacientes sem

diabetes.
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APENDICES
APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os participantes do

grupo Controle

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAD PRETO
UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO, Campus Universitario Monte Alegre — Ribeirio Preto — SP

PESQUISA CIENTIFICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
NOME DA PESQUISA: Influéncia do inbidor do fransportador de cifions organicos 2 (OCT2) cefirizing & do diabefes fipo 2 na
disposicio cinética da gabapenting em pacientes com dor neuropatica
Mome do Paciente:
Data de nascimento__J/__(___ Registro e/ou Documento de |denfificagso;

PESQUISADOES RESPONSAVEIS: Ana Carolina Conchon Costa [FCFRP-USF), Profa. Dra. Natdlia Valadares de Moraes (FCFAR-

UNESF).

RESPONSAVEL CLINICO: Prof. Drt. Gabriela Riocha Laureti (FMRP-USP).

OBSERVAGOES: Projeto Integrado entre Faculdade de Medicing de Ribeirdo Preto-USP (FMRP-USP), Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto—USP (FCFRPUSP) e Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Campus de
Araraquara-UNESP (FCFAR-UNESP).

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dedaro que em __/__ [/ fui convidado e concordei voluntariamente em participar, como paciente do projefo de
pesquisa acima referido. Fui devidamente informado em detalhes pelo responsavel da pesquisa que:

O estudo implica em gue eu me submeta a procedimentos, exames complementares e tratamentos devidamente planejados,
confiorme fexio 3 sequir. Para parficipar do estudo serei intemado durante 36 horas em cada fase do estudo, num fotal de 2 fases, o
que N30 ooomenia g8 eu ndo aceitasse parficipar como voluntario. Durante o periodo da intemacdo recebered as refieides padrdo do
hospital e poders receber visita das 14:00 &= 20:00 horas. Fui informado de que, antes de inidiar o estudo, se necesséno, devo ficar
por 10 tempos de meia-vida sem o uso de analgésicos. Fui informado também de que =& a dor se tomar insuportavel, ou se eu ficar
com dificuldades para fazer as atividades do diz-a-da antes de 10 tempos de meia-vida sem wsar oz analgésions, devo volfar a usar
as medicagies para ndo prejudicar minha salde, & entdo serei excluido da pesquisa.

A gabapenting € um dos remédios mais indicados para tratamento da dor cronica, que geralmente surge como dor “em
queimagao” ou dor “em aguihadas™. A cetifzing & um remédio uilizado para rinite e outras alergias. O presente estudo visa entender
como a cefinzing influencia a eliminag3o da gabapenting do organismo. A sua colaboragio serd importante para entendermos &2 a
combinagao de cefirizing & gabapentna pode afetar o tratamento com a gabapenting. O estudo serd realizado em duas fases.

Na fase |, o{a) senhor{a) serd tratado(a) com uma dose de gabapentina. Na faze I, ofa) senhor(a) serd tratado com cefirizin
durante cinco diaz e com gabapenting apenas no ltimo dia de tratamento com a cefifzing. Nas duas fases, serd necessano jejum de
12 horas antes do tratamento com a gabapenting. Em cada fase do estudo, serdo coletadas amostras sefadas de sangue para medie
a quantidade da gabapenfina. Para iseo, ofa) senhor{a) sera picado(a) por um profissional altamente qualificado, sob rezponsabilidade
da médica espedalista em dor Dra. Gabriela Rocha Lawretfi, ou a quem ela indicar. Sera mantido um tubinho de plastico na swa veia
para refiradas sucessivas de 4 mL de sangue, num volurne total de 63 ml (sendo 17 coletas de um volume de sangue de 4 mL). Esfe
volume de 68 ml ndo & grande, pois representa menos de 2% do volume fotal de sangue do adulio. Poranto, a refirada de 68 mL de
sangue € totaimente segura. O(a) senhor{a) recebera soro fisiologico por veia em volume igual ao volume de sangue refirado, ou seja,
&8 mL de soro Ssioldgico, para repor o volume de sangue coletado. Podera haver um leve desconforo da picada e do fubinho de
plasfico que serd mantido na veia, com rigco de ficar com manchas rochas no local da picada. Em cada faze do estudo, s=rdo
fomecidos frascos para que ofa) senhora) colete a urina nos intervalos de 0-Bh, 8-18h, 16-24h, 24-38h apds a adminisiragdo da
gabapenting. Mos mateniais coletados, realizaremos exames para verificar como ofa) senhor(a) eliming a gabapenting; e vesificar se a
cefifizing afetou a eliminagdo de gabapentina. O senhor s2rd intemado no dia em que receber o tratamento com gabapenting, € a
intensidade de sua dor serd avaliada através de uma escala visual para avaliacio do efeito da gabapentina. Todas ac amostras serdo
descartadas apds a realizagao desta pesquisa.
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Se vocé ja teve alergia a gabapenting ou @ cefirizing nao podera participar da pesquiza. Mao havera prejuizos para quem
nao puder ou nao quiser parficipar. Voce & Wvre para decidr. Se voce puder e quizer parficipar, € predico saber que a gabapenfina
pode dar alguns efeiios como mal-estar, cansago, dor de cabeca, nas costas e na bariga e sinfomas de gripe. Pode ocomer ambém
dor no peifo e aumento da pressao arterial, boca seca, nawsea e vOmilD, falfa ou aumento de apetite, ma digestdo & diameia. Raras
manifestagies foram redatadas, como diminuicio de leucocitos (céulas do sangue de defesa), efou plaguetas (cilulas que parficipam
do processo de interromper o sangramento) e vanagso nos nivels de aglcar no sangue (ghcemia) e a cefinzing pode dar sonclkéncia,
dor de cabega, tontura, boca seca, dor na garganta, nausea e diameda. Podem ocomrer ambém cocelra, fraqueza muscular, mal-estar
& reagao alérgica na pele. Raras manifestagies foram relatadas, como comvulsdo, ganho de peso, agressividade, insdnia, depresedo,
confusdo mental & aumento dos batimentos do coraglo, diminuicSo de plaguetas (células que parficipam do processo de interromper
o cangramento), desmaios, tremores e distirbios de vizdo. Se ao tomar esge medicamento e senfir qualquer sintoma, voog devera
avizar a equipe medica e os pesquisadores. Mesmo depois de aceitar parficipar da pesquisa vore pode desizfir 2 qualquer momento.
Basia avizar os pesquisadores pelos telefones (16) 982258947 e (18) 33154195 ou e-mail carolconchon@usp.br. Sua desisténcia
na0 |he causard nenhum prepizo.

Eu, abaio assinado, tendo recebido as
informagdes acima, & dente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em participar:

1. O compromisso de me proporconar informacao atualizada durante o esfudo, ainda que este possa afetar minha vontade
de conBnuar parficipando;

2. Aliberdade de refirar meu consentimento 3 gualquer momento & deixar de pariicipar no eshudo sem gue Eso fraga
prejuizo 4 continuagio do meu cuidado e fratamento e ee for do meu inferesse posso pedir para que as amosiras que eu
ja doei sejam descartadas pelos pesquisadores;

3. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunia ou esclarecimento a qualquer divida acerca dos beneficios,
procedimentos e riscos ocasionados pela internag@o, assim como outros assunfos relacionados com a pesquisa e o
tratamento a que serei submetidoa);

4. (O pesquisadores se comprometem a manter sigilo da sua parficipacao e de publicar oz resultades da pesguiza para a
comunidade médica e cientifica perinente;

5. A disponibilidade de tratamento médico & a indenizagio que legalmente tera direito, por parte da Insfituicso 3 sadde, em
caso de danos que a justifiquem, dirctamente causados pela pecquisa.

Ribeirao Preto, ... de e 20
Ana CGarolina Conchon Costa Prof. Dr-. Gabriela Rocha Laurett
Pesgquizador Responsavel Coordenadora Clinica
CPF: 074.021939-18 CRM 74 245 CPF. 062 B41_T68-69
Dr2. Natalia Valadares de Moraes Voluntario ou responsavel legal

CRF-5P: 67349, CPF: 318.163. 79855

Contato: Ana Carolina Conchon Costa: (16) 3315.4195, (16) 98225.6947, e-mail- carokconchon@usg.br
Faculdade de Ciéncias Farmacéuficas de Ribeirdo Preto, Universidade de S30 Paulo, Av. do Café, s 14040903, Ribeirio Preto, SP
- Brasil
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Dra. Natdlia Valadares de Moraes de Moraes: (16) 33014689, (16) 38211.8363, e-mail: nataliavaladaresdemoraes@hgmail com
Faculdade de Ciéncias Farmacéuficas, Campus de Araraquara, Departamento de Principics Afivos Maturais e Towdcologia,
Universidade Eztadual Pauizta, Rodovia Araraquara-lad, km 01, 14801-802, Araraquara, 5P - Brasil

Dra. Gabriela . Lauretti: (16) 991766266, e-mail: griauret@imep.usp br
Faculdade de Medidna de Ribeirdo Preto, Departamenio de Biomecdnica Medicing e Reabilitacio do Aparelho Locomotor,
Universidade de S3o Paulo, Av. Bandeirantes, 3000, 14048-800, Ribeir3o Preto, SP - Brasil

Comité de Efica em Pesquiza da FCFRP: (16) 1315413
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os participantes dos

demais grupos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, Campus Universitario Monte Alegre — Ribeirio Preto — SP

PESQUISA CIENTIFICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
NOME DA PESQUISA: Influéncia do inibidor do fransportador de céfions organicos 2 (OCT2) cefirizing & do diabefes fipo 2 na
disposicao cinética da gabapenting em pacientes com dor neuropatica
Mome do Paciente:
Data de nascimento_J__[___ Registro e/ou Documento de |denfificacso;

PESQUISADOES RESPONSAVELS: Ana Carclina Conchon Costa [FCFRP-USF), Profa. Dra. Matalia Valadares de Moraes (FCFAR-

UNESF).

RESPONSAVEL CLINICO: Proft. Drt. Gabriela Riocha Lauret (FMRP-USP).

OBSERVAOES: Projetn Integeado entre Faculdade de Medicing de Ribeirdo Preto-USP (FMRP-USP), Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Prefo-USP (FCFRPUUSP) e Faculdade de Ciéncias Farmacéuficas, Campus de
Araraquara-UNESP (FCFAR-UMESP).

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dedaro que em __/___ [ fui comadado e concordei voluntariamenie em participar, como pacente do projefo de
pesquisa acima referdo. Fui devidamente informado em detalhes pelo responsavel da pesquiza que:

{0 estudo implica em que ey me submeta a procedimentos, exames complementares e ratamenios devidaments planejados,
conforme textn @ sequir. Para participar do estudo serei intemado duranie 36 horas, 0 que NE0 OCOMMENE S eU ndo aceitaese participar
como voluntanio. Durante o periodo de inteagdo recebersd as refeipbes padrio do hospital e poderei receber visita das 14:00 as
20:00 horas. Fui informado de que, antes de iniciar o estudo, se necessano, devo ficar por 10 fempos de meia-vida sem o uso de
analgésicos. Fui informado também de que =& a dor ce tomar insuportavel, ou 22 eu ficar com diiculdades para fazer as atividades do
dia-a-dia antes de 10 tempos de meia-vida sem usar o analgésicos, devo voltar a usar as medicagbes para nao prejudicar minha
saude, e entdo serel excluido da pesquiza.

A gabapenting & um dos remédios maiz indicados para fratamento da dor crinica, que ocome frequentements nas pemas dos
pacientes diabéficos. O presente estudo visa entender como o diabefes infiuéncia a eliminagSo da gabapenting do organisme. A sua
colaboragSo serd importante para entendermos =2 o disbedes fipo || pode afetar o fratemento com a gabapenting, e possibilitando, no
futuro, avaliar o efeito desse medicamento, assim como o ajuste melhor das doses para os pacienies.

Inidaimente, ofa) senhor{a) sera tratado com wma dose de gabapenting. Serd necessano um jejum de 12 horas antes do
tratamenio com a gabapenting. Serdo coletadas amosiras seriadas de sangue para medir a quanfidade da gabapentina. Para isso,
ofa) senhor{3) =erd picado(a) por um profissional altamente qualificado, =ob responsabilidade da médica espedalizta em dor Dra
(Gabrisla Rocha Laurett, ou a quem ela indicar. Sera mantido um tubinho de plasfico na sua veia para refiradas sucessivas de 4 mL de
sangue, num volume total de 68 mL (zendo 17 coletas de um volume de sangue de 4 mL). O volume de &8 mL de sangue ndo é
grands, pois representa menos de 2% do volume total de sangue do adulto. Portanto, a retirada de 68 mL de sangue & foaimente
sequra. O(a) senhor{a) recebera coro fisiologico por veia em wolume igual ao volume de sangue retirado, ou seja, 68 mlL de som
fiziokdgico, para repor 0 volume de sangue coletado. Serdo fomecidos Fasoos para que o{a) senhora) colete a urina dofa) senhor(a)
nos intervalos de 0-8h, 8-16h, 16-24h, 24 36h apds a administracio da gabapeniina. Nos materiais coletados, realizaremos exames
para verificar como ofa) senhor{a) elimina a gabapenting. Oa) senhor{a) sera mtemado(a) no dia em que receber o ratamento com
gabapenting, e a intensidade de sua dor 2era avaliada atraves de uma escala visual para avaliagSo do efei da gabapenting. Todas
as amostras serdo descartadas apos a realizacdo desta pesquisa.

Se vocé ja teve alergia 4 gabapenfing ndo podera participar da pesquiza. NS0 havera prejuizos para quem nao puder ou ndo
quizer participar. Vocg & livre para decidir. Se vocg pudsr e quizer parficipar, & preciso saber que a gabapenting pode dar alguns
efeifos como malestar, cansago, dor de cabega, nas costas e na bamga e sintomas de gripe. Pode ocomer também dor no peito &
aumento da pressdo arterial, boca seca, nausea e vimito, falta ou aumento de apefite, ma digestio e diameia. Raras manifestagies
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foram relatadas, como diminuicio de leucddtos (células do sangue de defesa), elou plagquetas (cElulas que parficpam do processo de
interromper o sangramentc) e vanagdo nos nivels de aglcar no sangue (glicemia). Se ao tomar esse medicamento e senti qualquer
sinfoma, voce devera avisar a equipe médica e os pesquizadores. Mesmo depois de aceitar partidpar da pesquisa, vocs pode desisfir
a qualquer momenfo. Basta avisar os pesquisadores pelos felefones (16) 2B225-6%47 e (18) 33154185 ow e-mail
carolconchoni@usp be. Sua desisiéncia ndo Ihe causara nenhum prejuizo.

Eu, ababoy aesinado, temdo recebido as
informagies acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em parficipar:

1. O compromiseo de me proporcionar informagao atualizada durante o estudo, ainda que este possa afetar minha vontade
de confinuar parficipando;

2. Aliberdade de refirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de pariicipar no estudo sem que Bso fraga
prejuizo 4 confinuagdo do meu cuidado & tratamento & s2 for do meu interesse posso pedir para gue as amostras que ja
doei sejam descariadas pelos pesquisadores,

3. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunia ou esclarecimento a qualquer divida acerca dos beneficios,
procedimentos e Ascos ocasionados pela infernac@o, assim como outros assuntos relacionados com a pesquiza € o
tratamento a que serei submetidola);

4. Og pesquisadores se compromedem a manter eigilo da sua parficipagdo e de publicar os resultades da pesquica para a
ocomunidade médica e cientifica perinente;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizagio que legalments teria direito, por parte da InsBtuico 4 sadde, em
caz0 de danos que a justifiquem, dirstamente causados pela pesquisa.

Ribeirdo Preto,......... de e 20,
Ana Carolina Conchon Costa Prof?. Dr2. Gabriela Rocha Lauretti
Pesguizador Responsavel Coordenadora Clinica
CPF: 074.021939-18 CRM 74 245 CPF- 062 641 76869
Dr2. Natalia Valadares de Moraes Voluntario ou responsavel legal
Pesquisador Responsavel Identificaggo:

CRF-5P: 67348, CPF: 318.183.736-%9

Contato: Ana Carolina Conchon Costa: (16) 331524185, (16) 38225.6947, e-mail: carolconchon@usp_br
Facukdade de Ciéncias Farmacéuticas de Fibeirdo Prefo, Univerzidade de Sao Paulo, Av. do Cafe, ein 14040903, Ribeirdo Prefo, SP
— Brasil

Dra. Natdlia Valadares de Moraes de Moraes: (16) 33014689, (16) 38211.8363, e-mail: nataliavaladaresdemoraes@hgmail com
Faculdade de Ciéncias Farmacéuficas, Campus de Araraquara, Departamento de Principics Afvos Maturais e Todcologia,
Universidade Estadual Paulista, Rodovia Araraquara-Jad, km 01, 14801-202, Araraquara, SP - Brasil

Dra. Gabriela R Lauretii: (15) 39176 6266, e-mail: griaurst@imep.usp.br
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Departamento de Biomecdnica Medicing e Reabilitagdo do Aparelho Locomotor,
Universidade de S0 Paulo, Av. Bandeirantes, 7900, 14049-900, Ribeir3o Prefo, SP - Brasil

Comité de Efica em Pesquiza da FCFRP: (16) 33154213
TCLE Demais Grupos 1603201 T
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APENDICE C - Parametros Farmacocinéticos individuais dos participantes do grupo Controle (n=10)

Participante ty, (N)  Tmax (h)  Cmax (Mg/mL) AUC®” (ug/mL*h) Vd/F (L) CL/F(L/h) CLg(L/h) Fel
Grupo Controle Fase 1 (n=10)
2 4,94 2 3,53 33,76 63,29 8,89 5,43 61
3 4,99 6 2,68 28,57 75,67 10,50 4,26 40
4 5,08 4 1,85 17,70 124,21 16,95 9,11 53
5 12,82 4 3,37 67,79 81,82 4,42 1,98 44
8 8,19 4 2,04 25,49 138,97 11,76 4,68 39
11 8,42 2,5 1,58 18,94 192,29 15,83 5,69 35
12 7,41 3 1,95 21,58 148,65 13,90 5,68 40
17 5,69 4 3,00 26,03 94,66 11,53 6,19 53
28 8,09 2,5 3,13 35,16 99,65 8,53 5,46 63
29 6,65 3 2,59 28,71 100,21 10,45 5,87 56
Grupo Controle Fase 2 (n=10)
2 7,24 4 1,41 18,86 166,22 15,90 4,64 29
3 4,63 4 1,90 19,09 104,99 15,72 6,09 38
4 5,98 2,5 2,07 17,41 148,79 17,23 7,11 41
5 16,75 2 2,50 57,57 125,92 5,21 0,92 17
8 7,69 4 1,78 23,51 141,73 12,76 4,41 34
11 8,23 1 0,89 12,44 286,32 24,11 6,17 25
12 4,94 3 2,36 16,95 126,23 17,70 6,1 34
17 7,59 3 1,66 15,79 207,92 18,99 5,72 30
28 7,85 4 2,15 26,76 126,93 11,21 8,34 74
29 6,12 4 1,69 17,92 147,92 16,74 8,78 52

99

Tw: meia-vida de eliminagdo; Tmax: tempo para alcangar Cmax; Cmax; concentragdo plasmatica maxima; AUC?~: concentragdo plasmatica versus tempo
extrapolado até infitnito; Vd/F: volume de distribuicdo aparente; CL/F: clearance total aparente; CLr: clearance renal; Fei: fracdo excretada inalterada na urina
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APENDICE D - Parametros Farmacocinéticos individuais dos participantes dos grupos DC (n=9) e DNC (n=10)

Participante t,(h)  Tmax () Cmax (Ug/mL)  AUC®® (ug/mL*h) Vd/F(L) CI/F(L/h) Clg(L/n) Fel
Grupo DC (n=9)
9 7,40 3 1,14 12,10 264,67 24,79 5,99 24
13 6,90 25 1,96 20,70 144,32 14,49 6,45 44
15 6,10 4 2,15 22,77 115,99 13,18 6,35 48
16 6,97 3 1,33 11,74 256,98 25,56 9,77 38
18 8,09 2 1,60 17,83 196,43 16,82 4,28 25
24 30,80 25 1,69 48,98 272,22 6,12 1,93 31
30 5,12 4 2,47 29,13 76,06 10,29 16,48 160
31 9,25 15 3,29 33,45 119,64 8,97 2,95 32
32 5,51 3 1,95 19,978 119,37 15,02 3,73 24
Grupo DNC (n=10)
1 5,26 15 1,49 11,00 206,95 27,26 10,55 38
10 5,63 3 2,13 20,22 120,57 14,83 6,27 42
14 8,64 4 1,38 14,48 258,06 20,71 2,01 9
20 8,71 25 0,78 9,80 384,81 30,61 2,35 7
21 5,23 3 0,78 8,71 259,94 34,43 5,35 15
22 8,98 4 1,97 28,33 137,20 10,59 4,27 40
23 15,81 4 2,05 44,17 154,86 6,79 1,51 22
25 16,69 1 1,81 27,56 262,07 10,89 1,04 9
26 7,30 2 3,09 29,18 108,22 10,28 4,60 44
27 3,08 2,5 2,014 15,46 86,18 19,40 3,80 19

Tyw: meia-vida de eliminagdo; Tmax: tempo para alcangar Cmax; Cmax; concentracdo plasmatica maxima; AUC?~: concentragdo plasmatica versus tempo
extrapolado até infitnito; Vd/F: volume de distribuigdo aparente; CL/F: clearance total aparente; CLr: clearance renal; Fei: fragcdo excretada inalterada na urina



APENDICE E - Dados individuais da genotipagem para os polimorfismos SLC22A2 808G>T e SLC22A4 1507C>T (n=29)

Participante Grupo experimental SLC22A2 808G>T SLC22A4 1507C>T
1 DNC GG CcC
2 C GG CT
3 C GG CcC
4 C GG CT
5 C GG CT
8 C GG CcC
9 DC GG TT
10 DNC GT CcC
11 C GT TT
12 C GG CT
13 DC GG TT
14 DNC GG TT
15 DC GT CcC
16 DC GG CcC
17 C GG CcC
18 DC GG CT
20 DNC GG CT
21 DNC GG CT
22 DNC GG CcC
23 DNC GT CcC
24 DC GT CcC
25 DNC GG CT
26 DNC GG CT
27 DNC GT CT
28 C GG CT
29 C GG CT
30 DC GT CcC

31 DC GG TT
32 DC GG CT

DNC: grupo diabetes n&o controlado; C: grupo controle; DC: grupo diabetes controlado.

101



ANEXOS

102

ANEXO A - Carta de beneficio da bolsa sanduiche (SWE), processo CNPq

290076/2017-0

fcnpPq LTI

UAase Narnmm e Lmiarwivanve
Cometve v Thrswighn
Ana Carolina Conchon Costa
Rua Aldo Focosid, 431, mﬂz Prasidente Médici
14091310 - Ribedrdo Preto ~ Brasil
Diretoria de Cooperacio Institucional
DAAD
Oficio SN'COEBE/CGEACICNPg Brasfia, 08 de dezembro de 2017
Pmcosmmmeto 23007620170 Modalidade: Dot do Sanduiche no Exterior - SWE

DAADD: do Sanduiche (SWE)
Ir\sthi;io de destino: University of Milnstee/Alemanha

Em aditar a dnica ra qual Ihe foi comunicada a concassio de uma bolsa de
estudos no exterior, \hmshbrmar-mombmeﬁdos prazos e condiches da referida boisa, em
idade com as em vigor no CNPq.

Modalidade: Doutorado Sandulche no Exterior - SWE
ncia: 01/03/2018 até 31/12/2018
~_DOC_PRORROGACAQ

BENEFICIOS:

Mensalidade: EUR 1.300,00 (valor-bass: EUR 1.300,00)

:: & Auxilio Instalagdo: EUR 1.300,00
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Chagas, em Gerenciamento de sua Bolsa, Emar documentacdo complementar.
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ANEXO B - Carta de Aceite do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP.

"

4 ﬂnunc,a)/
._f" ":% UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
¥ %3 H Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
¥ £ Comité de Etica em Pesquisa
%%'4 “use- 0"'9»

Of. CEP/FCFRP n°. 026/2015
kms

Ribeirdo Preto, 19 de maio de 2015.

A pos-graduanda

Ana Carolina Conchon Costa

Orientadora: Prof®. Dr®. Natélia Valadares de Moraes
FCFRP/USP

Prezadas Pesquisadoras,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “INFLUENCIA DO
INIBIDOR DO TRANSPORTADOR DE CATIONS ORGANICOS 2 (OCT2) CETIRIZINA E DO
DIABETES TIPO 2 NA DISPOSICAO CINETICA DA GABAPENTINA EM PACIENTES COM DOR
NEUROPATICA”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo
CEP/FCFRP n°. 352 foi aprovado ad referendum do Comité de Etica em Pesquisa em
16/04/2015 e referendado na 141° reunido ordinaria, realizada em 17/04/2015.

Lembramos que, de acordo com a Resolugdo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que deverd ser encaminhado ao CEP o relatério final da
pesquisa_em formuldrio proprio deste Comité, bem como comunicada qualquer
alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como eventos adversos e
eventuais modificagdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposicdo de EMENDA na Plataforma Brasil.

Segue anexa declaragéo de aprovacéo pela instituigdo coparticipante.

Atenciosamente,

% 7/?/7 LAchads :
PROF*. DR*, CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

Avenida do Café SN - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeiréo Preto - SP
Conmité de Etica em Pesquisa — cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-4213 ou 33154216 - Fax: (16) 33154892
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ANEXO C - Carta de Anuéncia do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP.

' & as>
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA g g ¢
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO &y,

RIBEIRAD ¢

Ribeirdo Preto, 11 de maio de 2015

Projeto de pesquisa: “INFLUENCIA DO INIBIDOR DO
TRANSPORTADOR DE CATIONS ORGANICOS 2 (OCT2) CETIRIZINA E
DO DIABETES TIPO 2 NA DISPOSICAO CINETICA DA GABAPENTINA
EM PACIENTES COM DOR NEUROPATICA”

Pesquisador responsavel: Ana Carolina Conchon Costa

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - USP

“O CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP
da Instituicdo Proponente, que cumpre as Resolucdes Eticas Brasileiras, em
especial a Resolugdo CNS 466/12. Diante disso, o HCFMRP-USP, cor
instituicdo co-participante do referido projeto de pesquisa, esta ciente de :,‘
co-responsabilidades e de seu compromisso no resguardo da seguranga € berii-
estar dos sujeitos desta pesquisa, dispondo de infra-estrutura necessaria para a

garantia de tal seguranca e bem-estar”.

Ciente e de acordo:

oswpSolowse G

Dr® Marcia Guimaraes Villanova Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho
Coordenadora do Comité de Coordenador Técnic' Cientifico da
Etica em Pesquisa - HCFMRP- Unidade de Pesquisa Clinica -
USP HCFMRP-USP

Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900  Ribeirdo Preto  SP FWA-00002733; IRB-00002186 &

Registro Plataforma Brasil/CONEP n° 5440
(016) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br

www.hcrp.usp.br
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ANEXO D - Carta de Anuéncia do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de
Saude Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

JUBILEU DE CORAL

CENTRO DE SAUDE ESCOLA
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

OF. 009/2017-CEP/CSE-FMRP-USP

Ribeirdo Preto, 03 de Maio de 2017.

Prezado Senhor

Comunicamos que o projeto de pesquisa abaixo especificado foi analisado e
APROVADO pelo Comité de Etica em pesquisa do Centro de Satde Escola da Faculdade de Medicina
de Ribeir3o Preto da Universidade de S3o Paulo, na data de 02 de Maio de 2017.

CAAE: 34175314.3.3003.5414

Projeto de pesquisa: “Influéncia do inibidor do transportador de cations orgénicos 2 (ocT2)
cetirizina e do diabetes tipo 2 na disposigdo cinética da gabapentina em pacientes com dor
neuropatica

Pesquisador: Ana Carolina Conchon Costa
Em atendimento 3 Resolucio 466/12, deverd ser encaminhado a este CEP o relatério final da

pesquisa e a publicagio de seus resultados, para acompanhamento, bem como comunicada
qualquer intercorréncia ou a sua interrupgao.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Laércio Joel Franco
Coordenador do CEP/CSE-FMRP-USP

llma. Profa. Dra. Natélia Valadares de Moraes
Docente da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP

RUA TEREZINA, N 690 — SUMAREZINHO — CEP 14055-380 —RIBEIRAO PRETO — SP FONE: (16) 33 15-0000/0001 FAX: (16) 3315-0029
EMAIL: CSECUIABA@FMRP.USP.BR
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ANEXO E - Autorizacdo Especial concedida pela ANVISA a Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas-UNESP para a compra do padrao analitico certificado da GBP

e Agéncia Nacional
r de Vigilancia Sanitaria

_!.
-

AUTORIZACAO ESPECIAL PARA ESTABELECIMENTO
DE ENSINO E PESQUISA N. 0042015

Autonzo a Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filha (ONPI:
ABA31 91R0025-00) adquirir ¢ utilizar os produtos descritos no quadro abaixo no projeto de
pesquisa "Influéncia do inthidor do transportador de cdlions organicos 2 (OCT2) cetirizing ¢ do
dighetes tipo 2 na disposigio cinética da gabapentina em pacientes com dor neuropatica” ¢ nas
aulas de Moniorizagio Terapéutica de Anticonvulsivantes,

[ - SUBSTANCIA 1 QUANTIDADE
Conbapeniinag
Fenobarbatal
Fennoim Sachica
Carhamarzepina

Sampolas de Iml 1 aggmil
S ampolas de Iml x 1 mgml
Iy

S ampolas de Iml x 1 mgml

O controle e a guards dos produtos acima ficario sob a responsabilidade do
Professora Dra. Natihia Vidadares de Moraes, CPF n° 318.183.708.99 ¢ R(; 43354203-5 SSP/SP,

O responsavel deverd encaminhar a esta Agéncia, trimestral ¢ anualmente, o
Balango de Substincias Psicoativas ¢ Outras sujeitas a Controle Especial - BSPO (ancxo XX da
Portaria SVS/MS 0.9 344/98) relativo a movimentagao dos referidos produtos.

Esta Autorizagao é valida por | {um) ano,

Brasilia - DF, 16 de margo de 2015
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