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RESUMO
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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.
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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).
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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
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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
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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,



29

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,



38

[.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;
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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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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



60

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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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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