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RESUMO

CESTARI, R. N. Efeito do lUpus eritematoso sistémico na atividade do transportador de influxo
sinusoidal OATP1B1 avaliado com base na farmacocinética e farmacodinamica da atorvastatina.
2018. 156f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Estudos in vitro, in silico e clinicos mostram que as doencas inflamatdrias associadas com o aumento
de citocinas resultam em infra-regulacdo de transportadores e enzimas envolvidas no metabolismo de
medicamentos. A atorvastatina € um farmaco com metabolismo dependente do CYP3A4 (metabdlitos
hidroxilados acidos e lactonas) e com distribuicéo para o figado dependente do transportador de influxo
sinusoidal OATP1B1, onde inibe a HMG-CoA redutase, enzima que catalisa a conversdo do HMG-CoA
a acido mevalbnico durante a sintese de colesterol. O presente estudo avalia o efeito do IUpus
eritematoso sistémico (LES), uma doenca inflamatéria, na atividade do transportador OATP1B1,
utilizando as concentracdes plasmaticas da atorvastatina e metabdlitos como parametros
farmacocinéticos e as concentracdes plasmaticas do acido mevalbnico como parametro
farmacodinamico. Foram investigadas 15 voluntéarias sadias, 13 pacientes com LES controlado com
escores SLEDAI de 0 a 4 e 12 pacientes com LES nao controlado com escores SLEDAI de 6 a 15. A
atorvastatina e seus cinco metabdlitos como concentragdo total, a atorvastatina como concentracéo
livre, a genfibrozila e o acido mevaldnico foram analisados em plasma empregando UPLC-MS/MS. Os
meétodos ndo apresentaram efeito matriz e os coeficientes de variacdo e os erros padrao relativos dos
estudos de precisdo e exatiddo foram inferiores a 15%. As linearidades dos métodos validados em
plasma foram de 0,025-200 ng/mL para a concentracéo total da atorvastatina e metabdlitos, 0,00625-
25 ng/mL para a concentracao livre da atorvastatina, 0,01-100 ug/mL para a genfibrozila e 0,125-50
ng/mL para o acido mevaldnico. O clearance oral do midazolam, marcador da atividade do CYP3A4,
nao variou entre os grupos de voluntarias sadias, LES controlado e LES nao controlado. As pacientes
investigadas com LES controlado mostraram concentrag8es plasméticas elevadas das citocinas MCP-
1 e TNF-a, enquanto as pacientes com LES nado controlado mostraram concentracbes plasmaticas
elevadas das citocinas MCP-1, TNF-a e IL-10. As pacientes do grupo LES né&o controlado mostraram
maiores valores de AUC (67,27 vs 35,04 ng.h/mL) e Cmax (21,68 vs 9,52 ng/mL) e menores valores de
clearance aparente (377,4 vs 742,9 L/h) e volume aparente de distribuicdo (3398 vs 9005 L) da
atorvastatina quando comparadas com o grupo de voluntarias sadias. Em relacdo aos metabdlitos da
atorvastatina, o LES nao controlado aumentou os valores de AUC (100,70 vs 59,12 ng.h/mL) e Cmax
(10,78 vs 5,21 ng/mL) somente do metabdlito inativo atorvastatina lactona. A farmacocinética da
atorvastatina e seus metabdlitos ndo difere entre os grupos LES controlado e voluntarias sadias. A
administracdo de genfibrozila (600 mg/12 h durante 6 dias) para as pacientes do grupo LES néo
controlado resultou em aumento dos valores de AUC (96,16 vs 44,78 ng.h/mL) e Cmax (34,13 vs 14,89
ng/mL) e menores valores de clearance aparente (238,30 vs 638,80 L/h) e volume aparente de
distribuicao (1939 vs 4596 L) quando comparadas com o grupo de voluntarias sadias. Em relacéo aos
metabolitos, foi obervado aumento da exposi¢cdo sistémica para os metabdlitos orto-hidroxi
atorvastatina (AUC%* 183,20 vs 46,29 ng.h/mL), para-hidroxi atorvastatina (AUCO%-36h 1512 vs 2,33
ng.h/mL), atorvastatina lactona (AUC%* 111,50 vs 59,12 ng.h/mL), orto-hidroxi atorvastatina lactona
(AUC%~ 194,20 vs 75,65 ng.h/mL) e para-hidroxi atorvastatina lactona (AUCO?3h 34,27 vs 10,18
ng.h/mL). A administragdo de dose Unica oral de atorvastatina como monoterapia reduziu os valores
de AUCO%24h do Acido mevaldnico em aproximadamente 55,66% nas voluntarias sadias, 62,96% nas
pacientes com LES controlado e 62,75% nas pacientes com LES ndo controlado, sem significancia
estatistica entre os grupos. A administracao de genfibrozila (600 mg/12 h durante 6 dias) praticamente
nao altera as areas de histerese entre as concentracdes plasméaticas de acido mevalénico e as
concentracbes plasmaticas de atorvastatina somadas com as concentracdes plasmaticas dos
metabdlitos ativos hidroxilados (orto-hidroxi atorvastatina e para-hidroxi atorvastatina) no grupo de
voluntarias sadias. No entanto, a administracdo de genfibrozila aumenta discretamente a area de
histerese nas pacientes do grupo LES controlado e acentuadamente nas pacientes do grupo LES nao
controlado. Concluindo, o LES né&o controlado aumenta a exposi¢édo sistémica e reduz a exposicao
hepatica da atorvastatina e metabdlitos, inferindo inibicdo do transportador de influxo sinusoidal
OATP1B1, uma vez que a atividade in vivo do CYP3A4, de acordo com o clearance oral do midazolam,
ndo foi alterada. A inflamacgao, e ndo a doencga, é responsavel pelas alteragdes descritas no grupo LES
ndo controlado como consequéncia da inibicdo do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, uma
vez que a exposicao sistémica da atorvastatina e seus metabdlitos nao foi alterada nas pacientes com
LES controlado.

Palavras-chave: OATP1B1; lupus; atorvastatina; farmacocinética; farmacodinamica



ABSTRACT

CESTARI, R. N. Effect of systemic lUupus erythematosus on the activity of the sinusoidal influx
transporter OATP1B1 evaluated based on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of
atorvastatin. 2018. 156f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

In vitro, in silico and clinical studies have shown that the inflammatory diseases associated with
increased cytokines result in down-regulation of transporters and enzymes involved in drug metabolism.
Atorvastatin is a drug with metabolism dependent of CYP3A4 (hydroxylated metabolites acids and
lactones) and with distribution to the liver dependent of sinusoidal influx transporter OATP1B1, where it
inhibits HMG-CoA reductase, an enzyme that catalyzes the conversion of HMG-CoA to mevalonic acid
during the synthesis of cholesterol. The present study evaluates the effect of systemic lapus
erythematosus (SLE), an inflammatory disease, on the activity of the transporter OATP1B1, using
plasma concentrations of atorvastatin and its metabolites to pharmacokinetic evaluation and plasma
concentrations of mevalonic acid to pharmacodynamic evaluation. Fifteen healthy volunteers, thirteen
patients with SLEDAI scores from 0 to 4 and twelve patients with non-controlled SLE from 6 to 15 were
investigated. Atorvastatin and its five metabolites as total concentration, atorvastatin as free
concentration, gemfibrozil and mevalonic acid were analyzed in plasma using UPLC-MS/MS. The
methods had no matrix effect, and the coefficients of variation and the relative standard errors of the
accuracy and precision studies were less than 15%. The linearities of the validated plasma methods
were 0.025-200 ng/mL for the total concentration of atorvastatin and metabolites, 0.00625-25 ng/mL for
the free concentration of atorvastatin, 0.01-100 pg/mL for gemfibrozil and 0.125-50 ng/mL for mevalonic
acid. Oral clearance of midazolam, a probe of CYP3A4 activity, did not vary between groups of healthy
volunteers, controlled SLE and uncontrolled SLE. Patients investigated with controlled SLE showed
elevated plasma concentrations of the cytokines MCP-1 and TNF-a, whereas patients with uncontrolled
SLE showed elevated plasma concentrations of the cytokines MCP-1, TNF-a and IL-10. Patients in the
uncontrolled SLE group showed higher AUC (67.27 vs 35.04 ng.h/mL) and Cmax (21.68 vs 9.52 ng/mL)
and lower apparent clearance values (377.4 vs 742.9 L/h) and apparent volume of distribution (3398 vs
9005 L) of atorvastatin when compared with the group of healthy volunteers. In relation to the
atorvastatin metabolites, uncontrolled SLE increased AUC values (100.70 vs 59.12 ng.h/mL) and Cmax
(10.78 vs 5.21 ng/mL) only of the inactive metabolite atorvastatin lactone. The pharmacokinetics of
atorvastatin and its metabolites do not differ between healthy controlled and healthy SLE groups.
Administration of gemfibrozil (600 mg/12 hours for 6 days) to patients in the uncontrolled SLE group
resulted in increased AUC (96.16 vs 44.78 ng.h/mL) and Cmax (34.13 vs 14.89 ng/mL) and lower
apparent clearance values (238.30 vs 638.80 L/h) and apparent volume of distribution (1939 vs 4596 L)
when compared with the healthy volunteer group. In relation to the metabolites, there was an increase
in the systemic exposure for the metabolites ortho-hydroxy atorvastatin (AUC%~* 183.20 vs 46.29
ng.h/mL), para-hydroxy atorvastatin (AUC%36h 15.12 vs 2.33 ng.h/mL), atorvastatin lactone (AUC%*
111.50 vs 59.12 ng.h/mL), ortho-hydroxy atorvastatin lactone (AUC%>* 194.20 vs 75.65 ng.h/mL) and
para-hydroxy atorvastatin lactone (AUC?36h34.27 vs 10.18 ng.hr/mL). Administration of single oral dose
of atorvastatin as monotherapy reduced AUC®24"values of mevalonic acid by approximately 55.66% in
healthy volunteers, 62.96% in patients with controlled SLE, and 62.75% in patients with uncontrolled
SLE, with no statistical significance between groups. Administration of gemfibrozil (600 mg/12 h for 6
days) practically does not change the hysteretic areas between plasma concentrations of mevalonic
acid and plasma concentrations of atorvastatin plus plasma concentrations of the active hydroxylated
metabolites (ortho-hydroxy atorvastatin and para-hydroxy atorvastatin) in the group of healthy
volunteers. However, the administration of gemfibrozil discreetly increases the area of hysteresis in
patients in the controlled SLE group, and markedly in patients in the uncontrolled SLE group. In
conclusion, uncontrolled SLE increases systemic exposure and reduces hepatic exposure of
atorvastatin and metabolites, indicating inhibition of the OATP1B1 sinusoidal influx transporter, once
the in vivo activity of CYP3A4 was not changed, according to the oral clearance of midazolam. The
Inflammation, not the disease, is responsible for the changes in the uncontrolled SLE group due to the
inhibition of the OATP1B1 sinusoidal influx transporter once the systemic exposure to atorvastatin and
its metabolites was not changed in the patients with controlled SLE.

Keywords: OATP1B1; lGpus; atorvastatin; pharmacokinetics and pharmacodynamics.
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INTRODUCAO GERAL

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune crbnica e
inflamatdria que afeta principalmente mulheres jovens em idade fértil (ASANUMA et
al., 2003; TSOKOS, 2011). A prevaléncia do LES é de 20 a 150 casos a cada 100 mil
individuos, com a maior prevaléncia reportada no Brasil. A taxa de sobrevida de
pacientes com LES é de aproximadamente 70% em 10 anos (TSOKOS, 2011).

As doencas cardiovasculares sdo importantes causas de morbidade e
mortalidade no LES (ABU-SHAKRA et al., 1995; RUBIN; UROWITZ; GLADMAN,
1985; WARD, 1999). Os pacientes com LES devido a aterosclerose apresentam
infarto do miocérdio precocemente e com incidéncia cinco vezes maior do que na
populacdo em geral (UROWITZ et al., 1976).

Nesse contexto, nas ultimas décadas, a terapia com estatinas tem se mostrado
a estratégia mais efetiva no tratamento de pacientes com dislipidemias e na prevencgao
da aterosclerose (DAVIGNON, 2004; KWAK et al., 2000; SHOVMAN et al., 2002). As
estatinas sao distribuidas para os hepatdcitos através do transportador OATP1B1
[organic anion transporting polypeptides — superfamilia SLC (Solute Carrier)], onde
inibem a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima-A (HMG-CoA) redutase, a enzima que
catalisa a conversdo de HMG-CoA a acido mevalbénico (MVA) durante a sintese de
colesterol (KALLIOKOSKI; NIEMI, 2009; SHARMA et al., 2012).

O transportador OATP1B1, um transportador de influxo localizado na
membrana sinusoidal hepatica, esta envolvido no transporte de compostos
enddgenos, tais como acidos biliares, esteréides conjugados, hormdnios da tiredide,
peptideos, entre outros, assim como no transporte de farmacos, incluindo as estatinas.
O transportador OATP1B1 desempenha um papel importante na distribuicdo de
farmacos para o figado e consequentemente nos processos de metabolismo e
excrecao biliar. Assim, a inibicdo farmacoldgica do transportador OATP1B1 pode
alterar a distribuicdo, o metabolismo e a eliminagcdo de seus substratos, causando
interacdes farmaco-farmaco clinicamente relevantes, como por exemplo, genfibrozila
e rosuvastatina. O potencial de interacdo farmaco-farmaco com estatinas é de grande
importancia para a seguranca clinica, uma vez que a inibicdo do transportador
OATP1B1 resulta em aumento nas concentracdes plasmaticas de estatinas associado
com miopatia ou até mesmo rabdomiolise (KARLGREN et al., 2012; SHARMA et al.,
2012).



A atorvastatina (ATV) é distribuida para o figado pelo transportador de influxo
sinusoidal OATP1B1 e rapidamente metabolizada pelo citocromo P450 3A4 (CYP3A4)
hepatico, formando dois metabdlitos ativos, orto-hidroxi atorvastatina acida (o-OH-
ATV) e para-hidroxi atorvastatina acida (p-OH-ATV) (LENNERNAS, 2003; MACWAN
et al., 2011). O farmaco inalterado e os seus metabdlitos hidroxi &cidos encontram-se
em equilibrio com as suas formas lactonas inativas correspondentes, atorvastatina
lactona (ATV-LAC), orto-hidroxi atorvastatina lactona (0-OH-ATV-LAC) e para-hidroxi
atorvastatina lactona (p-OH-ATV-LAC). Ressalta-se que o farmaco inalterado e os
metabdlitos acidos exibem alta afinidade pelo transportador OATP1B1, enquanto as
formas lactonas mais lipofilicas e, portanto, mais permeaveis, sdo menos afetadas
pela inibicdo do transportador OATP1B1 (SHARMA et al., 2012). Apesar da ATV ser
completamente e rapidamente metabolizada pelo CYP3A4, o seu clearance hepatico
depende essencialmente do clearance de influxo sinusoidal pelo OATP1B1, sendo os
metabdlitos ativos e inativos eliminados por secrecdo biliar e intestinal (PATILEA-
VRANA; UNADKAT, 2016).

O LES é uma doenca caracterizada por inflamacéo crénica evidenciada por
altas concentracdes plasmaticas de citocinas, tais como interferon gama (IFN-y),
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 10 (IL-10),
entre outras (MCCARTHY etal., 2014; PERANDINI et al., 2014; SZABO; SZODORAY;
KISS, 2017). Ressalta-se que a aterosclerose também é um estado inflamatério com
evidéncia de aumento das citocinas IL-6, interleucina 8 (IL-8) e MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein) e que os pacientes com LES exibem grande aumento das
concentracfes plasmaticas de citocinas inflamatorias proaterogéncias IL-6 e MCP-1
(ASANUMA et al., 2006). Nos ultimos 20 anos, estudos pré-clinicos tém demonstrado
que as doencas inflamatérias, como o LES, artrite reumatoide e diabetes, estédo
associadas as alteragfes na farmacocinética de medicamentos, incluindo absorgéo,
distribuicdo, metabolismo e eliminacdo (CRESSMAN; PETROVIC; PIQUETTE-
MILLER, 2012; DON; KAYSEN, 2004; GANDHI; MOORTHY; GHOSE, 2012;
MOSHAGE et al., 1987; RUOT et al., 2002).

Estudos in vitro, in silico e clinicos mostram que as doencgas inflamatérias
associadas com o aumento de citocinas resultam em infra-regulacao de enzimas CYP
e outras enzimas envolvidas no metabolismo de medicamentos (DICKMANN et al.,
2011; MACHAVARAM et al., 2013). Ademais, um estudo in vitro também associa

aumento da liberacdo de citocinas com infra-regulagcdo de transportadores de



farmacos associados as membranas celulares (LE VEE et al., 2009), dentre os quais,
estdo os transportadores pertencentes a superfamilia SLC e ABC (ATP-binding
cassette) (SHITARA et al., 2013; STIEGER; MEIER, 2011).

Considerando que as estatinas, utilizadas amplamente no tratamento da
aterosclerose, sdo substratos do transportador OATP1B1 e sdo metabolizadas por
enzimas CYP3A4 (ULVESTAD et al., 2013), as pacientes com LES poderiam diferir
da populacgéo geral em termos da farmacocinética e farmacodindmica da ATV devido
a diminuicdo da atividade do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, com
consequente reducao da distribuicdo da estatina para o hepatdcito e assim, do seu
efeito farmacodinamico. O presente estudo avalia o efeito do LES na atividade do
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1 avaliado com base na farmacocinética
e farmacodinamica da ATV, administrada como monoterapia ou em associagado com
a genfibrozila (GFZ2).

O estudo foi dividido em dois capitulos, os quais incluem os métodos analiticos
e o0 estudo clinico. O Capitulo | apresenta o desenvolvimento e a valida¢cdo do método
de andlise da concentracao total da ATV e seus cinco metabdlitos (p-OH-ATV, 0-OH-
ATV, ATV-LAC, p-OH-ATV-LAC e 0-OH-ATV-LAC), concentracdo livre da ATV,
concentracdo da GFZ e concentracdo do MVA em plasma utilizando o sistema UPLC-
MS/MS (cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a espectrometro de
massas).

Os métodos foram aplicados no estudo clinico apresentado no Capitulo Il. O
Capitulo Il apresenta o estudo clinico do efeito do LES na atividade do transportador
de influxo sinusoidal OATP1B1 avaliado com base na farmacocinética e
farmacodinamica (concentracdes plasméaticas do MVA) da ATV, administrada como
monoterapia ou associada a GFZ (inibidor do transportador de influxo sinusoidal
OATP1B1), em voluntarias sadias e em pacientes com LES controlado [SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) de 0-4] e LES nao controlado
(SLEDAI de 6-15).



CAPITULO |

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos
empregando UPLC-MS/MS: ATV e metabdlitos como

concentracao total, ATV livre, GFZ e MVA em plasma



.1 ANALISE SEQUENCIAL DA CONCENTRACAO TOTAL DA ATV E SEUS CINCO
METABOLITOS EM PLASMA E DA CONCENTRACAO LIVRE DA ATV EM
PLASMA

l.1.1 INTRODUCAO

A ATV, uma estatina sintética de segunda geracéo, é utilizada no tratamento
de pacientes com doencas cardiovasculares e aterosclergticas, com reducédo dos
niveis da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (CAIl et al., 2017; LENNERNAS,
2003).

A ATV, administrada oralmente como um sal de calcio na sua forma acida ativa,
apresenta rapida absorcdo intestinal, atingindo a sua concentracdo plasmatica
maéaxima (Cmax) entre 1 e 2 h. Sua biodisponibilidade é baixa, em torno de 14%, devido
ao alto metabolismo de primeira passagem no intestino e figado dependente do
CYP3A4, formando dois metabdlitos ativos, 0-OH-ATV acida e p-OH-ATV &cida. As
formas acidas da ATV e metabdlitos buscam o equilibrio com as respectivas formas
lactonas inativas correspondentes, ATV-LAC, 0-OH-ATV-LAC e p-OH-ATV-LAC
(Figura 1) (GOOSEN et al., 2007; HERMANN; CHRISTENSEN; REUBSAET, 2005;
JEMAL; XIA, 2000; LENNERNAS, 2003; MACWAN et al., 2011).

A lactonizacao das formas acidas da ATV pode ocorrer ndo enzimaticamente
em pH menor do que 4 ou via coenzima A ou pela uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferases (UGTs). Ja a hidrélise da lactona € mediada por esterases
(paraoxonases). A interconversao entre as formas acidas e lactonas da ATV ocorre
nao apenas in vivo, mas também in vitro no plasma (durante o armazenamento,
preparacao e analise da amostra). Para minimizar a interconversao entre as formas
acida e lactona, as amostras de plasma devem ser mantidas a 4°C e em pH entre 4 e
5. Em amostras de plasma com pH acima de 6, a forma lactona fica instavel e o
equilibrio favorece a hidrdlise, abrindo a lactona e produzindo a forma hidroxiacido. Ja
a forma acida, é suscetivel sob condi¢cbes mais acidas a formacao de lactona (Figura
1) (GOOSEN et al., 2007; HERMANN; CHRISTENSEN; REUBSAET, 2005;
HOFFMANN; NOWOSIELSKI, 2008; JEMAL; XIA, 2000; MACWAN et al.,, 2011,
TURNER et al., 2018).



para-hidroxi atnrvastalin% lactona

I fJ~

—f.' O

G -? N-"""\-\.\__,»'"‘\-..a ’DH

HO={ “—NH
b /
r.:f LY L .-fl

CYP3A4

Atorvastatina lactona

X
_.:f’ 0 J
s I W
w AN =" "0OH
Y — H
{; \.-"_m ,-'v-ﬂ\l’ i
— =i
' b1 o
W o4 = °F
|-
CYP3A4

orto-hidroxi atorvastatina lactona

?_/‘“'N
o8 rl

.'l
'

Lactonizacao

—

—

Hidralise

Lactonizagao
—
—

Hidralise

Lactonizacao

—
—_———

Hidrélise

para-hidroxi atorvastatina acida

CYP3A4

Atorvastatina acida
.'r‘l

O o~ ~-CO0H

Eﬂ'—k
i
-'x_ 1 ” 3. "MT ’]\
\_.f
.-'

‘l:t_ P
Tt

CYP3A4

orto-hidroxi atorvastatina acida

{ JNH ) Hlfm
= = .
OoHE ) ~FF

Figura 1: Estruturas quimicas e metabolismo da atorvastatina (LENNERNAS, 2003).

Cerca de 70% da atividade inibitoria total da HMG-CoA redutase é

explicada

pelos metabdlitos ativos da ATV (LENNERNAS, 2003). Embora as formas lactona da

ATV sejam inativas em relacdo aos efeitos hipolipemiantes, Hermann et al. (2006)

observaram que o0s pacientes que manifestaram miopatia exibiram maiores
concentracdes plasméticas dos metabdlitos ATV-LAC, p-OH-ATV-LAC e 0-OH-ATV-

LAC. A miotoxicidade poderia, portanto, estar relacionada com as concentracdes

plasmaticas da ATV-LAC ou metabolitos hidroxilados-LAC, ou com ambos. Logo, as

razBes de concentracbes plasmaticas metabolito lactona/farmaco inalterado séo de

relevancia clinica como marcadoras do risco de miopatia associado a ATV. Além

disso, um estudo in vitro realizado por Skottheim et al. (2008), utilizando células de

musculo esquelético humano primario relata que a ATV-LAC tem uma poténcia 7

vezes maior para induzir miotoxicidade em comparacdo com a sua forma acida,



corroborando ainda a utilidade da concentracdo plasmatica de ATV-LAC como
marcador da miopatia induzida por estatina.

A ligagdo da ATV as proteinas plasmaticas € maior que 90%. N&o existem
dados disponiveis para a ligacdo dos dois metabdlitos ativos da ATV as proteinas
plasmaticas. A ATV é completamente metabolizada in vivo, sendo os metabdlitos
ativos e inativos eliminados por secrecdo biliar e intestinal (GIBSON et al., 1997,
LENNERNAS, 2003; MALHOTRA; GOA, 2001; WILLIAMS; FEELY, 2002).

Apenas dois estudos descrevem a andlise sequencial da ATV e seus cinco
metabodlitos em plasma como concentracdo total empregando LC-MS/MS
(cromatografia liquida acoplada a espectrébmetro de massas) ou UPLC-MS/MS (CAI
et al., 2017; MACWAN et al., 2011). O método de Macwan et al. (2011) empregando
volumes de plasma de 50 uL, preparo de amostra por precipitacdo de proteinas e
tempo de corrida cromatografica no sistema LC-MS/MS de 3 minutos, resultou em
limite inferior de quantificacdo (LIQ) de 0,05 ng/mL para a ATV e metabdlitos. Ja Cai
et al. (2017) utilizando UPLC-MS/MS, relataram maiores valores de LIQ (0,2 ng/mL)
para a ATV e seus cinco metabdlitos, mesmo empregando maiores volumes de
plasma (100 pL).

O presente estudo reporta o desenvolvimento e a validagcdo de um método
rapido e mais sensivel de analise sequencial da concentracdo total da ATV e seus
metabdlitos p e 0-OH-ATV, ATV-LAC e p e 0-OH-ATV-LAC em plasma e da
concentracéo livre da ATV em plasma empregando UPLC-MS/MS. Os métodos foram
validados e aplicados na investigacao de uma paciente com LES tratada com dose
Unica oral de 20 mg de ATV.

[.1.2 OBJETIVOS

Desenvolver e validar os métodos UPLC-MS/MS de analise sequencial da ATV
e seus metabodlitos (p e 0-OH-ATV, ATV-LAC e p e 0-OH-ATV-LAC) como
concentracéo plasmatica total e da ATV como concentracao plasmatica livre.

1.1.3 CASUISTICA E METODOS

[.1.3.1 Solucgdes padréo e reagentes

As solucdes estoque de atorvastatina [ATV, atorvastatina calcica 96%, Toronto

Research Chemicals Inc. (TRC), North York, ON, Canadd], atorvastatina lactona



(ATV-LAC, 98%, TRC), para-hidroxi atorvastatina (p-OH-ATV, 98%, TRC), orto-hidroxi
atorvastatina (0-OH-ATV, 96%, TRC), para-hidroxi atorvastatina lactona (p-OH-ATV-
LAC, 98,77%, TRC), orto-hidroxi atorvastatina lactona (0-OH-ATV-LAC, 98%, TRC)
foram preparadas individualmente na concentragcdo de 200 ug/mL de acetonitrila e
posteriormente diluidas nas concentracées de 400; 200; 100; 40; 20; 4; 2; 0,4; 0,2;
0,1; 0,05 e 0,025 ng/mL de acetonitrila. As solucdes de atorvastatina-D5 [ATV-D5,
96%, Toronto Research Chemicals Inc. (TRC), North York, ON, Canad4], atorvastatina
lactona-D5 (ATV-LAC-D5, 97%, TRC), para-hidroxi atorvastatina-D5 (p-OH-ATV-D5,
95%, TRC), orto-hidroxi atorvastatina-D5 (0-OH-ATV-D5, 94%, TRC), para-hidroxi
atorvastatina lactona-D5 (p-OH-ATV-LAC-D5, 98%, TRC), orto-hidroxi atorvastatina
lactona-D5 (0-OH-ATV-LAC-D5, 95%, TRC), foram utilizadas como padrao interno
(PI) na concentragdo de 10 e 1 ng/mL de acetonitrila.

A acetonitrila (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) utilizada foi grau
cromatografia e o acido formico (J. T. Baker, 90,1%) utilizado foi grau PA. A agua
utilizada foi obtida do sistema de purificacdo Milli Q Plus® (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

[.1.3.2 Analise Cromatogréfica

A analise da ATV e seus metabdlitos foi realizada por UPLC-MS/MS constituido
por bomba quaternaria ACQUITY UPLC® H-Class, injetor automatico ACQUITY
UPLC® Sample Manager — FTN equipado com organizador de amostras ACQUITY
Sample Organizer, forno de coluna TCM/CHM® e espectrometro de massas triplo
quadrupolo XEVO TQ-S® equipado com interface por eletronebulizacdo (ESI)
Zspray™, todos Waters (Milford, CT, EUA). A separacao foi realizada na coluna
ACQUITY UPLC®BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm, Waters, Irlanda) mantida na
temperatura de 40°C com fase movel constituida por solugéo aquosa de &cido formico
0,2% e acetonitrila (55:45, v/v) na vazédo de 0,4 mL/min. As analises foram executadas
no modo ionizacao positivo. A voltagem do capilar foi de 3,50 kV. As temperaturas da
fonte e de dessolvatacdo foram mantidas a 150 e 550°C, respectivamente. O
nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizagdo na vazao de 1000 L/h e o argdnio foi
utilizado como gas de colisdo na vazédo de 0,20 mL/min. A Tabela 1 detalha as
energias do cone e de colisdo dos compostos de interesse e do PI, bem como a

monitorizacdo das moléculas protonadas [M + H]* e seus respectivos produtos. As



condi¢cBes de otimizacdo do MS/MS foram obtidas por infusdo direta das solucdes
padrao dos analitos na concentracédo de 100 ng/mL de acetonitrila. As analises foram
executadas no modo MRM (multiple reaction monitoring). A aquisicao de dados e a
quantificacdo das amostras foram realizadas utilizando o programa MassLynx versao

4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido).

Tabela 1: Compostos analisados e suas transi¢cdes, energia do cone e energia de colisdo

Composto Transicao Energiado cone Energia de colisédo

b (m/z) (V) (eV)

atorvastatina 559,2 — 440,2 28 20

p- € 0-OH-ATV 575,2 — 440,2 18 22
atorvastatina

lactona 541,2 — 448,2 35 15

p- € 0-ATV-LAC 557,2 — 448,2 25 15

atorvastatina-D5 564,4 — 445,2 25 20

p- e 0-OH-ATV-D5 580 — 445,2 25 20
atorvastatina

lactona-D5 546,2 — 453,2 25 15

p- € 0-ATV-LAC-D5 562 — 453,2 25 20

p- e 0-OH-ATV: para e orto-hidroxi atorvastatina, p- e 0-ATV-LAC: para e orto-hidroxi
atorvastatina lactona

[.1.3.3 Preparo das amostras para a concentragcdo total da ATV e seus
metabolitos
Aliquotas de 50 uL de plasma foram enriquecidas com 25 uL da solucéo de PI
(10 ng/mL acetonitrila) e precipitadas com 125 pyL de acetonitrila. Os tubos foram
agitados (Phoenix Luferco, modelo AP56, Araraquara, SP, Brasil) durante 30
segundos e centrifugados a 4°C por 15 minutos a 21500 g (centrifuga refrigerada
Hitachi, modelo CT 15RE, Hitachinaka - Ibaraki, Japao). A seguir, aliquotas de 100 uL
dos sobrenadantes foram adicionadas de 100 pL de acido féormico 0,1%, agitadas

durante 5 segundos e 15 pL foram submetidos a andlise cromatogréfica.
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[.1.3.4 Preparo das amostras para a concentracao livre da ATV

Aliquotas de 50 pL de plasma e de 50 puL de uma solugdo tampao de fosfato
de potassio dibasico 0,1 M pH= 7,4 foram acondicionadas em dispositivo de
ultrafiltracdo Centrifree® (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda) e centrifugadas a 1875 g
durante 15 minutos em centrifuga com rotor de eixo fixo (dngulo de 36 graus) (modelo
NT 825, Nova Técnica, Piracicaba, Brasil), refrigerado a 20°C para a obten¢do do
ultrafiltrado do plasma. O processo de ultrafiltracdo do plasma humano esta descrito
na Figura 2. Aliquotas de 100 pL do ultrafiltrado de plasma e tampao fosfato (UF+T)
foram enriquecidas com 25 uL da solugéo de PI (1 ng/mL de acetonitrila), 25 yL de
acetonitrila e 150 pyL de solugdo aquosa de acido formico 0,1%. Em seguida, as
amostras foram agitadas durante 5 segundos e 15 pL foram submetidos a analise

cromatografica.
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Figura 2: Ultrafiltracdo do plasma humano. Antes da ultrafiltracédo, o farmaco encontra-se parcialmente
livre no plasma e parcialmente ligado as proteinas plasmaticas (A). Durante a ultrafiltracdo, o farmaco
livre atravessa a membrana junto com o plasma e tampéo fosfato. Sua concentragao no ultrafiltrado é
a mesma da amostra acima da membrana (B) (MILLIPORE CORPORATION, 2018a, 2018b).

[.1.3.5 Validacdo do método

O método analitico foi validado de acordo com as recomendacdes da resolucao
para métodos bioanaliticos vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ANVISA, Resolucédo RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012). As amostras
de plasma branco de voluntarios sadios ndo tratados com ATV foram obtidas no
Hemocentro do hospital local.

As curvas de calibracéo, incluindo a amostra branco e a amostra zero, foram
preparadas em triplicata, empregando aliquotas de 50 yL de plasma branco para a
concentragao total e 100 pL de ultrafiltrado de plasma branco e tampao (UFbranco+T)
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para a concentracao livre, enriquecidas com 25 pL da solugao de Pl e 25 L de cada
solucado padrdao de ATV e metabdlitos para a concentragao total e 25 yuL de cada
solugcéo padréo de ATV para a concentracdo livre. As curvas de calibracdo foram
construidas nas concentra¢gfes de 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 1; 2; 10; 20; 50; 100 e 200
ng/mL de plasma para a concentracdo total e 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,1; 1; 10 e 25
ng/mL de UF+T para a concentracdo livre. As equacles de regressao linear e os
coeficientes de correlacdo foram obtidos das areas dos picos plotadas em fungéo das
respectivas concentracées utilizando a ponderacdo 1/x?. As curvas de calibracéo
foram consideradas aprovadas quando os desvios de, no minimo 75% dos padrdes
de calibracdo, foram menores ou iguais a 20% para o LIQ e 15% para os demais
padroes.

As amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas em plasma
branco, de acordo com as concentracdes especificadas na Tabela 2, para o LIQ, baixo
(CQB), médio (CQM), alto (CQA) e de diluicdo (CQD), sendo todas armazenadas a -
80 °C.

Tabela 2: Concentragdes de ATV e metabdlitos nos controles de qualidade utilizados na
validagdo do método analitico

(ng/mL) ATV e metabolitos ATV
g Concentracao total Concentracdo livre
He 0,025 0,00625
s 0,05 0,0125
CcQM 100 o
CQA 160 0
cQD* 400 _

* As replicatas de CQD foram diluidas em plasma branco na proporcéo de 1:5, imediatamente antes do
procedimento de preparo da amostra.
- N&o se aplica.

O ensaio de seletividade foi determinado empregando aliquotas de 50 uL de
plasma branco para a concentracéo total e 100 yL UF branco+T para a concentragao
livre, obtidas de 8 diferentes voluntarios, sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2
hemolisadas. Os cromatogramas obtidos foram comparados com as amostras de LIQ.

Para a avaliacdo do efeito residual, foram analisadas injecbes da amostra
branco antes e apés a inje¢cdo da amostra do limite superior de quantificacdo (LSQ).

O cromatograma da amostra branco obtido apds a inje¢éo do LSQ foi comparado com
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o cromatograma da amostra do LIQ. O efeito residual foi considerado ausente quando
as areas dos picos interferentes eluidos no tempo de retencdo dos analitos foram
menores que 20% da area do LIQ da ATV e metabdlitos e menores que 5% da area
do PI.

O efeito matriz foi avaliado empregando 8 aliquotas de 50 uL de plasma branco
para a concentracgao total e 100 yL de UF branco+T para concentragao livre, obtidas
de diferentes voluntérios, sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas. Os extratos
de plasma e UF brancos+T obtidos foram enriquecidos com solugbes padrao nas
concentracfes de CQB e CQA. Também foram analisadas as mesmas solucdes
padrdo em acetonitrila adicionadas de PI. Para cada amostra foi calculado o fator de
matriz normalizado por Pl (FMN), conforme a equacdo abaixo. O efeito matriz foi
avaliado pelo coeficiente de variagéo (CV) de todos os FMN obtidos e deve ser inferior
a 15%.

(resposta do analito em matriz)/(resposta do Pl em matriz)

FMN = (resposta do analito em solucéo)/(resposta do Pl em solucéo)

O teste de ligacdo inespecifica (nonspecific binding - NSB) da ATV no filtro do
dispositivo de ultrafiltracéo foi realizado empregando solucdes de ATV preparadas em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) nas mesmas concentra¢des do CQB (0,0125 ng/mL) e
CQA (20 ng/mL). Aliquotas de 200 uL (n=5) dessas solu¢gbes foram submetidas ao
mesmo procedimento de ultrafiltragdo descrito no item 1.1.3.4. Os resultados das
solugdes ultrafiltradas foram comparados com as solugdes ndo submetidas ao
procedimento de ultrafiltracdo e apresentados como EPR (erro padréo relativo). Os
resultados foram considerados adequados para valores de EPR dentro da faixa de +
15%.

Para a avaliacdo da precisdo e exatiddo foram preparadas quintuplicatas do
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD analisadas em uma Unica corrida analitica (intracorrida)
e em 3 corridas distintas (intercorridas), em dias consecutivos.

A exatidao intracorrida e intercorrida é expressa pelo EPR obtido pela relacéao
entre a concentracdo meédia determinada experimentalmente e o valor nominal

(concentracéo tedrica correspondente), sendo representada pela equacao abaixo:

(concentracao experimental média — valor nominal)*100
valor nominal

EPR =
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O método foi considerado exato para valores de EPR dentro da faixa de = 20%
para as amostras de LIQ e + 15% para os demais CQ.

Os resultados da preciséo intracorrida e intercorrida foram apresentados como
CV, calculado segundo a equacao a seguir:

_ Desvio Padrao 100
" Concentragdo Média Experimental

O método foi considerado preciso para os valores de CV dentro da faixa de +
20% para as amostras de LIQ e £ 15% para os demais CQ.

Os estudos de estabilidade (curta duracdo, pés processamento e ciclos de
descongelamento) foram avaliados utilizando amostras de controles de qualidade nas
concentracfes de CQB e CQA e analisadas em quintuplicatas. Para a avaliacdo da
estabilidade de curta duracdo as amostras de plasma e UF+T foram mantidas em
temperatura de 4°C por 4 h e, posteriormente, processadas e analisadas. Para a
estabilidade pés-processamento, as amostras foram mantidas no autoinjetor a 10°C
durante 15 h para a concentracdo total da ATV e metabdlitos e 24 h para a
concentracdo livre, antes de serem injetadas. Para a estabilidade de ciclos de
descongelamento, as amostras foram congeladas a -80°C por 24 h e, posteriormente,
foram descongeladas a 4°C e novamente congeladas por 24 h. Esse ciclo foi repetido
por mais duas vezes antes do procedimento de preparo e analise.

As concentracdes obtidas apds os ensaios de estabilidade foram comparadas
com as obtidas das mesmas amostras recém preparadas e os resultados foram
apresentados como CV e EPR. As amostras foram consideradas estaveis para valores
de CV e EPR dentro da faixa de + 15 %.

1.1.3.6 Casuistica e protocolo clinico

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (FCFRP-USP; anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP/USP; anexo B). Foi investigada uma paciente com LES, selecionada nos
ambulatorios da Divisao de Imunologia Clinica do HCFMRP/USP. ApGs a assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, a paciente foi internada na Unidade
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de Pesquisa Clinica do HCFMRP/USP durante o periodo do estudo e recebeu dose
Gnica oral de ATV de 20 mg com 200 mL de agua. As amostras seriadas de sangue
foram colhidas em tubos contendo fluoreto de sdédio (inibidor de esterases), nos
tempos 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 22; 24; 30 e 36 h apés a

administracdo da ATV.

1.1.3.7 Anélise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas de
concentracdo plasmatica versus tempo, empregando o programa Phoenix®
WinNonlin®, versdo 6.3 (Certara USA, Inc., Princeton, EUA).

Os calculos dos parametros farmacocinéticos foram realizados empregando o
modelo bicompartimental (modelo 12) para a ATV e modelo ndo compartimental para
0os metabalitos (p e 0-OH-ATV, ATV-LAC e p e 0-OH-ATV-LAC).

A concentracao livre da ATV no plasma foi avaliada no tempo de observacgao
da concentragdo plasmatica maxima (Cmax). A fracdo livre no plasma (fu) foi

determinada conforme a equacao abaixo:

concentragao livre no plasma

Y concentragio total no plasma

[.1.4 RESULTADOS

As Figuras 3 e 4 apresentam 0s espectros de massas das moléculas
protonadas e seus respectivos produtos da ATV, p e 0-OH-ATV, ATV-LAC, p e 0-OH-
ATV-LAC e dos padrdes internos deuterados da ATV-D5, p e 0-OH-ATV-D5, ATV-
LAC-D5 e p e 0-OH-ATV-LAC-D5, respectivamente monitorados nas transicoes de
559,2 > 440,2 m/z; 575,2 > 440,2 m/z; 541,2 > 448,2 m/z; 557,2 > 448,2 m/z e 564,4
> 445,2 m/z; 580 > 445,2 m/z; 546,2 > 453,2 m/z; 562 > 453,2 m/z. Os ions produtos
foram selecionados com base na intensidade do sinal.

A Figura 5 apresenta os cromatogramas referentes a analise de plasma branco,
amostra de controle de qualidade na concentracéo de 0,025 ng/mL de plasma (limite
inferior de quantificacdo) e amostra de paciente com LES coletada 0,5 h apés a

administragéo de dose unica oral de 20 mg de ATV.
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Figura 3: Espectro de massas das moléculas protonadas e seus respectivos ions produtos. ATV-
atorvastatina, p- e 0-OH-ATV- para- e orto-hidroxi atorvastatina, ATV-LAC-atorvastatina lactona, p- e

0-OH-ATV-LAC para- e orto-hidroxi atorvastatina lactona.
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Figura 4: Espectro de massas das moléculas protonadas e seus respectivos ions produtos. ATV-D5
atorvastatina-D5, p- e 0-OH-ATV-D5 para- e orto-hidroxi atorvastatina-D5, ATV-LAC-D5 atorvastatina
lactona-D5, p- e 0-OH-ATV-LAC-D5 para- e orto-hidroxi atorvastatina lactona-D5.
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Figura 5: Cromatogramas referentes a analise do plasma branco, amostra de controle de qualidade na concentragdo de 0,025 ng/mL de plasma (limite inferior de
guantificacdo) e amostra de paciente com LES coletada 0,5 h ap6s a administragdo de dose oral de 20 mg de atorvastatina. ATV atorvastatina, ATV-D5
atorvastatina D5, p- e 0-OH-ATV- para- e orto-hidroxiatorvastatina, p- e 0-OH-ATV-D5 para- e orto-hidroxiatorvastatina-D5, ATV-LAC-atorvastatina lactona, ATV-
LAC-D5 atorvastatina lactona D5, p- e 0-OH-ATV-LAC para- e orto-hidroxiatorvastatina lactona, p- e 0-OH-ATV-LAC para- e orto-hidroxiatorvastatina lactona-D5.
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A Figura 6 apresenta os cromatogramas referentes a analise do ultrafiltrado de
plasma branco, amostra de controle de qualidade na concentracdo do limite inferior
de quantificacdo (CQLIQ 0,00625 ng/mL de UF+T) e amostra de paciente com LES
coletada 4 h ap6s a administracdo de dose Unica oral de 80 mg de ATV.
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Figura 6: Cromatogramas referentes a andlise do ultrafiltrado de plasma branco+tampao fosfato (UF+T),
amostra de controle de qualidade na concentracao do limite inferior de quantificagcdo (CQLIQ 0,00625
png/mL de UF+T) e amostra de paciente com LES coletada 4 h apds a administracdo de dose Unica oral de
20 mg de atorvastatina. ATV atorvastatina, ATV-D5 atorvastatina-D5.
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As Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados obtidos na validacdo do método de

analise da concentracao total da ATV e metabdlitos em plasma.

Tabela 3: Efeito matriz, linearidade, equacédo da reta e coeficiente de correlacédo (r?) do

método de andlise da concentracao total da ATV e metabdlitos em plasma

Efeito Matriz Linearidade Equacio da reta 2
FMN médio (CV%) (ng/mL) quag
ATV 10 0,2647 x — 0,0044 0,9880
p-OH-ATV 13 0,3395 x—0,0032 0,9900
0-OH-ATV 13 0,3444 x — 0,0046 0,9871
0,025 - 200
ATV-LAC 10 0,2817 x — 0,0003 0,9920
p-OH-ATV-LAC 9 0,3199 x — 0,0016 0,9869
0-OH-ATV-LAC 12 0,7764 x — 0,0052 0,9895

ATV: atorvastatina, p-OH-ATV: para-hidroxi atorvastatina, 0-OH-ATV: orto-hidroxi atorvastatina, ATV-
LAC: atorvastatina lactona, p-OH-ATV-LAC: para-hidroxi atorvastatina lactona, 0-OH-ATV-LAC: orto-
hidroxi atorvastatina lactona. FMN: fator de matriz normalizado por padrao interno, CV: coeficiente de
variagao [(desvio padrdo/concentracao média experimental)]*100
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Tabela 4: Parametros de validacdo do método de analise da concentracao total da ATV e metabdlitos em plasma

ATV p-OH-ATV 0-OH-ATV ATV-LAC ATF’\}_OL'}C AT"\}?_FAC
Preciséo e Exatiddo
Intra-corrida Ccv EPR cv EPR CcVv EPR CcVv EPR Ccv EPR CcVv EPR
(n=5) 0 I O R (O B € I U0 R 1) B CO N (O N €O B O N CO N )
LIQ — 0,025 5,82 4,16 8,78 5,76 6,95 4,24 7,32 2,64 3,36 7,52 3,29 5,28
CQB-0,05 8,82 -4,12 10,44 -432 11,36 -2,16 1,93 0,64 6,25 4,32 7,25 -8,24
CQM - 100 2,09 6,97 1,51 8,15 3,18 10,03 5,15 8,26 3,24 3,06 4,57 9,42
CQA-160 263 11,80 4,35 2,89 3,83 11,27 4,30 7,09 5,46 3,16 1,72 5,80
CQD - 400* 1,82 4,03 1,02 9,44 3,99 8,47 2,17 1,22 2,89 -0,09 4,09 3,28
Intercorridas Ccv EPR cv EPR CcVv EPR CcVv EPR Ccv EPR CcVv EPR
(n=15) L I R B (T CO R 1) I (O (O N CO B CO T (OO
LIQ — 0,025 4,22 6,72 5,43 9,31 6,81 -3.36 2,01 4,08 227 1029 311 5,33
CQB-0,05 4,76 -6,12 8,29 0,72 1,75 -3,57 4,79 -0,12 4,46 4,55 1,18 -7,25
CQM -100 2,45 9,74 1,25 7,82 1,58 8,95 1,92 5,99 3,37 7,19 4,39 4,95
CQA-160 1,78 6,10 1,38 4,23 4,97 4,45 3,03 7,91 2,62 6,38 0,80 4,86
CQD - 400* 236 13,30 3,11 11,92 3,26 8,53 1,81 2,47 2,93 2,24 1,72 3,50
Estabilidade p6s processamento (15 h a 10°C; n=5)
(4Y) EPR () EPR CcVv EPR CcVv EPR Ccv EPR (1Y) EPR
T O B O B I CO R 1) B CO N CO N CO B CO N (O N D)
CQB -0,05 10,71 3,44 1054 1,68 9,35 1,44 5,46 1,68 5,12 1,20 6,76 4,52
CQA-160 5,24 0,62 847 -6,29 12,01 -1,22 7,94 2,45 9,40 -0,75 6,48 -4,94
Estabilidade curta duracéo (4 h a 4°C; n=5)
Ccv EPR CcVv EPR CcVv EPR CcVv EPR Ccv EPR CcVv EPR
0 I (O I GO B O I (O N 1) I CO B (O N CO B CO N (O N O
CQB -0,05 866 1096 7,36 -1,00 530 -820 10,37 5,20 836 -8,08 10,12 -3,36
CQA-160 292 -162 484 -6,26 6,28 0,01 5,83 0,83 572 -438 258 -2,72
Estabilidade 3 Ciclos de descongelamento (-80 a 4°C; n=5)
(®4Y) EPR (1Y) EPR CVv EPR CVv EPR (4Y) EPR CcV EPR
) ) ) %) ) ) ) %) ) ) (%) (%)
CQB -0,05 9,41 1,32 5,86 -7,56 9,57 3,32 4,60 -12,20 12,40 -7,32 8,32 -8,40
CQA-160 562 10,01 6,84 8,27 568 11,22 805 -625 638 -156 522 -9,18

ATV: atorvastatina, p-OH-ATV: para-hidroxi atorvastatina, o-OH-ATV: orto-hidroxi atorvastatina, ATV-LAC:
atorvastatina lactona, p-OH-ATV-LAC: para-hidroxi atorvastatina lactona, 0-OH-ATV-LAC: orto-hidroxi
atorvastatina lactona. CV: coeficiente de variagéo [(desvio padrao/concentracdo média experimental)]*100, EPR:
erro padrdo relativo [(concentracdo média experimental - valor nominal)/valor nominal] * 100. CQ: controles de
qualidade, LIQ: limite inferior de quantificagdo do método, CQB: controle de qualidade de baixa concentracéo,
CQM: controle de qualidade de média concentracdo, CQA: controle de qualidade de alta concentracdo, CQD:
controle de qualidade de dilui¢cdo (*CQ diluido em plasma na proporgéo de 1:5).
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A Figura 7 apresenta as curvas de concentracdes plasmaticas versus tempo da

ATV e metabdlitos em uma paciente com LES que recebeu dose Unica oral de 20 mg
de ATV.
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Figura 7: Curvas concentragfes plasmaticas vs tempo da ATV e metabdlitos para uma paciente com
LES que recebeu dose Unica oral de 20 mg de ATV.
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A Tabela 5 apresenta a disposicdo cinética da ATV e dos metabdlitos (p e 0-OH-ATV,
ATV-LAC, p e 0-OH-ATV-LAC) para uma paciente com LES ap6s administracao de dose Unica
oral de 20 mg de ATV.

Tabela 5: Parametros farmacocinéticos da ATV em uma paciente com LES apos
administracdo de dose Unica oral de 20 mg de ATV

Parametro ATV p-OH-ATV  0-OH-ATV  ATV-LAC  p-OH-ATV-LAC  0-OH-ATV-LAC
Cmax (Nng/mL) 7,51 0,10 4,15 7,95 0,36 6,39

tmax (h) 1,00 12,00 1,50 1,50 5,00 5,00
AUC?36" (ng.h/mL) 32,60 2,54 36,12 77,79 9,98 77,63
AUCY® (ng.h/mL) 35,50 - 39,24 82,23 - 85,15
AUCmetabslito/ AUCinalterado - 0,08 1,19 2,35 0,31 2,57

tw2 (h) 10,42 19,29 8,08 7,98 91,51 9,14
CL/F (L/h) 562,50 - - - - -

VA/F (L) 5894,70 - - - - -
Fracdo livre (%) 9,66 - - - - -

AUC: &rea sob a curva concentragdo plasmética vs tempo, Cmax: concentragdo plasmética maxima,
tmax: tempo para atingir Cmax, tu2: meia-vida de eliminacéo, CL/F: clearance total aparente, Vd/F: volume
de distribuicdo aparente, - Nao determinado
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos na validacdo do método de analise

da concentracéo livre da ATV em plasma.

Tabela 6: Parametros de validacdo do método de andlise da concentracdo livre da
atorvastatina em plasma

ATV
Efeito Matriz
FMN médio (CV%) 12,66
Linearidade (ng/mL)
Intervalo (ng/mL) 0,00625 - 25
Equacao da reta 5,5898 x + 0,0084
r 0,9923
Teste de ligagao inespecifica (NSB) (EPR%; n=5)
CQB - 0,00125 ng/mL -12,90
CQA - 20 ng/mL -14,90
Precisdo e Exatiddo
Intra-corrida (n=5) CV (%) EPR (%)
LIQ — 0,00625 ng/mL 6,56 6,00
CQB - 0,00125 ng/mL 7,53 -4,80
CQM - 10 ng/mL 2,78 0,85
CQA - 20 ng/mL 12,46 4,70
Intercorridas (n=15) CV (%) EPR (%)
LIQ — 0,00625 ng/mL 4,34 2,36
CQB - 0,00125 ng/mL 6,81 -0,38
CQM - 10 ng/mL 1,11 2,13
CQA - 20 ng/mL 3,38 2,71
Estabilidade p6és processamento (24 h a 10°C; n=5)

CV (%) EPR (%)
CQB -0,0125 ng/mL 9,09 -4,27
CQA - 20 ng/mL 5,38 1,96

Estabilidade curta duracdo (4 h a 4°C; n=5)

CV (%) EPR (%)
CQB - 0,0125 ng/mL 9,83 -6,08
CQA - 20 ng/mL 5,26 1,96

ATV: atorvastatina. FMN: fator de matriz normalizado por padréo interno, CV: coeficiente de variacao
[(desvio padrdo/concentracdo média experimental)]*100, EPR: erro padrdo relativo [(concentracao
média experimental - valor nominal)/valor nominal] * 100. LIQ: limite inferior de quantificacdo do método,
CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo, CQM: controle de qualidade de média
concentracdo, CQA: controle de qualidade de alta concentracgéo.
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[.1.5 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta o desenvolvimento e a validacdo do método de
analise sequencial da ATV e seus metabdlitos ativos (p e 0-OH-ATV) e inativos (ATV-
LAC e p e 0-OH-ATV-LAC) em plasma como concentracdo total e da ATV como
concentragéo livre, empregando UPLC-MS/MS. Os meétodos foram aplicados no
estudo da disposicao cinética, fracdo livre e metabolismo da ATV em uma paciente
com LES que recebeu dose unica oral de 20 mg de ATV.

Os métodos foram desenvolvidos empregando padrdes internos analogos
deuterados da ATV e metabdlitos (ATV-D5, p e 0-OH-ATV-D5, ATV-LAC-D5 e p e o-
OH-ATV-LAC-D5) em razao da interconversdo da ATV e seus metabdlitos hidroxi
acidos para as suas respectivas formas lactonas, ndo apenas in vivo, mas também
durante o armazenamento, preparo e andlise cromatografica das amostras de plasma
(HERMANN; CHRISTENSEN; REUBSAET, 2005; JEMAL; XIA, 2000).

A ATV e seus cinco metabdlitos foram separados na coluna ACQUITY
UPLC®BEH C18, empregando como fase moével isocratica solugdo aquosa de acido
férmico 0,2% e acetonitrila, na proporcdo 55:45, v/v. O tempo total de corrida
cromatografica para o farmaco inalterado e seus cinco metabdlitos foi de 4,5 minutos
(Figura 5), um tempo comparavel ao tempo de corrida cromatografica reportado por
Cai et al. (2017). O uso de fase médvel isocratica pode ser considerado uma vantagem
em relacdo ao método que usa gradiente (MACWAN et al., 2011), uma vez que é
possivel analisar maior nimero de amostras, pois ndo é necessario esperar o
equilibrio da coluna cromatogréafica com a fase mével inicial a cada amostra como
ocorre em analises com gradiente.

O procedimento de precipitacdo de proteinas com acetonitrila utilizado no
preparo da amostra resultou em auséncia de efeito matriz (coeficientes de variacéo
dos valores de FMN < 15%; Tabela 5). O método de Macwan et al. (2011) também
usa o mesmo procedimento. O preparo da amostra por precipitacao de proteinas com
acetonitrila representa um procedimento simples e rapido, sendo uma vantagem para
a analise de farmacos que podem sofrer interconverséo para suas respectivas formas
lactona e também é muito vantajoso para analisar o grande niumero de amostras
requerido em estudos de farmacocinética.

A andlise de diferentes amostras de plasma branco ndo evidenciou a

interferéncia de componentes enddgenos com a ATV e seus metabdlitos, indicando
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adequada seletividade (Figura 5). As amostras de plasma branco analisadas
imediatamente apds a amostra de LSQ néo apresentaram interferentes, indicando que
nao hé efeito residual de inje¢des anteriores.

O método desenvolvido e validado no presente estudo, empregando aliquotas
de 50 pL de plasma, apresentou valores de LIQ de 0,025 ng/mL plasma para a ATV e
metabdlitos (Tabela 3). Logo, o presente método é mais sensivel do que aqueles
reportados por Macwan et al. (2011) e Cai et al. (2017), os quais analisam a ATV e
seus cinco metabolitos e empregam aliquotas de 50 e 100 yL de plasma e LIQ de 0,05
e 0,2 ng/mL, respectivamente.

Os estudos de precisdo e exatiddo em plasma (Tabela 4) apresentaram
coeficientes de variacdo e erro padrao relativo menores que 15% indicando o método
como preciso e exato. Os estudos de estabilidade apresentados na Tabela 4 mostram
coeficientes de variacdo menores que 15% garantindo a estabilidade apds 3 ciclos de
congelamento -80°C e descongelamento a 4°C, 4 h na bancada a 4°C e 15 h apds o
processamento (todas as amostras mantidas a 10 °C). As amostras de plasma foram
mantidas a 4°C em pH entre 4 e 5 durante todo o procedimento de preparo da amostra
para minimizar a interconversao das formas acidas e lactonas.

O método de analise da concentracdo total da ATV e seus cinco metabdlitos
em plasma foi aplicado na investigacdo da farmacocinética da ATV em uma paciente
com LES que recebeu dose Unica oral de 20 mg de ATV (Figura 7 e Tabela 5). Os
valores de Cmax (7,51 ng/mL), tmax (1 h), clearance total aparente (562,50 L/h) e volume
aparente de distribuicdo (5894,70 L) para a ATV estdo de acordo com estudos de
dose uUnica oral em voluntarios sadios (MOHAMMAD et al., 2015). Os parametros
farmacocinéticos apresentados na Tabela 5 mostram raz6es metabdlicas de AUC
metabolito/ATV de 0,08 para o p-OH-ATV; 1,19 para o0 0-OH-ATV; 2,35 para o ATV-
LAC; 0,31 para o p-OH-ATV-LAC e 2,57 para 0 0-OH-ATV-LAC.

O método de analise da concentragdo total da ATV e seus cinco metabolitos
em plasma, permitiu quantificar a ATV e os metabdlitos até 36 h apos a administragéo
de dose Unica oral de 20 mg de ATV. Logo, o método é compativel com a aplicacéo
em estudos de farmacocinética clinica por apresentar as vantagens do baixo volume
de plasma requerido nas analises (50 yL), procedimento de preparo de amostra rpido
e simples, alta sensibilidade (25 pg/mL) e extensa linearidade (25 pg-200 ng/mL).

A ligacdo de farmacos as proteinas plasmaticas € uma covariavel importante

em farmacocinética, visto que apenas a concentracdo livre de farmacos no plasma



26

encontra-se disponivel para a distribuicdo e a eliminacdo. Assim, preferencialmente a
concentracdo livre e ndo a concentracdo total, deve ser usada nos modelos
farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD) para os farmacos altamente ligados as
proteinas plasmaticas, tais como a ATV com ligacdo superior a 90% e razdo de
extracdo hepatica intermediaria (E=0,42) (LENNERNAS, 2003; SMITH; DI; KERNS,
2010). No entanto, ndo ha métodos analiticos desenvolvidos e validados para analise
da concentragéo livre de ATV em plasma.

O método de andlise da concentracéo livre da ATV desenvolvido e validado no
presente estudo é semelhante ao método utilizado para a determinacdo da
concentracdo total em plasma, exceto pela exigéncia de um procedimento capaz de
separar o farmaco livre do farmaco ligado as proteinas plasmaticas. No presente
estudo, foi empregado o método de ultrafiltracéo utilizando o dispositivo Centrifree®,
um sistema que resulta na formacdo de um ultrafitrado, no qual o farmaco livre
encontra-se na mesma concentracao da amostra. O tempo de ultrafiltracao representa
um fator limitante para a viabilidade da analise em funcéo da interconversdo das
formas acida para as respectivas formas lactona da ATV e metabdlitos. A manutencéo
do pH da amostra na faixa de 4 a 5 e temperatura de 4°C, minimiza a interconversao
da ATV entre as formas acida e lactona (GOOSEN et al.,, 2007; HERMANN;
CHRISTENSEN; REUBSAET, 2005; HOFFMANN; NOWOSIELSKI, 2008; JEMAL;
XIA, 2000; MACWAN et al., 2011; TURNER et al., 2018). Considerando que o pH do
ultrafiltrado de plasma varia entre 8 e 9, a adicdo de solugdo tampéao fosfato de
potassio dibasico pH 7,4 permite a reducdo do pH, embora ainda com valores acima
do pH necessario para a estabilidade das formas acida e lactona. Ressalta-se que
nao é possivel utilizar tampao com pH menor que 7,4, pois poderia alterar a ligacao
da ATV as proteinas plasméticas. Dessa forma, a etapa de ultrafiltragéo foi executada
no menor tempo possivel (15 min) e o ultrafiltrado recuperado imediatamente
acidificado com &cido férmico para a manutencéo do pH entre 4 e 5.

O procedimento de ultrafiltracdo resultou em auséncia de efeito matriz
(coeficientes de variacdo dos valores de FMN < 15%; Tabela 6). A analise de
diferentes amostras de ultrafiltrado de plasma branco n&o evidenciou a interferéncia
de componentes enddégenos com a ATV, indicando adequada seletividade (Figura 6).
As amostras de ultrafiltrado de plasma branco analisadas imediatamente apés a
amostra de LSQ né&o apresentaram interferentes, indicando que néao ha efeito residual

de injecOes anteriores.
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Também foi realizado o teste de ligacéo inespecifica (NSB) da ATV no filtro do
dispositivo de ultrafiltracdo. Os resultados das solugcbes ultrafiltradas foram
comparados com as solugdes ndo submetidas ao procedimento de ultrafiltragéo e os
valores de EPR encontrados para o CQB e CQA foram -12,90% e -14,90%,
respectivamente (Tabela 6). Os valores inferiores a 15% indicaram que a porcentagem
de ATV retida no filtro ndo altera a precisédo e a exatiddo da analise da concentracéo
livre no plasma.

O método desenvolvido e validado no presente estudo, empregando aliquotas
de 100 pL de ultrafiltrado de plasma, apresentou LIQ de 6,25 pg de ATV/mL de
ultrafiltrado (Tabela 6).

Os estudos de preciséo e exatidao em ultrafiltrado (Tabela 6) apresentaram
coeficientes de variacéo e erro padréo relativo menores que 15% indicando o método
como preciso e exato. Os estudos de estabilidade apresentados na Tabela 6 mostram
coeficientes de variacdo menores que 15% garantindo a estabilidade apds 3 ciclos de
congelamento a -80°C e descongelamento a 4°C, 4 h na bancada a 4°C e 24 h apés
0 processamento (todas as amostras mantidas a 10 °C). As amostras de ultrafiltrado
foram mantidas a 4°C e em pH entre 4 e 5 durante todo o procedimento de preparo
da amostra para minimizar a interconversao das formas acidas e lactonas.

O método de analise da concentracéo livre de ATV em plasma foi aplicado na
investigacdo de uma paciente com LES que recebeu dose Unica oral de 20 mg de
ATV. A concentracao livre da ATV no plasma foi avaliada no tempo de observacédo da
concentracéo plasmética maxima (tmax=1 h). No presente estudo foi observada fragéo
livre de 9,66% para a paciente investigada (Tabela 5). A fracao livre da ATV esta de
acordo com os valores da literatura, onde a ligacao as proteinas plasméaticas da ATV
é reportada como maior que 90% (LENNERNAS, 2003).

O método de analise da concentracao livre da ATV em ultrafiltrado de plasma
requereu baixo volume de plasma (100 pL), procedimento de ultrafiltragdo rapido (15
min) e simples e com excelente sensibilidade (LIQ=6,25 pg/mL de ultrafiltrado).

Concluindo, os métodos de analise sequencial da ATV e seus cinco metabalitos
em plasma como concentracéo total, assim como o método de analise da ATV como
concentracédo livre no plasma, mostraram sensibilidade, linearidade, precisao e
exatiddo compativeis com a aplicacdo em estudos de farmacocinética de dose Unica

oral de ATV téo baixa quanto 20 mg.
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.2 ANALISE DA GFZ EM PLASMA

1.2.1 INTRODUCAO

A GFZ, um derivado do acido fibrico, esta associada a reducdes nas
concentracbes plasmaticas de triglicérides, colesterol e LDL e aumento nas
concentracfes plasmaticas de HDL (high density lipoprotein). A GFZ age como
agonista dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS),
atuando principalmente na isoforma PPARa (BORGES et al., 2005; ROADCAP et al.,
2003; SIERRA VILLAR et al., 2013).

Apébs administracdo oral, mais de 90% da GFZ € absorvida e atinge a sua Cmax
em torno de 1 a 2 h, com meia-vida plasméatica de 1,5 h apés doses multiplas. A GFZ
€ metabolizada pelas UGTs 1Al e 1A3 e excretada na urina como metabdlitos
glucuronideos (BORGES et al., 2005; GONZALEZ-PENAS et al., 2001). A GFZ pode
afetar o metabolismo de varios farmacos, dentre os quais das estatinas, por inibir o
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1 e também o CYP2C9 e CYP2C8. A
administracdo de GFZ resulta no aumento da exposicdo sistémica de todas as
estatinas, na reducao dos niveis de colesterol total e no aumento de HDL. No entanto,
0 uso crbnico da associacao de GFZ e estatinas esta associado a maior frequéncia
de miopatia e hepatotoxicidade (SCHULZ, 2006).

A andlise de GFZ em plasma pode ser realizada utilizando técnicas de
cromatografia gasosa com etapas tediosas de derivatizacdo, com sensibilidade de 0,5
pg/mL (RANDINITIS et al., 1984) ou técnicas de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) com deteccéo por ultravioleta (UV) ou fluorescéncia. Os métodos
por HPLC-UV mostram sensibilidades entre 0,05 ug/mL e 1 ug/mL, enquanto os de
fluorescéncia variam de 0,01 pg/mL a 0,5 pg/mL. Esses métodos apresentam tempos
de execucao muito longos (até 20 minutos) e exigem técnicas demoradas de preparo
de amostras (DENG; WANG; LI, 2005; FORLAND; CHAPLIN; CUTLER, 1987;
GONZALEZ-PENAS et al., 2001; HENGY; KOLLE, 1985; HERMENING et al., 2000;
KANG et al., 2009; NAKAGAWA et al., 1991; NIEMI et al., 2003a, 2003b; RANDINITIS;
PARKER; KINKEL, 1986; SCHNECK et al., 2004; VITTAL et al., 2006).

Poucos meétodos bioanaliticos empregam LC-MS/MS na andlise da GFZ
plasmatica, entre eles pode-se citar o de Roadcap et al. (2003), com 6tima

sensibilidade de 0,001 ug/mL e tempo de corrida menor que 2 minutos. No entanto,
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neste estudo foi utilizado somente plasma de cées. Outros autores descrevem
meétodos bioanaliticos com sensibilidade variando de 0,02 uyg/mL a 0,5 ug de GFZ/mL
de plasma humano e tempos de corrida menores que 5 minutos (BORGES et al., 2005;
BUSSE et al., 2009; ROWER et al., 2010; TORNIO et al., 2008).

O presente estudo reporta o desenvolvimento e a validacdo de um método
rapido e com sensibilidade de 0,01 ug/mL para a analise da GFZ em plasma humano
utilizando UPLC-MS/MS, com preparacéo de amostras simples e tempos de execugéo
curtos. O método foi validado e aplicado na investigacdo de uma voluntaria sadia
tratada com GFZ 600 mg de 12/12 h por 6 dias.

[.2.2 OBJETIVOS

Desenvolver e validar o método de andlise da GFZ em plasma humano
empregando UPLC-MS/MS.

1.2.3 CASUISTICA E METODOS

[.2.3.1 Soluc¢des padréo e reagentes

A solucéo estoque de genfibrozila [GFZ, >98,5%, Sigma-Adrich, St. Louis, MO,
EUA], foi preparada na concentragao de 2000 pg/mL de acetonitrila e posteriormente
diluida nas concentra¢cbes de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,025 e 0,01
pMg/mL de acetonitrila. A solugdo de fluvastatina [98%, Toronto Research Chemicals
Inc. (TRC), North York, ON, Canadd], foi utilizada como Pl na concentragédo de 10
pMg/mL de metanol. Dado que a fluvastatina é fotossensivel, todos os experimentos
foram realizados sob luz amarela (lampadas de vapor de sédio) como Unica fonte de
iluminacao.

A acetonitrila (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) utilizada foi grau
cromatografia e a dgua utilizada foi obtida do sistema de purificacdo Milli Q Plus®
(Millipore, Bedford, MA, EUA).

[.2.3.2 Analise Cromatografica

A analise da GFZ foi realizada por UPLC-MS/MS constituido por bomba
quaternaria ACQUITY UPLC® H-Class, injetor automatico ACQUITY UPLC® Sample

Manager — FTN equipado com organizador de amostras ACQUITY Sample Organizer,
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forno de coluna TCM/CHM® e espectrometro de massas triplo quadrupolo XEVO TQ-
S® equipado com interface por eletronebulizagdo (ESI) Zspray™, todos Waters
(Milford, CT, EUA). A separacdo foi realizada na coluna ACQUITY UPLC®BEH C18
(1,7 um, 2,1 x 50 mm, Waters, Irlanda) mantida na temperatura de 45°C, e fase movel
constituida por solugdo aquosa de &cido férmico 0,01% e acetonitrila (40:60, v/v) na
vazdo de 0,4 mL/min. As analises foram executadas no modo ioniza¢do negativo. A
voltagem do capilar foi de 1,88 kV. As temperaturas da fonte e de dessolvatacéo foram
mantidas a 150 e 550°C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado como gas de
nebulizacdo na vazao de 1200 L/h e o argonio foi utilizado como gas de colisdo na
vazéo de 0,20 mL/min. A Tabela 7 detalha as energias do cone e de colisdo do
composto de interesse e do Pl, bem como a monitorizacdo das suas moléculas
protonadas [M + H]* e seus respectivos produtos. As condi¢cdes de otimizacéo do
MS/MS foram obtidas por infusdo direta das solucdes padrdao dos analitos na
concentracdo de 100 ng/mL de acetonitrila. As analises foram executadas no modo
MRM. A aquisicdo de dados e a quantificacdo das amostras foram realizadas

utilizando o programa MassLynx verséo 4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido).

Tabela 7: Compostos analisados e suas transi¢coes, energia do cone e energia de colisdo

Transicao Energia do cone Energia de colisdo
Composto (m/2) V) (eV)
Genfibrozila 2492 — 1211 25 13
Fuvastatina (PI) 410,2 — 348,2 25 15

1.2.3.3 Preparo das amostras

Aliquotas de 25 pL de plasma foram enriquecidas com 25 uL da solugao de PI
e precipitadas com 525 pL de acetonitrila. Os tubos foram agitados (Phoenix Luferco,
modelo AP56, Araraquara, SP, Brasil) durante 10 segundos e centrifugados a 4°C por
5 minutos a 21500 g (centrifuga refrigerada Hitachi, modelo CT 15RE, Hitachinaka -
Ibaraki, Japao). A seguir, aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes foram adicionadas
de 200 uL de agua, agitadas durante 5 segundos e 3 uL foram submetidos a analise

cromatografica.
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[.2.3.4 Validacdo do método

O método analitico foi validado de acordo com as recomendacdes da resolucao
para métodos bioanaliticos vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ANVISA, Resolucéo RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012). As amostras
de plasma branco de voluntarios sadios nao tratados com GFZ foram obtidas no
Hemocentro do hospital local.

As curvas de calibragédo foram preparadas em triplicata empregando aliquotas
de 25 pL de plasma branco enriquecidas com 25 pL de cada solugéo padrao de GFZ
e 25 uL da solugado de PI, incluindo amostra branco e amostra zero. As curvas de
calibracédo foram construidas nas concentracées de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5;
5; 10; 25; 50 e 100 ug/mL de plasma. As equacbes de regressdo linear e 0s
coeficientes de correlacao foram obtidos das areas dos picos plotadas em fungéo das
respectivas concentracdes utilizando a ponderacdo 1/x?. As curvas de calibracéo
foram consideradas aprovadas quando os desvios de, no minimo 75% dos padrées
de calibracdo, foram menores ou iguais a 20% para o limite inferior de quantificacédo
(LIQ) e 15% para os demais padroes.

As amostras de CQ foram preparadas em plasma branco, de acordo com as
concentracdes especificadas na Tabela 8, para o LIQ, CQB, CQM, CQA e de diluicao

CQD, sendo todas armazenadas a -80 °C.

Tabela 8: Concentra¢des plasmaticas de genfibrozila nos controles de qualidade utilizados
na validacdo do método analitico

Controle de qualidade genfibrozila (ug/mL)

LIQ 0,01
CQB 0,025
CQM 50
CQA 80
CQD* 200

* As replicatas de CQD foram diluidas em plasma branco na propor¢éo de 1:5, imediatamente antes do
procedimento de preparo da amostra.

O ensaio de seletividade foi determinado empregando aliquotas de 25 uL de
plasma branco de 8 diferentes fontes, sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas.
Os cromatogramas obtidos foram comparados com as amostras de LIQ.

Para a avaliacdo do efeito residual, foram analisadas inje¢cbes da amostra

branco antes e apés a injecdo da amostra do LSQ. O cromatograma da amostra
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branco obtido apés a injecdo do LSQ foi comparado com o cromatograma da amostra
do LIQ. O efeito residual foi considerado ausente quando as areas dos picos
interferentes eluidos no tempo de retencdo dos analitos foram menores que 20% da
area do LIQ da genfibrozila e menores que 5% da érea do PI.

O efeito matriz foi avaliado empregando 8 aliquotas de 25 uL de plasma branco
obtidas de diferentes fontes, sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas. Os
extratos de plasma branco obtidos foram enriquecidos com solu¢des padrao nas
concentracbes de CQB e CQA. Também foram analisadas as mesmas solugfes
padrdo em acetonitrila adicionadas de PI. Para cada amostra foi calculado o fator de
matriz normalizado por Pl (FMN). O efeito matriz foi avaliado pelo CV de todos os
FMN obtidos e deve ser inferior a 15%.

Para a avaliagdo da precisao e exatidao foram preparadas quintuplicatas do LIQ,
CQB, CQM, CQA e CQD analisadas em uma unica corrida analitica (intracorrida) e
em 3 corridas distintas (intercorridas), em dias consecutivos.

A exatidao intracorrida e intercorrida é expressa pelo EPR definido pela relacao
entre a concentragcdo média determinada experimentalmente e o valor nominal
(concentracao teorica correspondente). O método foi considerado exato para valores
de EPR dentro da faixa de £ 20% para as amostras de LIQ e + 15% para os demais
CQ.

Os resultados da preciséo intracorrida e intercorrida foram apresentados como
CV. O método foi considerado preciso para os valores de CV dentro da faixa de + 20%
para as amostras de LIQ e + 15% para os demais CQ.

Os estudos de estabilidade (curta duracdo, pés processamento e ciclos de
descongelamento) foram avaliados utilizando amostras de controles de qualidade nas
concentracdes de CQB e CQA e analisadas em quintuplicatas. Para a avaliacdo da
estabilidade de curta duragéo as amostras de plasma foram mantidas em temperatura
ambiente (25°C) por 4 h e, posteriormente, processadas e analisadas. Para a
estabilidade pos-processamento, as amostras foram mantidas no autoinjetor a 10°C
durante 24 h antes de serem injetadas. Para a estabilidade de ciclos de
descongelamento, as amostras foram congeladas a -80°C por 24 h e, posteriormente,
foram descongeladas e novamente congeladas por 24 h. Esse ciclo foi repetido por
mais duas vezes antes do procedimento de preparo e analise.

As concentracdes obtidas ap0s os ensaios de estabilidade foram comparadas

com as obtidas das mesmas amostras recém preparadas e os resultados foram
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apresentados como CV e EPR. As amostras foram consideradas estaveis para valores
de CV e EPR dentro da faixa de = 15 %.

1.2.3.5 Casuistica e protocolo clinico

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCFRP-USP (anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP/USP (anexo
B). Foi investigada uma voluntaria sadia, que ap0s assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, foi tratada com GFZ 600 mg/12h por 6 dias. No sexto dia, a
voluntaria sadia foi internada na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP/USP
durante o periodo do estudo. As amostras seriadas de sangue foram colhidas em
tubos contendo fluoreto de sédio, no intervalo de dose de 0-12 h, nos tempos 0; 0,25;
0,5;1;1,5;2;3;4,;5; 6; 8;10; 12 h para a analise da GFZ.

1.2.3.6 Anaéalise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos da GFZ foram calculados no intervalo de dose
de 12 h com base nas curvas de concentracdo plasmatica total versus tempo. Foi
empregado o modelo ndo compartimental utilizando o programa Phoenix® WinNonlin®,

versao 6.4 (PharsightCorp., Mountain View, Califérnia, EUA).
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[.2.4 RESULTADOS

A Figura 8 apresenta os espectros de massas das moléculas protonadas e seus
respectivos produtos da GFZ e do PI Fluvastatina, respectivamente monitorados nas
transicbes de 249,2 > 121,1 m/z e 410,2 > 348,2 m/z. Os ions produtos foram

selecionados com base na intensidade do sinal.

Composto Molécula protonada fons Produto
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Figura 8: Espectro de massas das moléculas protonadas e seus respectivos produtos para a genfibrozila
e fluvastatina.
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A Figura 9 apresenta os cromatogramas referentes a analise de plasma branco,
amostra de controle de qualidade na concentracdo de 0,01 ug/mL de plasma (limite
inferior de quantificacdo) e amostra de voluntaria sadia coletada no estado de

equilibrio apés administracdo de doses multiplas orais de 600 mg de GFZ a cadal2 h.
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Figura 9: Cromatogramas referentes & andlise do plasma branco, amostra de controle de qualidade na
concentracao de 0,01 ug/mL de plasma (limite inferior de quantificagcdo) e amostra de voluntaria sadia
coletada no sexto dia ap6s administracao de doses multiplas orais de 600 mg de genfibrozila a cadal?2 h.
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A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos na validacdo do método de analise

da GFZ em plasma.

Tabela 9: Parametros de validacdo do método de analise da genfibrozila em plasma

Efeito Matriz

FMN médio (CV%) 13,90
Linearidade
Intervalo (ug/mL) 0,01 - 100
Equacéo da reta 0,0733 x + 0,0003
r? 0,9981
Preciséo e Exatidéo
Intra-corrida (n=5) CV (%) EPR (%)
LIQ — 0,01 pg/mL 5,60 8,67
CQB - 0,025 pg/mL 7,60 -8,86
CQM - 50 pg/mL 3,70 0,60
CQA - 80 pg/mL 4,87 -5,93
CQD - 200 pug/mL (1:5%) 6,11 -3,55
Preciséo intercorridas (CV%) (n=15)
Intercorridas (n=15) CV (%) EPR (%)
LIQ — 0,001 pg/mL 6,30 10,44
CQB - 0,025 pg/mL 4,70 -12,44
CQM - 50 pg/mL 8,72 -8,35
CQA - 80 pg/mL 5,88 -5,56
CQD - 200 pug/mL (1:5%) 5,75 -4,48
Estabilidade pds processamento — (24 h a 10°C; n=5)

CV (%) EPR (%)
CQB - 0,025 pg/mL 2,94 14,64
CQA - 80 pg/mL 4,57 12,62

Estabilidade curta duragcdo — (4 h a 25°C; n=15)

CV (%) EPR (%)
CQB - 0,025 pg/mL 5,92 6,00
CQA - 80 pg/mL 4,11 -13,25

Estabilidade 3 Ciclos de descongelamento (-80 a 25°C) (EPR%) (n=5)

CV (%) EPR (%)
CQB - 0,025 pg/mL 5,95 -6,20
CQA - 80 pg/mL 3,93 -11,67

FMN: fator de matriz normalizado por padrdo interno, CV: coeficiente de variagdo [(desvio
padrdo/concentracdo média experimental)]*100, EPR: erro padrao relativo [(concentracdo média
experimental - valor nominal)/valor nominal] * 100. LIQ: limite inferior de quantificacdo do método,
CQB: controle de qualidade de baixa concentragdo, CQM: controle de qualidade de média
concentracdo, CQA: controle de qualidade de alta concentracdo, CQD: controle de qualidade de
diluicdo (*CQ diluido em plasma na propor¢éo de 1:5).
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A Figura 10 apresenta as concentracdes plasmaticas de GFZ obtidas no estado
de equilibrio, no intervalo de dose de 12 h, apds doses multiplas orais de 600 mg de
GFZ a cadal2 h.

100 4

104

Concentragao (ug/mL)

Tempo (h)
Figura 10: Concentracdes plasméticas de GFZ (genfibrozila), obtidas no estado de equilibrio, no

intervalo de dose de 12 h, apés a administracdo de doses mdltiplas orais de GFZ (600 mg/12 h) a uma
voluntéria sadia.

A Tabela 10 apresenta a disposicéo cinética da GFZ no estado de equilibrio
para uma voluntaria sadia tratada com doses multiplas orais de 600 mg de GFZ a
cadal? h.

Tabela 10: Parametros farmacocinéticos da genfibrozila para uma voluntaria sadia tratada
com doses multiplas orais (600 mg/12 h).

Parametro genfibrozila
AUCY12" (ng.h/mL) 102,41
CsS (ug/mL) 8,53
Cmin (ug/mL) 1,26
Cmax (ng/mL) 30,42
tmax (h) 2,0

tu2 (h) 3,28
CL/F (L/h) 5,86
Vd/F (L) 27,75

AUCY12h: grea sob a curva concentragédo plasmatica versus tempo no intervalo de dose de 12 h, Css;
concentracdo plasmatica média no estado de equilibrio, Cmin concentragcdo plasméatica minima, Cmax:
concentracdo plasmatica maxima, tmax: tempo para atingir a Cmax, tu2: meia-vida de eliminagéo, CL/F:
clearance total aparente, Vd/F: volume de distribuicdo aparente.
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[.2.5 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta o desenvolvimento e a validagdo do método de
andlise da GFZ em plasma empregando UPLC-MS/MS, o qual foi aplicado no estudo
da disposicao cinética da GFZ em uma voluntaria sadia que recebeu doses muliplas
orais de GFZ (600 mg a cada 12 h) por 6 dias. As analises foram realizadas com as
amostras seriadas de sangue de 0 a 12 h que foram coletadas no sexto dia da
administracao.

Na literatura, pode-se encontrar apenas quatro trabalhos de desenvolvimento
e validacdo do método de analise da GFZ em plasma humano e um em plasma de
cées empregando LC-MS/MS (BORGES et al., 2005; BUSSE et al., 2009; ROADCAP
et al., 2003; ROWER et al., 2010; TORNIO et al., 2008).

Considerando que a analise da GFZ por espectrometria de massas requer
ionizacdo no modo negativo, poucos compostos foram selecionados como padréo
interno, dentre os quais, a fluvastatina, por eluir antes da GFZ, ndo apresentar efeito
matriz no procedimento de preparo das amostras de plasma e por ndo ser de uso
frequente na clinica. No presente estudo, a GFZ e a fluvastatina (PI) foram separadas
na coluna ACQUITY UPLC®BEH C18, empregando como fase moével isocratica uma
mistura constituida por solucédo aquosa de acido férmico 0,01% e acetonitrila (40:60,
v/v). Os tempos de retencao da GFZ e PI (fluvastatina) foram de 1,20 e 0,87 minutos
(Figura 9), respectivamente.

O procedimento de preparo das amostras de plasma por precipitacdo de
proteinas com acetonitrila e reconstituicdo dos residuos em &gua, resultou em
auséncia de efeito matriz (coeficientes de variacéo dos valores de FMN < 15%; Tabela
9), um parametro que foi bastante significativo, visto que esse procedimento é muito
simples e rapido.

O rapido procedimento de preparo das amostras de plasma associado com a
corrida cromatogréafica de apenas 2 min (Figura 9) representa uma grande vantagem
deste método para os estudos de farmacocinética. Dentre os trabalhos encontrados
na literatura, dois ndo relatam como foi realizado o procedimento de preparo de
amostras (BUSSE et al., 2009; TORNIO et al., 2008), Roadcap et al. (2003) utilizaram
extracdo em fase sélida (SPE), o que encarece o custo da andlise, Borges et al. (2005)
utilizaram extracao liquido-liquido, o que requer maior tempo no preparo de amostras

e apenas Rower et al. (2010) utilizaram precipitacéo de proteinas empregando 125 uL
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plasma.

A analise de diferentes amostras de plasma branco ndo evidenciou a
interferéncia dos componentes enddgenos com a GFZ e PI, indicando adequada
seletividade (Figura 9). As amostras de plasma branco analisadas imediatamente
apos a amostra de LSQ nao apresentaram interferentes, indicando que néao ha efeito
residual de injecOes anteriores.

O método desenvolvido e validado no presente estudo, empregando aliquotas
de apenas 25 yL de plasma, apresentou valor de LIQ de 0,01 pg/mL plasma para a
GFZ (Tabela 9). Logo, o presente método € o mais sensivel para a analise de GFZ
em plasma humano empregando UPLC-MS/MS e requer o menor volume de plasma
da literatura (25 yL). Ressalta-se, que o trabalho de Roadcap et al. (2003) apesar de
relatar um LIQ de 0,001 pg/mL, emprega plasma de cées para o desenvolvimento e
validacdo do método de analise da GFZ, alto custo no preparo de amostras por SPE
e requer um grande volume de plasma (500 uL) para a analise.

Os estudos de preciséo e exatiddo (Tabela 9) apresentaram coeficientes de
variagdo e erro padrao relativo menores que 15% indicando o método como preciso e
exato. Os estudos de estabilidade apresentados na Tabela 9 mostram coeficientes de
variacdo menores que 15% garantindo a estabilidade apos 3 ciclos de congelamento
-80°C e descongelamento a 25°C, 4 h na bancada em temperatura ambiente e 24 h
apos o processamento (todas as amostras mantidas a 10 °C).

O método foi aplicado na investigacdo da farmacocinética da GFZ em uma
voluntéaria sadia tratada com doses multiplas de GFZ de 600 mg a cada 12 h (Figura
10, Tabela 10). Os valores de AUC®12" (102,41 pg.h/mL), Cmax (30,42 ug/mL), tmax (2,0
h) e Cmin (1,26 ug/mL) estdo de acordo com estudos de doses multiplas orais (ROWER
et al., 2010).

Concluindo, o método desenvolvido e validado no presente estudo, permitiu
guantificar a GFZ em todas as amostras de plasma coletadas no intervalo de dose de
12 h, apos a administracdo a uma voluntaria sadia de doses multiplas de 600 mg de
GFZ a cada 12 h. Logo, o método € compativel com a aplicacdo em estudos de
farmacocinética clinica por apresentar as vantagens do baixo volume de plasma
requerido nas analises (25 pL), procedimento de extragao rapido e simples, melhor
sensibilidade da literatura para plasma humano empregando UPLC-MS/MS (0,01

Mg/mL) e extensa linearidade (0,01-100 pg/mL).
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1.3 ANALISE DO MVA EM PLASMA

1.3.1 INTRODUCAO

O MVA é um intermediario importante na biossintese do colesterol, sendo
formado através da reducdo da HMG-CoA pela enzima microsomal HMG-CoA
redutase. E nessa etapa que os inibidores da HMG-CoA redutase, como por exemplo
as estatinas, agem para reduzir a biossintese de MVA e, consequentemente, as
concentragbes circulantes de colesterol (ABRAR; MARTIN, 2002; JEMAL;
SCHUSTER; WHIGAN, 2003; KINDT; SZEKELY-KLEPSER; FOUNTAIN, 2011;
RODRIGUES et al., 2014; SAINI et al., 2006; WALDRON; WEBSTER, 2011).

O MVA é uma molécula endégena (encontrada em niveis de nanogramas no
sangue), polar e encontrada no plasma em equilibrio com a mevalonolactona (MVL),
formada por condensacao interna dos seus grupos funcionais terminais alcool e acido
carboxilico. O MVA é convertido a MVL em condi¢cdes acidas e a MVL pode ser
convertida de volta a MVA em condi¢des basicas. Logo, a extracdo do MVA ou MVL
é altamente dependente do pH. A maioria dos métodos publicados utilizam meio acido
para formar a lactona e facilitar a extracao de todo o MVA na forma de MVL. O tempo
médio de equilibrio para a conversdo de MVA a MVL é de aproximadamente 30 a 60
min (ABRAR; MARTIN, 2002; JEMAL; SCHUSTER; WHIGAN, 2003; KINDT,;
SZEKELY-KLEPSER; FOUNTAIN, 2011; RODRIGUES et al., 2014; SAINI et al., 2006;
WALDRON; WEBSTER, 2011).

Os primeiros métodos de analise do MVA em plasma datam do inicio da década
de 90 e reportam o emprego da cromatografia liquida por particio (HOFFMANN;
SWEETMAN, 1990), HPLC de fase reversa com par ibnico acoplado a radiodeteccao
(MCCASKILL; CROTEAU, 1993) e cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas (ISHIHAMA et al.,, 1994). Esses métodos apresentam uma menor
sensibilidade e requerem procedimentos morosos de preparo de amostras.

As concentracdes de MVA em plasma humano variam de 0,5 a 10 ng/mL, o
gue requer o desenvolvimento de um método analitico sensivel, robusto e rapido para
investigacdes clinicas (JEMAL; SCHUSTER; WHIGAN, 2003; KINDT; SZEKELY-
KLEPSER; FOUNTAIN, 2011).

Poucos estudos da literatura empregam LC-MS/MS para a analise do MVA em
amostras de soro, plasma ou urina (ABRAR; MARTIN, 2002; DAS; PAL, 2014; JEMAL;


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81lcool
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SCHUSTER; WHIGAN, 2003; KINDT; SZEKELY-KLEPSER; FOUNTAIN, 2011;
RODRIGUES et al., 2014; SAINI et al., 2006; WALDRON; WEBSTER, 2011). Embora
esses meétodos tenham sensibilidade e seletividade adequadas para determinar as
concentracbes de MVA no plasma humano, eles também apresentam algumas
desvantagens. A maioria dos estudos realizados em plasma utilizam extracdo em fase
sélida (ABRAR; MARTIN, 2002; DAS; PAL, 2014; JEMAL; SCHUSTER; WHIGAN,
2003; SAINI et al., 2006), o que encarece a analise para o numero elevado de
amostras requerido em estudos de farmacocinética-farmacodindmica. Também foi
relatado um grande volume de plasma (250 a 500 uL) para atingir um LIQ de 0,2 a
2,33 ng/mL. Apenas o estudo realizado por Kindt, Szekely-Klepser e Fountain (2011)
empregou a técnica de extracdo liquido-liquido a partir de aliquotas de 50 yL de
plasma com obtencéo de LIQ de 0,25 ng/mL.

O presente estudo reporta o desenvolvimento e a validacdo de um método
rapido, mais sensivel (LIQ=0,125 ng/mL), com preparacdo de amostras relativamente
simples e tempos de execucgdo curtos para a analise de MVA em plasma humano
utilizando UPLC-MS/MS. O método foi validado e aplicado na investigacdo das
concentracdes plasmaticas de MVA durante 24 h em uma voluntaria sadia e em uma
paciente com LES em duas fases: fase basal e apés o tratamento com dose Unica oral
de 40 mg de ATV.

[.3.2 OBJETIVOS

Desenvolver e validar o método de analise das concentracfes plasmaticas do
MVA empregando UPLC-MS/MS.

1.3.3 CASUISTICA E METODOS

[.3.3.1 Solucgdes padréo e reagentes

As solucdes estoque de mevalonolactona (MVL, 97%, Sigma-Adrich, St. Louis,
MO, EUA), acido mevalonico sal de litio (MVA, > 96%, Sigma-Adrich, St. Louis, MO,
EUA) e padréo interno - Pl (D,L-MVL-d3, Toronto Research Chemicals, Toronto, ON,
Canadd) foram preparadas individualmente em metanol nas concentragfes de 2, 2 e
0,2 mg/mL, respectivamente.

A solucéo estoque da MVL foi diluida na concentragcéo de 2000 ng/mL de agua.

A partir desta solugéo, foram preparadas diluicdes em agua nas concentracdes de
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200; 100; 50; 25; 8; 2; 1 e 0,5 ng/mL. A solucdo de MVA foi diluida na concentracao
de 40; 25 e 0,25 ng/mL plasma. A solucéo de PI foi diluida para 20 ng/mL em agua a
partir da solugéo estoque. O metanol (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), o acetato
de etila (Mallinckrodt, Paris, KY, EUA) e o formiato de amonio (99%, Sigma-Aldrich)
foram grau cromatografia. O acido férmico (90,1 %, J. T. Baker), o acido cloridrico
(37,8%, J. T. Baker) e o fosfato de potassio dibasico anidro (98%, Vetec Quimica Fina
LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil) foram grau PA. A agua utilizada foi obtida no
sistema de purificagdo Milli Q Plus (Millipore, Bedford, MA, EUA). Considerando que
o MVA é um composto enddgeno, todo o material utilizado para o preparo das
solucdes foi lavado com agua/metanol (80:20, v/v). O armazenamento das solucdes

padrdo e o preparo das amostras foram realizados empregando material descartavel.

[.3.3.2 Analise Cromatogréfica

A analise do MVA na forma de MVL foi realizada por UPLC-MS/MS constituido
por bomba quaternaria ACQUITY UPLC® H-Class, injetor automatico ACQUITY
UPLC® Sample Manager — FTN equipado com organizador de amostras ACQUITY
Sample Organizer, forno de coluna TCM/CHM® e espectrdometro de massas triplo
quadrupolo XEVO TQ-S® equipado com interface por eletronebulizacdo (ESI)
Zspray™ todos Waters (Milford, CT, EUA). A separacao da MVL e do PI foi realizada
na coluna Acquity UPLC® HSS-T3 (1,8 um, 2,1 x 100 mm, Waters), mantida na
temperatura de 35°C, e fase movel constituida por mistura de formiato de aménio 10
mM em solugcdo aquosa de acido formico 0,2% e é&cido formico 0,2% em metanol
(90:10, v/v) na vazéo de 0,2 mL/min. As andlises foram executadas no modo ionizacao
positiva. A voltagem do capilar foi de 3,50 kV. As temperaturas da fonte e de
dessolvatacdo foram mantidas a 150 e 550°C, respectivamente. O nitrogénio foi
utilizado como gas de nebulizacéo na pressao de 7,0 bar. O gas argonio foi utilizado
como gas de colisdo na vazao de 0,20 mL/min. A energia de coliséo foi de 8 e 9 eV
para a MVL e o PI, respectivamente, e a voltagem do cone foi mantida em 20 V para
ambos os analitos. As condi¢des de otimizagdo do MS/MS foram obtidas por infuséo
direta das solucdes padrao dos analitos na concentracéo de 100 ng/mL de agua. As
analises foram executadas no modo MRM. As moléculas protonadas e seus
respectivos produtos foram monitorados nas transi¢cdes 131,0>69,2 e 134,0>72,0 para

a MVL e o PI, respectivamente. A aquisi¢ao de dados e a quantificacdo das amostras



43

foram realizadas utilizando o programa MassLynx versdao 4.1 (Micromass,

Manchester, Reino Unido).

1.3.3.3 Preparo das amostras

Aliquotas de 100 pL de plasma foram acrescidas de 25 pL da solugao de PI,
200 pL de é&cido cloridrico 0,1 M e agitadas durante 5 seg. Apos repouso de 30 min
em temperatura ambiente, as amostras foram acrescidas de 1 mL de acetato de etila
e submetidas a agitacao vigorosa durante 1h e, em seguida, foram centrifugadas a
4°C, 21500 g por 10 minutos (centrifuga Himac CT15RE, Hitachinaka, Ibaraki, Japdo).
As fases organicas (800 uL) obtidas foram evaporadas a secura e retomadas em 150

uL de fase mével e 15 pL foram submetidos a analise cromatografica.

1.3.3.4 Validacdo do método

O método foi validado de acordo com a Resolu¢cao ANVISA RDC n.27 de 17 de
maio de 2012 para validacdo de métodos bioanaliticos. Considerando a
indisponibilidade de matrizes bioldgicas isentas de MVA (Sec¢do 1X), os ensaios de
curva de calibracéo, exatidao e efeito residual foram realizados empregando solugéo
aquosa de fosfato de potassio dibasico 0,1 M (SF) e os ensaios de precisao e
estabilidade foram realizados em fontes distintas de plasma (contendo um nivel basal
de MVL).

O ensaio de seletividade foi realizado a partir de curvas de calibragéo
preparadas em seis fontes distintas de plasma e seis curvas de calibracdo preparadas
em SF. As inclinagcbes obtidas nas curvas de calibracdo foram comparadas
empregando o teste t ndo pareado com auxilio do programa GraphPad Prism (verséo
5.01). O método foi considerado seletivo quando os valores das inclinagdes das
curvas em plasma e em SF n&do mostraram diferencas significativas (p = 0,05).

As curvas de calibracédo foram realizadas em triplicatas utilizando aliquotas de
100 uL de SF enriquecidas com 25 uL da solugao padrao de MVL e 25 uL da solugao
de PI. As curvas de calibragdo foram construidas nas concentracdes de 0,125; 0,25;
0,5; 2; 6,25; 12,5; 25 e 50 ng/mL de SF. As equacdes de regressado linear e 0s
coeficientes de correlacdo foram obtidos das areas dos picos plotadas em fungéo das
respectivas concentracdes utilizando a ponderacdo 1/x2. As curvas de calibracéo

foram consideradas aprovadas quando os desvios de, no minimo 75% dos padrdes
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de calibracdo, foram menores ou iguais a 20% para o LIQ e 15% para os demais
padrdes.

O efeito residual foi realizado utilizando trés amostras processadas de SF
branco (ndo acrescidas de padrdo de MVL e de PI) injetadas uma antes e duas apos
a injecdo de uma amostra processada do limite superior de quantificacdo (LSQ); 50
ng/mL de SF). Os resultados foram comparados com trés amostras processadas do
LIQ (0,125 ng/mL de SF). O efeito residual foi considerado ausente quando as areas
dos picos interferentes eluidos no tempo de retencdo dos analitos foram menores que
20% da area do LIQ da MVL e menores que 5% da area do PI.

A avaliacdo do efeito matriz foi realizada empregando 8 fontes distintas de
plasma, obtidos de voluntarios sadios ndo tratados com medicamentos, sendo 6
normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas. Cada amostra de plasma foi submetida ao
procedimento de extracdo descrito anteriormente (Item 1.3.3.3). Aliquotas de solucéo
padrdao de MVL (50 ng/mL em SF) foram infundidas diretamente no espectrometro de
massas (10 uL/min) e os plasmas processados foram injetados no sistema
cromatografico simultaneamente. A intensidade do sinal foi observada ao longo do
tempo do ensaio. O efeito matriz foi considerado ausente quando ndo se observou
nenhum aumento ou reducdo da resposta nos canais de transicdo de massas
monitorados para a MVL e o Pl no tempo de retencao de interesse.

Para a avaliacdo da exatiddo foram preparadas amostras de CQ nas
concentracbes de 0,125; 0,25; 25 e 40 ng/mL de SF (LIQ, CQB, CQM e CQA,
respectivamente). O CQD foi preparado em amostra de plasma, com concentracao de
MVL previamente determinada (1,56 ng/mL), adicionando solucédo padrdo de MVL até
atingir a concentracao de 100 ng/mL. As replicatas de CQD foram diluidas em SF na
proporcao de 1:10, imediatamente antes do procedimento de preparo da amostra.

As amostras de CQ foram analisadas em quintuplicatas empregando uma Unica
corrida analitica (exatiddo intracorrida) e trés corridas diferentes (exatidao
intercorridas). Os resultados foram apresentados como EPR. O método foi
considerado exato para valores de EPR dentro da faixa de + 20% para as amostras
do LIQ e + 15% para os demais CQ.

A precisao foi avaliada em amostras de plasma de seis voluntarios diferentes
analisadas em quintuplicatas, empregando uma Unica corrida analitica (precisao

intracorrida) e trés corridas diferentes (preciséo intercorridas). Os resultados foram
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apresentados como CV. O método foi considerado preciso para os valores de CV
dentro da faixa de + 20% para as amostras do LIQ e + 15% para os demais CQ.

Os estudos de estabilidade (curta duracdo, pés processamento e ciclos de
descongelamento) foram avaliados utilizando amostras de plasma obtidas de trés
voluntarios diferentes e analisadas em quintuplicatas. Para a avaliacdo da
estabilidade de curta duracéo as amostras de plasma foram mantidas em temperatura
ambiente (25°C) por 6 h e, posteriormente, processadas e analisadas. Para a
estabilidade pés-processamento, as amostras foram mantidas no autoinjetor a 10°C
durante 36 h antes de serem injetadas. Para a estabilidade de ciclos de
descongelamento, as amostras foram congeladas a -80°C por 24 h e, posteriormente,
foram descongeladas e novamente congeladas por 24 h. Esse ciclo foi repetido por
mais duas vezes antes do procedimento de preparo e analise.

As concentracdes obtidas apds os ensaios de estabilidade foram comparadas
com as obtidas das mesmas amostras recém preparadas e os resultados foram
apresentados como CV e EPR. As amostras foram consideradas estaveis para valores
de CV e EPR dentro da faixa de = 15%.

A avaliacéo da porcentagem de formacéao de MVL a partir do MVA foi realizada
através da analise de amostras do padrdo de MVA preparadas nas concentracdes de
0,25; 25 e 40 ng/mL de SF. Aliquotas (n=8) de 100 uL de cada solucao foram
submetidas ao mesmo processo de preparo das amostras e foram analisadas em trés
corridas analiticas distintas. As porcentagens de formag¢édo da MVL a partir do MVA
foram determinadas a partir da equagao:

% MVL = {(Concentragdo da solucdo de MVA x 1302)/148"} x 100, onde a é o
peso molecular da MVL e b é o peso molecular do MVA. Os resultados da
porcentagem de formacé&o foram apresentados como CV e EPR e os valores foram
considerados adequados dentro da faixa de + 15%.

1.3.3.5 Casuistica e protocolo clinico

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCFRP-USP (anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP/USP (anexo
B). Foram investigadas uma voluntaria sadia e uma paciente com LES, no estado
basal e ap0s a administragdo de dose uUnica oral de 40 mg de ATV. A paciente com

LES foi selecionada nos ambulatérios da Divisdo de Imunologia Clinica do
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HCFMRP/USP, enquanto a voluntaria sadia foi selecionada na comunidade USP.
ApoOs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, as participantes
foram internadas na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP/USP.

As amostras seriadas de sangue durante 24 h foram colhidas nas fases basal
(antes da administracdo de ATV) e ap0s a administracao de dose Unica oral de 40 mg
de ATV. As amostras foram colhidas em tubos contendo EDTA, nos tempos 0; 0,25;
0,5;1;1,5; 2;3;4;5; 6; 8;10; 12; 22 e 24 h.

.3.3.6 Analise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos da MVL foram calculados com base nas curvas
de concentracdes plasmaticas total versus tempo. Foi empregado o modelo néo
compartimental utilizando o programa Phoenix® WinNonlin®, versdo 6.4

(PharsightCorp., Mountain View, California, EUA).
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[.3.4 RESULTADOS

As Figuras 11 e 12 apresentam o0s espectros de massas das moléculas
protonadas e seus respectivos produtos obtidos para a MVL e o PI, respectivamente.
A Figura 13 apresenta os cromatogramas referentes a analise do branco de solugéo
fosfato de potassio dibasico 0,1 M (SF), padrdo de MVL na concentracdo de 0,25
ng/mL de SF, amostra de controle de qualidade da MVL em plasma na concentracao
de 1,80 ng/mL plasma (CQ de plasma com valor pré-determinado) e amostra de uma
voluntaria sadia coletada no primeiro dia de internacdo, sem a administracdo de ATV

(niveis basais).
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Figura 11: Espectro de massas da molécula protonada (A) e do ion produto (B) da mevalonolactona
(transicdo 131,0 > 69,2).
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Figura 12: Espectro de massas da molécula protonada (A) e do ion produto (B) da mevalonolactona-D3
(transicdo 134,0 > 72,0).
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Figura 13: Cromatogramas referentes a anélise da mevalonolactona (MVL) e do padréo interno MVL-D3
(20 ng/mL de 4gua). A- Branco de solucgéo fosfato de potassio dibasico 0,1 M (SF); B- Padrao MVL 0,25
ng/mL de SF+PI; C- CQ MVL 1,80 ng/mL de plasma+PIl; D-Amostra de voluntaria sadia coletada no
primeiro dia de internacao, sem a administragdo de ATV (niveis basais) +PI. Escala: MVL 6,8x10% e PI
5,0x105.
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As Tabelas 11 e 12 apresentam a comparacdo das inclinacées das curvas de
calibracdo obtidas em plasma e em SF e os resultados obtidos na validacdo do

método de analise da MVL em plasma, respectivamente.

Tabela 11: Andlise estatistica das inclinages das curvas de calibragdo da mevalonolactona
obtidas em plasma e em solucéo de fostato de potassio dibasico 0,1M (SF)

Inclinacdo da curva de calibracao

Amostra (SF ou Plasma)

SF Plasma
1 0,0988560 0,0974721
2 0,1037620 0,0967013
3 0,0984505 0,1003120
4 0,0932570 0,0951739
5 0,0973834 0,0948167
6 0,0959609 0,0948058
Mediana 0,09792 0,09594
Média 0,09794 0,09655
IC 95% 0,09427 - 0,1016 0,09430 - 0,09880
p* 0,4233

* Teste t ndo pareado
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Tabela 12: Parametros de validacdo do método de analise da mevalonolactona em plasma
e em solucéo fosfato de potassio dibasico 0,1 M (SF)

Linearidade em SF

Intervalo

Equacédo dareta

r2

0,125 - 50 ng/mL

y =0,109308 x + 0,019932

0,994929

Precisdo e Exatiddo em SF

Precisédo (CV%)

Exatiddo (EPR%)

CQ
(ng/mL) Intracorrida Intercorridas Intracorrida Intercorridas
(n=6) (n =18) (n =6) (n =18)
0,125 12,84 12,63 -13,20 -3,25
0,25 10,81 8,67 -0,15 0,27
25 4,36 3,97 -2,71 -2,76
40 2,19 2,82 2,68 2,38
100* 4,73 5,16 -8,11 -8,95
Precisdo em plasma
Intracorrida Intercorridas
Plasma Médis (:ng/mL) CcV (%) Médina:(nl%lm L) CV (%)
1 2,32 2,60 2,61 10,88
2 3,61 4,67 3,98 11,69
3 2,42 3,90 2,58 10,55
4 3,09 3,81 3,22 8,96
5 1,56 2,46 1,68 9,85
6 3,19 0,83 3,28 6,86
Estabilidade em plasma
Recem procespsoasmento Curta Duracdo des:cg:(g:r:(g;lglzg(;nto
Plasma preparado (36 h, 10°C) (6 h, 25°C) (-80 a 25°C)
Médif] (=ng/ ML) cv() EPR(%) CV(%) EPR(%) CV (%) EPR (%)
2,61 1,58 -0,73 1,88 13,65 2,28 5,38
3,98 2,52 -3,90 1,84 11,52 0,60 5,30
3 1,68 1,35 -2,92 6,64 10,98 2,64 5,59

*CQ preparado em plasma e diluido em SF na proporg¢éo de 1:10
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A Figura 14 apresenta a avaliacdo do efeito matriz. Os cromatogramas
referentes a amostra de plasma injetada no sistema cromatogréafico foram analisados
simultaneamente com as solugdes padrao de MVL e MVL-D3 50 ng/mL SF infundidas

diretamente no espectrometro de massas.

MVL MVL-D3
(131>69,2) tR=2,8 (134>72) tR=2,8
100- 100+
4e6 8e5
2,8 min
0\07
0\9_
0 T 7 T
0 T T T 0.00 2.00 4.00
0.00 2.00 4.00

Figura 14: Avaliagcao do efeito matriz. Os cromatogramas referentes & amostra de plasma injetada no
sistema cromatografico foram analisados simultaneamente com as solugcdes padrdo de
mevalonolactona (MVL, 50 ng/mL de tamp&o fosfato) e mevalonolactona deuterada (MVL-D3 50 ng/mL
de metanol) infundidas diretamente no espectrdmetro de massas.
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A Tabela 13 apresenta a porcentagem de formacéo da MVL a partir do MVA
obtidas em SF.

Tabela 13: Porcentagem de formagéao da MVL a partir do MVA

MVA (ng/mL) 0,25 25 40

CV (%) EPR(%) CV(%) EPR(%) CV(%) EPR (%)
Preciséo e Exatidéo 1.24 13,87 4,24 14,15 6,09 12,10
Intra-corrida (n=8)
% Formagao de MVL 113,87 114,15 112,10

CV (%) EPR(%) CV(%) EPR(%) CV(%) EPR (%)
Precisdo e Extatidéo 5,30 10,57 3,45 14,00 5,25 11,97
Intercorridas (n=24)
% Formagao de MVL 110,57 114,00 111,97

CV: coeficiente de variagéo [(desvio padrdo/concentracdo média experimental)]*100, EPR: erro padréo
relativo [(concentracdo média experimental - valor nominal)/valor nominal] * 100.

A Figura 15 apresenta as curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo
da MVL para uma paciente com LES e uma voluntaria sadia no primeiro dia de
internacdo, sem a administragdo de ATV, e no segundo dia de internacgéao,

imediatamente antes e até 24 h apds a administracao de dose Unica oral de 40 mg de
ATV.

MVL basal “— MVL tratamento
LES SADIO
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Figura 15: Curvas de concentra¢des plasmaticas versus tempo da MVL para uma paciente com LES
e uma voluntéria sadia no primeiro dia de internagdo, sem a administracdo de ATV (MVL basal) e no
segundo dia de internacéo, imediatamente antes e até 24 h apos a administracéo de dose Unica oral
de 40 mg de ATV (MVL tratamento com ATV).
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A Tabela 14 apresenta a disposicéo cinética da MVL para uma paciente com

LES e uma voluntaria sadia nas fases basal e tratamento com dose Unica oral de ATV.

Tabela 14: Pardmetros farmacocinéticos da MVL nas fases basal e tratamento com dose Unica
oral de 40 mg de ATV. Dados individuais de uma paciente com LES e uma voluntéaria sadia

Voluntéaria sadia MVL basal MVL tratamento
AUC %240 (ng.h/mL) 62,49 30,83
AUC %%" (ng.h/mL) 15,33 5,64
Chmin (Ng/mL) 2,04 0,70
Paciente com LES MVL basal MVL tratamento
AUC %24 (ng.h/mL) 76,87 27,82
AUC %6 (ng.h/mL) 16,33 6,01
Chmin (ng/mL) 2,13 0,51

MVL: mevalonolactona. AUC: &rea sob a curva concentra¢@o plasmética vs tempo no intervalo
de 0-24 h e 0-6 h, Cmin: concentracdo plasméatica minima.

1.3.5 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta o desenvolvimento e a validagcdo do método de
analise do MVA em plasma, na forma de MVL, empregando UPLC-MS/MS, o qual foi
aplicado em estudos de exposicdo sistémica em uma voluntaria sadia e em uma
paciente com LES, nas fases basal e apés tratamento com dose Unica oral de 40 mg
de ATV.

Poucos estudos da literatura descrevem a analise do MVA em plasma
empregando LC-MS/MS com eletronebulizacdo no modo positivo (MVL 131>69 ou
MVL ligada ao aduto de amdnio 148>70) ou no modo negativo (MVA 147>59)
(ABRAR; MARTIN, 2002; DAS; PAL, 2014; JEMAL; SCHUSTER; WHIGAN, 2003;
KINDT; SZEKELY-KLEPSER; FOUNTAIN, 2011; SAINI et al., 2006; WALDRON;
WEBSTER, 2011). O principal método de preparo de amostra é a extragdo em fase
solida, pois somente Kindt, Szekely-Klepser e Fountain (2011) utilizam procedimento
de extracdo com acetato de etila em meio acido.

No método apresentado nesse estudo, a analise do MVA foi realizada no modo

eletronebulizacdo positivo, monitorando o ion da MVL e utilizando a MVL-D3 como PI
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(Figuras 11 e 12, respectivamente). O uso do padrao interno deuterado € fundamental
para a analise da MVL em plasma, visto que o MVA é um composto enddgeno e existe
em equilibrio com a sua forma lactona (MVL). A conversdo de MVA para MVL é
necesséria para produzir um composto mais lipofilico, o qual poderia ser extraido do
plasma mais facilmente e cromatografado por HPLC. No presente estudo, as amostras
de plasma foram acidificadas com acido cloridrico e mantidas em repouso durante 30
min para converter o MVA em MVL (ABRAR; MARTIN, 2002; JEMAL; SCHUSTER;
WHIGAN, 2003; KINDT; SZEKELY-KLEPSER; FOUNTAIN, 2011; RODRIGUES et al.,
2014; SAINI et al., 2006; WALDRON; WEBSTER, 2011).

A avaliacdo da porcentagem de formacéo de MVL a partir do MVA resultou em
100% de converséao (Tabela 13), indicando que o método apresentado pelo presente
estudo foi adequado para a anédlise de MVL em amostras de plasma humano. Nao ha
dados na literatura que relata um valor de referéncia para a conversao de MVL a partir
de MVA. No entanto, quanto mais proximo de 100%, mais confiavel sera o método
analitico. No estudo realizado por Rodrigues et al. (2014), a porcentagem de
conversao foi de apenas 70%.

O preparo das amostras de plasma foi desenvolvido de acordo com o estudo
de Kindt, Szekely-Klepser e Fountain (2011), com algumas altera¢des. A separagao
cromatografica foi realizada na coluna HSS-T3 (1,8 um, 2,1 x 100 mm) com fase movel
constituida por formiato de amdnio 10 mM e metanol, contendo acido férmico 0,2%,
com tempo de analise de 4 minutos (Figura 13). O método foi validado de acordo com
a Secao I1X da resolucdo RDC n.27 (ANVISA, 2012), considerando que o MVA é uma
molécula endbgena.

As inclinagdes das curvas realizadas em seis fontes distintas de plasma e em
solucdo de fosfato de potassio dibasico (SF) ndo apresentaram diferencas
significantes (p= 0,4233; Tabela 11), assim utilizamos SF para o preparo das curvas
de calibracao e dos controles de qualidade utilizados nos ensaios de exatidao intra e
inter-corridas e efeito residual. Os estudos de precisdo intra e inter-corridas e
estabilidade foram realizados em amostras de plasma de fontes distintas (Tabela 12).
A linearidade obtida foi de 0,125 a 50 ng/mL de SF empregando aliquotas de 100 uL
de plama. O LIQ de 0,125 ng de MVL/mL de plasma pode ser considerado o mais
sensivel da literatura, uma vez que o valor mais proximo de LIQ de 0,25 ng/mL foi

apresentado por Kindt, Szekely-Klepser e Fountain (2011), empregando aliquotas de
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50 uL de plasma. Os demais estudos apresentaram valores de LIQ entre 0,2 e 50
ng/mL utilizando aliquotas de plasma entre 200 e 500 pL.

Os estudos de exatiddo em SF apresentam valores de EPR menores que 14%
e os estudos de preciséo realizados em plasma apresentam valores de CV menores
que 12%, indicando o método como preciso e exato (Tabela 12). Nado foram
observados aumento ou reducédo da resposta nos canais de transicdo de massas
monitorados para a MVL e o PI no tempo de retenc¢éo de interesse, dessa forma pode-
se dizer que o método ndo apresenta efeito da matriz (Figura 14). N&o foi observado
efeito residual apds a injecédo de padrées processados na concentracdao de 50 ng/mL
de SF (cromatogramas ndo apresentados). A comparacdo das amostras de plasma
recém preparadas com aquelas submetidas a trés ciclos de descongelamento (-80 a
25°C), estocagem a 25°C durante 6 h e estocagem a 10°C durante 36 h apresentou
valores de EPR abaixo de 14%, garantindo a estabilidade das amostras (Tabela 12).

O método foi aplicado inicialmente na analise de amostras de plasma de uma
voluntaria sadia e uma paciente com LES com a finalidade de avaliar as
concentragdes plasmaticas basais de MVL durante 24 h. Os resultados apresentados
na Figura 15 mostram que as concentracdes plasmaticas de MVL exibem ritmo
circadiano, com observacdo das menores concentracdes plasmaticas em torno das
14:00 h. Vérios estudos anteriores indicam que a biossintese do colesterol exibe
variagdo diurna com queda na velocidade de sintese durante o dia e velocidade
maxima de sintese durante a noite, com picos de concentracao plasmatica de MVL
ocorrendo entre 24:00 e 04:00 h. Varios fatores dietéticos influenciam as taxas de
biossintese do colesterol em humanos, incluindo o teor de colesterol da dieta e a
frequéncia das refeicbes (PAPPU; ILLINGWORTH, 1994; PARKER et al., 1984).

As concentracdes plasmaticas de acido mevaldnico estédo correlacionadas com
a atividade da HMG-CoA redutase hepética, ou seja, a reduc¢éo na atividade da HMG
CoA redutase no figado, reduz a biossintese do colesterol (PAPPU; ILLINGWORTH,
1994; PARKER et al., 1984). Assim, a administracéo de dose Unica de 40 mg de ATV
reduziu a exposicdo sistémica da MVL (AUC®24") em 50 a 60% (Tabela 14). Waldron
e Webster (2011) reportam reducéo de 49% nas concentracdes plasmaticas de MVL
(amostras coletadas aleatoriamente em funcdo do tempo) em pacientes com
hipercolesterolemia tratados com atorvastatina, rosuvastatina ou sinvastatina durante

3 meses.
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Concluindo, o método desenvolvido e validado para a analise de MVL em
plasma, com LIQ de 0,0125 ng/mL, permitiu a quantificacdo de todas as amostras
coletadas no intervalo de 24 h, com observagéo de ritmo circadiano e valores de Cmin
em torno das 14:00 h, variando entre 0,51-2,13 ng/mL para as duas participantes
investigadas. A administracdo de dose Unica oral de 40 mg de ATV reduziu a
exposicdo sistémica do MVL (AUC?24") em 50-60%.

.4 CONCLUSAO

1- O métodos desenvolvidos e validados de andlise sequencial da concentragao total
da ATV e seus metabdlitos (p e 0-OH-ATV, ATV-LAC e p e 0-OH-ATV-LAC) em
plasma e da concentracdo livre da ATV em plasma empregando coluna de fase
reversa com fase mével isocratica e UPLC-MS/MS apresenta excelente sensibilidade,
com baixos valores de LIQ (0,025 ng/mL para a concentragao total e 0,00625 ng/mL
para a concentracao livre), baixo volume de plasma (50 pL para a concentragao total
e 100 pyL para a concentragao livre), preparo de amostras simples e rapido,

linearidade, seletividade, precisao e exatidao.

2-O método de analise sequencial da ATV e seus cinco metabdlitos como
concentracédo total permitiu analisar todas as amostras de plasma coletadas até 36 h
apos a administracao de dose Unica oral de 20 mg de ATV a uma paciente com LES.

3-O método de andlise da concentracdo livre da ATV foi aplicado na amostra de
plasma correspondente ao Cmax da concentracao total de ATV, apds a administracédo
de dose Unica oral de 20 mg de ATV a uma paciente com LES, evidenciando ligacao

as proteinas plasmaticas de 90%.

4-O método desenvolvido e validado de analise da GFZ em plasma empregando
coluna de fase reversa com fase movel isocratica apresenta excelente sensibilidade,
com baixo volume de plasma e menores valores de LIQ da literatura considerando a
utilizacéo de plasma humano e sistema UPLC-MS/MS (LIQ 0,01 ug/mL e aliquotas de
25 L de plasma), preparo de amostras simples e rapido, linearidade, seletividade,
precisao e exatidao.
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5-O método da GFZ em plasma foi compativel com a aplicacdo em estudo de
farmacocinética clinica da GFZ em voluntaria sadia ap0s doses multiplas orais de 600
mg/12h de GFZ.

6-O método desenvolvido e validado da MVL em plasma empregando coluna de fase
reversa com fase movel isocratica e UPLC-MS/MS apresenta excelente sensibilidade
(LIQ 0,125 ng/mL), baixo volume de plasma (100 pL), linearidade, seletividade,
preciséo e exatidao.

7-O método da MVL foi compativel com a aplicacdo em estudo de exposicao sistémica
durante 24 h para uma voluntéria sadia e uma paciente com LES, nas fases basal ou
apos a administracdo de dose Unica oral de 40 mg de ATV.

8-A administracéo de dose Unica oral de 40 mg de ATV reduziu a exposi¢ao sistémica
da MVL (AUC?24") em aproximadamente 50 a 60%.



CAPITULO Il

Efeito do lUpus eritematoso sistémico na atividade
do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1
avaliado com base na farmacocinética e

farmacodinamica da atorvastatina
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1.1 INTRODUCAO

A relevancia clinica da inflamacdo na farmacocinética permanece como
desconhecida e estudos clinicos sdo necessarios para saber qual a contribuicdo da
inflamacdo na variabilidade da farmacocinética e na relacdo dose-resposta de
medicamentos, especialmente para os medicamentos de baixo indice terapéutico
(KIM; OSTOR; NISAR, 2012; SLAVIERO; CLARKE; RIVORY, 2003).

Estudos in vitro, pré-clinicos e clinicos mostram que a resposta inflamatdéria altera
a expressao e a atividade de diferentes transportadores de membranas (CRESSMAN;
PETROVIC; PIQUETTE-MILLER, 2012). A modulacdo da expressao de
transportadores de membranas durante a inflamacéo pode ser atribuida a atividade
de multiplas citocinas pré-inflamatoérias incluindo IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y, entre
outras (FEGHALI; WRIGHT, 1997; SEIFERT et al.,, 2017). Considerando que
alteracbes na expressdo de transportadores pode resultar em alteracdes nos
parametros farmacocinéticos, incluindo alteracbes da concentracdo no sitio alvo, a
resposta inflamatdria pode ser considerada um importante fator na variabilidade
interindividual da eficacia e toxicidade de medicamentos, especialmente aqueles de
baixo indice terapéutico. Os dados disponiveis indicam que estados de doencas
associados com inflamacao e producéo desregulada de citocinas resultam em infra-
regulacdo de enzimas metabolizadoras e em infra-regulagcédo ou supra-regulacao de
transportadores de membranas, além de alteracdes nas concentracdes de proteinas
plasméticas (diminuicdo de albumina e aumento de alfa-1 glicoproteina acida) e no
volume de fluidos corporais (edema) (SEIFERT et al., 2017).

Logo, a inflamacdo pode reduzir o clearance e aumentar a concentragéo
plasmatica de medicamentos via metabolismo e/ou transportadores (LIPTROTT,;
OWEN, 2011). As altas concentracbes de citocinas pro-inflamatérias observadas
durante a inflamac&o também podem estar associadas com fenoconversédo, ou seja,
conversao transitoria de gendtipos de metabolizadores normais para fenotipos de
metabolizadores pobres do CYP2D6, CYP2C19 e NAT2, dentre outras enzimas
metabolizadoras (SHAH; SMITH, 2015a, 2015b). Logo, estudos in vitro e em animais
de experimentacao sinalizam potenciais interacées medicamento-doenca em doengas
agudas e crbnicas associadas com concentracbes elevadas de citocinas pro-
inflamatorias.

Considerando que a inflamagéo pode ser um fator importante na variabilidade da

resposta aos medicamentos em uso na clinica, seja modificando a eficacia, seja
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modificando a toxicidade, os estudos clinicos sdo imperativos na tomada de decisdes
relativas a medicina de precisao.

O LES é uma doenca inflamatoria, autoimune e crénica, com patogénese ainda
pouco compreendida. A doenca se caracteriza por acumulo de autoanticorpos
antinucleares, hiperativacdo de células imunes e danos a multiplos 6rgaos, que séo
desencadeados por deposicdo de complexos imunes. Apresenta periodos clinicos de
atividade (exacerbacao) e de remissdo (sem manifesta¢des), com gravidade variavel
desde formas leves e intermitentes até quadros graves e fatais (ASANUMA et al.,
2003; LANNA; FERREIRA; TELLES, 2014; SAHEBKAR et al., 2016a; SZABO;
SZODORAY; KISS, 2017; TSOKOS, 2011). A complexidade do quadro clinico do LES
pode ser aumentada pela presenca simultdnea de manifestacBes atribuiveis a
atividade da doenca, dano crbnico, efeitos colaterais dos medicamentos e co-
morbidades, especialmente infec¢bes (GRIFFITHS; MOSCA; GORDON, 2005).

Embora a causa do LES ndo seja conhecida, a interacdo de fatores genéticos,
hormonais e ambientais parece participar do seu desencadeamento (ASANUMA et
al., 2003; LANNA; FERREIRA; TELLES, 2014; SAHEBKAR et al., 2016a; SZABO;
SZODORAY; KISS, 2017; TSOKOS, 2011). Os avancos terapéuticos ocorridos nas
Gltimas décadas melhoraram significativamente o controle da evolucdo do LES,
embora casos de remissdo completa da doenca sejam raros.

A atividade do LES pode ser avaliada por diferentes indices de atividade da
doenca, dentre os quais pela escala SLEDAI, a qual representa um parametro
guantitativo e objetivo incluindo vinte e quatro variaveis clinicas e laboratoriais
presentes no dia ou nos ultimos 10 dias precedentes da avaliacdo do paciente. A
atividade do LES na escala SLEDAI pode variar de zero a 105, sendo zero sem
atividade, 1 a 5 atividade leve, 6 a 10 atividade moderada, 11 a 19 atividade alta e
acima de 20 atividade muito alta (CAVICCHIA et al., 2013; GRIFFITHS; MOSCA;
GORDON, 2005).

Os pacientes com LES séo caracterizados por inflamacdo evidenciada por
aumento na producéo de TNF-q, IL-6, IFN-y, IL-10 e proteinas de fase aguda. O perfil
lipidico dos pacientes com LES parece ser modulado por altas concentracdes de duas
citocinas proaterogénicas, MCP-1 e IL-6. As concentracdes de MCP-1 estdo
relacionadas com a infiltracdo de mondcitos em lesGes ateroscleroticas e, portanto,
desempenham um papel na resposta celular inflamatoria inicial. Os niveis elevados

dessa citocina em pacientes com LES estédo associados a atividade da doenca e ao
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aumento dos niveis de triglicérides, enquanto a producdo aumentada de IL-6 esta
relacionada com a reducao das concentracdes de HDL (ASANUMA et al., 2006; DE
CARVALHO et al., 2004; SZABO; SZODORAY:; KISS, 2017). Assim o LES esta
associado com o aumento do risco de doencgas cardiovasculares. As doencas
cardiovasculares sdo causadas por fatores de risco tradicionais, tais como
dislipidemias, hipertensédo arterial sistémica, sexo feminino, idade, tabagismo,
diabetes mellitus e obesidade, como também por fatores ndo tradicionais
(relacionados com a doenca) como inflamacao vascular, lesdo da parede arterial,
terapia com corticosteréides, doenca renal cronica e anticorpos antifosfolipidicos. A
prevaléncia de dislipidemia com elevacao do colesterol total, LDL, VLDL (very low
density lipoprotein), triglicérides e apolipoproteina B (ApoB) e reducao dos niveis de
HDL, ocorre em cerca de 30% dos pacientes com LES, aumentando para 60% ap06s
3 anos do diagndstico da doenca (DEMIR et al., 2016; HERMANSEN et al., 2017; KIM
etal., 2017; PETRI et al., 1992, 1996; SZABO; SZODORAY; KISS, 2017).

A via biossintética do colesterol comeca no citosol com a formacdo de HMG-CoA
a partir de acetil-CoA (coenzima A), aminoacidos e 4cidos graxos, pela enzima HMG-
CoA sintase. Em uma segunda etapa, a HMG-CoA é reduzida pela enzima
microssomal HMG-CoA redutase, formando o MVA. E nessa etapa que as estatinas
agem como inibidores da HMG-CoA redutase para reduzir a biossintese de MVA e,
finalmente, as concentracdes circulantes de colesterol. H4 também evidéncias que
sugerem que o colesterol exdgeno inibe sua prépria sintese através de feedback
negativo no ponto de producdo do MVA (WALDRON; WEBSTER, 2011).

As concentracdes plasméaticas de MVA estao relacionadas a taxa de biossintese
do colesterol e se correlacionam com a atividade da HMG-CoA redutase hepatica.
Isso sugere que as concentracdes plasméaticas de MVA podem ser usadas como
biomarcador da inibicdo da HMG-CoA redutase pelas estatinas (ABRAR; MARTIN,
2002; WALDRON; WEBSTER, 2011).

As estatinas sao a classe de medicamentos mais usada no mundo para reduzir o
colesterol, sendo um tratamento efetivo para a hipercolesterolemia pela inibicdo da
HMG-CoA redutase no figado. As estatinas séo distribuidas para o figado através do
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, onde desempenham sua acéo
farmacoldgica (DU SOUICH; ROEDERER; DUFOUR, 2017; KALLIOKOSKI; NIEMI,
2009; SHARMA et al., 2012). As estatinas também possuem efeitos pleiotrépicos,

incluindo propriedades anti-inflamatérias, imunomodulatérias, antitrombdéticas e de
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melhoria da funcdo endotelial (AHMADI; GHORBANIHAGHJO; ARGANI, 2017;
SAHEBKAR et al., 2016a).

A inibicdo da HMG-CoA redutase causa reducdo dos niveis intracelulares de LDL
e aumento da expressdo de receptores APO B/E na membrana dos hepatdcitos.
Esses receptores fazem a depuracdo de ApoB e reduzem o LDL circulante
armazenando-o dentro das células para compensar a reducdo intracelular
(SANGUINO et al., 2005; SZABO; SZODORAY; KISS, 2017). Como a meia-vida do
LDL é de 3-4 dias, um novo estado de equilibrio apds o tratamento com estatina deve
ser alcancado em cerca de 2 semanas apos o inicio da terapia. Assim, o efeito maximo
das estatinas € atingido em 4 a 6 semanas, como demonstrado no trabalho de Kim et
al. (2011) através da simulac@o de curvas dose-resposta. Embora o efeito méaximo
das estatinas sobre o LDL ocorra ap0s 4-6 semanas de tratamento, a inibicdo da
HMG-CoA redutase pela estatina ocorre instantaneamente. Logo, as concentracdes
plasmaticas de MVA sao alteradas em funcéo do tempo apds a administracdo de dose
Unica de estatina.

Além de reduzir as concentracdes plasmaticas de LDL, as estatinas, em particular
a ATV, diminui as concentracdes plasmaticas de triglicérides (PRAMFALK et al.,
2011; ROGLANS et al., 2002; SANGUINO et al., 2005). Porém, os mecanismos
envolvidos na diminuicdo de triglicérides pelas estatinas ainda ndo sao bem
compreendidos. Estudos indicam que a ATV induz a expresséao de receptores PPAR-
a em células endoteliais, que quando ativados aumentam a endocitose e a 3-oxidacéo
hepatica/muscular de &cidos graxos nao esterificados (non-esterified fatty acid —
NEFA) e assim, diminuem a disponibilidade de NEFAs para a sintese de triglicérides
(INOUE et al., 2000; KELLER et al., 2000; SAHEBKAR et al., 2016b).

A ATV calcica é administrada na sua forma &cida ativa, altamente solluvel e
permeavel (log Poctanol:agua 4,07) € sujeita a eliminagéo pré-sistémica no intestino e no
figado (DUAN; ZHAO; ZHANG, 2017; ZHOU et al., 2013). Em um estudo realizado
por Gibson et al. (1997), apés administracéo oral de 10 mg, a biodisponibilidade da
ATV é de 14%. A ATV, via UGT1A3 e com alguma contribuicdo da UGT1Al, via
coenzima A ou ndo enzimaticamente em pH menor que 4, sofre interconversao ao
metabdlito lipofilico inativo ATV-LAC. As formas &cida e lactona da ATV sao
metabolizadas aos correspondentes p- e 0- metabalitos hidroxilados via CYP3A4. Os
metabolitos ativos p e 0-OH-ATV acida sdo responsaveis por 70% da atividade
inibitoria total da HMG-CoA redutase plasmatica (LENNERNAS, 2003; MACWAN et
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al., 2011). Embora as formas lactona da ATV sejam inativas em relacédo aos efeitos
hipolipemiantes, suas elevadas concentracdes plasmaticas estdo associadas com a
manifestagdo de miopatia (HERMANN et al., 2006). Assim, as razbes das
concentragdes plasmaticas metabdlito lactona/farmaco inalterado sédo consideradas
potenciais marcadores do risco de miopatia associado a ATV.

O transporte dos metabdlitos acidos da ATV via transportador de influxo
sinusoidal OATPBL1 é similar ao da ATV, enquanto o da lactona e de seus metabdlitos
hidroxilados ocorre em menor velocidade provavelmente porque a difusdo passiva €
um processo mais importante para as lactonas lipofilicas quando comparadas com as
formas acidas mais hidrofilicas. A ATV e seus metabdlitos acidos e lactonas séo
ativamente excretados para a bile via transportador MDR1 (multi-drug resistance
gene) e BCRP (breast cancer resistance protein) (BUCHER et al., 2011; DUAN;
ZHAO; ZHANG, 2017; LENNERNAS, 2003; NEUVONEN; NIEMI; BACKMAN, 2006).

O clearance total da ATV é de 625 mL/min, a taxa de extracdo hepatica (En) de
0,42 e o volume de distribuicdo de 381 L na administracao de dose Unica intravenosa
de 5 mg de ATV a voluntarios sadios. A ligacdo da ATV as proteinas plasmaticas é
maior que 90%. A meia-vida de eliminacédo da ATV é de 7 h, enquanto maiores valores
(13-16 h) séo reportados para os seus metabdlitos acidos ativos. A excrecdo renal é
de pouca importancia (<1%) na eliminacdo da ATV e seus metabdlitos (GIBSON et
al., 1997; LENNERNAS, 2003).

O equilibrio instantaneo entre a concentragdo livre de um farmaco no sangue e
no figado ocorre somente para farmacos lipofilicos que n&do dependem dos
transportadores da membrana sinusoidal. A ATV representa um exemplo de farmaco
em que o metabolismo e/ou excrecao biliar constituem processos muito mais rapidos
do que o transporte de influxo sinusoidal, ou seja, o0 seu clearance hepatico depende
do transporte de influxo sinusoidal e ndo do metabolismo, pois o clearance metabdlico
(CLm) somado ao clearance de efluxo canalicular (CLCef) é muito maior do que o
clearance de efluxo sinusoidal (CLSef). Logo, o clearance hepatico da ATV é
dependente da atividade de OATPs presentes na membrana sinusoidal e ndo do CLm.
Estudos anteriores mostram que a inibicdo de OATPs resulta em aumento de 12 vezes
nos valores de AUC da ATV, enquanto a inibicdo do CYP3A4 nao afeta as
concentragdes plasmaticas da ATV. No entanto, a inibicdo do CYP3A4 aumenta a

exposicdo hepatica da ATV e consequentemente altera a resposta farmacologica,
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enquanto a inibicdo de OATPs altera a exposicdo sistémica, mas nao altera a
exposicao hepatica (PATILEA-VRANA; UNADKAT, 2016).

As estatinas sdo frequentemente coadministradas com classicos agonistas
PPAR-a, como a GFZ, no tratamento de dislipidemias, principalmente aos pacientes
gue exibem altas concentracdes plasmaticas de triglicérides. Ademais, a GFZ é um
inibidor do transportador de influxo sinusoidal OATP1Bl1 e também inibi a
glucuronidagcao das estatinas no intestino (BROWN, 2018; KALLIOKOSKI; NIEMI,
2009; NEUVONEN; NIEMI; BACKMAN, 2006; SANDO; KNIGHT, 2015). Embora a
inibicdo da lactonizacdo das estatinas pela GFZ seja teoricamente interessante,
devido a pequena contribuicdo da glucuronidacdo no clearance das estatinas, ela
parece ndo ter uma importancia quantitativa nas interacdes GFZ com estatinas
(NEUVONEN; NIEMI; BACKMAN, 2006).

A administracdo de doses multiplas de GFZ (600 mg/12 h) por 7 dias a voluntarios
sadios aumenta a exposicao sistémica (AUC) da ATV em 1,24 a 1,35 vezes (dose
Unica de 20 ou 40 mg de ATV) devido a inibi¢cao do transportador de influxo sinusoidal
OATP1B1. A administracdo de GFZ aumenta a exposicéo sistémica ndo somente da
ATV inalterada, mas também de todos os seus metabdlitos hidroxilados acidos e
lactonas, exceto do metabolito ATV-LAC, uma vez que a lipossolubilidade do referido
metabodlito é compativel com difusdo passiva e ndo transporte dependente do
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1. A razdo de AUC ATV-LAC / ATV diminui
(20-35%) durante a coadministragdo com GFZ, enquanto a razdo da AUC para
metabalitos hidroxilados acidos e lactonas pela ATV aumenta (25-50%) (NEUVONEN,;
NIEMI; BACKMAN, 2006; WHITFIELD et al.,, 2011). O aumento da exposicao
sisttmica da ATV na associacdo com GFZ estd associado com miopatia ou até
mesmo com rabdomidlise somente em pacientes que fazem uso crbnico da
coadministracdo por mais de 2 meses (HANSEN et al., 2005; MIZRANITA,
PRATISTO, 2015).

A reducédo na atividade dos transportadores de influxo, como o OATP1B1, dos
transportadores de efluxo canalicular, como MDR1 e BCRP, e de enzimas implicadas
no processo de metabolismo de farmacos, como CYP3A4, pode alterar a
concentracdo de ATV no sangue e/ou no figado, com consequente alteracdo da
resposta farmacoldgica ou toxica (DU SOUICH; ROEDERER; DUFOUR, 2017).
Assim, o presente estudo tem como objetivo investigar o efeito da doenca inflamatoria

LES na atividade do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, avaliada com base
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na farmacocinética e farmacodinamica da ATV associada ou ndo a GFZ, um farmaco
inibidor da atividade do transportador OATP1B1. As concentracfes plasmaticas de
ATV e seus cinco metabolitos serdo usadas como parametros farmacocinéticos,
enquanto as concentragfes plasmaticas de MVA serdo usadas como parametro

farmacodinamico da ATV.

1.2 OBJETIVOS

O objetivo principal do estudo é avaliar o efeito do LES na atividade do
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, empregando como parametros
farmacocinéticos as concentracdes plasmaticas da ATV e seus metabdlitos e como

parametro farmacodindmico as concentracdes plasméaticas de MVA.

Os objetivos especificos séo:

e avaliar a atividade in vivo do CYP3A4 empregando como farmaco marcador o
midazolam nas voluntarias sadias e nas pacientes com LES;

e avaliar as concentracdes plasmaticas das citocinas IFN-y, IL-6, TNF-qa, IL-10,
IL-18, IL-8 e MCP-1 nas voluntarias sadias e nas pacientes com LES;

e descrever a farmacocinética da ATV e seus metabdlitos nas voluntérias sadias
e nas pacientes com LES;

e avaliar a influéncia da atividade do LES na farmacocinética da ATV,

e descrever a influéncia da GFZ na farmacocinética da ATV e seus metabdlitos
nas voluntérias sadias e nas pacientes com LES;

e validar as concentracbes plasmaticas do MVA como marcador
farmacodinamico da resposta a ATV nas voluntarias sadias e nas pacientes
com LES;

e avaliar a influéncia da administracdo de GFZ nas areas de histerese entre as
concentracdes plasméaticas de MVA e as concentracdes plasmaticas de ATV somadas

com as concentracdes plasméaticas dos metabdlitos ativos hidroxilados (0-OH-ATV e
p-OH-ATV).
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I1.3 CASUISTICA E METODOS
11.3.1 Casuistica

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCFRP-USP (anexo A) e do HCFMRP/USP (anexo B), respectivamente, nos dias 19
de outubro de 2015 e 11 de janeiro de 2016. A selecdo das pacientes com LES foi
realizada no HCFMRP/USP, nos ambulatorios da Divisdo de Imunologia Clinica.
Foram incluidas no estudo pacientes com LES, classificadas de acordo com a
atividade da doenca (SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity) com
escores de 0-105. O primeiro perfil avaliado corresponde a pacientes com LES néo
controlado, com escores SLEDAI de 6-10 (doenca com atividade moderada) e 11-19
(doencga com alta atividade) e com evidéncias clinicas e laboratoriais de inflamacao.
O segundo perfil avaliado corresponde a pacientes com LES controlado, com escores
SLEDAI de 0 (doenca sem atividade) e de 1-5 (doenca com atividade leve), sem
doenca renal ativa e sem evidéncias clinicas e laboratoriais de inflamacéo
(GRIFFITHS; MOSCA; GORDON, 2005; MOSCA; BOMBARDIERI, 2006; PETRI et
al., 1991). As pacientes com LES estavam em tratamento com prednisona, cloroquina
ou hidroxicloroquina e imunossupressor (azatioprina, micofenolato de mofetila ou
ciclofosfamida). Estes medicamentos nao sao inibidores do transportador OATP1B1
(KARLGREN et al., 2012).

O diagnostico do LES é realizado com base nos critérios revisados do Colégio
Americano de Reumatologia (Tabela 15) (TAN et al., 1982), em que a presenca de no
minimo 4 critérios, seriadamente ou simultaneamente, durante qualquer intervalo de
observacao, caracteriza a presenca da doenca. A atividade da doenca € avaliada com
base no escore SLEDAI (Tabela 16), o qual integra exames clinicos e laboratoriais
(hemograma, urina rotina, dosagem sérica de complemento, titulo sérico de anticorpo

anti-DNA, entre outros).
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Tabela 15: Critérios para diagndstico do lapus eritematoso sistémico (LES), propostos em
1982 pelo American College of Rheumatology e modificados em 1997.

DESCRICAO

DEFINICAO

Eritema malar

Lesao discoide

Fotossensibilidade

Ulceras orais

Artrite

Serosite

Comprometimento
renal

Comprometimento
neuroldgico

Disturbios
hematologicos

Distarbios

imunoldgicos

Anticorpos
antinucleares

Eritema fixo, plano ou elevado sobre as eminéncias malares, com tendéncia a poupar os
sulcos nasolabiais.

Lesdo eritematosa infiltrada com escamas queratéticas aderidas e tampd&es foliculares
que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

Rash cutaneo resultado de uma reacdo incomum de exposi¢do a luz solar, observada
pelo médico ou relatada pelo paciente.

Ulceragéo oral ou nasofaringea, geralmente indolor, observada pelo médico.

Artrite ndo-erosiva acometendo duas ou mais articulages periféricas, caracterizada por
dor e edema ou derrame articular.

Pleurite: histéria convincente de dor pleuritica ou atrito pleural auscultado pelo médico ou
evidéncia de derrame pleural; ou

Pericardite: documentada por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame
pericérdico.

Proteindria persistente (acima de 0,5 g/24 h ou mais de + + + se ndo houver quantificacdo
nas 24 h) ou cilinduria.

Convulsdo ou psicose na auséncia de medicamentos ou disturbios metabdlicos
causadores.

Anemia hemolitica com reticulose; ou

Leucopenia <4.000/mm3 em pelo menos duas ocasides; ou

Linfopenia <1.500/mm3 em pelo menos duas ocasibes; ou

Trombocitopenia <100.000/mm3 na auséncia de medicamentos causadores.

Presenca de anti-DNA nativo; ou

Presenca de anti-SM; ou

Presenca de anticorpo anti-fosfolipide baseado em a) niveis anormais de IgG ou IgM
anticardiolipina, b) teste positivo para anticoagulante Ilpico ou c) teste falso-positivo para
sifilis por no minimo 6 meses.

Titulo anormal de anticorpo antinuclear (FAN) por imunofluorescéncia indireta ou método
equivalente, em qualquer época, e na auséncia de drogas conhecidas por estarem
associadas a sindrome do lUpus induzido por drogas.
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Tabela 16: SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity) com escores de 0-105

FATOR DE ~ .
x DESCRICAO DEFINICAO
PONDERACAO ¢ ¢
. Instalacéo recente excluindo causa metabdlica, infecciosa ou causada
8 Convulsado
por drogas
Alteracdo da funcdo mental normal devido a alteragbes graves da
percepcdo da realidade. Inclui alucinac¢des, incoeréncia, associagfes
8 Psicose livres, empobrecimento do conteddo do pensamento, pensamento
marcadamente ilégico, comportamento bizarro, desorganizado ou
catatdnico. Excluir uremia e causas farmacolégicas/drogas
Funcdo mental alterada com alteragdo da orientacdo, memoria ou
outra fungao intelectual com rapida instalacéo e flutuagédo dos achados
clinicos incluindo obnubilacdo da consciéncia com diminuicdo da
8 Sindrome capacidade de concentragdo e incapacidade de manter a atencéo ao
organo-cerebral ambiente envolvente, mais pelo menos duas das seguintes: distarbios
da percepgédo, discurso incoerente, insbnia ou sonoléncia diurna,
aumento ou decréscimo da atividade psicomotora. Excluir causa
metabolica, infecciosa ou farmacolégicas/drogas
Alteragcbes da retina ligados ao LES, incluindo corpos coroideus,
o o hemorragias retinianas, exsudado seroso ou hemorragia no coroide ou
8 Disturbios visuais . . ; : I ~
neurite Optica. Excluir causas como hipertensdo, infeccdes ou
farmacoldgicas/drogas
8 Disturbios nos pares Instalagdo recente de neuropatia sensitiva ou motora atingindo os
cranianos pares cranianos
e Cefaleia grave, persistente; pode ser tipo migranoso mas deve ser
8 Cefaleia lupica . gr Pers P P 9
resistente a terapéutica narcoética
8 AVC Instalacéo recente de AVC. Excluir arteriosclerose
Ulceragdo, gangrena, nddulos digitais dolorosos, infarto periungeal,
8 Vasculite hemorragias sub-ungueais, ou bidpsia ou angiograma compativeis
com vasculite
4 Artrite Mais de duas articula¢cdes com dor e sinais inflamatdrios
4 Miosite Dor/fraqueza muscular proximal, associado com elevagéo da Creatina-
quinase/aldolase ou eletromiografia ou bidpsia compativel com miosite
4 Cilindros urinarios Cilindros de eritrécitos ou granulosos
4 Hematdria > 5 células por campo. Excluir litiase, infec¢do ou outra causa
4 Proteinuiria > 0,5g/24h. Instalac¢éo recente ou aumento > 0,59/24h
4 Pidria > 5 leucdcitos por campo. Excluir infecgao
2 Novo rash Instalacéo recente ou recorréncia de rash tipo inflamatério.
.- Instalacdo recente ou recorréncia de perda anormal difusa ou
2 Alopécia .
localizada de cabelo
2 UlceragBGes mucosas Instalacéo recente ou recorréncia de ulceragdes nasais ou orais
5 Pleurisia Dor toracica pleuritica com atrito pleural, derrame ou espessamento
pleural
5 Pericardite Dor pericardica mais pelo menos um dos seguintes: atrito, derrame, ou
confirmagéo eletrocardiografica ou por ecocardiograma
2 Hipocomplementemia C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia do laboratério
2 Aumento do DNA Aumento dos titulos ou positivacao
1 Trombocitopenia <100.000 plaguetas/mms?
1 Leucopenia <3.000 leucécitos/mms; excluir causas farmacoldgicas
1 Febre >38° C; excluir causa infecciosa
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Também foram incluidas no estudo voluntarias sadias recrutadas da
comunidade do campus da USP de Ribeirdo Preto e sem vinculo com os responsaveis
pela pesquisa.

As participantes do estudo foram somente do sexo feminino, com idade entre 18
e 59 anos, indice de massa corporal (IMC) menor que 34,9 kg/m?, foram fenotipadas
para o CYP3A4 hepatico e intestinal empregando o midazolam oral como farmaco
marcador.

Foram excluidas todas as participantes em uso de indutores ou inibidores
potentes da BCRP, MDR1, OATP1B1 ou CYP3A4. As pacientes com histéria de
doenca pulmonar obstrutiva crénica grave também foram excluidas do estudo devido
ao risco de apneia pelo midazolam.

O célculo do tamanho amostral foi obtido utilizando o programa Power and
Sample Calculation versédo 3.0.43 (DUPONT; PLUMMER, 1990, 1998), empregando
os dados de &rea sob a curva concentracdo plasmatica versus tempo (AUC - média +
desvio padrdo: 64,0 + 21,3 ng.h/mL) da ATV obtidos na investigacdo de voluntarios
sadios que receberam dose Unica de 40 mg de ATV (BACKMAN et al., 2005). O
calculo do tamanho amostral foi obtido considerando uma diferenca de pelo menos
40% entre os valores de AUC da ATV entre os grupos investigados, com nivel de
significancia fixado em 5% e poder do teste em 80%. Os dados apresentados na
Figura 16 mostram que € necessario a inclusdo de pelo menos 12 voluntarias sadias

e 12 pacientes com LES.

20 /
16 /
12

Ex perimental Sample Sire

‘.——'—-__—_,.’——

0
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Power

Figura 16: Gréafico ilustrativo do calculo do tamanho da amostra (n) com nivel de significéncia fixado
em 5% e poder do teste em 80%, Power and Sample Calculation.
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11.3.2 Protocolo clinico

O estudo foi dividido em trés grupos, o grupo de voluntarias sadias (n=15), grupo
de pacientes com LES controlado (SLEDAI 0-4; n=13) e o grupo de pacientes com
LES néo controlado (SLEDAI 6-15; n=15). As voluntarias sadias e as pacientes com
LES incluidas no estudo, apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, foram internadas na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP.

O estudo foi desenvolvido de acordo com a descri¢cao apresentada nos itens Pré-
estudo, Fase | e Fase Il (Figura 17). Considerando que a variacao da farmacodinamica
€ realizada com base na quantificacdo das concentracdes plasmaticas de MVA, as
participantes tiveram restricdo de dieta com gordura durante o periodo de internacéo
nas duas fases do estudo.

Na Fase Pré-estudo, todas as participantes foram submetidas a exames clinicos
e laboratoriais para a avaliacdo hepatica (TGP/ALT, TGO/AST, y-GT, bilirrubina total
e fracbes e fosfatase alcalina), renal (uréia e creatinina), metabdlica (colesterol,
triglicérides, HDL, LDL e glicemia de jejum), dosagem de proteinas séricas totais,
albumina, a-1 glicoproteina &cida e hematolégica (hemograma e leucograma). Em
seguida, foram coletados 2 mL de sangue, em tubos contendo EDTA, para a
realizacdo da avaliacdo das citocinas plasmaticas.

No primeiro dia da internacdo, as participantes foram avaliadas quanto a
atividade in vivo do CYP3A4. No periodo da manha, todas as participantes receberam
dose Unica oral de 7,5 mg de midazolam (Dormonid®, Roche) com 200 mL de agua.
As amostras de 4 mL de sangue foram colhidas em tubos contendo heparina, nos
tempos 0; 0,25; 0,5, 1, 2, 3, 4 e 6 h apds a administracdo do farmaco.

Simultaneamente, as participantes foram investigadas quanto aos niveis basais
e ritmo circadiano das concentracdes plasmaticas de MVA. Amostras seriadas de 3
mL de sangue, colhidas em tubos contendo EDTA, foram coletadas nos tempos zero,
0,25;0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 22 e 24 h, simulando os mesmos tempos de
coleta para a andlise das concentracdes plasmaticas de ATV. Apés a centrifugacéo
das amostras de sangue, os plasmas foram separados e mantidos a -80°C até a
realizacdo das analises.

Na FASE I, no segundo dia de internacao, as participantes foram separadas
em trés grupos (Tabela 17), em estudo randomizado, onde receberam dose Unica de

20, 40 ou 80 mg de atorvastatina célcica (ATV, Lipitor®, Pfizer) com 200 mL de agua.
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As amostras seriadas de 5 mL de sangue foram colhidas em tubos contendo fluoreto
de sdédio (inibidor de esterase) para garantir a estabilidade da ATV e seus metabdlitos
no armazenamento a longo prazo (MACWAN et al., 2011). As amostras de sangue
foram coletadas nos tempos imediatamente antes e 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8;
10; 12; 22; 24; 30 e 36 h apds a administracdo de ATV, para a determinacédo das
concentracfes plasmaticas da ATV e seus metabdlitos e MVA.

Na FASE Il, as participantes foram tratadas com genfibrozila (GFZ, Lopid®,
Pfizer, capulas de 600 mg, 12/12h) durante cinco dias. No sexto dia, elas foram
internadas para a administracdo de dose Unica de ATV (20, 40 ou 80 mg, cada
participante recebeu a mesma dose administrada na fase |) e coleta das amostras
seriadas de 5 mL de sangue, colhidas em tubos de fluoreto de sédio, nos tempos
imediatamente antes e 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 22; 24; 30 e 36 h ap0ls
a administracdo da ATV para a determinacao das concentracdes plasmaticas da ATV
e seus metabdlitos, MVA e GFZ. A administracdo de GFZ foi continuada durante as

36 h de coleta das amostras de sangue.

Tabela 17: Numero de pacientes com LES controlado, LES nado controlado e voluntarias
sadias que receberam a dose de 80, 40 ou 20 mg de ATV em estudo randomizado

Dose ATV Voluntérias LES LES néo
(mg) sadias controlado controlado
80 5 5 4
40 5 5 3

20 5 3 5
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Voluntarias Pacientes com Pacientes com
sadias LES controlado LES néao controlado
(n=15) (n=13) (n=12)
PRE-ESTUDO
Amostra de

Avaliacéo renal,
hepatica, hematolégica e metabdlica

sangue e urina

Citocinas

Exames bioquimicos e hemograma

Amostra de

sangue

Fendtipo CYP3A4
Dose Unica oral 7,5 mg midazolam

Niveis Basais

>
>

IFN-y, IL-6, TNF-q, IL-10, IL-18, IL-
8 e MCP-1

Amostras seriadas

de sangue

" >

Clearance midazolam
0-6h

Amostras seriadas

de sangue

: >

Concentragdo MVA
0-24h

.

FASE |

Dose Unica oral ATV
20, 40 ou 80 mg

Amostras

Intervalo 5 dias

FASE Il

Continuar o uso GFZ 600 mg/12h
Dose Unica oral ATV
20, 40 ou 80 mg

seriadas de
sangue

Inibidor OATP1B1
GFZ 600mg/12h
por 5 dias

E=  Amostras

seriadas de
sangue

Concentragdo MVA 0-24h
Farmacocinética ATV 0-36h
Farmacocinética GFZ 0-36h
Fracao livre ATV (Cmax)

Concentra¢cdo MVA 0-24h
Farmacocinética ATV 0-36h
Fracéo livre ATV (Cmax)

ngral?:Pnﬁocdocﬁmcocon1mCMSéqde13padeMescon1LESconUobdo,12pademescon1LES
nao controlado e 15 voluntarias sadias. Acido mevalénico (MVA), Atorvastatina (ATV) e Genfibrozila
(GF2).

11.3.3 Métodos analiticos

Os métodos de analise da ATV e seus cinco metabolitos em plasma como
concentracéo total, ATV em plasma como concentragao livre, GFZ em plasma e MVA
em plasma foram desenvolvidos e validados como descritos no Capitulo I.

A analise do midazolam em plasma foi realizada por LC-MS/MS, de acordo com
estudo anterior do grupo reportado por Jabor et al. (2005). Aliquotas de 0,5 mL plasma

foram acrescidas de 25 pL da solugdo do padrdo interno (clobazam 0,1 pg/mL
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metanol), alcalinizadas com 50 uL de solucdo aquosa de hidroxido de sédio 0,1 M e
extraidas com 2 mL de tolueno:alcool isoamilico (100:1 v/v). A extracao foi realizada
através de agitacdo horizontal, seguida de centrifugacdo a 2000 g por 5 minutos,
separacao da fase organica e evaporacao até a secura. Os residuos foram retomados
em 100 uL de fase mével constituida por mistura de acetonitrila:acetato de amdénio 10
mmol/L (50:50 v/v). Os analitos foram resolvidos na coluna de fase reversa Purospher
RP 18-e, (5 um, 150 x 4,6 mm), pré-coluna LiChrospher 100 RP 18-e (5 ym, 4 x 4
mm), ambas da Merck (Darmstadt, Alemanha) e detectadas pelo espectrébmetro de
massas Quattro Micro LC triplo quadrupolo (Waters, Milford, Massachusetts, EUA),
com interface por eletronebulizacdo, operando no modo ionizagéo positivo. As curvas
de calibracéo foram construidas no intervalo de concentracéo plasmaticas de 0,2-100
ng/mL plasma. Os coeficientes de variacao e os erros padrao relativos foram menores
gue 15% nos estudos de precisao e exatidao.

As citocinas IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-10, IL-18, IL-8 e MCP-1 (ASANUMA et al.,
2006; MCCARTHY et al., 2014; PERANDINI et al., 2014) foram quantificadas em
plasma empregando a citometria de fluxo com o uso do kit Milliplex MAP® Human

Cytokine/Chemokine, Magnetic Bead Panel Immunoassay, Luminex Corporation.

11.3.4 Andlise farmacocinética

11.3.4.1 Andlise farmacocinética da ATV e seus metabdlitos

Os parametros farmacocinéticos da ATV e metabdlitos foram calculados com
base nas curvas de concentracdes plasmaticas totais versus tempo. Foi empregado
o0 modelo bicompartimental (modelo 12) para a ATV e modelo ndo compartimental
para os metabdlitos, utilizando o programa Phoenix® WinNonlin®, versdo 6.4
(PharsightCorp., Mountain View, Califérnia, EUA).

A concentracdo plasmatica maxima observada (Cmax) da ATV e o tempo para
atingir a Cmax (tmax) foram obtidos por inspecao visual dos dados experimentais.

A éarea sob a curva concentragao plasmatica versus tempo (AUC) da ATV foi
calculada pelo método linear trapezoidal do tempo zero até a Ultima amostra coletada
(36 h) e extrapolada para o infinito, dividindo-se a ultima concentracdo quantificada

(36 h) pela constante da velocidade de eliminacéo (B) (AUC®~).
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O clearance total aparente da ATV (CL/F) foi obtido através da equacao abaixo,

onde F é a biodisponibilidade.

Dose

F = agco=

O volume de distribuicdo aparente (Vd/F) foi calculado pela equacéo padrao do
software e refere-se a soma dos volumes de distribuicdo dos compartimentos 1 e 2
(GABRIELSSON, 2016).

A concentracao livre da ATV no plasma foi avaliada no tempo de observacéao
da concentracdo plasmatica maxima total (Cmax). A fracdo livre no plasma (fu) foi

determinada conforme a equacao:

concentragao livre no plasma

Y concentragio total no plasma

A AUC dos metabdlitos p-OH-ATV e p-OH-ATV-LAC foram calculadas pelo
método linear trapezoidal do tempo zero até a Ultima amostra coletada (AUC-3") e
para os metabdlitos 0-OH-ATV, ATV-LAC e 0-OH-ATV-LAC foram calculadas do
tempo zero e extrapolada ao infinito (AUC%™).

A Cmax € 0 tmax dos metabdlitos foram obtidos por inspecao visual dos dados

experimentais.

11.3.4.2 Anédlise farmacocinética da GFZ

Os parametros farmacocinéticos da GFZ foram calculados no intervalo de dose
de 12 h com base nas curvas de concentracfes plasmaticas totais versus tempo. Foi
empregado o modelo ndo compartimental utilizando o programa Phoenix® WinNonlin®,
versao 6.4 (PharsightCorp., Mountain View, Califérnia, EUA).

A Cmax, 0 tmax € @ concentracdo plasmatica minima (Cmin) foram obtidos por
inspecdao visual dos dados experimentais. A AUC foi calculada no estado de equilibrio,
no intervalo de dose de 12 h, pelo método linear trapezoidal. A concentragcéo
plasmatica média no estado de equilibrio (Css) foi calculada dividindo a AUC®12" por

7, onde t € o intervalo de dose (12h).
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11.3.4.3 Analise farmacocinética do MVA

Os parametros farmacocinéticos do MVA foram calculados com base nas
curvas de concentracdes plasmaticas totais versus tempo. Foi empregado o modelo
ndo compartimental utilizando o programa Phoenix® WinNonlin®, versdo 6.4
(PharsightCorp., Mountain View, Califérnia, EUA).

A Cnin foi obtida por inspecdo visual dos dados experimentais. A AUC foi
calculada pelo método linear trapezoidal do tempo zero até a ultima amostra coletada
(24 h, AUC%24") e do tempo zero até a amostra coletada apds 6 h (AUC?-6M).

[1.3.5 Avaliacdo da atividade in vivo do CYP3A4 empregando midazolam

como farmaco marcador

Para a determinacéo da atividade in vivo do CYP3A4 foi calculado o clearance
total aparente do midazolam com base nas curvas de concentracfes plasmaticas
versus tempo, empregando o programa WinNonlin. A AUC foi calculada pelo método
linear trapezoidal do tempo zero até a ultima amostra coletada (360 minutos) e
extrapolada para o infinito, dividindo-se a ultima concentracdo quantificada (360
minutos) pela constante da velocidade de eliminacao (kel). O clearance total aparente
(CL/F) foi obtido através da equacgdo CL/F = Dose/ AUC®~.

Os valores de clearance total aparente do midazolam de 10-40 mL/min/Kg
designam atividade normal do CYP3A4 (LAMBA et al., 2002).

11.3.6 Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do programa
GraphPadinstat® para obtencdo da média e intervalo de confianca 95% (IC 95%). A
comparacao entre os grupos foi realizada empregando ANOVA com Tukey Honest
Significant Differences (HSD) com nivel de significancia de 5%. A comparacao entre
as fases, dentro do mesmo grupo, foi realizada com teste t de Student e significancia
de 5%.
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[1.4.1 Dados clinicos e demograficos
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Foram investigadas voluntarias sadias (n=15), recrutadas da comunidade do

campus da USP de Ribeirdo Preto e pacientes com LES controlado (n=13) e LES nao

controlado (n=12), selecionadas nos Ambulatorios da Divisdo de Imunologia Clinica

do HCFMRP/USP. As caracteristicas antropométricas de todas as participantes do

estudo estdo apresentadas na Tabela 18 como média e IC 95%. Os dados individuais

estdo apresentados no Apéndice A.

Tabela 18: Caracteristicas antropométricas das voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES
controlado (n=13) e LES ndo controlado (n=12). Os dados estdo apresentados como média e

IC 95%
Voluntarias LES LES néao
sadias controlado controlado
32,87 36,23 36,92
Idade (anos)
27,39 — 38,34 29,54 — 42,92 30,27 — 43,57
68,98 72,08 69,65
Peso (KQ)
63,25 -74,71 64,73 —79,42 60,03 — 79,27
1,64 1,62 1,59
Altura (m)
1,60 -1,67 1,58 -1,67 1,54 -1,65
25,78 27,34 27,21
IMC (Kg/m?)
23,91 - 27,66 2451 -30,18 24,50 — 29,93

IMC: indice de Massa Corporal, calculado como a raz&o entre o0 peso e a altura ao quadrado.
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Os escores SLEDAI para as pacientes com LES estdo apresentados
individualmente, respectivamente nas Tabelas 19 e 20, para as pacientes com LES
controlado e LES néo controlado. Os escores SLEDAI foram atribuidos de acordo com
as caracteristicas apresentadas pelas pacientes com LES durante o periodo do

estudo.

Tabela 19: Escores SLEDAI para as pacientes com LES controlado (n=13)

PACIENTES SLEDAI DESCRICAO DEFINICAO
1 1 Leucopenia <3.000 leucoécitos/mm?
2 4 Pidria > 5 leucdcitos por campo na urina rotina
3 0 Atividade zero Remisséo da doenca
4 4 Hematuaria > 5 células por campo na urina rotina
5 4 Proteinuria > 0,50/24h na urina de 24 h
6 0 Atividade zero Remissao da doenga
7 0 Atividade zero Remisséo da doenga
8 0 Atividade zero Remisséo da doenga
9 0 Atividade zero Remisséo da doenga
Complemento C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia
10 2 ; 7
Baixo do laboratorio
11 0 Atividade zero Remisséo da doenga
Anticorpo anti-
12 2 DNA reagente e Aumento dos titulos ou positivacdo
com titulo alto
13 5 Complemento C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia

Baixo

do laboratério
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Tabela 20: Escores SLEDAI para as pacientes com LES n&o controlado (n=12)

PACIENTES SLEDAI DESCRICAO DEFINICAO
a. Hematuria a. 5 células por campo
1 8 b. Complemento Baixo b. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
c. Anticorpo anti-DNA referéncia do laboratério
reagente e com titulo alto c. Aumento dos titulos ou positivagao
a. Proteindria a. 0,5g/24h na urina de 24h
2 6 . Anticorpo anti-DNA b. 25 % no ligando pelo ensaio de Farr ou acima
reagente e com titulo alto dos valores de referéncia do laboratério
a. Hematuria a. 5 células por campo
b oo b. 0,59/24h na urina de 24h
. Proteindria = L .
c. Instalacdo recente ou recorréncia de rash tipo
c. Novo rash inflamatério
3 15 d. Alopécia d. Instalacéo recente ou recorréncia de perda
' anormal difusa ou localizada de cabelo
e. Complemento Baixo e. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
f. Leucopenia referéncia dg I_aboratério
f.  <3.000 leucdcitos/mm?3
a. Proteindria a. 0,5g/24h na urina de 24h
4 6 b. Anticorpo anti-DNA b. Aumento dos titulos ou positivagéo
reagente e com titulo alto
a. Proteindria a. 0,5g/24h na urina de 24h
5 9 b. Hematuria b. 5 células por campo
c. Leucopenia c. <3.000 leucocitos/mm?
a. Proteindria a. 0,5g/24h na urina de 24h
6 6 b. Complemento Baixo b. C3, Q4 ou CH50 aba[xp dos valores de
referéncia do laboratério
a. Cilindros urinarios a. Cilindros de eritrocitos ou de granulosos
7 10 b. Pilria b. 5 leucécitos por campo na urina rotina
c. Complemento Baixo c. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
referéncia do laboratério
a. Artrite a. Duas articulagbes ou mais com dor e sinais
8 6 inflamatérios
b. Complemento Baixo b. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
referéncia do laboratério
. A a. Ulceragéo, gangrena, nédulos digitais
a. Vasculite cutéanea d . . .
olorosos, infarto periungeal, hemorragias
b. Complemento Baixo sub-ungueais, ou bidpsia ou angiograma
9 12 c. Anticorpo anti-DNA compativeis com vasculite
’ b. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
reagente e com titulo alto referéncia do laboratério
c. Aumento dos titulos ou positivagdo
a. Proteinuria a. 0,5g/24h na urina de 24h
10 8 b. Complemento Baixo b. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
c. Anticorpo anti-DNA referéncia do laboratorio
reagente e com titulo alto c. Aumento dos titulos ou positivacéo
. a. Duas articulagbes ou mais com dor e sinais
a. Artrite . e
inflamatérios
b. Novo Rash b. Instalagédo recente ou recorréncia de rash tipo
L inflamatério
c. Alopécia = N
11 12 _ _ C. Instalagao_ recente ou recorréncia de perda
d. Trombocitopenia anormal difusa ou localizada de cabelo
e. Leucopenia d. <100.000 plaquetas/mm?3
' e. <3.000 leucocitos/mm?3
f. Complemento Baixo f. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
referéncia do laboratério
a. Proteindria a. 0,5g/24h na urina de 24h
- b. 5 células por campo
12 10 b. Hema:una . c. C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de
¢. Complemento Baixo referéncia do laboratério
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Todas as participantes realizaram exames clinicos e laboratoriais para a

avaliacdo hepatica, renal, metabdlica e hematoldgica. Os valores dos referidos

exames estdo apresentados na Tabela 21, como média e IC 95%. Os dados

individuais estédo apresentados no Apéndice A.

Tabela 21: Exames laboratoriais das voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES
controlado (n=13) e LES n&o controlado (n= 12), apresentados como media e IC 95%

~ Valo[ d? Voluntérias LES LES nao
Parametros Referéncia .
. sadias controlado controlado
(Unidade)
) . 7.08 7.16 6,43
Proteinas totais 6,0 - 8,5 g/dL 6.62 — 7.54 6.84 — 7.48 565 — 7,22
i 4,13 4,16 3,56
Albumina 35-48gdL 401 424 3,97 — 4,36 3,23 - 3,88
. o 73,95 107,48 111,45
a1-glicoproteina acida 50 — 120 mg/dL 65.42 — 82,47 86.32 — 128,65 83,50 — 139,41
26.72 26,99 45,76
r-GT 11-50 UL 17663577  19.66-3432 2453 66,99
14,72 12,93 23,79
TGP/ALT =31.0UL 11,49-17,95  11,32-14,53  16,81—30,77
17,48 18,67 27.76
TGO/AST =320 UL 15251072  1580-2155 20,90 — 34,62
N 0,47 0,63 0,33
Bilirrubina total 0,2-1,2 mg/dL 0.36 — 0,58 0.41 - 0.85 0.26 — 0,40
o 0,12 0,15 0,09
Bilirrubina direta < 0,3 mg/dL 0.10 - 0.14 0,09 — 0.20 0,06 — 0,12
o 0,35 0,48 0,24
Bilirrubina indireta < 0,9 mg/dL 0.26 — 0.44 0.31 - 0,65 0.18 — 0,30
. 147,67 178,84 173,91
Fosfatase Alcalina 65-300UL  11640-178.04 137,31-220,36 86,06 — 261, 76
» 0,77 0,81 0,74
Creatinina 0,7-1,5mg/dL 071 - 0,83 074 — 0,87 0,63 — 0,84
. 26.12 26.21 31,51
Urela 10-50mg/dL 55380986  23.18-2023 24,07 — 38,95
o 78,68 7555 92,60
Glicemia 70-100mg/dL 390 6357  71.14-7995 78,57 — 106,64
185,91 163,34 201,86
Colesterol <200mg/dL 55 90 _208.92 143,20 183,49 163,29 — 240,43
o 97.73 8273 122,74
Triglicérides <150mg/dL 7389 12157  5508-11039 6344 — 182,04
55,79 4421 46,48
HDL > 35 mg/dL 49026255  39,09-4932 36,98 - 5599
110,73 102,61 124,92
LDL <130mgidl 956612881 87,50 117,73 95,26 — 154,57
Glébulos vermelhos 39-50 4,43 4,34 4,01
10*6/pL 4,26 — 4,61 4,03 — 4,65 3,76 — 4,25
. 12,91 12,65 11,77
Hemoglobina 120-1559/dL 45 47 71336 11,75 — 13,54 11,04 — 12,51
. 38.40 38.15 32.25
— 0 1 H 1
Hematocrito 35-45% 37.05-39,75  3549-4082  33,18- 3731
Glébulos brancos 3:5-105 7,24 4,82 4,18
10*6/pL 6,11 — 8,37 3,86 — 5,79 2,98 — 5,39
150 — 450 313,27 279,54 266,00

Plaquetas

10*3/uL

275,01 — 351,52

233,60 — 325,48

207,99 — 324,01
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[1.4.2 Dados das citocinas plasmaticas

As concentracfes plasmaticas de citocinas, avaliadas no primeiro dia do
estudo, estdo apresentadas na Tabela 22 como média e IC 95%. As concentragcdes
plasméticas de IL-10, MCP-1 e TNF-a estdo aumentadas nas pacientes com LES ndo
controlado quando comparadas com as voluntarias sadias, enquanto as
concentracbes plasmaticas de MCP-1 e TNF-a também estdo aumentadas nas
pacientes com LES controlado quando comparadas com as voluntarias sadias (Figura
18).

Tabela 22: Concentragcdes das citocinas em plasma para as voluntarias sadias (n=15),
pacientes com LES controlado (n=13) e LES ndo controlado (n=12). Dados apresentados
como média e IC 95%

Citocinas Voluntarias LES LES néo
pg/mL sadias controlado controlado
IFN-y 19,97 28,13 24,44
(14,41 - 25,53) (21,60 - 34,65) (16,28 - 32,59)
IL-10 32,68 50,84 47,82*
(23,29 - 42,08) (39,46 - 62,22) (33,03 -62,62)
IL-1B 6,44 8,75 6,71
(4,14 - 8,74) (6,65 - 10,84) (3,56 - 9,86)
IL-6 13,74 12,35 9,35
(0 - 30,48) (6,74 - 17,96) (5,78 - 12,92)
IL-8 5,91 6,48 9,24
(0,30 -11,51) (4,26 - 8,71) (5,30 - 13,18)
MCP-1 239,16 416,97** 510,67*
(203,37 - 274,95) (310,14 - 523,81) (367,33 - 654,02)
TNE-a 23,56 38,95** 40,03*
(17,89 - 29,23) (30,17 - 47,74) (28,39 - 51,66)

IFN-y: interferon gama; IL-1B3: interleucina 1 beta; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IL-10:
interleucina 10; MCP-1: proteina quimiotatica para monadcitos; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.
p<0,05 ANOVA * (voluntéria sadia vs LES n&o controlado); ** (voluntéria sadia vs LES controlado).
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Figura 18: Boxplot das concentracBes das citocinas em plasma para as voluntarias sadias (n=15),
pacientes com LES controlado (n=13) e LES ndo controlado (n=12). Dados apresentados como
medianas e interquartis.

11.4.3 Efeito da atividade in vivo do CYP3A4 na disposicdo da ATV e seus
metabolitos

A atividade in vivo do CYP3A4 para as voluntéarias sadias, pacientes com LES
controlado e LES néo controlado foi avaliada empregando o midazolam oral como
farmaco marcador. Os valores de clearance total aparente estdo apresentados na
Tabela 23 como dados individuais, média e IC 95%. De acordo com a faixa de

referéncia de 10-40 mL/min/kg, reportada por Lamba et al. (2002), observa-se que
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nenhuma das participantes apresentaram valores de clearance total aparente do
midazolam inferiores a 10 mL/min/kg, no entanto, 40% das voluntarias sadias, 23%
das pacientes com LES controlado e 58% das pacientes com LES nao controlado,
apresentaram valores de clearance total aparente do midazolam maiores que 40
mL/min/kg. Os dados de clearance total aparente do midazolam indicam auséncia de
inibicdo do CYP3A4 intestinal e hepatico nas pacientes com LES controlado e néo
controlado. Ressalta-se ainda que os valores de clearance total aparente do
midazolam n&o diferiram (p> 0,05, ANOVA com paés teste de Tuckey) entre 0s grupos

investigados.

Tabela 23: Clearance total aparente do midazolam (mL/min/kg) para as voluntarias sadias
(n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e LES né&o controlado (n=12).

Pacientes Vqunt_érias LES LES néo
Sadias controlado controlado
1 26,22 23,59 21,71
2 14,97 19,68 18,13
3 25,97 56,61 44,53
4 39,85 27,99 20,67
5 24,55 12,04 -
6 46,60 24,96 42,37
7 26,92 31,39 46,05
8 42,84 19,85 49,16
9 47,78 33,91 29,51
10 45,10 49,13 66,02
11 29,23 23,33 44,62
12 60,44 50,49 61,03
13 31,46 19,49
14 34,60
15 42,02
Média 35,90 30,19 40,35
(IC 95%) 29,37-42,44 21,88-38,50 29,55-51,14

- N&o determinado
p> 0,05, ANOVA com pés teste de Tuckey
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I1.4.4 Farmacocinética da genfibrozila administrada em dose multipla

Os parametros farmacocinéticos da GFZ foram avaliados no estado de
equilibrio, no intervalo de dose de 12 h do sexto dia de administracdo de doses
multiplas orais de 600 mg/12h. A Tabela 24 apresenta os parametros farmacocinéticos
da GFZ para as voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e
pacientes com LES néo controlado (n=12). Os parametros farmacocinéticos da GFZ,
apresentados como média e IC 95%, néo diferiram (p> 0,05, ANOVA com pos teste

de Tuckey) entre os grupos investigados.

Tabela 24: Parametros farmacocinéticos da GFZ administrada em doses multiplas orais de
600 mg/12 h para as voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e LES
nao controlado (n=12). Dados apresentados como média e IC 95%

a Voluntérias LES LES nao

Parametro .

sadias controlado controlado
AUC0-12h 88,84 96,36 67,33
(ug.h/mL) (72,72-104,96) (74,05-118,68) (45,87-88,78)
Css 7,40 8,03 5,61
(ng/mL) (6,06-8,75) (6,17-9,89) (3,82-7,40)
Chin 1,24 1,15 0,93
(ng/mL) (0,87-1,61) (0,83-1,47) (0,40-1,45)
Crax 26,73 24,69 20,69
(ug/mL) (21,31-32,15) (19,61-29,78) (14,38-27,00)
tmax 2,28 2,73 2,14
(h) (1,42-3,13) (2,00-3,46) (0,83-3,46)
ti 2,81 2,37 2,70
(h) (2,22-3,40) (2,02-2,73) (1,97-3,43)
CL/f 7,72 7,55 11,60
(L/h) (5,85-9,58) (5,04-10,05) (6,96-16,25)
Vd/f 33,97 27,46 43,97
(L) (18,41-49,53) (14,28-40,64) (25,77-62,18)

AUC: area sob a curva concentracdo plasmatica vs tempo no interval de dose de 12 h, Css:
concentracdo plasmatica média no estado de equilibrio, Cmin: concentracdo plasmatica minima, Cmax:
concentracdo plasmatica maxima, tmax: tempo para atingir Cmax, ti2: meia-vida de eliminacdo, CL/f:
clearance total aparente, Vd/f: volume de distribuicao aparente.

p>0,05, ANOVA com pos teste de Tuckey
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[1.4.5 Efeito do LES na atividade do transportador de influxo sinusoidal
OATP1B1 avaliado com base na farmacocinética e farmacodinamica

da ATV, administrada como monoterapia ou associada a GFZ

A disposicao cinética da ATV e metabdlitos foi avaliada em 40 participantes (15
voluntarias sadias, 13 pacientes com LES controlado e 12 pacientes com LES nao
controlado).

As curvas concentracdes plasméticas da ATV e seus metabdlitos ativos p-OH-
ATV e 0-OH-ATV versus tempo (0-36 h) estdo apresentadas na Figura 19 nas duas
ocasifes de administracdo de dose Unica oral de ATV (concentracfes plasmaticas
normalizadas para dose de 20 mg de ATV): Fase 1 monoterapia e Fase Il no sexto
dia do tratamento com GFZ (600 mg/12h). Os dados estédo apresentados como média
e IC 95%.
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Figura 19: Curvas de concentra¢cdes plasmaticas da ATV e seus metabdlitos ativos p-OH-ATV e 0-OH-ATV versus tempo (zero a 36 h) nas duas ocasides de
administracdo de dose Unica oral de ATV (concentragfes plasmaticas normalizadas para dose de 20 mg de ATV): Fase | monoterapia e Fase Il no sexto dia
do tratamento com GFZ 600 mg/12h. Os dados estédo apresentados como média e IC 95%.
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A Figura 20 apresenta as curvas de concentracdes plasmaticas dos metabdlitos
inativos da ATV: ATV-LAC, p-OH-ATV-LAC e 0-OH-ATV-LAC versus tempo (zero a
36 h) na Fase | monoterapia (concentrag@es plasmaticas normalizadas para dose de
20 mg de ATV) e na Fase Il no sexto dia do tratamento com GFZ (600 mg/12h). Os

dados estdo apresentados como meédia e IC 95%.
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_._ p-OH-ATV-LAC
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Figura 20: Curvas de concentracbes plasmaticas da ATV-LAC, p-OH-ATV-LAC e o0-OH-ATV-LAC
versus tempo no intervalo de zero a 36 h, apés administragéo de dose Unica oral de ATV (concentracdes
plasméticas normalizadas para dose de 20 mg de ATV) como monoterapia ou em associagdo com GFZ.
Os dados estdo apresentados como média e 1C95%.

A Tabela 25 apresenta os principais parametros farmacocinéticos da ATV
normalizados para dose de 20 mg de ATV, nas Fases monoterapia e associagdo com
GFZ, para as voluntarias sadias, pacientes com LES controlado e LES né&o controlado.

Os dados estdo apresentados como média e IC 95%.
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Tabela 25: Parametros farmacocinéticos da ATV para as voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e LES néo controlado
(n=12). Os parametros farmacocinéticos, hormalizados para dose de 20 mg de ATV, estao apresentados como média e IC 95%

Voluntarias sadias LES controlado LES ndo controlado
Parametros ATV ATV + GFZ ATV ATV + GFZ ATV ATV + GFZ
AUCY~ 35,04 4478 43,35 62,93* 67,27 96,17*V¢
(ng.h/mL) (24,24-45,84) (30,92-58,64) (25,00-61,70) (39,45-86,40) (47,99-86,55) (76,03-116,30)
Crmax 9,52 14,89* 11,96 22,24* 21,68V 34,13*Y
(ng/mL) (7,28-11,75) (9,29-20,50) (8,39-15,53) (10,44-34,05) (7,60-35,76) (18,66-49,60)
tmax 0,98 0,92 0,92 1,54 1,04 1,12
(h) (0,44-1,52) (0,41-1,42) (0,52-1,33) (0,62-2,46) (0,70-1,39) (0,82-1,43)
tuo 16,57 8,71 9,65 9,40 12,72 11,44
(h) (6,60-26,54) (7,42-10,01) (7,99-11,32) (6,78-12,02) (7,13-18,31) (5,16-17,72)
CL/f 742,90 638,80 659,60 456,80* 377,40Y 238,30*Y
(L/h) (536,60-949,20) (391,1-886,4) (431,60-887,50) (281,90-631,60) (227,50-527,30) (169,60-307,00)
Vd/f 9005 4596* 4751 2627* 3398Y 1939*Y
(L) (5174-12836) (2382-6811) (2685-6818) (1716-3539) (1662-5134) (823,90-3054)

AUC: &rea sob a curva concentragdo plasmatica vs tempo do tempo zero extrapolada ao infinito, Cmax: concentragdo plasmatica maxima, tmax: tempo para atingir
Cmax, t172: meia-vida de eliminag&o, CL/f: clearance total aparente, Vd/f: volume de distribuicdo aparente.

p<0,05; ANOVA com pés teste de Tuckey #(voluntarias sadias versus LES controlado); V(voluntarias sadias versus LES ndo controlado);*(LES n&o controlado
versus LES controlado).

p<0,05; teste t *(ATV versus ATV + GFZ)
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A Figura 21 exibe os parametros farmacocinéticos da ATV com significancia

estatistica (p<0,05; ANOVA com pos teste de Tuckey) entre os grupos voluntarias

sadias (n=15) e pacientes com LES nao controlado (n=12).

apresentados como medianas e interquartis.
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Figura 21: Parametros farmacocinéticos da ATV com significAncia estatistica (p<0,05; ANOVA com
pos teste de Tuckey) entre os grupos voluntarias sadias e pacientes com LES néo controlado. Os dados

estdo apresentados como medianas e interquartis.
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A Tabela 26 apresenta o estudo da fracdo livre da ATV, avaliada na Fase |
monoterapia e na Fase Il associacdo com GFZ, para as voluntarias sadias, pacientes
com LES controlado e LES néo controlado. A fracao livre da ATV nao diferiu (p> 0,05,
ANOVA com pos teste de Tuckey) entre os grupos investigados. A fragdo livre da ATV

esta apresentada na Tabela 26 como dados individuais e como média e IC 95%.

Tabela 26: Fracdo livre da ATV nas fases monoterapia e associagdo com GFZ para as
voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e LES né&o controlado (n=12).
Os dados estéo apresentados como valores individuais, média e IC 95%

Voluntérias LES LES
sadias controlado ndo controlado

ID ATV ATV + GFZ ATV ATV + GFZ ATV ATV + GFZ
1 5,56 11,50 8,00 9,23 7,48 6,72
2 5,73 8,85 7,21 8,37 7,33 6,32
3 9,14 9,78 6,32 7,28 7,92 10,02
4 4,28 5,34 8,78 7,66 4,91 6,77
5 7,27 7,96 9,66 11,16 8,24 12,92
6 8,08 6,17 9,84 8,54 5,91 5,53
7 9,13 7,03 7,48 8,44 11,44 13,43
8 10,99 10,35 15,01 10,45 15,59 16,04
9 11,31 6,52 7,69 6,29 7,34 7,60
10 6,35 4,43 6,96 10,05 8,00 7,48
11 7,77 8,54 9,90 8,65 15,46 17,26
12 11,21 12,69 8,57 7,81 4,20 6,60
13 12,96 17,18 9,09 9,44
14 21,80 22,06
15 9,13 7,70

Média 9,38 9,74 8,81 8,72 8,65 9,72

IC95% (7,05-11,72)  (7,15-12,33)  (7,49-10,13) (7,91-9,53) (6,31-10,99) (7,10-12,34)

ID: Identificacdo do participante
p>0,05; teste t
p>0,05; ANOVA com pos teste de Tuckey
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A Figura 22 apresenta a correlacdo entre o clearance total aparente da ATV e
as concentracdes plasmaticas da citocina MCP-1 para as voluntarias sadias (n=15),

pacientes com LES néo controlado (n=12) e pacientes com LES controlado (n=13).
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Figura 22: Correlacdo entre o clearance total aparente da ATV e as concentra¢cfes plasméticas da

citocina MCP-1 (P=0,01088) para as voluntérias sadias (n=15), pacientes com LES néo controlado
(n=12) e pacientes com LES controlado (n=13).
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As Tabelas 27, 28 e 29 apresentam os principais parametros farmacocinéticos

dos metabdlitos da ATV, normalizados para dose de 20 mg de ATV, nas Fases

monoterapia e associacdo com GFZ, para as voluntérias sadias, pacientes com LES

controlado e LES néo controlado. Os dados estdo apresentados como média e IC95%.

Tabela 27: Parametros farmacocinéticos dos metabdlitos da ATV para as voluntarias sadias. Os
parametros farmacocinéticos, normalizados para dose de 20 mg de ATV, estdo apresentados como

média e IC 95%.
Voluntérias sadias (n=15)
Parametros p-OH ATV 0-OH ATV ATV-LAC p-OH ATV-LAC  0-OH ATV-LAC
oy ] 46,29 59,12 ] 75,65
AUC (30,79-61,80)  (37,39-80,85) (48,91-102,40)
(ng.h/mL) ] 85,06+ 53,58 ] 114,40
ATV +GFZ (60,81-111,10)  (39,25-67,91) (89,67-139,20)
ATV 2,33 41,90 54,43 10,18 69,18
AUCO-36n (127-338)  (28,30-55,42)  (34,85.74,00) (5,98-14,38) (45,09-93,26)
(ghmL) A1y sory 7,46% 81,49* 49,72 18,08 105,40*
(419-1073)  (56,83-106,20)  (37,00-62,44)  (1316-24,79)  (82,66-128,20)
ATV 0,13 6,38 5,21 0,60 6,19
Conax (0,07-0,19) (4,46-8.31) (3,05-7,36) (0,22-0,98) (3,68-8.70)
(ng/mL) 0,72% 12,24 5,69 1,54% 9,50*
ATVHGFZ 6 99.1,14) (7,56-16,92) (3,95-7,44) (0,70-2,39) (6.78-12,23)
ATV 9,87 1,60 2,87 3,90 3,90
trmae (4,33-15,4) (0,77-2,42) (2,05-3,68) (2,11-5,69) (3,32-4,47)
() 4,33 1,8 2,07 4,03 3,87
ATVHGFZ (5 85.581) (0,98-2,62) (1,37-2,77) (3.29-4,78) (3,28-4,45)
ATV 20,95 11,33 9,54 67,17 9,02
tuz (12,68:2921)  (9,04-13,62)  (8,40-10,68) (0-160,70) (7,79-10,25)
() 19,47 8,31* 9,74 20,30 9,81
ATVHGFZ g 60.30,33) (6,75-9,.87) (8,14:11,34) (13,08-27,52) (7.34:12,28)

AUC?=: area sob a curva concentracédo plasmatica vs tempo do tempo zero extrapolada ao infinito, AUCO-36h:
area sob a curva concentracao plasmética vs tempo do tempo zero até a Ultima amostra coletada (36 h), Cmax:

concentracdo plasmética maxima, tmax: tempo para atingir Cmax, tu2: meia-vida de eliminacéo.
p<0,05; teste t *(ATV versus ATV + GF2)

-N&o se aplica



92

Tabela 28: Parametros farmacocinéticos dos metabdlitos da ATV para as pacientes com LES
controlado. Os parametros farmacocinéticos, normalizados para dose de 20 mg de ATV, estédo

apresentados como média e IC 95%.

LES controlado (n=13)

Parametros p-OH ATV 0-OH ATV ATV-LAC ~ p-OHATV-LAC  0-OH ATV-LAC
ey ] 54,28 59,47 ] 73,80
AUCO-= (35,74-72,81)  (39,36-79,58) (54,77-92,82)
(ng.h/mL) ] 108,00* 62,67 ) 127,70%
ATV + GFZ (77,14-138,90)  (42,27-83,07) (97,43-158,00)
ATV 2,56 50,17 56,41 10,49 68,58
AUCO-36h (1,38374)  (33/42-6692)  (37,6-75,23) (7,31-13,68)  (52,03-85,13)
(ghiml) Ao\ arg 9,59% 103,70% 60,56 22,03 120,90%
(6,25-12,93)  (74,39-133,10)  (41,07-80,06)  (16,54-29,33)  (92,86-148,90)
ATV 0,16 7,46 8,05 0,76 7,48
Crnax (0,09-0,23) (5,67-9,25) (4,35-11,76) (0,49-1,02) (5,26-9,70)
(UML) s ary 1,02* 15,95* 8,61 1,68* 12,81*
(054-1,49)  (10,07-21,82)  (5,22-12,01) (1,11-2,25) (9,16-16,45)
ATV 9,31 1,92 2,23 4,19 3,69
. (3,44-15,18)  (0,75-3,09) (1,63-2,83) (2,90-5,48) (2,94-4,45)
(h) 5,731 2,61 2,77 4,08 3,96
ATVHGRZ (5 93.923) (1,67-3,56) (1,43-4,11) (3,50-4,65) (2,80-5,12)
ATV 18,75 11,37 8,33 25,30 8,84
tue (12,57-2492)  (550-17,24)  (6,53-10,14)  (12,03:3857)  (7,35.10,32)
(h) 14,56 7,85 7,61 17,73* 8,75
ATV+GFZ (8 182004)  (6,38-9,33) (6,30-8,93) (11,14-24,32) (6,04-11,45)

AUCY=: area sob a curva concentracéo plasmatica vs tempo do tempo zero extrapolada ao infinito, AUC?-36h:
area sob a curva concentracdo plasmética vs tempo do tempo zero até a Ultima amostra coletada (36 h), Cmax:

concentracdo plasmética maxima, tmax: tempo para atingir Cmax, tu2: meia-vida de eliminacéo
p<0,05; teste t *(ATV versus ATV + GFZ)
-Nao se aplica
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Tabela 29: Parametros farmacocinéticos dos metabdlitos da ATV para as pacientes com LES néo
controlado. Os parametros farmacocinéticos, normalizados para dose de 20 mg de ATV, estédo
apresentados como média e IC 95%.

LES néo controlado (n=12)

Parametros p-OH ATV 0-OH ATV ATV-LAC p-OH ATV-LAC 0-OH ATV-LAC
ATV ] 60,69 100,70v* ] 113,00
AUCC= (43,85-77,54)  (63,27-138,10) (77,11-148,90)
(ng.h/mL) 183,20*Y 111,50v¢ 194,20*v¢
ATV +GFZ ) (73,02-293,30) (71,23-151,80) i (161,20-227,20)
ATV 4,08 57,06 94,03v* 16,09 105,80
AUCO-36h (1,95-6,2) (40,49-73,64)  (57,58-130,50) (9,24-22,93) (70,40-141,20)
(ng.bimb)  \+ +oFz 15,12*7 115,90%Y 103,20v* 34,27*V¢ 173,90*v*
(9,40-20,85)  (15,44-216,30) (69,48-136,90) (25,85-42,69) (145,80-202,10)
ATV 0,37 7,64 10,78 0,85 10,40
Crmax (0,03-0,72) (4,52-10,76) (6,50-15,05) (0,49-1,22) (6,59-14,20)
(ng/ml) 1 +GFz 1,93+V 28,11*Y 12,067* 2,06* 17,46%7¢
(0,77-3,084)  (15,82-40,39) (9,35-14,76) (1,38-2,75) (13,15-21,77)
ATV 5,67 2,37 2,92 7,17 4,00
tmax (2,06-9,27) (1,39-3,36) (1,92-3,91) (3,30-11,03) (3,46-4,54)
(h) 5,08 1,96 2,37 4,58 3,50
ATVHGFZ  4.10,20) (1,01-2,91) (1,40-3,35) (2,91-6,26) (2,82-4,18)
ATV 20,68 9,54 8,59 27,30 8,79
tu (10,23-31,13)  (7,44-11,64) (5,40-11,79) (10,18-44,43) (7,04-10,54)
(h) ATV +GFZ 15,38 11,24 9,15 20,73 13,50*
(8,11-22,64)  (6,44-16,05) (6,68-11,62) (9,51-31,95) (8,87-18,12)

*ANOVA com pos teste de Tuckey

AUCY=: area sob a curva concentracéo plasmatica vs tempo do tempo zero extrapolada ao infinito, AUC?-36h:
area sob a curva concentracdo plasmética vs tempo do tempo zero até a Ultima amostra coletada (36 h), Cmax:
concentracao plasmatica maxima, tmax: tempo para atingir Cmax, t12: meia-vida de eliminacéo.

p<0,05; teste t *(ATV versus ATV + GFZ)

p<0,05; ANOVA com pos teste de Tuckey Y(voluntarias sadias versus LES nédo controlado);*( LES controlado
versus LES néo controlado).

-Nao se aplica

A Figura 23 apresenta o boxplot referente aos parametros farmacocinéticos dos
metabdlitos da ATV com significancia estatistica (p<0,05; ANOVA com pos teste de Tuckey)
entre os grupos voluntérias sadias (n=15) e pacientes com LES néo controlado (n=12). Os

dados estdo apresentados como medianas e interquartis.
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A Tabela 30 apresenta as razdes metabdlicas de AUC?™ 0-OH-ATV/ATV, ATV-
LAC/ATV e 0-OH-ATV-LAC/ATV, referentes a monoterapia e associacao com GFZ,
para as voluntérias sadias, pacientes com LES controlado e LES n&o controlado. A
Tabela 30 também mostra as razdes metabdlicas de AUC%36h p-OH-ATV/ATV e p-
OH-ATV-LAC/ATV referentes a monoterapia e associagdo com GFZ, para as
voluntarias sadias, pacientes com LES controlado e LES nédo controlado. As razfes

metabdlicas estdo apresentadas como médias e IC 95%.

Tabela 30: Razdes metabdlicas de AUC®~ ou AUC® 36" referentes a monoterapia e associagcdo
com GFZ, para as voluntérias sadias (n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e LES néo
controlado (n=12). Os dados estédo apresentados como média e IC 95%.

p-OHATV  0-OHATV  ATV-LAC  p-OHATV-LAC  0-OH ATV-LAC
ATV 0,06 0,94 1,43 0,25 1,75
Voluntarias (0,04-0,07)  (0,81-1,07)  (1,06-1,80) (0,18-0,31) (1,35-2,14)
sadias ATV 0,15+ 1,90* 1,25 0,36* 2,13
+GFZ  (0,11-0,18)  (0,89-2,91) (0,75-1,76) (0,28-0,44) (1,73-2,53)
ATV 0,06 1,40 1,58 0,30 2,30
LES (0,05-0,07)  (1,10-1,70)  (1,29-1,88) (0,22-0,38) (1,72-2,88)
controlado ATV 0,14 2,06* 1,31* 0,44* 2,97+
+GFZ  (0,11-0,16)  (1,77-2,34)  (1,05-1,57) (0,34-0,54) (2,40-3,55)
ATV 0,06 1,417 1,41 0,27 1,99
LES néo (0,05-0,07)  (1,12-1,71)  (1,07-1,75) (0,21-0,32) (1,56-2,42)
controlado ATV 0,15* 1,97 1,06 0,39+ 2,38+
+GFZ  (0,12-0,18)  (1,50-2,45) (0,82-1,30) (0,29-0,49) (1,87-2,90)

p<0,05; teste t *(ATV versus ATV + GFZ2)
p<0,05; ANOVA com pés teste de Tuckey Y(voluntarias sadias versus LES né&o controlado);*( LES

controlado versus LES nao controlado).
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A Tabela 31 apresenta os parametros farmacocinéticos do MVA nas fases basal
(sem administracdo de ATV), administracdo de dose Unica oral de ATV como
monoterapia e administracdo de dose Unica oral de ATV associada com GFZ, para as
voluntarias sadias, pacientes com LES controlado e LES n&o controlado. Os dados

estdo apresentados como média e IC 95%.

Tabela 31: Parametros farmacocinéticos do MVA para as voluntérias sadias (n=15), pacientes
com LES controlado (n=13) e LES né&o controlado (n=12). Os dados estao apresentados como

média e IC 95%.

A Voluntarias LES LES nao
Parametros .
sadias controlado controlado
basal 78,35 80,73 110,33¢
(67,25 - 89,45) (63,19 - 98,27) (79,54 - 141,12)
AUC0-24h ATV 34,74* 29,90* 41,10*
ng.h/mL (28,36 - 41,12) (25,00 - 34,79) (35,35 - 46,86)
45,70%* 47,11 %% 60,60%*4¢
ATV + GFZ (38,18 - 53,22) (38,03 - 56,19) (49,06 - 72,14)
basal 18,25 17,84 25,39
(14,24 - 22,25) (13,11 - 22,56) (18,22 - 32,56)
AUCO-6h ATV 7,28* 7,54* 10,26*
ng.h/mL (6,16 - 8,40) (5,97 - 9,11) (8,33-12,18)
11,07** 11,29Y 17,674¢
ATV +GFZ (8,87 - 13,28) (7.83 - 14,75) (14,35 - 20,98)
basal 2,25 2,36 3,40
(1,91 - 2,60) (1,73 - 3,00) (2,28 - 4,53)
Cmin ATV 0,77* 0,63* 0,87*
ng/mL (0,64 - 0,90) (0,53 -0,74) (0,71 - 1,03)
0,95** 0,88**Vv 1,25%*
ATV + GFZ (0,79 - 1,10) (0,60 - 1,17) (1,00 - 1,51)

p<0,05; ANOVA com poés teste de Tuckey “(basal versus ATV); “(basal versus ATV + GFZ); * (ATV
versus ATV + GF2).

p<0,05; ANOVA com pos teste de Tuckey #(voluntarias sadias versus LES controlado); *(voluntarias
sadias versus LES ndo controlado); V(LES n&o controlado versus LES controlado).

A Figura 24 apresenta o boxplot referente aos valores de AUC®?*"do MVA nas
fases basal (sem administracdo de ATV), administracdo de dose Unica oral de ATV
como monoterapia e administracdo de dose unica oral de ATV associada com GFZ,
para as voluntarias sadias (n=15), pacientes com LES controlado (n=13) e LES néo
controlado (n=12). Os dados estdo apresentaos como mediana e interquartis.
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Figura 24: Boxplot referente aos valores de AUC0-24h do MVA nas fases basal (sem administracéo
de ATV), administracédo de dose Unica oral de ATV como monoterapia (ATV) e administracao de dose
Unica oral de ATV associada com GFZ (ATV + GFZ), para as voluntarias sadias (n=15), pacientes com
LES controlado (n=13) e LES néo controlado (n=12). Os dados estdo apresentados como mediana e
interquartis.

A Figura 25 mostra as curvas de concentracdes plasmaticas de MVA versus
tempo (0-24 h) nas fases basal (sem administracdo de ATV), monoterapia (apés
administracdo de dose Unica de ATV) e associacdo com GFZ (dose Unica de ATV no
sexto dia do tratamento com GFZ 600 mg/12h) para as voluntarias sadias, pacientes
com LES controlado e LES nao controlado. A Figura 19 também mostra as
concentragdes plasmaticas de ATV e metabdlitos ativos obtidas nos mesmos tempos

de coleta do MVA. Os dados estédo apresentados como média e IC 95%.
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Figura 25: Curvas de concentragdo plasmatica da ATV e seus metabdlitos ativos p-OH-ATV e 0-OH-ATV versus tempo (zero a 36 h) nas duas ocasides de
administragdo de dose Unica oral de ATV (concentracdes plasmaticas normalizadas para dose de 20 mg de ATV): Fase | monoterapia e Fase Il no sexto dia
do tratamento com GFZ 600 mg/12h (painel superior). Curvas de concentragdo plasmatica versus tempo do MVA (0- 24 h) nas fases basal (sem administragao
de ATV), monoterapia e associacao com GFZ (painel inferior) para as voluntarias sadias, pacientes com LES controlado e LES néo controlado. Os dados estao
apresentados como média e IC 95%.
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A Figura 26 mostra as areas de histerese entre as concentracdes plasmaticas
de ATV somadas com as concentracdes plasmaticas dos metabdlitos ativos
hidroxilados (0-OH-ATV e p-OH-ATV) e as concentracdes plasméticas de MVA, nas
Fases monoterapia e associacdo com GFZ, obtidas para os grupos de voluntarias
sadias (n=15), LES controlado (n=13) e LES néo controlado (n=12). Os dados estéo

apresentados como média.

ATV  —— ATV +GFZ

Voluntarias sadias LES controlado LES n&o controlado

MVA (ng/mL)
B

0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
ATV (ng/mL)

Figura 26: Areas de histerese entre as concentracdes plasmaéticas de ATV somadas com as
concentracdes plasméticas dos metabdlitos ativos hidroxilados (0-OH-ATV e p-OH-ATV) e as
concentracdes plasmaticas de MVA, nas Fases monoterapia e associagdo com GFZ, obtidas para os
grupos de voluntarias sadias (n=15), LES controlado (n=13) e LES néo controlado (n=12). Os dados
estdo apresentados como média.

II.5 DISCUSSAO

O presente estudo visa avaliar o efeito da doencga inflamatoria, LES, na atividade
do transportador de influxo sinusoidal OATP1Bl1, avaliada com base na
farmacocinética e farmacodinamica da ATV associada ou ndo a GFZ, um farmaco
inibidor da atividade do transportador OATP1B1. Foram investigadas 13 pacientes
com LES controlado com SLEDAI variando de O a 4, idade de 20 a 55 anos e IMC
médio de 27,34 Kg/m?, 12 pacientes com LES n&o controlado com SLEDAI variando
de 6 a 15, idade de 22 a 57 anos e IMC médio de 27,21 Kg/m?e 15 voluntarias sadias
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com idade entre 18 e 50 anos e IMC médio de 25,78 Kg/m? (Tabelas 18-20). Todas
as voluntarias sadias e as pacientes com LES controlado exibiram exames
bioguimicos dentro da normalidade. No entanto, algumas pacientes com LES nao
controlado apresentaram aumento de alfa 1 glicoproteina acida, TGO/AST, glicemia,
colesterol total, triglicérides e LDL, assim como discreta reducdo nos valores de
hemoglobina e hematocrito (Tabela 21). As alteracbes nos exames bioquimicos e
hematoldgicos apresentadas pelas pacientes com LES nao controlado sdo comuns
na doenca, podendo ser ou ndo imunomediados (LANNA; FERREIRA; TELLES,
2014). Os estados de doencas associados com inflamacgéo e producdo desregulada
de citocinas, tais como o LES, resultam em alteracfes nas concentracfes de proteinas
plasméticas, como a diminuicdo de albumina e o aumento de alfa-1 glicoproteina
acida. A concentracdo sérica de alfa-1 glicoproteina 4cida aumenta de duas a cinco
vezes durante uma resposta de fase aguda e, como tal, é definida como uma proteina
de fase aguda positiva (SEIFERT et al., 2017).

No presente estudo, as concentracfes plasmaticas de MCP-1 e TNF-a estdo
aumentadas nos grupos LES controlado e LES néo controlado, quando comparadas
ao grupo de voluntarias sadias. As concentracdes plasmaticas de IL-10 também estéo
aumentadas no grupo LES nédo controlado quando comparadas com o grupo de
voluntarias sadias (Tabela 22, Figura 18). No estudo realizado por Asanuma et al.
(2006), também foi observado aumento das concentraces plasmaticas de MCP-1 em
pacientes com LES, uma citocina que exibe correlacdo com fatores de risco
coronarianos. As altas concentracdes plasméaticas de MCP-1 estéo relacionadas com
a reducéo da atividade da LPL (lipoproteina lipase, enzima responsavel pelo proceso
de lipdlise) e aumento dos niveis de triglicérides (ASANUMA et al.,, 2006; DE
CARVALHO; BONFA; BORBA, 2008; SZABO; SZODORAY; KISS, 2017). Segundo
McCarthy et al. (2014), o aumento das concentracdes plasmaticas de TNF-a esta
relacionado com a atividade da doenca, enquanto o aumento das concentracfes
plasmaticas de IL-10 esta relacionado com efeito protetor da progressao da doenca,
ou seja, a IL-10 promove a proliferacéo de linfocitos B no inicio do curso da doenca.

Embora o clearance total da ATV seja determinado pelo clearance de influxo
sinusoidal OATP1B1 e néo pelo clearance metabdlico dependente do CYP3A4, a
inibicdo do CYP3A4 poderia resultar em aumento da exposicao hepatica da ATV e
consequentemente em redugcdes mais acentuadas das concentragdes plasmaticas de
MVA, o biomarcador da atividade da HMG-CoA redutase (PATILEA-VRANA;
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UNADKAT, 2016). Assim, no presente estudo a atividade in vivo do CYP3A4 foi
avaliada usando o farmaco marcador midazolam, administrado por via oral, com a
finalidade de avaliar tanto o CYP3A4 intestinal quanto o hepatico (LAMBA et al., 2002).
Os valores do clearance oral do midazolam variaram 4,7 vezes entre as pacientes
com LES controlado (12,04-56,61 mL/min/Kg), 3,64 vezes entre as pacientes com LES
nao controlado (18,13-66,02 mL/min/Kg) e 4,04 vezes entre as voluntarias sadias
(14,97-60,44 mL/min/kg) (Tabela 23). De acordo com a faixa de referéncia de 10-40
mL/min/kg, reportada por Lamba et al. (2002), observa-se que nenhuma das
participantes apresentaram valores de clearance total aparente do midazolam
inferiores a 10 mL/min/kg, no entanto, 40% das voluntarias sadias, 23% das pacientes
com LES controlado e 58% das pacientes com LES nao controlado, apresentaram
valores de clearance total aparente do midazolam maiores que 40 mL/min/kg. Os
dados de clearance total aparente do midazolam indicam auséncia de inibicdo do
CYP3A4 intestinal e hepético nas pacientes com LES controlado e LES néo
controlado. Ressalta-se que a inibicdo do CYP3A4 poderia ter ocorrido principalmente
nas pacientes com LES ndo controlado em funcdo da atividade inflamatoria e
producdo desregulada de citocinas, podendo resultar em infra-regulacdo de enzimas
metabolizadoras. Observa-se ainda que os valores de clearance total aparente do
MDZ néo diferiram (p> 0,05, ANOVA com pos teste de Tuckey) entre os grupos
investigados, um dado que permite sugerir que 0 metabolismo da ATV nao variou
entre 0s grupos investigados.

A administracdo de dose Unica oral de ATV (20, 40 ou 80 mg) ao grupo de
voluntarias sadias (n=15) resultou em clearance aparente de 742,90 L/h, volume
aparente de distribuicdo de 9005 L e meia-vida de eliminacéo de 16,57 h (Tabela 25).
Os parametros farmacocinéticos estao préximos aos relatados por Huang et al. (2017)
na investigacao de voluntarios sadios tratados com dose Unica oral de 10 mg de ATV.
Os autores reportaram clearance aparente de 720,0 L/h, volume aparente de
distribuicdo de 11300 L e meia-vida de eliminacdo de 13,4 h. As razdes metabdlicas
de AUC metabdlito ativo/farmaco inalterado observadas no presente estudo para o
grupo de voluntéarias sadias (Tabela 30) foram de 0,06 para o p-OH-ATV e 0,94 para
0 0-OH-ATV, enquanto para os metabdlitos inativos foram de 1,43 para a ATV-LAC,
0,25 para a p-OH-ATV-LAC e 1,75 para a 0-OH-ATV-LAC. Pouco estudos relatam os
parametros farmacocinéticos dos metabdlitos ativos e inativos da ATV. O estudo de

Hermann et al. (2006) em voluntarios sadios tratados com doses de 10 mg de ATV
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durante uma semana mostra razdes metabdlicas de AUC proximas ao do presente
estudo para os metabdlitos ativos, sendo 0,16 para o p-OH-ATV e 0,86 para 0 0-OH-
ATV. Em relagdo aos metabdlitos inativos, os valores relatados por Hermann et al.
(2006) de 3,5 para a ATV-LAC, 1,82 para a p-OH-ATV-LAC e 29,41 para a 0-OH-ATV-
LAC estao discrepantes em relacéo ao presente estudo de dose Unica provavelmente
em funcdo do acumulo de metabdlitos com meias-vidas de eliminacdo prolongadas
no estudo de doses multiplas. Outros estudos de administracdo de dose Unica oral de
ATV reportaram apenas as razdes metabolicas de AUC para o metabdlito ativo 0-OH-
ATV com valores de 1,25 (HUANG et al., 2017), 1,19 (LIU et al., 2010) ou 0,77
(PARTANI et al., 2014) e, portanto, préximos ao encontrado no presente estudo de
0,94.

A GFZ é um farmaco inibidor do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1,
mas ndo do CYP3A4 e dos transportadores MDR1 e BCRP, envolvidos no
metabolismo e na secrecédo biliar da ATV e seus metabdlitos (DUAN; ZHAO; ZHANG,
2017; GOOSEN et al., 2007).

No presente estudo, os parametros farmacocinéticos da GFZ foram avaliados
no estado de equilibrio, no intervalo de dose de 12 h do sexto dia de administracdo de
doses muiltiplas orais de 600 mg/12h. Os valores de AUC%12" (88,84 pg.h/mL), Cmax
(26,73 pg/mL), Cmin (1,24 pg/mL) e tmax (2,28 h) (Tabela 24) estdo de acordo com o0s
dados encontrados na literatura para voluntarios sadios (ROWER et al.,, 2010;
TORNIO et al., 2008). Os parametros farmacocinéticos da GFZ nao diferiram (p> 0,05,
ANOVA com pos teste de Tuckey) entre os grupos voluntarias sadias, LES controlado
e LES néo controlado, com valores de concentracdo plasméatica média no estado de
equilibrio variando entre 5,6 a 8,0 ug/mL (Tabela 24).

A administracdo de doses multiplas orais de 600 mg/12h de GFZ ao grupo de
voluntéarias sadias aumentou as concentracfes plasmaticas da ATV inalterada (Figura
19). A administracdo de GFZ aumentou 0 Cmax (9,52 vs 14,89 ng/mL) e reduziu o
volume aparente de distribuicdo (9005 vs 4596 L) da ATV inalterada (Tabela 25 e
Figura 21), evidenciando que a inibicdo do transportador de influxo sinusoidal
OATP1B1 pela GFZ impede a distribuicdo da ATV para o figado. Os dados
observados estdo de acordo com estudos anteriores em voluntarios sadios que
mostram que a administracdo de GFZ durante 7 dias (600 mg/12 h) aumenta os
valores de AUC da ATV inalterada (BACKMAN et al., 2005; WHITFIELD et al., 2011).

Em relacdo aos metabdlitos da ATV, a GFZ administrada ao grupo de voluntarias
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sadias, aumentou os valores de AUC e Cmax dos metabdlitos hidroxilados acidos e
lactonas da ATV (Figuras 19 e 23 e Tabela 27), metabolitos formados por eliminacao
pré-sistémica. No entanto, a exposigéo sistémica do metabolito ATV-LAC, metabdlito
mais lipofilico e provavelmente com distribuicdo para o figado menos dependente do
transportador OATP1B1, ndo foi alterada pela GFZ. (Figuras 20 e 23 e Tabela 27)
(BACKMAN et al., 2005; WHITFIELD et al., 2011). Ressalta-se que as formas acidas
da ATV e metabdlitos hidroxilados sdo mais hidrossollveis e mais dependentes do
transportador OATP1B1 quando comparadas com as formas lactonas dos metabdlitos
hidroxilados (BUCHER et al., 2011; NEUVONEN; NIEMI; BACKMAN, 2006).

Os parametros farmacocinéticos da ATV inalterada, administrada como
monoterapia, foram alterados nas pacientes com LES nao controlado quando
comparados com o grupo de voluntérias sadias (Tabela 25). As pacientes do grupo
LES néo controlado mostraram maiores valores de AUC (67,27 vs 35,04 ng.h/mL) e
Cmax (21,68 vs 9,52 ng/mL) e menores valores de clearance aparente (377,4 vs 742,9
L/h) e volume aparente de distribuicéo (3398 vs 9005 L) quando comparadas com o
grupo de voluntarias sadias. Considerando que o LES néo controlado € uma doenca
inflamatoria associada com aumento de citocinas plasmaticas (IL-10, MCP-1 e TNF-
a; Tabela 22) envolvidas na infra-regulacdo de transportadores de membranas
(SEIFERT et al., 2017), os dados permitem inferir que o LES n&o controlado reduz a
atividade do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1 com consequente reducao
do volume aparente de distribuicdo e aumento da exposicao sistémica da ATV. Os
dados apresentados na Tabela 25 também mostram que as alteracbes na
farmacocinética da ATV dependem da progressao da doenca, uma vez que nao foram
encontradas alteracdes nas pacientes com LES controlado quando comparadas com
0 grupo de voluntérias sadias.

A correlacdo do clearance aparente da ATV com as citocinas plasmaticas
avaliadas no presente estudo (INF-y, IL-10, IL-18, IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-a; Tabela
22) foi significativamente relevante somente para a MCP-1, como pode ser observado
na Figura 22. Os valores de clearance aparente da ATV sdo maiores em pacientes
com baixas concentracdes plasmaticas de MCP-1, tais como aquelas observadas no
grupo de voluntarias sadias, enquanto os menores valores de clearance aparente da
ATV foram observados nas pacientes com maiores valores de concentracdes

plasmaticas de MCP-1, tais como aqueles observados no grupo LES néo controlado.
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A fracao livre da ATV foi avaliada na fase monoterapia para as voluntarias
sadias, pacientes com LES controlado e pacientes com LES n&o controlado (Tabela
26). Os valores da fracéo livre da ATV encontrados para as voluntérias sadias (9,38
%), pacientes com LES controlado (8,81 %) e pacientes com LES néo controlado (8,65
%) estdo de acordo com os dados da literatura relativos a ligacdo da ATV as proteinas
plasmaticas (>90%) (LENNERNAS, 2003). Os dados permitem observar que 0s
valores de fracdo livre da ATV nao diferiram (p> 0,05, ANOVA com poés teste de
Tuckey) entre os grupos investigados (Tabela 26), evidenciando que o LES controlado
ou LES nao controlado néo altera a fracao livre da ATV.

A comparacédo da exposicao sistémica dos metabdlitos da ATV entre os grupos
LES néo controlado e voluntarias sadias (Tabelas 27e 29) permite observar que o LES
nao controlado aumenta os valores de AUC (100,70 vs 59,12 ng.h/mL) e Cmax (10,78
vs 5,21 ng/mL) somente do metabdlito inativo ATV-LAC. Considerando os dados
apresentados na Tabela 23 relativos ao clearance oral do farmaco marcador do
CYP3A4 (midazolam), a capacidade de eliminacdo pré-sistémica da ATV-LAC
dependente do CYP3A4 nao difere entre as pacientes com LES néo controlado e as
voluntéarias sadias. Logo, as maiores concentracdes plasmaticas do metabdlito ATV-
LAC observadas nas pacientes com LES nédo controlado ndo podem ser explicadas
pelo metabolismo, mas podem ser explicadas pela reducdo na atividade do
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, considerando que a ATV-LAC é um
metabdlito mais lipossolivel que as formas acidas, mas também provavelmente
dependente do transportador OATP1B1.

De maneira semelhante a monoterapia, os parametros farmacocinéticos da
ATV inalterada, administrada em associacdo com a GFZ, foram alterados nas
pacientes com LES ndo controlado quando comparados com o grupo de voluntarias
sadias. As pacientes do grupo LES nao controlado mostraram maiores valores de
AUC (96,16 vs 44,78 ng.h/mL) e Cmax (34,13 vs 14,89 ng/mL) e menores valores de
clearance aparente (238,30 vs 638,80 L/h) e volume aparente de distribuicdo (1939 vs
4596 L) quando comparadas com o grupo de voluntarias sadias. Os dados estdo de
acordo com o conhecimento de que a GFZ (600 mg/12 h durante 6 dias) reduz a
atividade do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1 (GOOSEN et al., 2007,
WHITFIELD et al., 2011) com consequente reducdo do volume aparente de
distribuicdo e aumento da exposicao sistémica da ATV.
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A comparacao dos parametros farmacocinéticos da ATV inalterada entre os
grupos LES né&o controlado tratado com GFZ e voluntarias sadias monoterapia (AUC
96,17 vs 35,04 ng.h/mL; clearance total aparente 238,30 vs 742,90 L/h e volume
aparente de distribuicdo 1939 vs 9005 L; Tabela 25 e Figura 21) permite inferir efeito
aditivo do processo inflamatorio relacionado ao LES nao controlado e da associacéo
de GFZ na inibicdo do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1. Vale ressaltar
que as pacientes com LES nao controlado (SLEDAI 6-15) apresentaram reducdo
parcial na atividade do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, uma vez que a
administracdo de GFZ também reduziu o volume aparente de distribuicdo da ATV,
inferindo efeito aditivo na inibicdo da OATP1B1.

Em relagcdo aos metabdlitos ativos hidroxilados, metabdlitos mais
hidrossoluveis e dependentes do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, foi
obervado aumento da exposi¢ao sistémica para ambos 0os metabdlitos no grupo de
pacientes com LES ndo controlado tratados com GFZ quando comparados com o
grupo de voluntarias sadias monoterapia (AUC%* 183,20 vs 46,29 ng.h/mL para o o-
OH-ATV e AUC®36h 15 12 vs 2,33 ng.h/mL para o p-OH-ATV; Tabelas 27 e 29). Em
relacdo aos metabdlitos inativos hidroxilados lactonas, também foi obervado aumento
da exposicao sistémica para todos os metabdlitos lactonas no grupo de pacientes com
LES nédo controlado tratados com GFZ quando comparados com o grupo de
voluntarias sadias monoterapia (AUC%* 111,50 vs 59,12 ng.h/mL para a ATV-LAC;
AUC%> 194,20 vs 75,65 ng.h/mL para o 0-OH-ATV-LAC e AUC?36h 3427 vs 10,18
ng.h/mL para o p-OH-ATV-LAC; Tabelas 27 e 29).

A farmacocinética da ATV e seus metabolitos ndo difere entre os grupos LES
controlado e voluntarias sadias (Tabelas 25, 27-29), inferindo que a inflamacéao, e nao
a doenca, é responsavel pelas alteracdes descritas no grupo LES nao controlado
como consequéncia da inibicdo do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1.

No presente estudo, as concentracdes plasmaticas do MVA, um precursor do
colesterol, foram usadas como parametro farmacodinamico na administracao de dose
Gnica oral de ATV, considerando que as concentracfes plasmaticas do MVA
representam a velocidade instantanea da biossintese do colesterol dependente da
atividade da HMG-CoA redutase no figado (KIM et al., 2011). As concentracdes

plasmaticas de MVA no presente estudo foram mensuradas como MVL em funcao da
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maior estabilidade e facilidade de extracdo da forma lactona MVL considerada mais
lipossoluvel.

As concentragfes plasmaticas de MVA foram avaliadas durante 24 h devido a
demonstracdo de ritmo circadiano, com menores concentracfes plasmaticas
observadas durante o dia e maiores concentracdes plasmaticas observadas durante
a noite (PAPPU; ILLINGWORTH, 1994; PARKER et al., 1984). As concentracdes
plasmaticas de MVA, basais e ap6s a administracdo de ATV, observadas durante 24
h mostraram ritmo circadiano em todos o0s grupos investigados, com as menores
concentracfes observadas em torno das 14:00 h (Figura 25). Assim, a administracéo
de dose uUnica oral de ATV ocorreu sempre no periodo da manha, em torno das 8:00
h.

Os valores de AUC%24 AUC%6" e Cmin do MVA (Tabela 31; Figura 24)
reduziram significativamente (p<0,05) apos a administracdo de dose Unica oral de ATV
como monoterapia quando comparados com o0s valores basais em todos 0s grupos
investigados. Os dados permitem observar que a administracéo de dose Unica oral de
ATV reduziu os valores de AUC%2* do MVA em aproximadamente 55,66% nas
voluntarias sadias, 62,96% nas pacientes com LES controlado e 62,75% nas
pacientes com LES néo controlado, mas sem significAncia estatistica entre 0os grupos.
A exposicao sistémica do MVA apds a administracdo de ATV mostra sensibilidade
como biomarcador da exposi¢do a dose Unica oral da ATV.

Na fase ATV + GFZ (dose Unica de ATV no sexto dia apds o tratamento com
GFZ 600 mg/12h), os valores de AUC%24" do MVA quando comparados aos valores
basais (Tabela 31; Figura 24) reduziram significativamente (p<0,05) nos trés grupos
estudados. A reducdo na AUC%24 foi de 41,67% nas voluntarias sadias, 41,65% nas
pacientes com LES controlado e 45,07% nas pacientes com LES né&o controlado. Os
valores de MVA obtidos apds a administracdo de ATV em associacdo com GFZ, néo
reduziram tanto quanto os valores de MVA obtidos apés a administracdo de ATV como
monoterapia. Isso pode ser explicado devido a reducéo da exposi¢cado hepatica a ATV
em funcdo da GFZ inibir o transportador sinusoidal OATP1B1.

As curvas de concentracdes plasmaticas do MVA em fungdo dos tempos de
coleta, obtidas no grupo de voluntarias sadias, LES controlado e LES nao controlado
nas fases basal (sem administracdo de ATV) e monoterapia (apos administracdo de
dose unica de ATV) (Figura 25), mostram correlagcdo com as curvas de concentracdes

plasmaticas de ATV e metabdlitos hidroxilados ativos versus tempo, ou seja, as
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concentracbes plasmaticas de MVA diminuem, enquanto as concentracdes
plasmaticas de ATV e metabdlitos hidroxilados ativos aumentam, até
aproximadamente 6 h apdés a administracdo de ATV. Apds essas 6 h, as
concentracdes plasméticas de MVA tendem a retornar aos niveis basais (Figuras 25
e 26).

A administracdo de GFZ (600 mg/12 h durante 6 dias) praticamente néo altera
as areas de histerese entre as concentragdes plasméticas de MVA e as concentracdes
plasmaticas de ATV somadas com as concentracfes plasmaticas dos metabdlitos
ativos hidroxilados (0-OH-ATV e p-OH-ATV) (Figura 26) no grupo de voluntarias
sadias. No entanto, a administracdo de GFZ aumenta discretamente a area de
histerese nas pacientes do grupo LES controlado e acentuadamente nas pacientes do
grupo LES né&o controlado. Os dados permitem inferir que o efeito aditivo do LES né&o
controlado e da GFZ na inibicdo do transportador de influxo sinusoidal OATP1B1
resulta no aumento das concentracfes da ATV e metabdlitos ativos hidroxilados no
plasma com consequente reducdo da exposicdo hepética da ATV e metabdlitos ativos
hidroxilados. Assim, as concentracfes no plasma da ATV e metabdlitos ativos nédo
representam suas concentra¢des no figado, particularmente no grupo de pacientes
LES né&o controlado.

Concluindo, o LES ndo controlado (SLEDAI 6-15) aumenta a exposi¢cao
sistémica e reduz a exposicdo hepatica da ATV e metabdlitos, inferindo inibicdo do
transportador de influxo sinusoidal OATP1B1, uma vez que a atividade in vivo do
CYP3A4, de acordo com o clearance oral do midazolam, ndo foi alterada. A
inflamacéo, e ndo a doenca, € responsavel pelas alteracdes descritas no grupo LES
nao controlado como consequéncia da inibicdo do transportador de influxo sinusoidal
OATP1B1, uma vez que a exposi¢cao sistémica da ATV e seus metabdlitos néo foi

alterada nas pacientes com LES controlado.
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1.6 CONCLUSAO

1-O clearance oral do midazolam, marcador da atividade do CYP3A4, néo variou entre
0s grupos de voluntarias sadias, LES controlado (SLEDAI 0-4) e LES néo controlado
(SLEDAI 6-15), inferindo que o LES néo altera o metabolismo da ATV dependente do
CYP3AA4.

2-As pacientes investigadas com LES controlado (SLEDAI 0-4) mostraram
concentracbes plasméticas elevadas das citocinas MCP-1 e TNF-a, enquanto as
pacientes com LES ndo controlado (SLEDAI 6-15) mostraram concentracdes

plasmaticas elevadas das citocinas MCP-1, TNF-a e IL-10.

3-As pacientes do grupo LES nao controlado (SLEDAI 6-15) mostraram maiores
valores de AUC (67,27 vs 35,04 ng.h/mL) e Cmax (21,68 vs 9,52 ng/mL) e menores
valores de clearance aparente (377,4 vs 742,9 L/h) e volume aparente de distribuicédo
(3398 vs 9005 L) quando comparadas com o grupo de voluntarias sadias. Em relacao
aos metabolitos da ATV, o LES néo controlado aumentou os valores de AUC (100,70
vs 59,12 ng.h/mL) e Cmax (10,78 vs 5,21 ng/mL) somente do metabdlito inativo ATV-
LAC.

4-A farmacocinética da ATV e seus metabdlitos ndo difere entre os grupos LES
controlado (SLEDAI 0-4) e voluntarias sadias, inferindo que a inflamacéo, e nédo a

doenca, é responsavel pelas alteracbes descritas no grupo LES néo controlado.

5-A administracdo de GFZ (600 mg/12 h durante 6 dias) para as pacientes do grupo
LES né&o controlado (SLEDAI 6-15) resultou em aumento dos valores de AUC (96,16
vs 44,78 ng.h/mL) e Cmax (34,13 vs 14,89 ng/mL) e menores valores de clearance
aparente (238,30 vs 638,80 L/h) e volume aparente de distribuicdo (1939 vs 4596 L)
guando comparadas com o grupo de voluntarias sadias. Em relacdo aos metabalitos,
foi obervado aumento da exposicéo sistémica para os metabdlitos 0-OH-ATV (AUC®
» 183,20 vs 46,29 ng.h/mL), p-OH-ATV (AUC®36h 1512 vs 2,33 ng.h/mL), ATV-LAC
(AUC%* 111,50 vs 59,12 ng.h/mL), 0-OH-ATV-LAC (AUC®* 194,20 vs 75,65 ng.h/mL)
e p-OH-ATV-LAC (AUC?36h 34,27 vs 10,18 ng.h/mL).
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6-A administracdo de dose Unica oral de ATV como monoterapia reduziu os valores
de AUC®?4" do MVA em aproximadamente 55,66% nas voluntarias sadias, 62,96%
nas pacientes com LES controlado e 62,75% nas pacientes com LES néo controlado,

sem significancia estatistica entre os grupos.

7-A administracdo de GFZ (600 mg/12 h durante 6 dias) praticamente ndo altera as
areas de histerese entre as concentracdes plasmaticas de MVA e as concentracfes
plasmaticas de ATV somadas com as concentracfes plasmaticas dos metabdlitos
ativos hidroxilados (0-OH-ATV e p-OH-ATV) no grupo de voluntarias sadias. No
entanto, a administracdo de GFZ aumenta discretamente a area de histerese nas
pacientes do grupo LES controlado e acentuadamente nas pacientes do grupo LES
nao controlado. Assim, as concentra¢des no plasma da ATV e metabdlitos ativos nao
representam suas concentra¢des no figado, particularmente no grupo de pacientes

com LES nao controlado.
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ANEXO A - Oficio de aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa

da FCFRP - USP

§_E UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

%l %. z  Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
% 3 Comité de Etica em Pesquisa

B

Of. CEP/FCFRP n°. 002/2016
kms

Ribeirdo Preto, 25 de janeiro de 2016.

A pos-graduanda

Roberta Natalia Cestari

Orientadora: Prof®. Dr®. Vera Lucia Lanchote
FCFRP/USP

Prezadas Pesquisadoras,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DA
INFLUENCIA DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO NA ATIVIDADE DO TRANSPORTADOR
OATP1B1 EMPREGANDO PK-PD DA ATORVASTATINA”, apresentado por Vossa
Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n° 392 - CAAE n°
48713615.5.0000.5403, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCFRP/USP em sua 1472 Reunido Ordinaria realizada em 16/10/2015.

Lembramos que, de acordo coma Resolucao 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 deverdao constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatdrio final da
pesquisa em formulario proprio deste Comité, bem como comunicada qualquer
alteracdo, intercorréncia ou interrupcdao do mesmo, tais como eventos adversos e
eventuais modificacdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposi¢do de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

JOIsa | Q dums"
Prof. Dr?, Elj aria de Sousa Russo

Vice-Coordenadora do CEP/FCFRP
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ANEXO B - Oficio de aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FMRP - USP

205

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA LS Ny
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULQ ., . &(\

Ribeirdo Preto, 01 de Fevereiro de 2016

Projeto de pesquisa: “AVALIACAO DA INFLUENCIA DO LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO NA ATIVIDADE DO TRANSPORTADOR
OATP1B1 EMPREGANDO PK-PD DA ARTOVASTATINA”

Pesquisador responsavel: Roberta Natalia Cestari e Prof® Dr* Vera
Lucia Lanchote

Instituicio Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
. Ribeirao Preto — USP

“0) CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP
da Instituicdo Proponente, que cumpre as Resolucoes Bticas Brasileiras, em
especial a Resolucao CNS 466/12. Diante disso, o HCFMRP-USP, co* «
instituicdao co-participante do referido projeto de pesquisa, esta ciente d- suies
co-responsabilidades e de seu compromisso no resguardo da seguranca

estar dos sujeitos desta pesquisa, dispondo de infra-estrutura necesséria para &

garantia de tal seguranca e bem-estar”.

Ciente e de acordo:

Nz . of =
SR an, £ :f") 12 k)
AR IE UM
\__Dr* Marcia Guimnaraes Villanova Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho
Coordenadora do Comité de Coordenador Técnico Cientifico da
[btica em Pesquisa - HCFMRP- Unidade de Pesquisa Clinica -
LISP 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 ¢

Reugistro Piataforma BrasitfCONEP n® 5440
{016} 3602-2228
cep@hcrp. usp.br

www.hcrp.usp.br
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, Resolucéo 466/12)

Titulo do estudo: Avaliacdo da influéncia do Ildpus eritematoso
sistémico na atividade do transportador OATP1B1
empregando PK-PD da atorvastatina

Nome da Instituigdo: Projeto integrado Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP e Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto-USP

Nome completo da participante do estudo:
Registro da participante do estudo na instituicao:
Pesquisadores: Responsavel Clinico: Prof. Dr. Eduardo Antdnio

Donadi (HCFMRP/USP) — CPF: 747.593.378-49 —
telefone: (16) 3602-2566

Pés-graduanda: Ms. Roberta Natélia Cestari

CPF: 367.073.208-07 — telefone: (16) 98176-5447
Orientadora: Prof2 Dra Vera Lucia Lanchote
CPF: 033.163.688-33 — telefone: (16) 3315-4699

Data do documento: Versao Final de 04 de dezembro de 2015

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES PORTADORES
DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

A Senhora esta sendo convidada a participar do estudo “Avaliagao da influéncia do lipus
eritematoso sistémico na atividade do transportador OATP1B1 empregando PK-PD da
atorvastatina” como participante portador de lUpus. Antes da Senhora decidir se quer ou nao
participar, € importante que a Senhora entenda porque este estudo esta sendo feito e o que ele envolve.
Por favor, leia com atencédo as informacdes descritas neste documento e discuta-as, se desejar, com
sua familia ou amigos. Pergunte ao pesquisador do estudo qualquer coisa que néo tenha ficado clara
ou que vocé necessite de mais informagdes. Use o tempo necessario para a Senhora decidir se deseja
ou nao participar deste estudo.

A atorvastatina € um remédio seguro e utilizado ha muito tempo para tratar o colesterol alto e
prevenir as doencas do coracdo. Pessoas com lUpus eritematoso sistémico possuem maior chance de
desenvolver doencgas do coragéo, sendo necessario, em alguns casos, 0 uso deste tipo de remédio. A
atorvastatina precisa entrar no figado para fazer o efeito. No entanto, nas pessoas que tem IUpus, o
remédio pode ndo conseguir entrar no figado fazendo com que o colesterol ndo abaixe. Entéo, o
objetivo deste estudo é comparar a resposta da atorvastatina em participantes portadores de IUpus e
em participantes sadios, nos quais o remédio consegue entrar no figado e abaixar o colesterol.

Serdo convidadas a participar do estudo 45 mulheres com idade entre 18 e 40 anos de idade,
que serdo divididas em trés grupos. O primeiro grupo sera composto por 15 participantes portadores
de ldpus eritematoso sistémico com atividade moderada, 15 participantes portadores de IUpus
eritematoso sistémico com atividade leve e 15 participantes sadios.
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Caso a Senhora concorde em participar desta pesquisa, a Senhora devera comparecer em
jejum de 8 h na Unidade de Pesquisa Clinica (UPC) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto — USP, localizada no 12° andar para a realizacdo de exames laboratoriais. Sera
coletada uma amostra de 10 mL de sangue (equivalente a duas colheres de sopa), a qual sera
encaminhada ao Laboratdrio Central de Analises Clinicas do HCFMRP/USP para as dosagens de:
hemograma para saber a composicdo do seu sangue; uréia e creatinina para saber a fungéo do seu
rim; bilirrubinas, TGP/ALT, TGO/AST, gama-GT e fosfatase alcalina para saber a funcéo do seu figado;
glicemia para saber a quantidade de aclcar no seu sangue; albumina, al glicoproteina acida e
proteinas séricas totais para saber a quantidade de proteinas no seu sangue e lipidograma para saber
a quantidade de gordura no seu sangue. Também sera coletada uma amostra de urina para realizar o
exame urina rotina para saber a fun¢éo do seu rim.

A Senhora precisara ficar internada conforme detalhado a seguir. Cabe esclarecer que essa
internacao sera realizada em local adequado e a Senhora sera acompanhada por equipe qualificada.
A internacdo acontecera na Unidade de Pesquisa Clinica (UPC). Essa Unidade oferece toda a
infraestrutura necesséria e equipe de enfermagem altamente qualificada e treinada para a realizagdo
de pesquisa clinica. Durante todo o periodo de internagéo, a Senhora sera monitorada pelo pesquisador
responsavel pelo estudo e sera assistida pela equipe qualificada (enfermagem e médica) em caso de
gualquer necessidade. Todo cuidado sera tomado pela equipe do estudo para que ndo acontegam
intercorréncias durante a sua participacao neste estudo, porém, em caso de qualquer intercorréncia a
equipe do estudo tomard os cuidados médicos necessarios de acordo com o julgamento médico.
Durante o estudo havera coleta de sangue, essa sera realizada por equipe treinada e qualificada, no
entanto, em toda coleta de sangue pode haver desconforto ou sangramento no local de retirada da
amostra de sangue.

O estudo sera realizado em duas etapas, sendo que existira um intervalo de uma semana entre
elas.

Na primeira etapa, a Senhora precisara ficar internada durante dois dias e meio (60 h) para a
coleta de sangue e tera uma dieta livre de gordura. Nas primeiras 24 h, nds iremos colher 15 (quinze)
amostras de sangue da veia do seu braco. Primeiro, nds iremos coletar uma amostra de sangue,
através de uma veia do seu braco. Nessa primeira coleta, colocaremos um tubo pequeno de plastico
na sua veia, para que a senhora ndo precise ser mais picada durante as proximas coletas. Depois
disso, nds iremos administrar um remédio: um comprimido de 7,5 mg de midazolam via oral (pela boca),
um remédio usado para dormir mas no estudo serd utilizado para avaliarmos a capacidade do seu
figado de eliminar medicamentos. Os possiveis efeitos adversos do midazolam s&o sonoléncia, perda
da lembranca recente, dificuldades de expressar emoc¢fes e sentimentos, reducdo da atencao,
confusdo mental, cansaco, dor de cabecga, tontura, fraqueza muscular, falta de coordenacéo dos
movimentos e visdo dupla. Outros efeitos menos comuns sdo nauseas, dores na barriga, prisdo de
ventre, méa digestéo, alteracdo do desejo sexual e reagéo alérgica na pele. Este remédio é rapidamente
eliminado do corpo da Senhora, em menos de 2 h metade da quantidade deste remédio é eliminada.

Teremos ainda que coletar seu sangue de tempo em tempo, totalizando 15 coletas nesse
primeiro dia. Em cada uma delas serd coletado 10 mL, equivalente a duas colheres de sopa. Esse
sangue coletado sera utilizado para saber a quantidade de gorduras no seu sangue e também algumas
caracteristicas genéticas relacionadas com a velocidade de eliminagdo do midazolam do seu sangue.

Posteriormente, na manha seguinte, também em jejum nds iremos administrar outro remédio:
para um grupo de participantes do estudo nds iremos administrar um comprimido de 20 mg de
atorvastatina (um remédio usado para tratar o colesterol alto) via oral, em outro grupo nés iremos
administrar um comprimido de 40 mg de atorvastatina via oral e no terceiro grupo nds iremos administrar
um comprimido de 80 mg de atorvastatina via oral. A Senhora podera estar em qualquer um desses
grupos, pois a escolha serd aleatéria. Para a atorvastatina, os possiveis efeitos adversos mais
frequentes sdo dor muscular (28%), aumento das enzimas do figado 12%) (altera¢cbes do seu exame
de sangue como aumento na dosagem de substéncias produzidas por seu figado ou por seus
musculos. ,visdo embacada (2%), mas esses efeitos ocorrem com o uso por longo tempo do remédio
(geralmente de 1-6 meses apds uso diario da atorvastatina) e é mais comum em participantes do estudo
com outras doencas pré-existentes e/ou em terapia com outros remédios associados.
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Outros efeitos adversos frequentes descritos com uso da atorvastatina sdo: infeccao nas vias
respiratérias superiores (nariz, garganta), excesso de aglcar no sangue, sangramento do nariz, enjoo,
diarreia, indigestdo, dor ou inchaco articular (nas juntas). Outros efeitos menos frequentes incluem
pesadelo, barulho no ouvido, hepatite (inflamacé&o no figado), coceira na pele, mal estar e febre.

Também realizaremos 17 coletas de sangue de tempos em tempos no segundo dia, em cada
uma delas sera coletado 10 mL, equivalente a duas colheres de sopa. Esse sangue coletado sera
utilizado para saber a quantidade da atorvastatina e de gorduras no seu sangue. Ap6s 36 h, a senhora
recebera alta da enfermaria da UPC e levara para casa um remédio chamado genfibrozila (um remédio
usado para tratar o colesterol alto), o qual sera doado pelo pesquisador. A Senhora devera tomar um
comprimido de 600 mg a cada doze h (totalizando dois comprimidos ao dia) por cinco dias.

Os efeitos adversos mais frequentes descritos com o uso do genfibrozila incluem nauseas,
dores na barriga, prisdo de ventre, ma digestdo, alteracdo dos batimentos do coracdo. As reacdes
adversas menos comuns incluem dor de cabeca, vermelhiddo na pele. As reacdes adversas mais raras
incluem alteracdes do seu exame de sangue como aumento na dosagem de substancias produzidas
por seu figado ou alteragBes na dosagem de células do seu sangue, inflamac&o do pancreas, tonturas,
sonoléncia, sensacfes de frio ou calor, formigamento ou presséo na pele, depressédo, diminuicdo do
desejo sexual, alteracdo da viséo, fraqueza, dor ou cansagco muscular, coceira.

Depois de ter usado a genfibrozila durante uma semana na sua casa, a senhora retornard no
sexto dia para a segunda internacdo, com duracdo de um dia e meio (36 h). No dia da segunda
internacdo, a Senhora continuara tomando a genfibrozila e receberd também um comprimido de
atorvastatina na mesma dosagem que a Senhora tomou na primeira etapa do estudo. Realizaremos
novamente 17 coletas de sangue de tempos em tempos, novamente na primeira coleta colocaremos
um pequeno tubo de plastico na sua veia, para que a Senhora néo precise ser mais picada durante as
préximas coletas. Em cada uma delas sera coletado 10 mL, equivalente a duas colheres de sopa. Esse
sangue coletado serd utilizado para medir a quantidade de atorvastatina no seu sangue apés a
administracdo de genfibrozila e também a quantidade de gorduras no seu sangue. Apés 36 h a Senhora
recebera alta da enfermaria da UPC.

Além de coletar o seu sangue, nés também iremos dar a Senhora um frasco para que colete
toda a sua urina durante o tempo em que a Senhora ficar internada no hospital.

Os inconvenientes desta pesquisa sdo as duas internac6es de 60 h na primeira etapa e 36 h
na segunda etapa e a picada da agulha para coleta de sangue, durante a qual a Senhora podera sentir
um pouco de dor e o0 seu brago podera ficar roxo no local da picada da agulha. A coleta das amostras
sera realizada por um profissional treinado que podera esclarecer qualquer duvida.

A Senhora tomara apenas 1 comprimido de atorvastatina na primeira etapa, depois a Senhora
tomara por 5 dias a genfibrozila em casa e voltara na Unidade de Pesquisa Clinica para a segunda
etapa, onde a Senhora tomard mais 1 comprimido de atorvastatina. Portanto, por ser apenas dose
Unica (atorvastatina) e doses repetidas por apenas 5 dias de genfibrozila em casa e 2 dias na Unidade
de Pesquisa Clinica, o risco de efeitos adversos é pequeno e a Senhora tera garantia de atendimento
meédico durante todo o periodo de internacdo para qualquer intercorréncia que possa acontecer. Caso
ocorra algum efeito adverso com a administragdo dos remédios usados no estudo, esses s&o
normalmente reversiveis e desaparecem em algumas h. E garantida a Senhora assisténcia integral e
gratuita pelo tempo que se fizer necessario para o tratamento de qualquer dano direto ou indireto,
imediato ou tardio sofrido no decorrer de sua participacdo neste estudo.

E necessario que a Senhora forneca todas as informagdes sobre o seu histérico médico,
incluindo medicamentos em uso e doencgas pré-existentes. Caso haja dano sofrido no decorrer do
estudo, a Senhora tera direito a indenizagéo, conforme resolucdo do Conselho Nacional de Saude
466/12. A pesquisa ndo sera realizada se houver, relacionados a mesma, algum risco proibitivo (ex.
conhecida alergia a estatinas ou um dos outros remédios usados no estudo) que venha a se revelar no
decorrer do estudo. O pesquisador do estudo se compromete a alertar a Senhora sobre o fato e a
suspender, de imediato, sua participacdo como participante do estudo.

A sua participacdo no estudo em questéo nédo lhe trard nenhum beneficio. Os riscos envolvidos
neste estudo sdo pequenos e sua participacao contribuira muito para entender a a¢ao da atorvastatina
no organismo de pacientes com lUpus eritematoso sistémico.
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As amostras de urina e algumas amostras de plasma coletadas da Senhora serdo enviadas
para um laboratorio localizado em Orléans na Franca, para a realizacdo de testes genéticos com o
objetivo de identificar componentes do plasma ou da urina que poderdo contribuir na individualizacao
da dose da atorvastatina. Ao aceitar participar deste estudo e assinar este Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, a Senhora esta concordando que sejam coletadas amostras do seu sangue, que
estas amostras sejam enviadas para o exterior, e que la figuem armazenadas por um periodo
correspondente ao prazo de duracdo do estudo, e em seguida destruidas sem comprometer a
confidencialidade e respeitando a protecdo da privacidade de seus dados. Suas amostras enviadas
para a Franca serado identificadas apenas por um nimero para que a identidade (nome) da Senhora
nao seja revelada. O nome do laboratério que recebera suas amostras é “Centre of Excellence in
Pharmacokinetics da Servier Tecnology” e o endereco é 5 rue Bel Air, 45000 Orléans, Franca. O contato
com a equipe deste laboratério na Franca pode ser feito através da sua médica do estudo.

Informamos também que os testes genéticos previstos a serem realizados neste estudo nao
sdo diretamente relacionados com outras condi¢des de salde, sendo assim, os achados do referido
estudo nédo séo indicativos de outras caracteristicas pessoais.

Em relagdo ao material biolégico (amostras de urina e sangue) coletado durante o estudo,
respeitando a regulamentacdo Brasileira, incluindo a Resolucdo 441 de 12 de Maio de 2011,
informamos que os resultados gerais dos testes genéticos serdo transmitidos ao pesquisador no final
do estudo. A Senhora tem a opc¢éo de escolher entre ser informada ou n&o sobre os resultados de seus
testes pelo pesquisador.

O pesquisador a identificara através de um cddigo. Seu nome nunca sera mencionado em
gualquer relatério ou publicacdo que possam resultar deste estudo, ou seja, sua identidade sera
mantida em confidencialidade e sigilo pelo pesquisador e sua equipe de acordo com as leis, resolu¢des
e codigos de conduta profissionais aplicaveis no Brasil se comprometendo a manter em segredo os
dados individuais, resultados de exames e testes, bem como informa¢des de seu prontuario médico.
N&o sera permitido o0 acesso a terceiros.

A decisé@o de participar ou néo do estudo € inteiramente da Senhora, assim como a deciséo de
permitir que utilizem para analises as suas amostras de sangue coletadas. A Senhora podera retirar
sua permissao de armazenamento de suas amostras de sangue e dos seus dados genéticos a qualquer
momento, comunicando sua decisdo por escrito e assinada a sua médica do estudo. Mesmo depois de
ter concordado em patrticipar, a Senhora ainda tem a liberdade de sair do estudo a qualquer momento.
Sua saida nao afetara o padrdo de tratamento que a Senhora recebe neste servi¢o de salde e néo lhe
trara nenhum dano.

A Senhora receberéa informagédo atualizada durante o estudo e acesso total aos resultados do
estudo.
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A Senhora e seu acompanhante, quando pertinente, terdo direito ao ressarcimento de todas as
despesas geradas por sua participacéo no estudo, incluindo refei¢cdes e transporte.

Este estudo foi aprovado pelo CEP (Comité de Etica em Pesquisa) e pela CONEP (Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa). O CEP/CONEP é um 6rgéo criado para defender os seus interesses
de participante do estudo e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa de forma ética.

Para qualquer informacgéo antes, durante ou apds a realizagdo do estudo, a Senhora podera
entrar com o pesquisador do estudo ou o CEP nos telefones e enderec¢os descritos em CONTATOS.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera assinado e rubricado em duas vias pela
senhora e pelo pesquisador do estudo, sendo que uma das vias ficard com a senhora.

Caso por algum motivo o estudo venha a ser terminado ou interrompido antes do tempo
previsto, as razdes para esta decisdo serao analisadas pelo CEP da instituicdo onde a Senhora estara
sendo acompanhada. O estudo podera ser terminado somente apds a apreciacao pelo CEP, levando
em consideracao o seu bem estar como participante da pesquisa. Em carater de urgéncia para garantir
a seguranga dos participantes, a interrupgdo podera ocorrer antes mesmo da avaliagdo do CEP. Ainda
assim, este sera comunicado o mais breve possivel a respeito das razdes do término do estudo.

Certificado de Consentimento

Eu, ,

Prontuario: , morador na , n°
, bairro , Cidade , telefone

, abaixo assinado, declaro que os objetivos e detalhes deste estudo foram
explicados a mim. Eu entendo que ndo sou obrigada a participar do estudo e que posso desistir de
continuar nele a qualquer momento, sem que isso prejudique meu atendimento médico. Meu nome nao
sera utilizado nos documentos deste estudo e a confidencialidade dos meus registros médicos
garantida.

Tendo recebido as informacdes acima, concordo em participar do estudo e estou ciente da
liberdade de me expressar durante o mesmo, favoravel ou contrariamente aos procedimentos e de
desistir do estudo em qualquer fase do mesmo.

Ribeirdo Preto, de de
Assinatura da participante do estudo Assinatura do pesquisador responséavel
CONTATOS

Pesquisador: Ms. Roberta Natalia Cestari (CPF: 367.073.208-07)
Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP
Local: Laboratério de Farmacocinética e Metabolismo, sala 75A
Endereco: Avenida do Café, s/n°, Monte Alegre Ribeirdo Preto/SP, CEP 14040-903
Telefones: (16) 3315-4699
(16) 98176-5447
e-mail: rcestari@fcfrp.usp.br

Comité de Etica em Pesquisa
Endereco: Avenida do Café, s/n°, Monte Alegre Ribeirdo Preto/SP, CEP 14040-903

Telefone: (16) 3315-4213
(16) 3315-4216
e-mail: cep@fcfrp.usp.br
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APENDICES

APENDICE A — Dados individuais das caracteristicas antropométricas, escore
SLEDAI e exames bioquimicos das pacientes com LES controlado, LES néo
controlado e voluntarias sadias

Tabela 32: Dados individuais das caracteristicas antropométricas e escore SLEDAI das
pacientes com LES controlado (n=13)

Escore ldade Peso Altura IMC

SLEDAI (anos) (Kg) (m) (Kg/m?)

1 1 38 75,45 1,57 30,67

2 4 21 60,35 1,64 22,43

3 0 34 86,55 1,64 32,00

S 4 4 55 75,55 1,52 32,69
mi 5 4 28 85,00 1,72 28,62
L < 6 0 39 85,00 1,63 32,07
e 7 0 37 64,35 1,75 21,02
S 8 0 20 84,30 1,71 28,87
9 0 29 75,15 1,53 32,11

10 2 33 47,80 1,60 18,67

11 0 53 73,10 1,66 26,58

12 2 50 56,50 1,53 24,14

13 2 34 67,90 1,63 25,62

IMC: indice de Massa Corporal, calculado como a raz&o entre o0 peso e a altura ao quadrado.

Tabela 33: Dados individuais das caracteristicas antropométricas e escore SLEDAI das
pacientes com LES n&o controlado (n=12)

Escore Idade Peso Altura IMC

SLEDAI (anos) (Kg) (m) (Kg/m?)

1 8 30 52,30 1,50 23,24

2 6 48 82,50 1,54 34,81

8 3 15 22 71,30 1,68 25,26
S 4 6 35 68,95 1,49 31,05
& EE) 5 9 47 68,75 1,60 26,85
- % 6 6 57 101,35 1,77 32,38
) 7 10 38 53,50 1,58 21,48
19( 8 6 23 78,80 1,70 27,27
Z 9 12 34 80,10 1,61 30,90
10 8 37 70,25 1,63 26,51

11 12 43 46,80 1,47 21,66

12 10 29 61,20 1,56 25,18

IMC: indice de Massa Corporal, calculado como raz&o entre o peso e a altura ao quadrado.
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Tabela 34: Dados individuais das caracteristicas antropométricas das voluntarias sadias (n=15)

Idade Peso Altura IMC

(anos) (K9) (m) (Kg/m?)
1 22 69,70 1,58 27,99
2 42 80,00 1,74 26,60
3 32 79,85 1,70 27,60
4 49 80,00 1,62 30,50
5 33 79,80 1,68 28,29
2 6 21 64,75 1,63 24,43
E 2 7 25 61,75 1,62 23,56
E <5: 8 35 53,45 1,58 21,46
3 n 9 28 63,20 1,70 21,86
g 10 50 62,90 1,67 22,62
11 33 63,25 1,47 29,28
12 18 81,95 1,68 29,00
13 36 57,90 1,65 21,28
14 26 80,65 1,64 29,98
15 43 55,60 1,58 22,31

IMC: indice de Massa Corporal, calculado como a raz&o entre o peso e a altura ao quadrado.



Tabela 35: Dados individuais dos exames laboratoriais das pacientes com LES controlado (n=13)
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Grupo LES controlado

VR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
g}gt’mi”a 35-48 39 440 330 39 400 470 390 430 370 470 430 380 4,25
‘:;;;dGLP A 50-120 17050 66,10 120,30 133,00 7550 8150 12950 123,10 109,90 79,00 63,10 15851 87,30
onT (TGP <310 990 1450 1240 1600 1570 1310 990 1620 11,80 1000 1020 1694 1140
ST (TGO) <320 1650 1670 1530 21,00 2320 1860 1320 2140 1640 1600 17,30 31,50 1567
iig;étbi“a total 02-12 0,20 1,13 0,45 0,79 1,45 0,84 0,20 0,62 0,30 0,38 0,59 0,59 0,70
iig;étbi“a direta <03 007 023 012 019 03 019 005 017 007 010 0,10 012 019
iig;étbi”a indireta < g 014 08 032 05 110 065 014 044 023 028 049 047 051
g;;’z‘j‘[”i”a 07-15 083 071 08 08 09 08 092 066 093 077 075 059 080
rosfatase Alcalina 65300 311,00 15300 131,00 247,00 13200 15400 159,00 19800 23200 11600 8200 277,43 13249
cama GT 11-50 2800 13,00 3800 47,00 2600 3000 21,00 3300 49,00 1400 1400 1640 2147
g'éjgria 70-100 87,00 7200 8200 6500 61,00 7600 7000 7800 77,00 7400 7600 8323 80,90
:;%'ﬁftero' <200 14300 11200 187,00 21000 163,00 173,00 203,00 117,00 159,00 138,00 213,00 166,59 138,86
ran;%gEé”des <150 79,00 41,00 11000 109,00 50,00 187,00 67,00 60,00 91,00 46,00 149,00 30,80 5576
:Z/L n >35 31,10 4230 3550 5800 41,70 47,60 5920 4050 33,90 4800 48,10 4799 40,82
hq'?; L <130 9600 6200 130,00 130,00 111,00 8800 13000 6500 107,00 81,00 13500 112,00 87,00
;’/ré’lfe"”as totais 60-85 700 700 770 650 710 720 590 740 7,50 7,50 7,10 7,22 8,01
%r;/ij‘L 10-50 27,00 2800 2800 3300 3400 2400 2200 17,00 20,00 32,00 27,00 2486 23,89

VR: valores de referéncia; a-1-GPA: a-1-glicoproteina 4cida; ALT: alanina aminotransferase; TGP: transaminase glutamico pirGvica; AST: aspartato
aminotransferase; TGO: transaminase glutamico-oxalacética; Gama GT: gamaglutamiltransferase.
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Grupo LES nao controlado

VR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Q/'gfmi”a 35-48 3,70 4,00 3,90 3,14 4,14 2,98 3,99 3,45 3,80 2,81 4,00 2,77
;;/éﬁf A 50-120 169,00 136,10 69,00 84,67 8447 61,26 14518 19583 13681 9614 9418 64,80
i <31,0 2100 21,10 1600 1603 2922 4715 1189 2257 1532 1370 33,27 3825
fST(1C0) <320 1800 17,90 2200 2236 2155 2895 1802 4330 3874 2203 30,36 4991
ﬁiglrétbi”a total 02-12 0,23 0,06 0,22 0,38 0,50 0,26 0,47 0,26 0,34 0,22 0,46 0,20
ﬁiglrélﬂbi”a direta <03 041 0,09 0,05 - 0,14 0,08 0,13 0.15 0,05 0,06 0.15 010
iig/ré‘ibi”a indireta  _ 9 017 0,32 017 0,37 0,36 0,18 0,34 0,11 0,30 0,16 0,31 0,11
grge/?jti”i”a 07-15 061 0,82 0,56 0,98 0,58 0,75 0,95 0,64 0,63 1,00 0,58 0,78
E‘/’Efa‘ase Alcalina 65 _300 112,00 20000 12800 16507 24363 190,49 166,70 51681 9503 - 89,03 6,28
S/‘T_ma cT 11-50 50,00 3500 1600 11,37 46,67 85,04 2923 97,71 2075 21,20 27,26 108,92
g';‘;gﬂ‘ia 70-100 148,00 91,00 7600 9348 7414 11940 102,76 83,14 89,81 7881 70,10 84,62
%‘é‘ﬁfﬁem' <200 16800 17000 17500 190,64 131,84 249,75 231,15 12571 13250 282,64 196,18 299,55
Hé%gfé”des <150 81,00 53,00 6800 388,18 3693 10455 162,46 13957 53,29 120,87 108,14 156,90
gglde >35 5300 50,50 47,00 3421 47,98 61,83 2963 2145 41,94 5908 3610 7507
an'E; L <130 99,00 109,00 11400 7900 7600 167,00 169,00 7600 80,00 199,00 138,00 193,00
g/rgte"”as totais 60-85 6,50 7,50 5,10 8,90 7,04 5,49 7,28 5,85 7,40 4,93 6,26 4,93
%E;L 10-50 2500 50,00 2300 2578 2891 4608 4866 17,69 21,72 4133 20,64 29,33

VR: valores de referéncia; a-1-GPA: alfa-1-glicoproteina &cida; ALT: alanina aminotransferase; TGP: transaminase glutamico piravica; AST: aspartato
aminotransferase; TGO: transaminase glutamico-oxalacética; Gama GT: gamaglutamiltransferase.



Tabela 37: Dados individuais dos exames laboratoriais das voluntérias sadias (n= 15)
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Grupo voluntarias sadias

VR

1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
’g*/'gt’m‘”a 35-48 430 3,80 3,90 4,00 4,40 4,10 4,30 4,00 4,10 4,40 3,76 4,14 4,18 4,17 4,34
fn“;;gf A 50-120 83,80 88,00 89,00 67,40 97,60 49,00 61,50 5490 73,60 72,00 100,63 7567 66,78 72,10 57,22
’G/LLT (TGP) <31,0 20,30 19,00 13,00 16,80 12,10 12,00 10,20 6,80 15,70 6,00 14,52 1461 30,36 14,78 14,64
ﬁf‘LT (TGO) <320 12,60 20,00 15,00 1520 13,80 17,00 13,00 19,60 21,30 1400 19,54 16,04 28,04 1937 17,75
Bilirrubina

total 02-12 037 0,27 0,37 0,30 0,48 0,38 0,54 0,82 0,39 0,37 0,96 0,54 0,34 0,34 0,64
mg/dL

Bilirrubina

direta <03 0,11 0,09 0,12 0,08 0,12 0,09 0,15 0,18 0,12 0,10 0,19 0,10 0,11 0,11 0,17
mg/dL

Bilirrubina

indireta <09 0,26 0,18 0,25 0,22 0,36 0,28 0,38 0,64 0,28 0,28 0,78 0,44 0,23 0,22 0,47
mg/dL

%’ge/fj“L”'”a 07-15 0,69 0,84 0,93 0,76 0,85 0,73 0,83 0,78 0,97 0,74 0,77 0,64 0,58 0,73 0,73
Fosfatase

Alcalina 65-300 109,00 122,00 114,00 229,00 121,00 133,00 82,00 104,00 ; 76,00 155,08 192,91 24227 211,97 17523
u/L

S;"‘Lma GT 11-50 17,00 20,00 32,00 2500 30,00 70,00 22,00 5500 2400 12,00 1468 10,66 31,89 12,31 2421
ﬁ]'éjjf“a 70-100 86,00 72,00 77,00 7400  90.00 91,00 78,00 72,00 78,00 8400 5927 8117 73,70 8544 -
fﬂ%ﬁtem' <200 139,00 271,00 253,00 203,00 212,00 17400 17500 137,00 15500 187,00 180,43 203,13 152,79 129,04 217,33
Hggh'jifé”des < 150 84,00 146,00 161,00 149,00 113,00 15500 133,00 90,00 61,00 80,00 62,36 102,03 3441 47,96 47,18
:glLdL > 35 53,60 69,00 72,00 50,70 40,80 4800 6350 4930 4590 69,00 3744 6537 67,46 3867 66,05
;%5 oL <130 69,00 173,00 149,00 123,00 149,00 9500 8500 70,00 97,00 102,00 131,00 117,00 78,00 81,00 142,00
Proteinas

totais 60-85 7,10 7,20 7,20 6,60 7,50 6,50 6,80 9,70 7,20 6,80 5,80 7,21 6,96 7,15 6,52
g/dL

ﬁrg’}c";‘L 10-50 31,00 33,00 2500 18,00 21,00 22,00 22,00 30,00 24,00 19,00 26,84 1645 4029 3442 28,82

VR: valores de referéncia; a-1-GPA: alfa-1-glicoproteina acida; ALT: alanina aminotransferase; TGP: transaminase glutdmico pirdvica; AST: aspartato aminotransferase; TGO: transaminase
glutdmico-oxalacética; Gama GT: gamaglutamiltransferase.
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Tabela 38: Dados individuais do hemograma das pacientes com LES controlado (n= 13)

Glébulos . L. Glébulos
vermelhos Hemoglobina Hematocrito brancos Plariuetas
10*6/pL g/dL % 10%6/pL 10°3/pL

VR 3,9-50 12,0-15,5 35-45 3,5-10,5 150 — 450
1 3,07 9,10 28,00 1,40 197
2 4,20 11,50 34,00 7,00 186
e} 3 4,28 13,10 38,00 4,00 316
<D( 4 4,89 13,20 42,00 4,10 342
@ é 5 4,47 14,20 43,00 7,50 278
- E 6 4,26 13,50 38,00 5,20 260
8 7 4,07 11,70 35,00 3,90 326
8 4,88 13,80 40,00 4,80 315
9 4,77 12,40 37,00 5,70 343
10 4,52 13,70 41,00 4,10 241
11 4,37 13,80 44,00 6,50 226
12 3,80 10,80 35,00 4,20 435
13 4,90 13,60 41,00 4,30 169

VR: valores de referéncia.

Tabela 39: Dados individuais do hemograma das pacientes com LES n&o controlado (n= 12)

Globulos Globulos

vermelhos Hemoglobina Hematocrito brancos Plaquetas
10%6/pL g/dL % 10%6/L 10°3/pL

VR 3,9-50 12,0 — 15,5 35— 45 3,5-10,5 150 — 450
1 3,84 13,80 40,00 5,60 239
Q 2 4,62 12,90 39,00 8,30 313
< 3 3,57 10,30 32,00 2,00 261
" 2 4 4,43 13,50 41,00 4,20 300
we 5 4,44 12,30 36,00 2,50 247
3 6 4,05 11,10 34,00 6,20 261
2 7 3,83 11,80 35,00 3,20 317
= 8 3,86 11,20 33,00 5,50 471
9 3,38 11,00 33,00 3,00 193
10 4,02 10,60 33,00 3,80 279
11 4,37 12,10 36,00 2,00 76
12 3,69 10,70 31,00 3,90 235

VR: valores de referéncia.
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Tabela 40: Dados individuais do hemograma das voluntarias sadias (n= 15)

Glébulos . P Glébulos
vermelhos Hemoglobina Hematocrito brancos Placiuetas
10%6/pL g/dL % 10%6/L 10°3/pL

VR 3,9-5,0 12,0-155 35— 45 3,5-10,5 150 — 450
1 4,64 14,40 42,00 8,40 340
2 5,10 14,80 43,00 9,60 365
3 4,58 12,60 37,00 7,30 416
0 4 4,77 12,80 38,00 4,80 388
= 5 4,47 12,80 37,00 4,90 204
E = 6 4,00 12,40 37,00 6,90 208
58 7 4,63 12,70 38,00 10,50 270
O 8 4,32 13,20 40,00 7,90 356
9 4,53 12,20 38,00 5,10 249
10 4,24 12,40 37,00 5,40 261
11 4,03 11,80 35,00 7,80 310
12 4,72 13,60 43,00 10,90 406
13 4,18 12,50 37,00 8,10 342
14 4,37 12,90 37,00 5,90 171
15 3,95 12,60 37,00 5,10 233

VR: valores de referéncia.



