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RESUMO 

 
PIPPA, L. F. Influência da hepatite C crônica na atividade das principais 
isoformas do citocromo P450 e transportadores de membranas em pacientes 
com diferentes graus de fibrose hepática. 2022. 92f. Tese (Doutorado). Faculdade 
de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2022. 
 
A hepatite C crônica é uma infecção do fígado, o principal órgão envolvido na 
distribuição, metabolismo e eliminação de fármacos. Neste estudo, investigamos 
participantes com hepatite C crônica (n = 28), genótipos 1 e 3 do vírus da hepatite C, 
um dia antes do início do tratamento com agentes antivirais de ação direta (Fase 1) e 
até 30 dias após a avaliação da resposta virológica sustentada (Fase 2), alocados nos 
Grupos 1 (n = 15; F0/F1 e F2, fibrose hepática leve a moderada) e 2 (n = 13; F3 e F4, 
estágios avançados de fibrose/cirrose hepática) quanto à atividade das isoformas do 
citocromo P450 (CYP) e transportadores de membrana utilizando um coquetel de 
fármacos marcadores. Os participantes receberam, nas Fases 1 e 2, uma cápsula 
gelatinosa por via oral contendo cafeína (10 mg), losartana (2 mg), fexofenadina (10 
mg), omeprazol (2 mg), metoprolol (10 mg), rosuvastatina (2 mg) e metformina (50 
mg). Os fármacos inalterados e seus metabólitos em plasma foram analisados por 
LC-MS/MS em amostras de plasma coletadas 4 h (cálculo de razões metabólicas) ou 
no intervalo 0–48 h (cálculo de área sob a curva concentração plasmática vs. tempo; 
AUC) após a administração do coquetel. Os dados foram apresentados como médias 
geométricas ou medianas e intervalo de confiança de 90% das razões entre as Fases 
1 e 2 ou entre os Grupos 1 e 2, empregando os testes t, Wilcoxon ou MannWhitney. 
A atividade da CYP2C19 (5-hidroxiomeprazol/omeprazol) foi reduzida em 37% [razão 
1,63 (1,32–2,00), p < 0,01)] na Fase 1 para os participantes do Grupo 1, enquanto a 
atividade da CYP3A (omeprazol-sulfona/ omeprazol) foi reduzida em 64% [razão 1,46 
(1,08–1,98), p < 0,05] na Fase 1 somente para o Grupo 2. A atividade do OATP1B1 & 
BCRP (AUC da rosuvastatina) foi reduzida nos Grupos 1 e 2, respectivamente, em 
25% [razão 0,75 (0,53–0,82), p < 0,01)] e 31% [razão 0,69 (0,46–0,85), p < 0,05)] na 
Fase 1 quando comparada à Fase 2. As atividades da CYP1A2 (paraxantina/cafeína), 
CYP2C9 (E-3174/losartana) e CYP2D6 (alfa-hidroximetoprolol/metoprolol) foram 
reduzidas, respectivamente, em 57% [razão 0,43 (0,28–0,66), p < 0,01)], 52% [razão 
0,48 (0,31–0,72), p < 0,01)] e 54% [razão 0,46 (0,26–0,82), p < 0,05)] no Grupo 2 
quando comparadas ao Grupo 1 na Fase 1. As atividades da CYP1A2 e CYP2C19 
foram reduzidas, respectivamente, em 57% [razão 0,43 (0,28–0,65), (p < 0,01)] e 43% 
[razão 0,57 (0,36–0,91), p < 0,05)] no Grupo 2 quando comparadas ao Grupo 1 na 
Fase 2. A atividade de OATP1B1 & BCRP foi reduzida nas Fases 1 e 2, 
respectivamente em 49% [razão 1,51 (1,17–2,20), p < 0,05)] e 61% [razão 1,39 (1,16–
2,02), p < 0,01)] no Grupo 2 quando comparada ao Grupo 1. A atividade da P-gp (AUC 
da fexofenadina) não diferiu entre os Grupos 1 e 2 em ambas as fases ou entre as 
Fases 1 e 2 em ambos os grupos. Assim, o presente estudo reforça que a 
administração de medicamentos de baixo índice terapêutico, substratos de todas as 
isoformas CYP investigadas e de OATP1B1 & BCRP, deve levar em consideração a 
fase do tratamento e o estágio da hepatite C crônica. 
 
Palavras-chave: Hepatite C crônica, inflamação, farmacocinética clínica, fármacos 
marcadores, CYP, transportadores de membrana.  
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ABSTRACT 

 

PIPPA, L. F. Effect of chronic hepatitis C on the activity of the main cytochrome 
P450 isoforms and membrane transporters on patients with different stages of 
hepatic fibrosis. 2022. 92f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 
 
Chronic hepatitis C is a hepatic infection, the main organ involved in drug distribution, 
metabolism, and elimination of drugs. In this study, we investigated participants with 
chronic hepatitis C (n = 28), hepatitis C virus genotypes 1 and 3, one day before the 
beginning of the treatment with direct-acting antiviral agents (Phase 1) and up to 30 
days after the assessment of the sustained virologic response (Phase 2), allocated in 
Groups 1 (n = 15; F0/F1 and F2, mild to moderate hepatic fibrosis) and 2 (n = 13; F3 
and F4, advanced stages of hepatic fibrosis/cirrhosis) for the activity of cytochrome 
P450 (CYP) isoforms and membrane transporters applying a cocktail of probe drugs. 
In both Phases 1 and 2, participants received an oral gelatine capsule containing 
caffeine (10 mg), losartan (2 mg), fexofenadine (10 mg), omeprazole (2 mg), 
metoprolol (10 mg), rosuvastatin (2 mg), and metformin (50 mg). The unchanged drugs 
and their metabolites were analysed by LC-MS/MS in plasma samples collected at 4 
h (determination of metabolic ratios) or in the range of 0–48 h (area under the plasma 
concentration vs time curve; AUC) after the cocktail administration. Data were 
presented as geometric means or medians and 90% confidence intervals of the ratios 
between Phases 1 and 2, or between Groups 1 and 2, applying t, Wilcoxon, or Mann-
Whitney tests. CYP2C19 (5-hydroxyomeprazole/ omeprazole) activity was reduced by 
37% [ratio 1.63 (1.32–2.00), p < 0.01)] in Phase 1 for Group 1, while CYP3A 
(omeprazole-sulfone/omeprazole) activity was reduced by 64% [ratio 1.46 (1.08–1.98), 
p < 0.05] in Phase 1 only for Group 2. OATP1B1 & BCRP activity (rosuvastatin AUC) 
was reduced in Groups 1 and 2, respectively, by 25% [ratio 0.75 (0.53–0.82), p < 0.01)] 
and 31% [ratio 0.69 (0.46–0.85), p < 0.05)] in Phase 1 when compared to Phase 2. 
The activities of CYP1A2 (paraxanthine/caffeine), CYP2C9 (E-3174/losartan), and 
CYP2D6 (alpha-hydroxymetoprolol/metoprolol) were reduced, respectively, by 57% 
[ratio 0.43 (0.28–0.66), p < 0.01)], 52% [ratio 0.48 (0.31–0.72), p < 0.01)], and 54% 
[ratio 0.46 (0.26–0.82), p < 0.05)] in Group 2 when compared to Group 1 in Phase 1. 
CYP1A2 and CYP2C19 activities were reduced, respectively, by 57% [ratio 0.43 (0.28–
0.65), (p < 0,01)] and 43% [ratio 0.57 (0.36–0.91), p < 0.05)] in Group 2 when 
compared to Group 1 in Phase 2. OATP1B1 & BCRP activity was reduced in Phases 
1 and 2, respectively, by 49% [ratio 1.51 (1.17–2.20), p < 0.05)] and 61% [ratio 1.39 
(1.16– 2.02), p < 0.01)] in Group 2 when compared to Group 1. The activity of P-gp 
(fexofenadine AUC) did not differ between Groups 1 and 2 in either phase or between 
Phases 1 and 2 in either group. Thus, the present study reinforces that the 
administration of drugs with low therapeutic indexes, substrates of any of the assessed 
CYP isoforms or OATP1B1 & BCRP, should consider the evolution of the treatment 
and the stage of chronic hepatitis C. 
 
Keywords: chronic hepatitis C, inflammation, clinical pharmacokinetics, probe drugs, 
CYP, membrane transporters.  
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1. INTRODUÇÃO 

Estados inflamatórios com elevadas concentrações plasmáticas de citocinas 

modulam a expressão de isoformas da superfamília de proteínas citocromo P450 

(CYP), podendo alterar o metabolismo de primeira passagem de fármacos pelo fígado, 

bem como o clearance dessas moléculas (AITKEN; RICHARDSON; MORGAN, 2006; 

BERTILSSON; OLSSON; MAGNUSSON, 2001; MORGAN, 2009). Pacientes com 

quadros inflamatórios, decorrentes ou não de doenças infecciosas, podem ter a 

reversão do estado inibitório quando tratados com inibidores de citocinas 

(cytokine-modulating therapeutic proteins), evidenciando um tipo de interação 

chamada doença-medicamento (KIM; ÖSTÖR; NISAR, 2012; MORGAN, 2009; 

SCHMITT et al., 2011). A interleucina 6 (IL-6) é um dos principais mediadores 

pró-inflamatórios com inibição de várias isoformas CYP (FRYE et al., 2002; KIM; 

ÖSTÖR; NISAR, 2012; MAYO et al., 2000; RIVORY; SLAVIERO; CLARKE, 2002), 

tanto em estudos in vitro quanto em estudos in vivo (CHEN et al., 1994; FRYE et al., 

2002; MACHAVARAM et al., 2013; MORGAN, 2009; SCHMITT et al., 2011). 

Um estudo realizado com pacientes submetidos à cirurgia de quadril, um 

modelo de inflamação aguda, investigou os pacientes quanto à atividade das 

isoformas CYP1A2 (cafeína), CYP2B6 (bupropiona), CYP2C9 (flurbiprofeno), 

CYP2C19 (omeprazol), CYP2D6 (dextrometorfano) e CYP3A (midazolam) utilizando 

o coquetel de Genebra. O estudo concluiu que a inflamação aguda modula a atividade 

das enzimas CYP de maneira específica para cada isoforma e com magnitudes 

distintas. As isoformas CYP1A2, CYP2C19 e CYP3A foram suprimidas 

(respectivamente em 53, 57 e 61%), enquanto as isoformas CYP2B6 e CYP2C9 foram 

induzidas (respectivamente 120 e 79%) e a CYP2D6 mostrou-se inalterada na fase 

aguda da inflamação (LENOIR et al., 2021a). O estudo também mostrou que as 

concentrações plasmáticas aumentadas de IL-6 mostraram correlação com a 

supressão da CYP3A. Outro estudo do mesmo grupo corroborou o entendimento da 

especificidade na modulação das diferentes isoformas CYP ao investigar pacientes 

com quadros de síndrome respiratória aguda grave causada pela infecção por 

SARS-CoV-2, utilizando o mesmo coquetel de fármacos marcadores mencionado 

(LENOIR et al., 2021b). Os dados também mostraram supressão das isoformas 

CYP1A2, CYP2C19 e CYP3A (respectivamente em 53, 75 e 23%), indução das 

isoformas CYP2B6 e CYP2C9 (respectivamente 56 e 101%) e ausência de alteração 
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da isoforma CYP2D6. Em estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, pacientes com 

leishmaniose visceral foram investigados com um coquetel de fármacos marcadores 

midazolam (CYP3A), omeprazol (CYP2C19) e losartana (CYP2C9) antes do 

tratamento e após o tratamento para leishmaniose. A análise das razões metabólicas 

dos fármacos revelou que as atividades das isoformas CYP3A e CYP2C19 estavam 

significativamente reduzidas na fase aguda da inflamação, devido às altas contrações 

de IL-6 (26 pg⋅mL−1 antes do tratamento e de 1 pg⋅mL−1 após o tratamento) 

(LANCHOTE et al., 2015). 

A inflamação crônica resulta na ativação constante de células imunes por 

antígenos. O acúmulo e ativação de macrófagos que liberam citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) podem 

alterar a expressão de enzimas metabolizadoras e transportadores de membranas 

com relevantes consequências farmacocinéticas (AITKEN; RICHARDSON; 

MORGAN, 2006; CRESSMAN; PETROVIC; PIQUETTE-MILLER, 2012; LIPTROTT; 

OWEN, 2011; MORGAN et al., 2008; PETROVIC; TENG; PIQUETTE-MILLER, 2007; 

RENTON, 2005; SLAVIERO; CLARKE; RIVORY, 2003). A concentração de proteínas 

plasmáticas também é alterada durante a inflamação (HOCHEPIED et al., 2003; 

MOSHAGE et al., 1987), bem como mudanças no volume corpóreo e diminuição da 

acidez intestinal (BEALES; CALAM, 1998; SEIFERT et al., 2017). 

Estudos in vitro (AITKEN; MORGAN, 2007; DICKMANN et al., 2011), in silico 

(MACHAVARAM et al., 2013) e clínicos (ALMEIDA et al., 2021; CARIS et al., 2020; 

CESTARI et al., 2020; LANCHOTE et al., 2015; LENOIR et al., 2021a, 2021b) 

demonstram que concentrações plasmáticas elevadas de IL-6 suprimem a expressão 

e consequentemente a atividade de múltiplas isoformas CYP. As concentrações 

plasmáticas de IL-6 em voluntários sadios variam entre 1 a 10 pg⋅mL−1, mas podem 

aumentar para concentrações plasmáticas de 10–1500 pg⋅mL−1 em pacientes com 

doenças inflamatórias, tais como a artrite reumatoide (MACHAVARAM et al., 2013; 

SCHMITT et al., 2011). Em culturas de hepatócitos humanos, altas concentrações de 

IL-6 (10–12 ng⋅mL−1) resultam na diminuição de mais de 90% na expressão da 

CYP3A4 (AITKEN; MORGAN, 2007; DICKMANN et al., 2011; SCHMITT et al., 2011). 

Estudos in silico utilizando modelos de farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK) 

empregaram dados de estudos in vitro da atividade da CYP3A4 para simular na clínica 

as interações doença-medicamento reportadas com os fármacos sinvastatina e 

ciclosporina. Os voluntários sadios virtuais com concentrações plasmáticas de IL-6 
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entre 1–10 pg⋅mL−1 não apresentaram mudanças na exposição plasmática (área sob 

a curva concentração plasmática versus tempo, AUC) a sinvastatina ou ciclosporina 

(substratos de CYP3A4), mas os pacientes virtuais com concentrações de IL-6 entre 

50–1000 pg⋅mL−1 apresentaram aumento de até 59% na AUC da sinvastatina e de até 

50% na AUC da ciclosporina (MACHAVARAM et al., 2013). 

Uma extensa revisão sistemática da literatura analisou 218 trabalhos 

publicados e concluiu que a inflamação associada ou não a infecção afeta várias 

isoformas CYP de maneira específica, dependente não só da doença como também 

do seu estágio de evolução (LENOIR et al., 2021c). Assim, diferentes doenças 

inflamatórias com a mesma magnitude de aumento de uma citocina específica não 

resultam necessariamente na mesma magnitude de alteração da atividade da 

isoforma CYP (COUTANT; HALL, 2018; LENOIR et al., 2021c) 

Estudos in vitro com hepatócitos primários humanos também mostram que a 

exposição a TNF-α e IL-6 alteram a expressão de transportadores de membrana de 

relevância farmacocinética de maneira independente. De forma geral, a exposição de 

hepatócitos primários humanos tanto a TNF-α quanto a IL-6 diminuiu a expressão e a 

atividade dos transportadores de membrana NTCP e OATP, bem como a atividade do 

transportador OCT1. A exposição de hepatócitos primários humanos a IL-6 também 

diminuiu a expressão de ABCC2 e BCRP, enquanto a exposição a TNF-α aumentou 

a expressão de BCRP. As citocinas IL-6 e TNF-α geram um efeito inibitório entre os 

transportadores de influxo sinusoidais (família SLC), enquanto provocam efeitos 

distintos nos transportadores de efluxo canalicular (família ABC) (FARDEL; LE VÉE, 

2009; LE VEE et al., 2009).  

Em estudo recente de nosso grupo, pacientes com artrite reumatoide 

apresentaram redução do volume de distribuição aparente e do clearance total 

aparente da fluvastatina de aproximadamente 50% quando comparada a voluntários 

sadios, evidenciando a inibição do transportador de membrana OATP1B1, 

responsável pela distribuição do fármaco para o fígado (CARIS et al., 2020). Em outro 

estudo de nosso grupo, os parâmetros farmacocinéticos da atorvastatina também 

foram alterados pela inibição do transportador OATP1B1 em pacientes com lúpus 

eritematoso sistêmico não controlado, apresentando redução de aproximadamente 

60% no volume aparente de distribuição e no clearance total aparente quando 

comparado a voluntárias saudáveis (CESTARI et al., 2020). 
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A infeção pelo vírus da hepatite C (VHC) é a principal causa de doença crônica 

de fígado no mundo (WHO, 2019), que está associada a intensa resposta inflamatória, 

com o aumento de concentrações plasmáticas de citocinas pró-inflamatórias (IL-2, 

IL-6, IL-17A, IFN-γ) com consequente modulação da atividade de diversas isoformas 

CYP e expressão hepática de transportadores de membrana, fatores que alteram a 

farmacocinética da maioria dos medicamentos em uso na clínica (FARDEL; LE VÉE, 

2009; HANADA et al., 2012; NAKAI et al., 2008; TARRAGÔ et al., 2014). 

A hepatite C crônica induz ao estresse oxidativo celular, incluindo o aumento 

de espécies reativas de oxigênio (DE MARIA et al., 1996; HANADA et al., 2012). A 

produção elevada de IL-6 e TNF-α está associada ao progresso da hepatite C crônica 

(TARRAGÔ et al., 2014). A hepatite C crônica induz os perfis de citocinas T-Helper 2 

(Th2) e T-citotóxico 2. A ineficácia em controlar a infeção leva ao recrutamento de 

infiltrados inflamatórios no parênquima do fígado induzidos pelas quimiocinas 

CXCL-9, CXCL-10 e CXCL-11 resultando em dano hepático continuado e, por fim, 

cirrose hepática (FALLAHI et al., 2012). Quando comparados a voluntários sadios, 

pacientes com cirrose compensada e com cirrose descompensada exibem 

concentrações plasmáticas aumentadas das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-7, 

IL-8, IL-12 e TNF-α e da citocina anti-inflamatória IL-10 (DIRCHWOLF et al., 2016).  

Estudos in vitro reportam a relação entre a replicação do VHC e sua influência 

na atividade dos transportadores de membrana. Um estudo realizado em células de 

carcinoma hepatocelular HepG2 relatou que citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6 

(20 ng⋅mL−1), IL-1β (5 ng⋅mL−1) e TNF-α (5 ng⋅mL−1), diminuíram a expressão do RNA 

mensageiro do MRP2 em 30% nos tecidos de pacientes infectados quando 

comparados com tecidos de pacientes não infectados (HINOSHITA et al., 2001). 

Outro estudo in vitro relatou aumento da expressão de MDR1/P-gp, MRP1 e 

MRP3 em hepatócitos humanos provenientes de biópsias de pacientes com hepatite 

C crônica, tanto no estágio precoce da fibrose quanto na fase de cirrose hepática 

quando comparados com hepatócitos humanos de pacientes não infectados pelo VHC 

(ROS et al., 2003). O efeito da replicação do VHC, avaliado em função da expressão 

da NS5A (proteína não-estrutural A, do VHC), em células da linhagem de 

hepatocarcinoma humano Huh7, sugere aumento da expressão da BCRP. A indução 

da BCRP pela replicação do VHC pode justificar a baixa eficácia de terapias antivirais 

em alguns pacientes com hepatite C crônica (RIVERO et al., 2013). Entretanto, os 

resultados apresentados por Rivero et al. (2013) sugerindo a diminuição da expressão 



 
17 

de MDR1/P-gp são conflitantes em relação a estudos anteriores, que reportam o 

aumento da expressão desse transportador (HINOSHITA et al., 2001; ROS et al., 

2003). Estudos com placentas de parturientes com hepatite C também mostram 

aumento da expressão de MDR1/P-gp e BCRP (PFEIFER et al., 2018), corroborando 

os dados dos estudos anteriores (HINOSHITA et al., 2001; ROS et al., 2003). 

Em um estudo detalhado conduzido em amostras de biópsias hepáticas obtidas 

de pacientes com hepatite C crônica, com ou sem evidências de cirrose, ou de 

pacientes não infectados pelo VHC, observou-se que a hepatite C crônica associada 

à cirrose aumenta a expressão dos transportadores MDR1/P-gp, MRP1 e MRP4 e 

diminui a expressão dos transportadores OCT1, OATP1B1, OATP1B3, MATE1, MRP2 

e BCRP (OGASAWARA et al., 2010). Ressalta-se, no entanto, que os dados obtidos 

para a BCRP no estudo de Ogasawara et al. (2010) são contraditórios em relação aos 

demais estudos citados anteriormente (PFEIFER et al., 2018; RIVERO et al., 2013). 

O estadiamento da fibrose hepática pode ser realizado por métodos invasivos, 

como a biópsia hepática, ou não-invasivos, como a elastografia hepática transitória 

(CASTÉRA et al., 2005; CASTÉRA; FORNS; ALBERTI, 2008). O escore METAVIR 

classifica os graus de fibrose hepática em F0 (ausência de fibrose), F1 (fibrose portal 

sem septo, inicial), F2 (fibrose portal com raros septos, moderada), F3 (numerosos 

septos sem cirrose, grave) e F4 (presença de cirrose) (BEDOSSA; POYNARD, 1996). 

Estudos anteriores mostram que a expressão de RNA mensageiro de enzimas 

CYPs (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1 e CYP3A4) e transportadores de 

membranas (BSEP, MDR3, MRP2, NTCP, OAT2 e OATP) é significativamente menor 

em pacientes com hepatite C crônica classificados como F3 (fibrose hepática grave) 

quando comparados a pacientes classificados como F0/F1 (fibrose hepática inicial). 

Além disso, a expressão de RNA mensageiro para as CYP2E1 e CYP3A4, OATP e 

OCT1 difere significativamente entre os estágios F0/F1 e F2 (fibrose hepática 

moderada) (HANADA et al., 2012). 

Um estudo analisou amostras de biópsias hepáticas de pacientes com hepatite 

C crônica, cirrose biliar primária, colangite esclerosante primária, doença do fígado 

alcoólico e hepatite autoimune, estratificadas de acordo com o escore Child-Pugh. 

Foram investigadas dez isoformas CYP e quatro isoformas UGT quanto à abundância 

proteica. As biópsias dos pacientes com hepatite C crônica mostraram redução de 

52% da abundância da CYP2E1 e de 49% da abundância da UGT2B7. A abundância 

proteica das isoformas CYP1A1, CYP2B6, CYP2C19, CYP2D6 e UGT1A1, UGT1A3 
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e UGT2B15 permaneceu estável ao longo da progressão da disfunção hepática. Os 

resultados do estudo demonstram que a abundância proteica das enzimas 

metabolizadoras é afetada tanto pelo tipo da doença hepática quanto pelo estado 

funcional do órgão (DROZDZIK et al., 2021). 

A expressão proteica de transportadores de membrana BCRP, BSEP, MATE1, 

MRP2, MRP3, MRP4, NTCP, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, OCT1 e P-gp foi 

avaliada em amostras de fígados cirróticos de pacientes com hepatite C crônica e em 

amostras de biópsias de fígados não-cirróticos (controle). O estudo mostrou aumento 

da expressão de MATE1 e diminuição da expressão de BSEP, MRP2, NTCP, 

OATP1B3, OCT1 e P-gp nos fígados cirróticos de pacientes com hepatite C quando 

comparados aos controles. No entanto, não foi observada alteração na expressão 

proteica da BCRP, MRP3, OATP1B1 e OATP2B1 (WANG et al., 2016). 

A avaliação da atividade in vivo das isoformas CYP e/ou transportadores de 

membranas pode ser realizada por fenotipagem, através da administração de 

fármacos marcadores e cálculo de razões metabólicas ou clearance parcial de uma 

via metabólica específica (FUHR; JETTER; KIRCHHEINER, 2007). Fármacos 

marcadores são substratos seletivos para as diferentes isoformas CYP que podem 

ser administrados concomitantemente, os chamados coquetéis, com o objetivo de 

investigar simultaneamente diferentes enzimas CYP (CUSINATO et al., 2019; 

DONZELLI et al., 2014; WOHLFARTH et al., 2012), assim como diferentes 

transportadores de membranas (CHU et al., 2018). Os fármacos marcadores devem 

apresentar farmacocinética linear, não devem sofrer influência da ligação às proteínas 

plasmáticas e do fluxo sanguíneo hepático, assim como não devem induzir ou inibir 

as enzimas do metabolismo (LOFT, 1990). Outros estudos preconizam a 

administração de coquetéis em doses sub terapêuticas com o intuito de minimizar os 

riscos aos voluntários associados ao uso de fármacos marcadores, (INGS, 2010; OH 

et al., 2012; PRUEKSARITANONT et al., 2017). Ressalta-se que embora fármacos 

marcadores sejam consideravelmente específicos para isoformas CYP, a maioria dos 

fármacos marcadores para transportadores de membrana têm menor seletividade, 

pois são substratos de múltiplos transportadores de membrana (CHU et al., 2018). 

A presente investigação abrange pela primeira vez o estudo da influência da 

hepatite C crônica na atividade da CYP1A2 (cafeína), CYP2C9 (losartana), CYP2C19 

(omeprazol), CYP2D6 (metoprolol) e CYP3A (omeprazol) e dos transportadores 

OATP1B1 & BCRP (rosuvastatina) e P-gp (fexofenadina) em participantes com 
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diferentes graus de fibrose hepática. Estudos anteriores realizados in vitro 

(HINOSHITA et al., 2001; ROS et al., 2003) reportam a relação entre a replicação do 

VHC e sua influência na atividade dos transportadores de membrana e das isoformas 

CYP e ressaltam a importância da confirmação desse resultado in vivo. A hepatite C 

crônica, a progressão da fibrose hepática e a presença da cirrose podem estar 

acompanhadas da indução de citocinas pró-inflamatórias, podendo resultar na 

inibição das enzimas CYP e inibição/indução da expressão dos transportadores de 

membrana envolvidos na absorção, distribuição e eliminação de diversos agentes 

antivirais de ação direta utilizados no tratamento da hepatite C crônica. 

Neste estudo investigamos participantes com hepatite C crônica, genótipos 1 e 

3 do VHC, um dia antes do início do tratamento com agentes antivirais de ação direta 

(Fase 1) e até 30 dias após a avaliação da resposta virológica sustentada (VHC-RNA 

indetectável após 12 semanas do fim do tratamento com agentes antivirais de ação 

direta) (Fase 2), período suficiente para a eliminação completa dos fármacos 

utilizados no tratamento da hepatite C crônica, garantindo que qualquer alteração na 

expressão dos transportadores de membrana ou inibição das enzimas CYP não será 

influenciada pelos fármacos utilizados no tratamento da doença. Assim, avaliamos se 

os relatos obtidos em estudos in vitro também são observados in vivo, para uma maior 

compreensão da influência da hepatite C nas enzimas CYP e transportadores de 

membranas e, consequentemente no ajuste de doses dos diversos medicamentos 

usados por esses pacientes. 

 

2. OBJETIVOS 

• Avaliar a influência dos diferentes graus de fibrose hepática em pacientes 

portadores de hepatite C crônica na atividade in vivo das enzimas CYP 

(CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A) e transportadores de 

membrana (OATP1B1 & BCRP e P-gp) usando fármacos marcadores.  

• Avaliar a influência do tratamento farmacológico para a hepatite C crônica na 

atividade in vivo das enzimas CYP (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e 

CYP3A) e transportadores de membrana (OATP1B1 & BCRP e P-gp) usando 

fármacos marcadores. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1. Estudo clínico 

3.1.1. Aspectos éticos 

O protocolo clínico foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São 

Paulo (FCFRP – USP; ANEXO A) e do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (HCFMRP – USP, 

ANEXO B). Os participantes investigados foram recrutados no Ambulatório de 

Hepatites do Centro de Referência em Especialidades Central, da Secretaria 

Municipal de Saúde de Ribeirão Preto e foram incluídos no estudo após a assinatura 

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APÊNDICE A). Os participantes 

foram informados em detalhes sobre a proposta do estudo, a duração e os possíveis 

riscos envolvidos e encontraram-se livres para recusarem participar do estudo ou 

retirar seu consentimento a qualquer momento, sem penalização ou prejuízo ao seu 

atendimento e/ou tratamento.  

3.1.2. Protocolo clínico 

Após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram 

coletados dos prontuários dos participantes os resultados dos exames clínicos e 

laboratoriais para a avaliação da função hepática (ALT, AST, bilirrubina, INR e 

proteínas totais), função renal (ureia, creatinina sérica e taxa de filtração glomerular 

estimada), sorologia e RNA-VHC pela metodologia quantitativa RT-PCR em tempo 

real para comprovação da presença do vírus.  

O estudo prospectivo foi realizado com 28 participantes com hepatite C crônica 

recrutados por amostragem de conveniência no Centro de Referência do Ambulatório 

de Hepatites da Secretaria Municipal de Saúde de Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil, 

no período de agosto de 2017 a janeiro de 2020. Os participantes com diferentes 

estágios de fibrose hepática (F) foram avaliados por elastografia hepática transitória 

(FibroScan®, Echosens, Paris, França) com valores de corte estabelecidos de acordo 

com Castéra et al. (2005) e/ou biópsia hepática, aplicando a classificação do escore 

METAVIR (F0/F1 = 7, F2 = 8, F3 = 4, F4 = 9) (BEDOSSA; POYNARD, 1996). O 

tratamento farmacológico para a hepatite C crônica consistiu nos regimes com as 
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seguintes combinações de antivirais de ação direta (AADs): sofosbuvir + daclatasvir ± 

ribavirina, ou ombitasvir + ritonavir + dasabuvir ± ribavirina, ou sofosbuvir + simeprevir 

± ribavirina. 

Os critérios de exclusão compreenderam pacientes com infecção pelo HIV, 

hepatite B e outras comorbidades como doença renal crônica, diabetes mellitus ou 

hipotireoidismo, pacientes em uso de medicamentos inibidores ou indutores de 

isoformas CYP e transportadores de membranas e pacientes com outras causas de 

doenças hepáticas. 

 Os participantes de ambos os sexos, com idade entre 35 e 68 anos, foram 

alocados nos Grupos 1 (n = 15; F0/F1 e F2, fibrose hepática leve a moderada) e 2 

(n = 13; F3 e F4, estágios avançados de fibrose/cirrose hepática). 

• Grupo 1 (n = 15): 

o participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1) (n = 7); 

o participantes com fibrose hepática moderada (F2) (n = 8); 

• Grupo 2 (n = 13): 

o participantes com fibrose hepática grave (F3) (n = 4); 

o participantes com cirrose (F4) – Child-Pugh A (escore de 5 a 6) (n = 9). 

A investigação foi composta por duas fases descritas abaixo e ilustradas na 

Figura 1. 

• Fase 1: um dia antes do início do tratamento com agentes antivirais de ação 

direta para hepatite C; 

• Fase 2: até 30 dias após a avaliação da resposta virológica sustentada (RVS), 

realizada 12 semanas após o término do tratamento com agentes antivirais de 

ação direta. Nesta fase, o VHC-RNA foi indetectável. 

Na Fase 1 do estudo, os participantes foram internados na Unidade de 

Pesquisa Clínica (UPC) do HCFMRP-USP em jejum de 8 horas e com abstenção do 

uso de cafeína por cinco dias para a avaliação in vivo da atividade das principais 

isoformas do CYP e dos transportadores de membranas OATP1B1 & BCRP e P-gp. 

Os participantes receberam uma cápsula gelatinosa contendo o coquetel de fármacos 

em doses subterapêuticas (CUSINATO et al., 2019): cafeína (10 mg), losartana (2 

mg), fexofenadina (10 mg), omeprazol (2 mg), metoprolol (10 mg), rosuvastatina (2 

mg) e metformina (50 mg) (cápsula manipulada na Farmácia Liane, Ribeirão Preto, 
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SP, administrada de único lote em ambas as fases a cada participantes) com 250 mL 

de água. Os participantes foram internados na UPC do HCFMRP-USP durante a 

administração do coquetel até a coleta de 12 h, retornando dois dias consecutivos 

para as coletas dos tempos 24 h e 48 h, visando sua comodidade. Os participantes 

permaneceram em jejum até 4 h após a administração do coquetel. As coletas de 

sangue em tubos heparinizados (5 mL por coleta) foram realizadas nos tempos 0 (15 

minutos antes da administração do coquetel); 15 min; 30 min; 45 min; 1 h; 1,5 h; 2 h; 

3 h; 4 h; 5 h; 6 h; 8 h; 10 h; 12 h e 24 h e 48 h. As alíquotas de plasma foram obtidas 

por centrifugação (1800 × g, 10 min) das amostras de sangue e armazenadas a             

–80 ºC até o momento da análise. 

Na Fase 2 do estudo, os participantes foram submetidos ao mesmo 

procedimento descrito na Fase 1. 

 

Figura 1: Fases do protocolo clínico 

 

RVS: resposta virológica sustentada 

 

3.2. Métodos 

3.2.1. Análise dos fármacos marcadores em plasma  

Os padrões de fexofenadina (hidroloridrato de fexofenadina), losartana 

(losartana posássica), ácido carboxílico E-3174 (losartana ácido carboxílico E-3174), 

paraxantina, 5-hidroxiomeprazol (5-hidroxiomeprazol sódico), alfa-hidroximetoprolol, 

rosuvastatina (rosuvastatina sódica) e rosuvastatina-D3 (rosuvastatina-D3 sódica) 

foram adquiridos da Toronto Research Chemicals (Toronto, ON, Canadá), enquanto 

os padrões de cafeína, cafeína-D9, metoprolol (tartarato de metoprolol), omeprazol e 
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tramadol (hidroloridrato de tramadol) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, 

MO, EUA). A daunorrubicina (hidrocloridrato de daunorrubicina) foi adquirida da 

European Directorate for the Quality of Medicines & Healthcare (Strasbourg, AL, 

França), o metabólito omeprazol-sulfona foi adquirido da AstraZeneca (Mölndal, 

Suécia). O padrão de difenidramina foi gentilmente doado pela Aché Pharmaceutical 

(Guarulhos, SP, Brasil). 

As soluções de cafeína, cafeína-D9 daunorrubicina, difenidramina, 

fexofenadina, losartana, ácido carboxílico E-3174, metoprolol, alfa-hidroximetoprolol, 

omeprazol-sulfona, paraxantina e tramadol foram preparadas em metanol. As 

soluções de omeprazol e 5-hidroxiomeprazol foram preparados em metanol contento 

dietilamina 0,1%. As soluções de rosuvastatina e rosuvastatina-D3 foram preparadas 

em acetonitrila. 

A acetonitrila (Honeywell Riedel-de-Haën, Seelze, Alemanha), o acetato de 

etila (Honeywell Riedel-de-Haën) e o metanol (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) 

empregados foram grau HPLC. O ácido fórmico (90,1%, J. T. Baker), o acetato de 

amônio (98%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o fosfato de sódio (Synth, 

Diadema, SP, Brasil) utilizados foram grau PA. A água utilizada foi obtida do sistema 

de purificação Milli Q Plus® (Millipore, Bedford, MA, EUA). 

3.2.1.1. Análise da cafeína e metabólito paraxantina em plasma  

A análise da cafeína e metabólito paraxantina em plasma foi realizada por 

cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada a espectrometria de massas 

sequencial (UHPLC-MS/MS), de acordo com estudo anteriormente desenvolvido e 

validado em nosso laboratório (dados não publicados). Em resumo, alíquotas de 25 μL 

de plasma foram adicionadas do padrão interno (cafeína-D9, 200 ng⋅mL−1 em 

metanol) e 800 μL de solução de ácido fórmico 0,5% em metanol. A mistura foi agitada 

vigorosamente por 10 s (agitador de soluções Phoenix Luferco, modelo AP56, 

Araraquara, SP, Brasil) e, então, centrifugada a 4 °C por 10 min a 21.500 × g 

(ultracentrífuga refrigerada Himac CT15RE; Hitachi, Tóquio, Japão). Alíquotas de 2 μL 

do sobrenadante foram analisados por UHPLC-MS/MS. A curva de calibração foi feita 

no intervalo de concentrações de 10–2.000 ng⋅mL−1 em plasma e os estudos de 

precisão e exatidão mostraram valores de coeficiente de variação e erro padrão 

relativo inferiores a ±15%. 
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3.2.1.2. Análise da losartana e metabólito ácido carboxílico E-3174 em plasma  

A análise da losartana e metabólito ácido carboxílico E-3174 em plasma foi 

realizada por UHPLC-MS/MS, de acordo com estudo anteriormente desenvolvido e 

validado em nosso laboratório, recentemente publicado pelo grupo (CUSINATO et al., 

2019). Resumidamente, 400 μL de ácido fórmico 0,1% em água foram adicionados a 

alíquotas de 400 μL de plasma adicionadas de 25 μL da solução de padrão interno 

(daunorrubicina, 40 ng⋅mL−1 em metanol). A mistura foi então agitada vigorosamente 

por 10 s e centrifugada a 4 °C por 10 min a 21.500 × g. Um volume de 600 μL do 

sobrenadante foi adicionado a cartuchos de extração em fase sólida (Oasis® PRIME 

HLB μElution Plate, Waters Corporation, Milford, MA, EUA). As etapas de lavagem 

foram feitas com 200 μL de água e 200 μL de metanol 5% em água. Os analitos foram 

eluídos com 100 μL de metanol em uma placa de 96 poços (Waters® ACQUITY UPLC 

700 μL Round 96-Well Sample Plate, Waters Corporation, Milford, MA, EUA) contendo 

100 μL de água. Após agitação, 10 μL da solução foram analisados por 

UHPLC-MS/MS. As curvas de calibração para a losartana e ácido carboxílico E-3174 

foram construídas no intervalo de concentrações 0,03–5 ng⋅mL−1 em plasma e os 

estudos de precisão e exatidão mostraram valores de coeficiente de variação e erro 

padrão relativo inferiores a ±15%. 

3.2.1.3. Análise da fexofenadina em plasma  

A análise da fexofenadina em plasma foi realizada por cromatografia líquida 

acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), de acordo com estudo 

anteriormente desenvolvido e validado em nosso laboratório (XIMENEZ, 2018). 

Resumidamente, alíquotas de 50 μL de plasma foram adicionadas de 25 μL da 

solução de padrão interno (difenidramina, 500 ng⋅mL−1 em metanol) e 100 μL de 

acetonitrila. A mistura foi então agitada vigorosamente por 10 s e centrifugada a 5 °C 

por 10 min a 21.500 × g. Um volume de 100 μL do sobrenadante foi adicionado a 

100 μL de água. Após agitação, 70 μL da solução foram cromatografados por 

LC-MS/MS. A curva de calibração da fexofenadina foi feita no intervalo de 

concentrações de 0,5–250 ng⋅mL−1 em plasma e os estudos de precisão e exatidão 

mostraram valores de coeficiente de variação e erro padrão relativo inferiores a ±15%. 
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3.2.1.4. Análise do omeprazol e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol e 

omeprazol-sulfona e análise do metoprolol e seu metabólito 

alfa-hidroximetoprolol em plasma 

A análise do omeprazol (e metabólitos 5-hidroxiomeprazol e 

omeprazol-sulfona) e metoprolol (e metabólito alfa-hidroximetoprolol) foi realizada por 

LC-MS/MS. Alíquotas de 50 μL de plasma foram adicionadas de 50 μL de acetonitrila 

e 25 μL da solução de padrão interno (tramadol, 8 ng⋅mL−1 em metanol). A mistura foi 

então agitada vigorosamente por 5 s e centrifugada a 4 °C por 10 min a 21.500 × g. 

Um volume de 50 μL do sobrenadante foi adicionado a 100 μL de fosfato de sódio 

0,03 M em água. Após agitação, 50 μL foram cromatografados. As curvas de 

calibração para o omeprazol, 5-hidroxiomeprazol, omeprazol-sulfona e metoprolol 

foram preparadas nas concentrações de 0,1 a 50 ng⋅mL−1, enquanto a curva de 

calibração para o alfa-hidroximetoprolol foi preparada nas concentrações de 0,5 a 

50 ng⋅mL−1.  

A análise dos fármacos e metabólitos foi realizada por LC-MS/MS constituído 

por bomba quaternária ACQUITY UPLC® H-Class, injetor automático ACQUITY 

UPLC® Sample Manager – FTN equipado com organizador de amostras ACQUITY 

Sample Organizer, forno de coluna TCM/CHM® e espectrômetro de massas triplo 

quadrupolo XEVO TQ-S® equipado com interface de ionização por eletronebulização 

(ESI) Zspray™, todos Waters Corp. (Milford, MA, EUA). A análise cromatográfica 

empregou a coluna de fase reversa LiChrospher® 60 RP-Select B (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), 125 × 4,6 mm, com partículas de 5 μm, protegida por coluna de guarda 

LiChrospher® 60 RP Select B, 5 μm, 4 × 4 mm (Merck) e mantidas a 23°C. A fase 

móvel foi constituída por mistura isocrática de ácido fórmico 0,1% em acetonitrila:água 

na proporção 60:40 (v/v) e vazão de 0,8 mL/min. As análises por MS/MS foram 

executadas no modo ionização positivo. A voltagem do capilar no ESI foi de 3,0 kV. 

As temperaturas da fonte e de dessolvatação foram mantidas a 150 e 550 °C, 

respectivamente. O nitrogênio foi utilizado como gás de nebulização na vazão de 

1000 L/h. O gás argônio foi utilizado como gás de colisão na vazão de 0,20 mL/min. 

A energia do cone foi fixada em 30 V para todos os analitos e as energias de colisão 

foram ajustadas a 36, 17, 18, 18, 17 e 15 eV para omeprazol, 5-hidroxiomeprazol, 

omeprazol-sulfona, metoprolol, alfa-hidroximetoprolol e o padrão interno tramadol, 

respectivamente. As análises foram executadas no modo de monitoramento de 
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reações selecionadas (selective reaction monitoring, SRM). Os íons protonados 

[M + H]+ e seus respectivos íons produtos foram monitorados nas transições 

346,1 → 136,1 m/z, 362,1 → 214,1 m/z, 362,1 → 150 m/z, 268,1 → 116,1 m/z, 

284,1 → 116,1 m/z e 264 → 58 m/z para omeprazol, 5-hidroxiomeprazol, 

omeprazol-sulfona, metoprolol, alfa-hidroximetoprolol e o padrão interno tramadol, 

respectivamente. A aquisição de dados e a quantificação das amostras foram 

realizadas utilizando o programa MassLynx® versão 4.1 (Micromass, Manchester, 

Reino Unido). 

3.2.1.5. Análise da rosuvastatina em plasma  

A análise da rosuvastatina em plasma foi realizada por UHPLC-MS/MS 

baseada em trabalhos publicados na literatura (BAI et al., 2018; PRUEKSARITANONT 

et al., 2017). Alíquotas de 125 μL de plasma foram enriquecidas com 25 μL da solução 

do padrão interno (rosuvastatina-D3, 5.000 pg⋅mL−1 em metanol) e adicionadas de 

65 μL de tampão acetato de amônio 1 M pH 5 e 800 μL de acetato de etila. Os tubos 

foram agitados horizontalmente em mesa agitadora a 30 ciclos por minuto durante 30 

min e, então, centrifugados a 4 °C por 15 min a 21.500 × g. Alíquotas de 700 μL do 

sobrenadante foram transferidas para microtubos cônicos e evaporadas a pressão 

negativa por 45 min a 1200 rpm (evaporador de amostras AVC 2-25 CD plus acoplado 

a condensador CT 04-50 SR, ambos Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, 

Osterode am Harz, Alemanha). As amostras foram reconstituídas com 100 μL da 

solução ácido fórmico 0,1% em água:acetonitrila (70:30, v/v) e agitadas 

vigorosamente durante 20 s. As amostras foram novamente centrifugadas a 4 °C por 

10 min a 21.500 × g e 60 μL do sobrenadante foram transferidos para tubos de 

injeção, dos quais 8 μL foram cromatografados.  

A curva de calibração para a rosuvastatina em plasma foi preparada nas 

concentrações de 10 a 16.000 pg⋅mL−1.  

A análise da rosuvastatina foi realizada por UHPLC-MS/MS constituído por 

bomba quaternária ACQUITY UPLC® H-Class, injetor automático ACQUITY UPLC® 

Sample Manager – FTN equipado com organizador de amostras ACQUITY Sample 

Organizer e espectrômetro de massas triplo quadrupolo XEVO TQ-S® equipado com 

interface ESI Zspray™, todos Waters Corp. (Milford, MA, EUA). A análise 

cromatográfica empregou a coluna ACQUITY UPLC® BEH C18 (1,7 μm, 2.1 × 50 mm, 

Waters, Dublin, Irlanda) protegida por coluna de guarda de mesma especificação e 
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mantidas a 40 °C. A fase móvel foi constituída por gradiente das soluções de ácido 

fórmico 0,1% em água (solução A) e acetonitrila (solução B) na vazão de 0,4 mL/min. 

O sistema do gradiente foi iniciado na proporção A:B 70:30 (v/v) e assim mantido por 

0,3 min, com uma rampa até A:B 30:70 (v/v) por 0,5 min, uma nova rampa até A:B 

15:85 (v/v) por 2,2 min e o retorno às condições iniciais (A:B 70:30, v/v) por 0,5 min. 

O sistema foi mantido na última condição por 2,5 min para reequilíbrio da coluna. As 

análises por MS/MS foram executadas no modo ionização positivo. A voltagem do 

capilar no ESI foi de 3,50 kV. As temperaturas da fonte e de dessolvatação foram 

mantidas a 120 e 550 °C, respectivamente. O nitrogênio foi utilizado como gás de 

nebulização na vazão de 150 L/h. O gás argônio foi utilizado como gás de colisão na 

vazão de 0,21 mL/min. A energia do cone foi mantida a 25 V para rosuvastatina e 30 V 

para o padrão interno rosuvastatina-D3. A energia de colisão foi 32 eV para 

rosuvastatina e 35 eV para rosuvastatina-D3. As análises foram executadas no modo 

SRM. Os íons protonados [M + H]+ e seus respectivos íons produtos foram 

monitorados nas transições 482 → 258 m/z para rosuvastatina e 485,2 → 261,1 m/z 

para rosuvastatina-D3. A aquisição de dados e a quantificação das amostras foram 

realizadas utilizando o programa MassLynx® versão 4.1 (Micromass, Manchester, 

Reino Unido). 

3.2.1.6. Análise da metformina em plasma  

As alíquotas de plasma reservadas à análise de metformina em plasma estão 

acondicionadas a −80 °C e não foram analisadas até o presente momento em função 

das restrições das atividades durante a pandemia de COVID-19. 

3.2.2. Validação do método de análise do omeprazol (e seus metabólitos 

5-hidroxiomeprazol, omeprazol-sulfona) e metoprolol (e seu metabólito 

alfa-hidroximetoprolol) e do método de análise da rosuvastatina em 

plasma  

O método de análise do omeprazol (e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol e 

omeprazol-sulfona) e metoprolol (e seu metabólito alfa-hidroximetoprolol) e o método 

de análise da rosuvastatina em plasma foram desenvolvidos e validados de acordo 

com as normas estabelecidas na Resolução de número 27 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA, 2012) quanto a seletividade, efeito residual, efeito 

matriz, linearidade, precisão, exatidão e estabilidades. 
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Controles de qualidade 

As soluções de controle de qualidade (CQ) em plasma foram preparadas nas 

concentrações do limite inferior de quantificação (LIQ), controle de qualidade de baixa 

concentração (CQB), controle de qualidade de media concentração (CQM), além de 

um segundo CQM (CQM2) para o método de quantificação de rosuvastatina, controle 

de qualidade de alta concentração (CQA) e controle de qualidade de diluição (CQD). 

As concentrações para cada analito estão apresentadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Concentrações das soluções de controles de qualidade utilizadas no método de análise do 
omeprazol (e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol e omeprazol-sulfona) e metoprolol (e seu metabólito 
alfa-hidroximetoprolol) e do método de análise da rosuvastatina em plasma. 

Analitos LIQ CQB CQM1 CQM2 CQA CQD 

omeprazol (ng⋅mL−1) 0,1 0,25 25 — 40 250 (1:10, v/v) 

5-hidroxiomeprazol (ng⋅mL−1) 0,1 0,25 25 — 40 250 (1:10, v/v) 

omeprazol-sulfona (ng⋅mL−1) 0,1 0,25 25 — 40 250 (1:10, v/v) 

metoprolol (ng⋅mL−1) 0,1 0,25 25 — 40 250 (1:10, v/v) 

alfa-hidroximetoprolol (ng⋅mL−1) 0,5 1 25 — 40 250 (1:10, v/v) 

rosuvastatina (pg⋅mL−1) 10 15,63 250 8.000 12.800 32.000 (1:5, v/v) 

LIQ: limite inferior de quantificação. CQB: controle de qualidade de baixa concentração. CQM: controle 
de qualidade de média concentração. CQA: controle de qualidade de alta concentração. CQD: controle 
de qualidade de diluição. 

 

Seletividade 

As seletividades dos métodos foram avaliadas em oito fontes distintas de 

plasma branco, sendo quatro normais, duas hemolisadas e duas lipêmicas. As áreas 

de picos interferentes próximos aos tempos de retenção dos analitos devem ser 

inferiores a 20% da área oriunda do respectivo LIQ. As áreas de picos interferentes 

próximos ao tempo de retenção do padrão interno (PI) devem ser inferiores a 5% da 

área do PI. 

Efeito residual 

O efeito residual dos métodos foi avaliado realizando-se três injeções de cada 

amostra branco de plasma processada, sendo uma antes e duas após a injeção do 

respectivo do Limite Superior de Quantificação (LSQ) de cada analito. As áreas de 

picos interferentes próximos aos tempos de retenção dos analitos devem ser inferiores 
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a 20% da área oriunda do LIQ. As áreas de picos interferentes próximos ao tempo de 

retenção de PI devem ser inferiores a 5% da área do PI. 

Efeito matriz 

O efeito matriz dos métodos foi avaliado utilizando-se oito amostras de plasma 

branco, sendo quatro normais, duas hemolisadas e duas lipêmicas. Os plasmas foram 

processados como descrito nos itens 3.2.1.4 e 3.2.1.5, sendo os sobrenadantes 

oriundos da etapa de centrifugação acrescidos da solução de PI e das soluções 

padrão de uso dos analitos para a obtenção de soluções nas concentrações de CQB 

e CQA de cada método. Para cada amostra foi calculado o fator de matriz normalizado 

por PI (FMN), conforme a equação 1. 

 

FMN = 
(resposta do analito em matriz) / (resposta do PI em matriz)

(resposta do analito em solução) / (resposta do PI em solução)
 (1) 

 

O Coeficiente de Variação (CV) relativo a todas as amostras de uma mesma 

matriz deve ser inferior a ±15%. 

Linearidade 

A linearidade de cada método foi avaliada construindo três curvas de calibração 

para cada método conforme descrito nos itens 3.2.1.4 e 3.2.1.5. O coeficiente de 

determinação r2 deve ser superior a 0,98. 

Precisão e exatidão 

A precisão e a exatidão dos métodos foram avaliadas através de estudos 

intracorrida e intercorridas. Os estudos foram realizados nas concentrações do LIQ, 

CQB, CQM (CQM1 e CQM2 para rosuvastatina), CQA e CQD de cada analito. 

Para a avaliação da precisão e da exatidão intracorrida foram analisadas, em 

uma mesma corrida analítica, oito replicatas de cada concentração (LIQ, CQB, CQM, 

CQA e CQD) para o método de análise dos fármacos marcadores omeprazol e 

metoprolol e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol, omeprazol-sulfona e 

alfa-hidroximetoprolol em plasma e cinco replicatas de cada concentração (LIQ, CQB, 

CQM1 e CQM2, CQA e CQD) para o método do fármaco marcador rosuvastatina em 

plasma. 
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A avaliação da precisão intracorrida e intercorridas foi realizada através do 

cálculo do CV dos resultados obtidos. Para que o método possa ser referido como 

preciso, o CV deve ser igual ou inferior a ±15%, exceto o LIQ, com aceitação de CV 

de até 20%. A exatidão é expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR; equação 2), não 

se admitindo valores fora da faixa de ±15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para 

o qual não se admitem valores fora da faixa de ±20% do valor nominal. 

 

EPR = 
Concentração médica experimental − Concentração nominal

Concentração nominal
 × 100 (2) 

 

Estabilidades 

Os estudos de estabilidade de ciclos de descongelamento foram conduzidos 

empregando cinco replicatas de amostras nas concentrações de CQB e CQA. As 

amostras de CQB e CQA foram congeladas a −80 °C por no mínimo 12 h e 

descongeladas a 25 °C. Após três ciclos de congelamento e descongelamento, as 

amostras foram analisadas empregando curvas de calibração recém preparadas. 

A estabilidade de curta duração foi avaliada após a permanência das amostras 

de CQB e CQA a 25 °C por 4 h para o método de análise dos fármacos marcadores 

omeprazol e metoprolol e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol, omeprazol-sulfona e 

alfa-hidroximetoprolol em plasma ou 25 °C por 2 h para o método do fármaco 

marcador rosuvastatina em plasma. Todas as amostras foram analisadas 

empregando curvas de calibração recém preparadas. 

A estabilidade pós-processamento foi avaliada após a permanência durante 

13 h das amostras CQB e CQA na temperatura do auto injetor de 10 °C para o método 

de análise dos fármacos marcadores omeprazol e metoprolol e seus metabólitos 

5-hidroxiomeprazol, omeprazol-sulfona e alfa-hidroximetoprolol em plasma ou durante 

24 h na temperatura do auto injetor de 15 °C para o método do fármaco marcador 

rosuvastatina em plasma. Todas as amostras foram analisadas empregando curvas 

de calibração recém preparadas. 

A estabilidade dos analitos em plasma é demonstrada quando não se observar 

desvio em relação ao valor nominal superior a ±15%. 



 
31 

3.2.3. Análise farmacocinética 

As razões metabólicas (RM) foram calculadas dividindo-se a concentração 

plasmática do metabólito paraxantina pela cafeína (CYP1A2), do metabólito ácido 

carboxílico E-3174 pela losartana (CYP2C9), do metabólito 5-hidroxiomeprazol pelo 

omeprazol (CYP2C19), do metabólito alfa-hidroximetoprolol pelo metoprolol 

(CYP2D6), do metabólito omeprazol-sulfona pelo omeprazol (CYP3A) nas amostras 

coletadas 4 h após a administração do coquetel (DE ANDRÉS et al., 2016; FUHR; 

JETTER; KIRCHHEINER, 2007; RYU et al., 2007). A área sob a curva concentração 

plasmática versus tempo da rosuvastatina (OATP1B1 & BCRP) e da fexofenadina 

(P-gp) foram calculadas no intervalo de 0 a infinito após a administração do coquetel 

utilizando-se o método dos trapezoides empregando o programa Phoenix 

WinNonlin™, versão 8.3.3.33 (Certara USA, Inc., Princeton, NJ, Estados Unidos da 

América). A área sob a curva concentração plasmática versus tempo da fexofenadina 

também foi estimada empregando a equação 3, utilizando-se valores observados de 

concentração plasmática máxima (Cmax) (RUSSELL; STOLTZ; WEIR, 1998; 

SRINIVAS, 2016). 

 

AUC
0–∞

 = Cmax × 4,4198 + 54,112 (3) 

 

3.2.4. Análise estatística 

As distribuições dos valores dos parâmetros farmacocinéticos (RM e AUC0–∞) 

foram investigadas pela inspeção visual dos histogramas de densidade de 

probabilidade e gráficos quantil-quantil (Q-Q), bem como utilizando o teste estatístico 

de Shapiro-Wilk. Os dados foram classificados quanto à sua distribuição normal, 

log-normal ou não-paramétrica. 

A comparação entre as Fases 1 e 2 de cada grupo foi feita pelo teste t para 

amostras pareadas para os parâmetros que apresentaram distribuição log-normal 

(CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A e P-gp) ou pelo teste de Wilcoxon 

para amostras pareadas para os parâmetros que apresentaram distribuição 

não-paramétrica (OATP1B1 & BCRP) utilizando os valores log-transformados. A 

comparação entre as Grupos 1 e 2 em cada fase foi feita pelo teste t para amostras 

não-pareadas para os parâmetros que apresentaram distribuição log-normal 
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(CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A e P-gp) ou pelo teste de 

Mann-Whitney para amostras não-pareadas para os parâmetros que apresentaram 

distribuição não-paramétrica (OATP1B1 & BCRP) utilizando os valores 

log-transformados. A significância foi fixada em valor p menor que 0,05. Se o intervalo 

de confiança 90% (IC 90%) da razão das médias geométricas (CYP1A2, CYP2C9, 

CYP2C19, CYP2D6, CYP3A e P-gp) ou das medianas (OATP1B1 & BCRP) dos 

parâmetros for totalmente contido no intervalo 0,8–1,25 (intervalo de bioequivalência), 

o conjunto de dados é considerado clinicamente equivalente (“Statistical Guide for 

Clinical Pharmacology & Therapeutics”, 2010). As análises estatísticas dos dados 

experimentais foram realizadas no software R, versão 4.0.3 (R CORE TEAM, 2020) e 

as figuras foram geradas utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016).  
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4. RESULTADOS 

Foram recrutados 34 participantes com diagnóstico de infecção pelo VHC, 

sendo 11 diagnosticados com fibrose hepática inicial (F0/F1), 10 com fibrose hepática 

moderada (F2), 4 com fibrose hepática grave (F3) e 9 com cirrose (F4) – Child-Pugh A, 

escore de 5 a 6). Dos 34 participantes incluídos na Fase 1, 28 completaram com 

sucesso a Fase 2 do estudo. A Tabela 2 apresenta os parâmetros antropométricos, 

bioquímicos e hematológicos dos participantes com de hepatite C crônica. Os dados 

individuais estão apresentados no APÊNDICE C, Tabelas 11 e 12. Os dados 

individuais de estadiamento e regimes de antivirais de ação direta utilizados estão 

descritos na Tabela 13 (APÊNDICE C). 

O método de análise do omeprazol (e metabólitos 5-hidroxiomeprazol e 

omeprazol-sulfona) e metoprolol (e metabólito alfa-hidroximetoprolol) em plasma foi 

linear nos intervalos de concentrações de 0,1–50 ng⋅mL−1 para os analitos omeprazol, 

5-hidroxiomeprazol, omeprazol-sulfona e metoprolol e no intervalo de concentrações 

de 0,5–50 ng⋅mL−1 para o alfa-hidroximetoprolol. O método permitiu a quantificação 

de todas as amostras de plasma coletadas 4 h após a administração do coquetel de 

fármacos marcadores contendo doses subterapêuticas de 2 mg de omeprazol e 

10 mg de metoprolol. 

Os cromatogramas referentes às análises do omeprazol (e metabólitos 

5-hidroxiomeprazol e omeprazol-sulfona) e metoprolol (e metabólito 

alfa-hidroximetoprolol) em plasma estão apresentados para amostras de plasma 

branco (Figura 2A) e plasma branco enriquecido com solução padrão na concentração 

do LIQ (0,1 ng⋅mL−1 em plasma para omeprazol, 5-hidroxiomeprazol, 

omeprazol-sulfona e metoprolol e 0,5 ng⋅mL−1 em plasma para alfa-hidroximetoprolol) 

(Figura 2B). Os cromatogramas apresentados na Figura 3A são referentes a uma 

amostra de plasma branco enriquecida com solução padrão de omeprazol (e 

metabólitos 5-hidroxiomeprazol e omeprazol-sulfona) e metoprolol (e metabólito 

alfa-hidroximetoprolol) (1 ng⋅mL−1 em plasma), enquanto os cromatogramas 

apresentados na Figura 3B são referentes a uma amostra de plasma de participante 

com hepatite C crônica coletada 4 h após a administração do coquetel de fármacos 

marcadores.  

As Tabelas 3 e 4 apresentam os limites de confiança para os ensaios de 

validação do método mencionado.  
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Tabela 2: Parâmetros antropométricos e bioquímicos dos participantes com hepatite C crônica. Dados 
apresentados como média aritmética, desvio padrão e coeficiente de variação. 

 VR Fase Grupo 1 Grupo 2 

   Média DP CV Média DP CV 

Idade (anos)   49,33 9,00 18,24 53,00 11,78 22,23 

Altura (m)   1,64 0,08 5,10 1,70 0,08 4,72 

Peso (kg)   71,75 18,49 25,77 82,93 19,46 23,47 

Índice de massa corpórea (kg⋅m−2)   26,96 7,55 28,01 28,36 5,42 19,12 

Glicemia (mg⋅dL−1) 70–99 Fase 1 81,67 13,88 16,99 90,08 13,22 14,68 

  Fase 2 88,78 8,01 9,02 94,92 15,49 16,32 

Proteínas totais (g⋅dL−1) 6,0–8,0 Fase 1 7,45 0,81 10,85 7,88 0,61 7,72 

  Fase 2 7,40 0,54 7,30 7,88 0,49 6,21 

Albumina (g⋅dL−1) 3,5–5,5 Fase 1 4,00 0,52 12,96 3,93 0,47 11,90 

  Fase 2 4,03 0,29 7,27 4,19 0,45 10,73 

Creatinina sérica (mg⋅dL−1) 0,6–1,2 Fase 1 0,87 0,14 16,46 0,99 0,29 29,23 

  Fase 2 0,86 0,19 22,47 0,92 0,29 31,83 

Taxa de filtração glomerular  ≥ 70 Fase 1 112,21 51,13 45,57 91,68 28,63 31,23 

estimada (mL⋅min−1)  Fase 2 124,30 49,23 39,61 91,23 18,75 20,55 

Alanina aminotransferase 15–40 Fase 1 65,87 52,26 79,34 145,77 213,61 145,54 

(U⋅L−1)  Fase 2 28,75 11,97 45,11 27,85 11,40 40,49 

Aspartato aminotransferase  0,1–1,0 Fase 1 41,40 18,04 43,57 79,54 98,28 123,57 

(U⋅L−1)  Fase 2 21,75 8,18 37,61 28,38 10,10 35,60 

Bilirrubina total (mg⋅dL−1) 0,0–0,3 Fase 1 0,62 0,29 47,67 0,92 0,73 80,26 

  Fase 2 0,50 0,23 46,60 0,67 0,28 42,23 

Bilirrubina direta (mg⋅dL−1) 0,8–1,0 Fase 1 0,21 0,10 50,14 0,28 0,27 93,89 

  Fase 2 0,14 0,05 37,64 0,21 0,10 48,22 

INR  Fase 1 0,94 0,07 7,00 1,00 0,10 10,00 

  Fase 2 0,95 0,03 3,11 1,01 0,09 9,35 

Ureia (mg⋅dL−1) 16-40 Fase 1 28,29 5,64 19,92 36,18 18,43 50,93 

  Fase 2 31,82 7,52 23,64 34,42 18,27 53,08 

Sexo   masculino = 9, feminino = 6  masculino = 7, feminino = 6 

Graus de fibrose hepática   
F0/F1 (n = 7), 

F2 (n = 8) 
F3, (n = 4). 

F4 – Child-Pugh A (n = 9) 

Agentes antivirais de ação direta 
utilizados entre as Fases 1 e 2. 

  

daclatasvir, dasabuvir, 
ledispavir, ombitasvir, 

ribavirina, ritonavir, 
sofosbuvir, veruprevir 

daclatasvir, dasabuvir, 
ombitasvir, ribavirina, 
ritonavir, simeprevir, 

sofosbuvir, veruprevir 

DP: desvio padrão. CV: coeficiente de variação. VR: valores de referência. Taxa de filtração 
glomerular: estimada pela equação de Cockcroft-Gault. INR: razão internacional normalizada. 
Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta 
virológica sustentada.  
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Figura 2: Cromatogramas referentes à análise de plasma branco (A) e plasma branco enriquecido com 
a solução padrão na concentração do limite inferior de quantificação (B) monitorados nas transições do 
omeprazol (e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol e omeprazol-sulfona) e metoprolol (e metabólito 
alfa-hidroximetoprolol) e padrão interno tramadol. 

 

Limites inferiores de quantificação: 0,1 ng⋅mL−1 em plasma (omeprazol, 5-hidroxiomeprazol, 

omeprazol-sulfona e metoprolol), 0,5 ng⋅mL−1 em plasma (alfa-hidroximetoprolol). Padrão 

interno: tramadol 4 ng⋅mL−1 em plasma.  
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Figura 3: Cromatogramas referentes à análise de plasma branco enriquecido com solução padrão na 
concentração 1 ng⋅mL−1 (A) e amostra de participante com hepatite C crônica (B) monitorados nas 

transições do omeprazol (e seus metabólitos 5-hidroxiomeprazol e omeprazol-sulfona) e metoprolol (e 
metabólito alfa-hidroximetoprolol) e padrão interno tramadol. 

 

Padrão interno: tramadol 4 ng⋅mL−1 em plasma. 
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Tabela 3: Limites de confiança do método de análise da omeprazol, 5-hidroxiomeprazol e omeprazol-sulfona em plasma humano. 

 omeprazol 5-hidroxiomeprazol omeprazol-sulfona 

Efeito matriz FMN médio (CV%) 0,90 (14%) 0,48 (5%) 1,15 (4)% 

Linearidade (ng⋅mL−1) 0,1–50 0,1–50 0,1–50 

Equação da reta y = 0,114911⋅x + 0,00282309 y = 0,599984⋅x + 0,0198158 y = 0,356325⋅x + 0,0144949 

r2 0,995110 0,994349 0,992523 

Precisão e Exatidão        

Intracorrida (8 replicatas) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

LIQ (0,1 ng⋅mL−1) 7 –7 6 –6 6 –4 

CQB (0,25 ng⋅mL−1) 4 4 6 –4 4 7 

CQM (25 ng⋅mL−1) 3 –5 2 –8 1 –12 

CQA (40 ng⋅mL−1) 2 –7 1 –13 1 –10 

CQD (250 ng⋅mL−1, 1:10, v/v) 2 0 2 –8 2 –13 

Intercorridas (3 corridas com 8 replicatas) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

LIQ (0,1 ng⋅mL−1) 9 –2 10 2 8 –8 

CQB (0,25 ng⋅mL−1) 4 4 8 –1 8 1 

CQM (25 ng⋅mL−1) 3 –3 3 –8 6 –7 

CQA (40 ng⋅mL−1) 6 –4 4 –8 7 –8 

CQD (250 ng⋅mL−1, 1:10, v/v) 3 –1 3 –7 8 –4 

Estabilidades       

Ciclos descongelamento (−80 °C, 25 °C, 3 ciclos) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB (0,25 ng⋅mL−1) 3 –7 5 –15 3 –6 

CQA (40 ng⋅mL−1) 1 –7 2 –6 1 –9 

Curta duração (25 °C, 4 h) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB (0,25 ng⋅mL−1) 3 15 6 4 3 –6 

CQA (40 ng⋅mL−1) 0 9 1 –12 0 –9 

Pós-processamento (10 °C, 13 h) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB (0,25 ng⋅mL−1) 9 –11 8 –9 8 4 

CQA (40 ng⋅mL−1) 4 –6 5 –6 4 –11 

FMN: efeito matriz normalizado por padrão interno. r2: coeficiente de determinação. CV: coeficiente de variação. EPR: erro padrão relativo. LIQ: limite inferior 
de quantificação. CQB: controle de qualidade de baixa concentração. CQM: controle de qualidade de média concentração. CQA: controle de qualidade de alta 
concentração. CQD: controle de qualidade de diluição.  
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Tabela 4: Limites de confiança do método de análise do metoprolol e alfa-hidroximetoprolol em plasma humano. 

 metoprolol alfa-hidroximetoprolol 

Efeito matriz FMN médio (CV%) 0,89 (13%) 0,43 (11%) 

Linearidade (ng⋅mL−1) 0,1–50 0,5–50 

Equação da reta y = 0,0907827⋅x + 0,0176085 y = 0,0481819⋅x + 0,0115781 

r2 0,0993823 0,0994359 

Precisão e Exatidão    

Intracorrida (8 replicatas) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

LIQ * 10 –3 7 2 

CQB * 5 –2 4 1 

CQM (25 ng⋅mL−1) 1 –5 2 –7 

CQA (40 ng⋅mL−1) 1 –4 2 –1 

CQD (250 ng⋅mL−1, 1:10, v/v) 2 –3 1 –7 

Intercorridas (3 corridas com 8 replicatas) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

LIQ * 13 –3 13 6 

CQB * 7 1 8 –3 

CQM (25 ng⋅mL−1) 2 –6 4 –11 

CQA (40 ng⋅mL−1) 5 –6 7 –6 

CQD (250 ng⋅mL−1, 1:10, v/v) 3 –4 3 –10 

Estabilidades     

Ciclos descongelamento (−80 °C, 25 °C, 3 ciclos) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB * 12 –7 2 10 

CQA (40 ng⋅mL−1) 1 –8 3 –4 

Curta duração (25 °C, 4 h) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB * 4 4 7 0 

CQA (40 ng⋅mL−1) 1 0 2 1 

Pós-processamento (10 °C, 13 h) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB* 6 –12 3 –6 

CQA (40 ng⋅mL−1) 3 0 1 –2 

FMN: efeito matriz normalizado por padrão interno. r2: coeficiente de determinação. CV: coeficiente de variação. EPR: erro padrão relativo. LIQ: limite inferior 
de quantificação (* metoprolol 0,1 ng⋅mL−1, alfa-hidroximetoprolol 0,5 ng⋅mL−1). CQB: controle de qualidade de baixa concentração (* metoprolol 0,25 ng⋅mL−1, 

alfa-hidroximetoprolol 1 ng⋅mL−1). CQM: controle de qualidade de média concentração. CQA: controle de qualidade de alta concentração. CQD: controle de 

qualidade de diluição. 
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O método de análise da rosuvastatina em plasma mostrou linearidade no 

intervalo de concentrações plasmáticas de 10–16.000 pg⋅mL−1 e permitiu a 

quantificação de todas as amostras coletadas até 48 h após a administração do 

coquetel de fármacos marcadores contendo a dose subterapêutica de 2 mg de 

rosuvastatina administrado a participantes com hepatite C crônica.  

Os cromatogramas referentes às análises de rosuvastatina em plasma estão 

apresentados como amostras de plasma branco (Figura 4A), amostras de plasma 

branco enriquecidas com solução padrão de rosuvastatina na concentração do LIQ 

(10 pg⋅mL−1 em plasma, Figura 4B), amostra de plasma branco enriquecida com 

solução padrão de rosuvastatina (4.000 pg⋅mL−1 em plasma, Figura 5A) e amostra de 

plasma de participante com hepatite C crônica (Figura 5B).  

A Tabela 5 apresenta os limites de confiança para os ensaios de validação do 

método de análise da rosuvastatina em plasma. 

 

Figura 4: Cromatogramas referentes à análise de plasma branco (A) e plasma branco enriquecido com 
a solução padrão na concentração do limite inferior de quantificação (B) monitorados nas transições da 
rosuvastatina e padrão interno rosuvastatina-D3. 

 

Limite inferior de quantificação: 10 pg⋅mL−1 em plasma. Padrão interno: rosuvastatina-D3 1.000 pg⋅mL−1 

em plasma.  
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Figura 5: Cromatogramas referentes a amostra de plasma branco enriquecido com solução padrão na 
concentração 4.000 pg⋅mL−1 em plasma (A) e amostra de participante com hepatite C crônica (B) 

monitorados nas transições do da rosuvastatina e padrão interno rosuvastatina-D3. 

 

Padrão interno: rosuvastatina-D3 1.000 pg⋅mL−1 em plasma. 
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Tabela 5: Limites de confiança do método de análise da rosuvastatina em plasma humano. 

 rosuvastatina 

Efeito matriz FMN médio (CV%) 0,96 (8%) 

Linearidade (pg⋅mL−1) 10–16.000 

Equação da reta y = 0,000717399⋅x + 0,00555514 

r2 0,995158 

Precisão e Exatidão   

Intracorrida (5 replicatas) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

LIQ (10 pg⋅mL−1) 15 −2 

CQB (15,63 pg⋅mL−1) 12 −12 

CQM1 (250 pg⋅mL−1) 3 −1 

CQM2 (8.000 pg⋅mL−1) 5 −2 

CQA (12.800 pg⋅mL−1) 7 −7 

CQD (32.000 pg⋅mL−1 1:5, v/v) 4 4 

Intercorridas (3 corridas com 5 replicatas) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

LIQ (10 pg⋅mL−1) 13 −2 

CQB (15,63 pg⋅mL−1) 14 4 

CQM1 (250 pg⋅mL−1) 7 −1 

CQM2 (8.000 pg⋅mL−1) 5 −1 

CQA (12.800 pg⋅mL−1) 8 2 

CQD (32.000 pg⋅mL−1 1:5, v/v) 4 1 

Estabilidades   

Ciclos descongelamento (−80 °C, 25 °C, 3 ciclos) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB (15,63 pg⋅mL−1) 10 −3 

CQA (12.800 pg⋅mL−1) 4 2 

Curta duração (25 °C, 2 h) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB (15,63 pg⋅mL−1) 12 9 

CQA (12.800 pg⋅mL−1) 4 3 

Pós-processamento (15 °C, 24 h) 
Precisão 
(% CV) 

Exatidão 
(% EPR) 

CQB (15,63 pg⋅mL−1) 7 3 

CQA (12.800 pg⋅mL−1) 5 3 

FMN: efeito matriz normalizado por padrão interno. r2: coeficiente de determinação. CV: coeficiente de 
variação. EPR: erro padrão relativo. LIQ: limite inferior de quantificação. CQB: controle de qualidade 
de baixa concentração. CQM1: controle de qualidade de média concentração 1. CQM2: controle de 
qualidade de média concentração 2. CQA: controle de qualidade de alta concentração. CQD: controle 
de qualidade de diluição.  
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As Figuras 6 e 7 mostram os dados individuais das curvas de concentração 

plasmática da rosuvastatina versus tempo obtidas em ambas as fases para os 

Grupos 1 e 2, respectivamente. 

 

Figura 6: Curvas de concentração plasmática da rosuvastatina versus tempo até 48 h após a 
administração do coquetel de fármacos marcadores (2 mg de rosuvastatina) em 15 participantes com 
hepatite C crônica alocados no Grupo 1. 

Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática 
moderada (F2, n = 8). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a 
obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Figura 7: Curvas de concentração plasmática da rosuvastatina versus tempo até 48 h após a 
administração do coquetel de fármacos marcadores (2 mg de rosuvastatina) em 13 participantes com 
hepatite C crônica alocados no Grupo 2. 

 

Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – 
Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a 
obtenção da resposta virológica sustentada.  
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As Figuras 8 e 9 mostram os dados individuais das curvas de concentração 

plasmática da fexofenadina versus tempo obtidas em ambas as fases para os Grupos 

1 e 2, respectivamente. 

  

Figura 8: Curvas de concentração plasmática da fexofenadina versus tempo até 48 h após a 
administração do coquetel de fármacos marcadores (10 mg de fexofenadina) em 15 participantes com 
hepatite C crônica alocados no Grupo 1. 

Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática 
moderada (F2, n = 8). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a 
obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Figura 9: Curvas de concentração plasmática da fexofenadina versus tempo até 48 h após a 
administração do coquetel de fármacos marcadores (10 mg de fexofenadina) em 13 participantes com 
hepatite C crônica alocados no Grupo 2. 

Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – 
Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a 
obtenção da resposta virológica sustentada. 

 

O método de quantificação da fexofenadina em plasma não foi sensível o 

suficiente para calcular a AUC0–∞ com apenas 20% de extrapolação da fase de 

eliminação para uma dose de 10 mg de fexofenadina administrada a participantes com 

hepatite C cônica. Desta forma, fez-se necessário utilizar um método alternativo de 

estimação da AUC0–∞, utilizando os dados de concentração plasmática máxima 

observada aplicando-se a equação 3 (AUC0–∞ = Cmax × 4,4198 + 54,112), já utilizada 

na literatura (RUSSELL; STOLTZ; WEIR, 1998; SRINIVAS, 2016). A fórmula 
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apresentou correlação linear adequada entre método dos trapezoides empregando o 

programa Phoenix WinNonlin™, com os dados observados, e a estimativa da        

AUC0–∞, demonstrado na Figura 10. 

 

Figura 10: Correlação linear entre AUC0–∞ observado (calculado com base no método dos trapezoides 
empregando o programa Phoenix WinNonlin™ ) e AUC0–∞estimado (calculado com base na equação.                
AUC0–∞ = Cmax × 4,4198 + 54,112 (RUSSELL; STOLTZ; WEIR, 1998; SRINIVAS, 2016). 
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A Figura 11 apresenta os gráficos boxplots das atividades das enzimas 

metabolizadoras e transportadores de membrana estudados, expressos também 

como dados individuais. Os dados individuais estão apresentados no APÊNDICE C, 

Tabelas 14–20. 

 

Figura 11: Gráficos boxplots das atividades das enzimas metabolizadoras CYP1A2, CYP2C9, 
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A e transportadores de membrana OATP1B1 & BCRP e P-gp avaliados 
em 28 participantes portadores de hepatite C crônica alocados nos Grupos 1 e 2. 

 

Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática 
moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes 
com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. 
Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. 

 

O participante 13 do Grupo 1 (13G1, fibrose hepática inicial F0/F1), apresentou 

valores de razões metabólicas de 5-hidrohiomeprazol por omeprazol de 4,19 na 
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Fase 1 e 3,43 na Fase 2 (APÊNDICE, Tabela 16). Estes valores são 19 e dez vezes 

superiores à média geométrica do Grupo 1 para as Fases 1 e 2, respectivamente, ou 

22 e 10 vezes superiores à média geométrica de todos os participantes para as Fases 

1 e 2, respectivamente, como mostrado na Figura 12. Desta forma, as RMs do o 

participante 13G1 para a CYP2C19 foram consideradas valores atípicos (outlier) e 

desconsiderados das análises estatísticas para a atividade da CYP2C19, 

apresentadas nas Tabelas 6–8 e Figuras 11–14. 

 

Figura 12: Gráfico boxplot da atividade da enzima metabolizadora CYP2C19 avaliados em 28 
participantes portadores de hepatite C crônica alocados nos Grupos 1 e 2, incluindo os valores atípicos 
do participante 13G1. 

 

13G1: participante 13 do Grupo 1. Grupo 1: participante com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e 
participante com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática 
grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento 
farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. 

 

A Figura 13 permite a inspeção visual das distribuições normal ou log-normal 

para as atividades das enzimas metabolizadoras e transportadores de membrana. 
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Figura 13: Dados plotados como histogramas de densidade de probabilidade e gráficos quantil-quantil (Q-Q) para os valores originais e valores 
log-transformados. 
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A Tabela 6 apresenta os resultados dos testes de Shapiro-Wilk para cada 

fármaco marcador.  

 

Tabela 6: Teste de Shapiro-Wilk para dados brutos e dados log-transformados. 

Enzimas e transportadores  Dados brutos  Dados log-transformados 

  Valor W Valor p  Valor W Valor p 

CYP1A2  0,86454 0,00001537  0,98836 0,86440322 (*) 

CYP2C9  0,85237 0,00000673  0,98864 0,87559160 (*) 

CYP2C19  0,81341 0,00000086  0,96461 0,11085758 (*) 

CYP2D6  0,79701 0,00000024  0,97813 0,39994789 (*) 

CYP3A  0,83053 0,00000167  0,98880 0,88182857 (*)  

OATP1B1 & BCRP  0,66619 0,00000000  0,92893 0,00269087 

P-gp  0,90553 0,00034417  0,97510 0,29757498 (*) 

(*) p > 0,05. 

 

Os valores p > 0,05 sugerem que não existem evidências estatísticas de que a 

distribuição dos dados seja significativamente diferente de uma distribuição normal. 

Em outras palavras, pode-se assumir uma distribuição normal quando p > 0,05. Os 

gráficos de inspeção visual apresentados na Figura 13 estão de acordo com os 

resultados obtidos no teste de Shapiro-Wilk (Tabela 6). Portanto, concluímos com 

segurança que CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A e P-gp apresentam 

distribuições log-normais, enquanto OATP1B1 & BCRP apresentaram distribuição 

não-paramétrica. Desta forma, nas análises estatísticas foram empregados o teste t 

para amostras pareadas comparando as Fases 1 e 2 de cada grupo (Tabela 7), o 

teste t para amostras não-pareadas comparando os Grupos 1 e 2 em cada fase 

(Tabela 8) para CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A e P-gp, o teste de 

Wilcoxon para amostras pareadas comparando as Fases 1 e 2 de cada grupo (Tabela 

9) e o teste de Mann-Whitney para amostras não-pareadas comparando os Grupos 1 

e 2 em cada fase (Tabela 10) para OATP1B1 & BCRP. A Figura 14 apresenta os 

gráficos das médias geométricas ou medianas, assim como dos respectivos IC 90% 

das atividades das enzimas metabolizadoras e transportadores de membrana obtidos 

pelos respectivos testes estatísticos plotados junto ao intervalo de bioequivalência 

0,8–1,25. 
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Tabela 7: Atividades das enzimas metabolizadoras CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, e CYP3A e do transportador de membrana P-gp comparando as 
Fases 1 e 2 de cada grupo analisadas pelo teste t para amostras pareadas. Dados apresentados como média geométrica (intervalo de confiança geométrico 
90%). 

 Grupo  Fase 1 Fase 2 Fase 2 / Fase 1 

  n  
Média geométrica 

(IC 90%) 
CV geométrico 

(%) 
n  

Média geométrica 
(IC 90%) 

CV geométrico 
(%) 

Média geométrica 
(IC 90%) 

Valor p  

CYP1A2 1 15 0,50  (0,39–0,63) 57,50 15 0,58  (0,45–0,76) 63,51 1,17  (0,98–1,40) 0,13307 

 2 13 0,22  (0,15–0,31) 83,32 13 0,25  (0,18–0,35) 79,71 1,16  (0,85–1,60) 0,40892 

CYP2C9 1 15 0,89  (0,66–1,20) 72,26 15 0,91  (0,72–1,17) 57,17 1,02  (0,81–1,30) 0,85912 

 2 13 0,42  (0,31–0,59) 72,75 13 0,62  (0,43–0,89) 84,90 1,45  (1,03–2,05) 0,07698 

CYP2C19 1 14 0,22  (0,16–0,29) 70,23 14 0,35  (0,26–0,47) 67,10 1,63  (1,32–2,00) 0,00110 (**) 

 2 13 0,17  (0,13–0,22) 56,95 13 0,20  (0,14–0,29) 88,21 1,22  (0,87–1,71) 0,30452 

CYP2D6 1 15 0,85  (0,59–1,22) 94,07 15 0,98  (0,64–1,48) 114,67 1,15  (0,92–1,45) 0,28828 

 2 13 0,39  (0,25–0,62) 118,12 13 0,63  (0,42–0,96) 101,46 1,61  (0,99–2,64) 0,10884 

CYP3A 1 15 0,28  (0,22–0,35) 57,09 15 0,32  (0,23–0,45) 86,40 1,15  (0,82–1,61) 0,47681 

 2 13 0,20  (0,16–0,25) 44,99 13 0,30  (0,22–0,40) 70,69 1,46  (1,08–1,98) 0,04740 (*) 

P-gp 1 15 137,44  (121,11–155,97) 28,36 15 113,87  (98,67–131,41) 32,30 0,83  (0,71–0,97) 0,05452 

 2 13 162,41  (133,42–197,71) 41,41 13 141,18  (123,16–161,84) 28,15 0,87  (0,77–0,98) 0,05653 

IC 90%: intervalo de confiança 90%. CV: coeficiente de variação. CYP1A2: analisado pela razão metabólica paraxantina/cafeína em plasma. 
CYP2C9: analisado pela razão metabólica ácido carboxílico E-3174/losartana em plasma. CYP2C19: analisado como razão metabólica 
5-hidroxiomeprazol/omeprazol. CYP2D6: analisado pela razão metabólica alfa-hidroximetoprolol/metoprolol. CYP3A: analisado pela razão metabólica 
omeprazol-sulfona/omeprazol. P-gp: analisados como AUC0–∞ de fexofenadina (ng⋅h⋅mL−1). Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) 

e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – 
Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. (*) p < 0,05; 
(**) p < 0,01.  



 
52 

 

Tabela 8: Atividades das enzimas metabolizadoras CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A e do transportador de membrana P-gp comparando os 
Grupos 1 e 2 em cada fase analisados pelo teste t para amostras não-pareadas. Dados apresentados como média geométrica (intervalo de confiança 
geométrico 90%). 

 Fase Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 / Grupo 1 

  n  
Média geométrica 

(IC 90%) 
CV geométrico 

(%) 
n  

Média geométrica 
(IC 90%) 

CV geométrico 
(%) 

Média geométrica 
(IC 90%) 

Valor p  

CYP1A2 1 15 0,50  (0,39–0,63) 57,50 13 0,22  (0,15–0,31) 83,32 0,43  (0,28–0,66) 0,00238 (**) 

 2 15 0,58  (0,45–0,76) 63,51 13 0,25  (0,18–0,35) 79,71 0,43  (0,28–0,65) 0,00219 (**) 

CYP2C9 1 15 0,89  (0,66–1,20) 72,26 13 0,42  (0,31–0,59) 72,75 0,48  (0,31–0,72) 0,00573 (**) 

 2 15 0,91  (0,72–1,17) 57,17 13 0,62  (0,43–0,89) 84,90 0,67  (0,44–1,03) 0,12278 

CYP2C19 1 14 0,22  (0,16–0,29) 70,23 13 0,17  (0,13–0,22) 56,95 0,76  (0,52–1,12) 0,23802 

 2 14 0,35  (0,26–0,47) 67,10 13 0,20  (0,14–0,29) 88,21 0,57  (0,36–0,91) 0,04820 (*) 

CYP2D6 1 15 0,85  (0,59–1,22) 94,07 13 0,39  (0,25–0,62) 118,12 0,46  (0,26–0,82) 0,02903 (*) 

 2 15 0,98  (0,64–1,48) 114,67 13 0,63  (0,42–0,96) 101,46 0,65  (0,37–1,14) 0,20402 

CYP3A 1 15 0,28  (0,22–0,35) 57,09 13 0,20  (0,16–0,25) 44,99 0,73  (0,53–0,99) 0,08989 

 2 15 0,32  (0,23–0,45) 86,40 13 0,30  (0,22–0,40) 70,69 0,92  (0,59–1,44) 0,75770 

P-gp 1 15 137,44  (121,11–155,97) 28,36 13 162,41  (133,42–197,71) 41,41 1,18  (0,94–1,48) 0,21855 

 2 15 113,87  (98,67–131,41) 32,30 13 141,18  (123,16–161,84) 28,15 1,24  (1,02–1,50) 0,06531 

IC 90%: intervalo de confiança 90%. CV: coeficiente de variação. CYP1A2: analisado pela razão metabólica paraxantina/cafeína em plasma. 
CYP2C9: analisado pela razão metabólica ácido carboxílico E-3174/losartana em plasma. CYP2C19: analisado como razão metabólica 
5-hidroxiomeprazol/omeprazol. CYP2D6: analisado pela razão metabólica alfa-hidroximetoprolol/metoprolol. CYP3A: analisado pela razão metabólica 
omeprazol-sulfona/omeprazol. P-gp: analisados como AUC0–∞ de fexofenadina (ng⋅h⋅mL−1). Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) 

e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – 
Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. (*) p < 0,05; 
(**) p < 0,01.  
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Tabela 9: Atividade dos transportadores de membrana OATP1B1 & BCRP comparando as Fases 1 e 2 de cada grupo analisadas pelo teste de Wilcoxon para 
amostras pareadas. Dados apresentados como mediana (amplitude interquartil P5–P95) e mediana (intervalo de confiança 90%). 

 Grupo Fase 1 Fase 2 Fase 2 / Fase 1 

  n  
Mediana 
(P5–P95) 

CV aritmético 
(%) 

n  
Mediana 
(P5–P95) 

CV aritmético 
(%) 

Mediana 
(IC 90%) 

Valor p  

OATP1B1 & BCRP 1 15 
9.215,09 

(6701,98–19321,16) 
67,60 15 

6.916,43 
(3725,98–10293,65) 

38,25 
0,75 

(0,53–0,82) 
0,00201 (**) 

 2 13 
13.910,67 

(6259,33–45501,38) 
72,43 13 

9.592,45 
(5778,90–20212,60) 

54,06 
0,69 

(0,46–0,85) 
0,02148 (*) 

P5–P95: amplitude interquartil. CV: coeficiente de variação. IC 90%: intervalo de confiança 90%. OATP1B1 & BCRP: analisados como AUC0–∞ de rosuvastina 
(pg⋅h⋅mL−1). Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes 
com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. 
Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. 

 

 

Tabela 10: Atividade dos transportadores de membrana OATP1B1 & BCRP comparando os Grupos 1 e 2 em cada fase analisados pelo teste de Mann-Whitney 
para amostras não-pareadas. Dados apresentados como mediana (amplitude interquartil P5–P95) e mediana (intervalo de confiança 90%). 

 Fase Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 / Grupo 1 

  
n 
 

Mediana 
(P5–P95) 

CV aritmético 
(%( 

n 
 

Mediana 
(P5–P95) 

CV aritmético 
(%) 

Mediana 
(IC 90%) 

Valor p 
 

OATP1B1 & BCRP 1 15 
9.215,09 

(6701,98–19321,16) 
67,60 13 

13.910,67 
(6259,33–45501,38) 

72,43 
1,51 

(1,17–2,20) 
0,02530 (*) 

 2 15 
6.916,43 

(3725,98–10293,65) 
38,25 13 

9.592,45 
(5778,90–20212,60) 

54,06 
1,39 

(1,16–2,02) 
0,00829 (**) 

P5–P95: amplitude interquartil. CV: coeficiente de variação. IC 90%: intervalo de confiança 90%. OATP1B1 & BCRP: analisados como AUC0–∞ de rosuvastina 
(pg⋅h⋅mL−1). Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes 
com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. 
Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.  
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Figura 14: Gráficos de bioequivalência das atividades das enzimas metabolizadoras CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A e dos transportadores 
de membrana OATP1B1 & BCRP e P-gp. 

 
A: Comparação das Fases 1 e 2 de cada grupo utilizando o teste t para amostras pareadas (CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19, CYP3A e P-gp, expressas 
como médias geométricas e intervalo de confiança 90%) e o teste de Wilcoxon para amostras pareadas (OATP1B1 & BCRP, expressas como medianas e 
intervalos de confiança 90%). B: Comparação dos Grupos 1 e 2 em cada fase utilizando o teste t para amostras não-pareadas (CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, 
CYP2C19, CYP3A, P-gp, expressas como médias geométricas e intervalos de confiança 90%) e o teste de Mann-Whitney para amostras não-pareadas 
(OATP1B1 & BCRP, expressas como medianas e intervalos de confiança 90%). A área hachurada representa o intervalo de bioequivalência 0,8–1,25. 
Grupo 1:  participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com 
fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. 
Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.
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5. DISCUSSÃO 

Embora haja informações provenientes de estudos in vivo sobre como a 

inflamação afeta a atividade de isoformas CYP, trabalhos anteriores realizaram 

estudos comparando voluntários saudáveis a pacientes com diferentes etiologias e 

gravidade da doença hepática (FRYE et al., 2006). Até onde sabemos, este é o 

primeiro estudo a avaliar a atividade in vivo de isoformas CYP e transportadores de 

membrana em pacientes com fibrose hepática decorrente de hepatite C crônica antes 

e após o tratamento com AADs e em que cada participante é seu próprio controle.  

É fundamental ressaltar que os participantes avaliados no estudo não estavam 

sob a influência dos AADs utilizados para o tratamento da hepatite C crônica 

(sofosbuvir + daclatasvir ± ribavirina, ou ombitasvir + ritonavir + dasabuvir ± ribavirina, 

ou sofosbuvir + simeprevir ± ribavirina) em qualquer uma das duas fases do estudo, 

considerando que a Fase 1 foi realizada antes do início do tratamento para a 

hepatite C crônica e a Fase 2 foi realizada após a obtenção da resposta virológica 

sustentada (avaliada 12 semanas após o término do tratamento farmacológico). 

Portanto, as diferenças observadas nas razões das RMs não se devem a interações 

com os medicamentos associados para tratar a hepatite C crônica. 

O coquetel de fármacos marcadores para isoformas CYP e transportadores de 

membrana foi utilizado em doses subterapêuticas, de acordo com estudo anterior do 

grupo (COELHO et al., 2020; CUSINATO et al., 2019). O emprego de doses 

subterapêuticas requer o desenvolvimento e a validação de métodos mais sensíveis 

do que aqueles normalmente reportados na literatura para doses terapêuticas. Os 

métodos de análise em amostras de plasma para a cafeína e paraxantina (dados não 

publicados); losartana e metabólito ácido carboxílico E-3174 (CUSINATO et al., 2019) 

e para a fexofenadina (XIMENEZ, 2018) já estavam desenvolvidos e validados no 

laboratório. O presente estudo exigiu o desenvolvimento e a validação de dois 

métodos analíticos: (1) análise sequencial do omeprazol, 5-hidroxiomeprazol, 

omeprazol-sulfona, metoprolol e alfa-hidroximetoprolol em plasma; (2) análise da 

rosuvastatina em plasma. Ambos os métodos mostraram sensibilidade para a análise 

das amostras de plasma coletadas 4 h após a administração do omeprazol (2 mg) e 

metoprolol (10 mg) (Tabelas 3 e 4; Figuras 2 e 3) ou para as amostras seriadas de 

plasma coletadas até 48 h após a administração de 2 mg de rosuvastatina (Tabela 5, 

Figuras 4 e 5). 
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As isoformas CYP, predominantemente expressas no fígado, são as principais 

enzimas envolvidas na fase 1 do metabolismo de fármacos. Entre as 57 isoformas 

CYP conhecidas, apenas a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e 

CYP3A contribuem significativamente para o metabolismo dos fármacos disponíveis 

na clínica. A importância relativa da contribuição dessas enzimas para o metabolismo 

varia de 46% para a CYP3A, 16% para a CYP2C9, 12% para ambas a CYP2C19 e 

CYP2D6, 9% para a CYP1A e apenas 2% para a CYP2B6. A variabilidade 

interindividual na atividade das isoformas CYP depende de fatores genéticos e 

ambientais ou de diferentes doenças (WIENKERS; HEATH, 2005). 

Estudos recentes vêm mostrando que a atividade da maioria das isoformas CYP 

pode aumentar ou diminuir na presença de substâncias endógenas, como citocinas 

pró-inflamatórias, podendo resultar em alterações farmacocinéticas e interações de 

fármacos (LENOIR et al., 2021a). A principal consequência clínica e preocupação 

desses achados é que um processo inflamatório agudo ou crônico pode modificar a 

exposição plasmática de um fármaco, possivelmente resultando em aumento da 

incidência de reações adversas ou ineficácia (MORGAN, 2009). 

Uma vez que a hepatite C crônica é uma infecção do fígado e o fígado é o 

principal órgão envolvido no metabolismo de fármacos, a investigação do efeito da 

infecção pelo VHC na atividade das isoformas CYP é de interesse na clínica (SAMER 

et al., 2013). Além disso, não se sabe como a introdução dos AADs alteraria o perfil 

do metabolismo de fármacos ao longo do tempo, à medida que os pacientes eliminam 

a infecção (após a obtenção da RVS). Se a inflamação for reduzida durante o 

tratamento, pode-se esperar que mudanças na farmacocinética possam ser 

observadas ao longo do tratamento farmacológico. Estudos anteriores mostram 

redução da atividade da CYP3A em pacientes com hepatite C crônica quando 

comparados com voluntários saudáveis (MORCOS et al., 2013). 

Considerando as diferentes isoformas CYP e suas seletividades de substrato, 

nenhum fármaco marcador único pode fornecer uma medida da atividade de todas as 

enzimas responsáveis pelo metabolismo em um indivíduo. Uma estratégia alternativa 

é o uso de fármacos marcadores específicos selecionados com base em uma via do 

metabolismo predominantemente ou exclusivamente mediada por uma única isoforma 

CYP. A administração simultânea de vários fármacos marcadores de isoformas CYP, 

a estratégia de coquetel, oferece a vantagem da avaliação simultânea da atividade de 

diferentes isoformas CYP. No entanto, a estratégia do coquetel deve ser previamente 
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validada para evitar a ocorrência de interações entre os fármacos do coquetel (FRYE 

et al., 1997). O coquetel empregado no presente estudo para a avaliação das 

isoformas CYP foi desenvolvido com base em estudos anteriores da literatura 

incluindo estudos do nosso grupo de pesquisa (COELHO et al., 2020; CUSINATO et 

al., 2019; GIRI; PATEL; SRINIVAS, 2019). 

A Tabela 7 e a Figura 14 mostram que não houve evidência estatística de 

alterações nas atividades in vivo das isoformas CYP1A2, CYP2C9 e CYP2D6 quando 

foram comparadas as Fases 1 (antes do tratamento com AADs) e 2 (após a obtenção 

da RVS) em ambos os Grupos 1 (fibrose hepática leve a moderada) e 2 (fibrose 

hepática avançada ou cirrose hepática). Esse resultado está de acordo com relatos 

de ausência de alterações significativas na abundância proteica da CYP1A2, CYP2C9 

e CYP2D6 em biópsias hepáticas de pacientes com hepatite C crônica quando 

comparadas com biópsias hepáticas de pacientes com câncer de cólon metastático 

(DROZDZIK et al., 2021). 

O omeprazol é metabolizado a 5-hidroxiomeprazol majoritariamente pela 

CYP2C19, mas também em menor proporção a omeprazol-sulfona pela CYP3A4 

(BLUME et al., 2006; SHIRASAKA et al., 2013; WEDEMEYER; BLUME, 2014). As 

razões metabólicas (RM) das concentrações plasmáticas de 5-hidroxiomeprazol por 

concentrações plasmáticas de omeprazol em amostras de sangue coletadas 4 h após 

a administração de uma dose oral única de coquetel de fármacos marcadores 

contendo de 2 mg de omeprazol, expressam a atividade in vivo da CYP2C19 (DE 

ANDRÉS et al., 2016; RYU et al., 2007). Este é um aspecto chave do nosso estudo, 

em que cada participante é seu próprio controle, uma vez que a CYP2C19 é 

polimórfica e a comparação com indivíduos saudáveis introduziria uma variável 

adicional no estudo (SAKAI et al., 2001; SHIRAI et al., 2001).  

As razões entre os valores de RM obtidos na Fase 2 pela Fase 1 do estudo 

foram de 1,63 (1,32–2,00; IC 90%) para o Grupo 1 e 1,22 (0,87–1,71; IC 90%) para o 

Grupo 2, dados mostrados na Tabela 7 e Figura 14A. A Tabela 7 apresenta os 

valores p para os testes t pareados menores que 0,05, enquanto a Figura 14A indica 

em cinza o intervalo de bioequivalência (0,8–1,25). A razão entre os valores de RMs 

para o Grupo 1 (F/0F1 e F2) foi superior a 1, evidenciando que a atividade da 

CYP2C19 foi reduzida em 37% com significância (p < 0,01) na Fase 1 quando 

comparada à Fase 2. Em relação ao Grupo 2, não foi observada alteração com 

significância na razão entre os valores de RMs obtidos nas Fases 1 e 2 do estudo.  
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Os resultados estão de acordo com o nosso conhecimento de que a inflamação 

diminui a atividade da CYP2C19 e, uma vez que a inflamação cessa, a inibição da 

CYP2C19 é ao menos parcialmente revertida (FRYE et al., 2006; KUGLER; KLEIN; 

ZANGER, 2020; OHNISHI et al., 2005; VERBEECK, 2008). No entanto, pacientes com 

hepatite C crônica e cirrose, como aqueles observados no Grupo 2, podem perder a 

capacidade de reversão da atividade de isoformas CYP. 

A CYP2C19 e a CYP3A4 são referidas como as principais isoformas suprimidas 

em biópsias hepáticas de pacientes com inflamação hepática (KUGLER; KLEIN; 

ZANGER, 2020). Em um estudo clínico, pacientes com hepatite C crônica e cirrose 

genotipados como metabolizadores rápidos para a CYP2C19 apresentaram uma 

diminuição de dez vezes na capacidade de hidroxilação do omeprazol quando 

comparados a indivíduos saudáveis com o mesmo genótipo. A atividade da CYP2C19 

foi a mais suscetível a alterações da função hepática quando comparada à CYP3A4 

(OHNISHI et al., 2005). Estudos anteriores compararam o efeito da disfunção hepática 

em CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP2E1 e propuseram que diferentes isoformas 

de CYP são afetadas de forma diferente pela gravidade da disfunção hepática. Dentre 

as isoformas avaliadas, a CYP2C19 foi a que diminuiu sua atividade com maior 

intensidade e velocidade em resposta a pequenas alterações na função hepática, 

sendo a isoforma mais sensível a tais alterações (FRYE et al., 2006; VERBEECK, 

2008). 

As RMs de concentrações plasmáticas omeprazol-sulfona por omeprazol, 

avaliadas 4 h após a administração do omeprazol, indicam a atividade da CYP3A, 

considerando que a formação do metabólito é dependente da referente isoforma 

(BLUME et al., 2006; SHIRASAKA et al., 2013; WEDEMEYER; BLUME, 2014). Em 

relação a CYP3A, não houve diferença entre as Fases 1 e 2 do estudo para os 

pacientes do Grupo 1, mas os dados apresentados na Tabela 7 e Figura 14A mostram 

que a atividade in vivo da enzima aumentou 46% [1,46 (1,08–1,98)] (p < 0,05) na 

Fase 2 (após a obtenção da RVS) quando comparada a Fase 1 (antes do tratamento 

com os AADs) para os pacientes do Grupo 2. Os dados observados no Grupo 2 estão 

de acordo com estudo clínico que mostra redução da atividade da CYP3A em 

pacientes com hepatite C crônica quando comparados a voluntários saudáveis 

(MORCOS et al., 2013), bem como com estudos de avaliação dos níveis de RNA 

mensageiro de isoformas CYP em culturas de hepatócitos humanos expostos a 

diferentes concentrações de IL-6, com relatos de diminuição de mais de 90% na 
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expressão da CYP3A4 (AITKEN; MORGAN, 2007). No entanto, os dados obtidos para 

o Grupo 2, mas não para o Grupo 1, são contraditórios em relação aos estudos que 

relatam ausência de alterações na abundância da CYP3A4 em biópsias de pacientes 

com hepatite C crônica (DROZDZIK et al., 2021). 

Na Fase 1 do estudo, as atividades das isoformas CYP2C19 e CYP3A não 

demonstraram diferenças entre os Grupos 1 e 2, mas as atividades da CYP1A2, 

CYP2C9 e CYP2D6 no Grupo 2 foram, respectivamente, de 43% [0,43 (0,28–0,66)] 

(p < 0,01), 48% [0,48 (0,31–0,72)] (p < 0,01) e 46% [0,46 (0,26–0,82)] (p < 0,05) dos 

valores observados para o Grupo 1; Tabela 8 e Figura 14B. A menor atividade das 

isoformas CYP1A2, CYP2C9 e CYP2D6 no Grupo 2 é esperada em função do maior 

grau de fibrose hepática e/ou da presença de cirrose com consequente redução na 

capacidade de reversão da atividade da isoforma CYP. Um estudo anterior avaliou a 

expressão de RNA mensageiro em biópsias hepáticas de pacientes com hepatite C 

crônica em estádios de fibrose F0/F1 (fibrose hepática inicial), F2 (fibrose hepática 

moderada) e F3 (fibrose hepática grave) e observou que as isoformas CYP1A e 

CYP2C9 tinham suas expressões reduzidas em função da progressão da fibrose 

hepática (HANADA et al., 2012). 

Na Fase 2 do estudo, as atividades das isoformas CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A 

não apresentaram diferenças significativas entre os Grupos 1 e 2, no entanto, as 

atividades da CYP1A2 e CYP2C19 no Grupo 2 representaram, respectivamente, 43% 

[0,43 (0,28–0,65)] (p < 0,01) e 57% [0,57 (0,36–0,91)] (p < 0,05) das atividades 

observadas para o Grupo 1; Tabela 8 e Figura 14B. 

A fexofenadina não é um marcador específico para a P-gp, pois também é um 

substrato para o transportador de captação intestinal OATP2B1 (IMANAGA et al., 

2011), para os transportadores de captação hepática OATP1B1 e OATP1B3 (NIEMI 

et al., 2005) e provavelmente um substrato para os transportadores de efluxo renal 

OATs (YASUI-FURUKORI et al., 2005) e possivelmente para outros, como MRP2 

(MATSUSHIMA et al., 2008). A fexofenadina tem sido usada como um marcador da 

P-gp porque, em camundongos, a P-gp tem um efeito dominante na absorção 

intestinal, mas não na excreção biliar ou renal da fexofenadina (CVETKOVIC et al., 

1999; TAHARA et al., 2005). Outros fármacos marcadores alternativos da P-gp, como 

a digoxina, também sofrem de falta de especificidade (MA et al., 2010; SHI; ZHANG; 

YELESWARAM, 2011). O etexilato de dabigatrana, proposto como um fármaco 

marcador mais específico da P-gp requer validação (EMA, 2012), pois também está 
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sujeito ao metabolismo intestinal limitado da CYP3A4 e a glicuronidação (BLECH et 

al., 2008; STANGIER et al., 2007). No entanto, devido à biodisponibilidade 

relativamente baixa da digoxina, o etexilato de dabigatrana e a fexofenadina são 

considerados fármacos marcadores de P-gp mais apropriados em comparação com 

a digoxina na avaliação da atividade da P-gp intestinal (CHU et al., 2018). 

Dado que o coquetel de fármacos foi administrado por via oral, ao analisar a 

razões Fase 2/Fase 1 de AUC0–∞ da fexofenadina, observamos a atividade da P-gp 

intestinal associada a influência de outros transportadores. Uma razão inferior a 1 

significaria que a atividade P-gp intestinal, um transportador de efluxo, era menor na 

Fase 1 do estudo, onde observar-se-ia valores de AUC0–∞ maiores. No entanto, não 

houve diferenças significativas entre as Fases 1 e 2 para nenhum dos grupos 

avaliados (Tabela 7 e Figura 14A). Assim, os dados sugerem que a progressão da 

fibrose hepática não altera a atividade da P-gp intestinal. Ressalta-se que um estudo 

de expressão de RNA mensageiro e imuno-histoquímica da MDR1/P-gp em amostras 

de biópsias hepáticas reporta aumento da expressão do transportador em pacientes 

com hepatite C crônica associada à cirrose (OGASAWARA et al., 2010). Por outro 

lado, estudos anteriores mostram redução da expressão proteica da P-gp em fígados 

cirróticos de pacientes com hepatite C quando comparados aos controles (WANG et 

al., 2016).  

A rosuvastatina vem sendo utilizada como fármaco marcador do transportador 

de membrana OATP1B1/1B3, seja após uma dose oral terapêutica, subterapêutica ou 

microdose como parte de um coquetel de fármacos marcadores. Estudos com culturas 

de hepatócitos humanos mostram que o metabolismo da rosuvastatina é 

extremamente lento e com formação de um único metabólito abundante, a 

N-desmetilrosuvastatina. A CYP2C9 é a principal enzima envolvida no metabolismo 

da rosuvastatina, com contribuições minoritárias da CYP2C19 e CYP3A4. 

Aproximadamente 72% da rosuvastatina é eliminada por via fecal sob a forma 

inalterada, com aproximadamente 28% por excreção renal (ÂNGELO et al., 2018; 

COOPER et al., 2002). 

A rosuvastatina, embora considerada substrato de OATP1B, também é 

substrato in vitro de outros transportadores, como OATP2B1, NTCP, BCRP, P-gp, 

OAT3, MRP3 e MRP4 (ELSBY; HILGENDORF; FENNER, 2012; LEE et al., 2015; 

MOMPER; TSUNODA; MA, 2016). A alteração da atividade dos múltiplos 

transportadores diferentes do OATP1B expressos no intestino (BCRP e OATP2B1), 
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fígado (NTCP e OATP2B1) ou rins (OAT3) pode ser o fator responsável pela alteração 

da farmacocinética da rosuvastatina após a administração oral de um inibidor desses 

transportadores (PASANEN et al., 2007). Assim, a rosuvastatina é um fármaco 

marcador adequado para o OATP1B1 devido a disponibilidade de dados 

farmacogenômicos, dados clínicos de interações de fármacos e conhecimento de que 

a atividade do OATP1B1 hepático representa a etapa limitante de sua distribuição 

para o fígado. No entanto, o efeito potencial do envolvimento dos outros 

transportadores também deve ser considerado ao interpretar as alterações 

observadas na exposição sistêmica da rosuvastatina (CHU et al., 2018). 

Conforme discutido acima, a rosuvastatina é um substrato para múltiplos 

transportadores de captação e efluxo, incluindo o BCRP. O polimorfismo em ABCG2 

(c.421C>A) resulta em aumento significativo da exposição plasmática da 

rosuvastatina, apoiando seu uso também como fármaco marcador do BCRP 

(GIACOMINI et al., 2013; YEE et al., 2018). Como a inibição do BCRP pode alterar 

tanto a absorção intestinal quanto a excreção hepatobiliar da rosuvastatina, essa 

estatina também pode ser empregada como fármaco marcador do BCRP intestinal e 

hepático (LEE et al., 2015). 

Ao observamos a atividade do OATP1B1, um transportador de influxo hepático, 

as razões Fase 2/Fase 1 de AUC0–∞ da rosuvastatina inferiores a 1 demonstram uma 

maior atividade desse transportador na Fase 2, com consequente menor exposição 

plasmática de rosuvastatina. Os Grupos 1 e 2 apresentaram, respectivamente, 

atividades de OATP1B1 superiores em 25% [0,75 (0,53–0,82)] (p < 0,01) e 31% [0,69 

(0,46–0,85)] (p < 0,01) na Fase 2 quando comparados à Fase 1 (Tabela 9 e 

Figura 14A). No entanto, um estudo anterior utilizando biópsias hepáticas de 

pacientes com hepatite C crônica comparadas a biópsias hepáticas de pacientes 

controle não observou alterações na expressão proteica do OATP1B1 (WANG et al., 

2016). 

A atividade da P-gp intestinal avaliada com o fármaco marcador fexofenadina 

não mostrou diferenças significativas entre os Grupos 1 e 2, tanto para a Fase 1 

quanto para a Fase 2 do estudo (Tabela 8 e Figura 14B). Estudos de expressão de 

RNA mensageiro em fígados de pacientes com hepatite C crônica não mostraram 

alterações da P-gp hepática em função da progressão da fibrose hepática em 

pacientes com hepatite C crônica (HANADA et al., 2012). 
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A atividade dos transportadores OATP1B1 & BCRP foi 51% [1,51 (1,17–2,20)] 

menor (p < 0,05) na Fase 1 e 39% [1,39 (1,16–2,02)] menor (p < 0,01) na Fase 2 no 

Grupo 2 quando comparada à atividade do Grupo 1 nas respectivas fases (Tabela 10 

e Figura 14B). Nakai et al. (2008) e Hanada et al. (2012) relataram diminuição 

significativa nos níveis de RNA mensageiro do OATP1B1 em biópsias de fígado de 

pacientes com hepatite C crônica de acordo com a progressão do estágio da fibrose 

hepática. Ogasawara et al. (2010) também observaram redução dos níveis de RNA 

mensageiro de OATP1B1 em pacientes com cirrose em comparação com pacientes 

sem cirrose. 

Apesar das limitações do nosso estudo referentes a ausência de dados de 

genótipo para isoformas CYP e transportadores de membranas, bem como de dados 

de concentrações plasmáticas de citocinas pró-inflamatórias, os principais achados 

de relevância clínica incluem a redução na atividade da CYP2C19, CYP3A e 

OATP1B1 & BCRP na Fase 1 do estudo (antes do tratamento com AADs) quando 

comparada a Fase 2 (após a obtenção da RVS). O presente estudo também mostra 

que a progressão da doença (comparação dos Grupos 1 e 2) resulta na redução da 

atividade da CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e do OATP1B1 & BCRP. Assim, 

pelo olhar da farmacologia translacional, o presente estudo reforça que a 

administração de medicamentos de baixo índice terapêutico, substratos das referidas 

isoformas CYP e do OATP1B1 & BCRP, deve levar em consideração a fase do 

tratamento e o estágio da hepatite C crônica. 
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6. CONCLUSÕES 

1. A atividade da CYP2C19 foi reduzida em 37% [razão 1,63 (1,32–2,00), p < 0,01)] 

na Fase 1 do estudo (antes do tratamento com os AADs) quando comparada à 

Fase 2 do estudo (após a obtenção da RVS) para os participantes com hepatite C 

crônica com fibrose hepática leve a moderada (Grupo 1).  

2. A atividade da CYP3A foi reduzida em 64% [razão 1,46 (1,08–1,98), p < 0,05] na 

Fase 1 do estudo (antes do tratamento com os AADs) quando comparada à Fase 2 

do estudo (após a obtenção da RVS) para os participantes com hepatite C crônica 

com fibrose hepática grave ou cirrose (Grupo 2).  

3. As atividades da CYP1A2, CYP2C9 e CYP2D6 não diferiram entre as Fases 1 

(antes do tratamento com os AADs) e 2 do estudo (RVS) para os participantes com 

hepatite C crônica com fibrose hepática leve a moderada (Grupo 1) ou fibrose 

hepática grave ou cirrose (Grupo 2).  

4. As atividades da CYP1A2, CYP2C9 e CYP2D6 foram reduzidas, respectivamente, 

em 57% [razão 0,43 (0,28–0,66), p < 0,01)], 52% [razão 0,48 (0,31–0,72), 

p < 0,01)] e 54% [razão 0,46 (0,26–0,82), p < 0,05)] no Grupo 2 (fibrose hepática 

grave ou cirrose) quando comparadas ao Grupo 1 (fibrose hepática leve a 

moderada do estudo) na Fase 1 do estudo (antes do tratamento com os AADs). 

5. As atividades da CYP1A2 e CYP2C19 foram reduzidas, respectivamente, em 57% 

[razão 0,43 (0,28–0,65), (p < 0,01)] e 43% [razão 0,57 (0,36–0,91), p < 0,05)] no 

Grupo 2 (fibrose hepática grave ou cirrose) quando comparada ao Grupo 1 (fibrose 

hepática leve a moderada do estudo) na Fase 2 do estudo (após a obtenção da 

RVS). 

6. A atividade da CYP3A não diferiu entre os Grupos 1 (fibrose hepática leve a 

moderada do estudo) e 2 (fibrose hepática grave ou cirrose) nas Fases 1 (antes 

do tratamento com os AADs) ou 2 do estudo (RVS). 

7. A atividade da P-gp não diferiu entre os Grupos 1 (fibrose hepática leve a 

moderada do estudo) e 2 (fibrose hepática grave ou cirrose) em ambas as fases 

ou entre as Fases 1 (antes do tratamento com os AADs) e 2 (após a obtenção da 

RVS) em ambos os grupos do estudo. 
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8. A atividade do OATP1B1 & BCRP foi reduzida nos Grupos 1 (fibrose hepática leve 

a moderada do estudo) e 2 (fibrose hepática grave ou cirrose), respectivamente, 

em 25% [razão 0,75 (0,53–0,82), p < 0,01)] e 31% [razão 0,69 (0,46–0,85), 

p < 0,05)] na Fase 1 (antes do tratamento com os AADs) quando comparada à 

Fase 2 (após a obtenção da RVS) do estudo. 

9. A atividade do OATP1B1 & BCRP foi reduzida nas Fases 1 (antes do tratamento 

com os AADs) e 2 (após a obtenção da RVS), respectivamente, em 49% [razão 

1,51 (1,17–2,20), p < 0,05)] e 61% [razão 1,39 (1,16–2,02), p < 0,01)] no Grupo 2 

(fibrose hepática grave ou cirrose) quando comparada ao Grupo 1 (fibrose 

hepática leve a moderada do estudo). 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 1 

 

PESQUISA CIENTÍFICA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

NOME DO PACIENTE / IDADE: ........................................................../.............. 

                REGISTRO E/OU DOCUMENTO DE IDENTIFICAÇÃO: ................................ 

 

NOME DA PESQUISA: “Influência da hepatite C crônica na atividade das principais isoformas 

CYP e dos transportadores BCRP, OATP1B1, OCT e P-gp em pacientes com diferentes graus 

de fibrose hepática” 

 

PESQUISADORES RESPONSÁVEIS PELO PROJETO: 

SUPERVISORA: Dra. Vera Lucia Lanchote (Professora Titular da FCFRP-USP) 

RESPONSÁVEL CLÍNICO: Dra. Rosamar Eulira Fontes Rezende – CRM: 84.082 

RESPONSÁVEL PELA APLICAÇÃO DO TCLE: Carolina Pinto Vieira  

(Pós-doutoranda FCFRP-USP; CPF: 067680606-60) 

 

TELEFONE PARA CONTATO: (16) 3315-4195 ou (16) 98116-2016 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

Declaro que em ........../........../.......... concordei voluntariamente em participar como paciente do 

projeto de pesquisa acima referido. Fui devidamente informado em detalhes, pelo médico e pela pós-

doutoranda responsáveis pela pesquisa, que: 

 

Este estudo procura entender se a hepatite C crônica, em diferentes estágios e de acordo com a 
gravidade da doença, altera a atividade de algumas enzimas que participam da eliminação de 

medicamentos do organismo, podendo aumentar ou diminuir seus efeitos. Assim, se você resolver 
participar desta pesquisa, você irá realizar, primeiramente, alguns exames de sangue para saber se 

existem alguma doença nos rins, coração ou outro órgão, que não seja o fígado. O estudo será feito em 
3 etapas:  a primeira etapa será um dia antes de você começar a tomar os medicamentos que sua médica, 

Dra. Rosamar Eulira Fontes Rezende, receitou para tratar a hepatite C crônica. Na primeira etapa, você 
deverá comparecer em jejum de 8 horas a Unidade de Pesquisa Clínica (UPC) do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP (Avenida dos bandeirantes, 3900 – Monte Alegre), 
localizada no 12° andar, onde você irá ingerir 1 (uma) cápsula, que contém os medicamentos cafeína, 

omeprazol, metoprolol, losartana, rosuvastatina, metformina e fexofenadina, em doses seguras. As 

amostras de seu sangue serão coletadas, através de uma veia do seu braço. Nós iremos colocar um 

cateter, semelhante a um tubinho de plástico, na sua veia nessa primeira picada, para que você não 

precise ser mais picado na veia durante as próximas coletas. Depois disso, teremos ainda que coletar 

seu sangue algumas vezes, totalizando 15 coletas (iremos tirar cerca de uma colher de sopa por vez = 

5 mL). A coleta de sangue é levemente dolorosa e pode causar hematomas e, muito raramente, uma 

infecção no local da punção da veia.  A segunda etapa ocorrerá quando você já estiver tomando os 

medicamentos que lhe foram receitados para o tratamento da hepatite C crônica, pois nessa etapa 

iremos coletar seu sangue para saber como os medicamentos, que são usados para o tratamento da 

hepatite C crônica entram e saem do seu corpo. Assim, você terá que comparecer novamente a UPC e 

levar com você os medicamentos que a médica receitou para o tratamento da hepatite C crônica. Nós 

iremos coletar seu sangue antes de você tomar os medicamentos para o tratamento da hepatite C crônica 

naquele dia, através de uma veia do seu braço. E depois que você tomar os medicamentos para 

tratamento da hepatite C crônica, iremos coletar seu sangue, cerca de 15 coletas. A terceira etapa 

ocorrerá quando você já estiver terminado de tomar os medicamentos utilizados para tratar a hepatite 
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C crônica e tiver realizado o exame para saber se o vírus da hepatite C já foi eliminado do seu corpo. 

Isso ocorrerá após 12 semanas da primeira internação. Você terá que comparecer novamente, em jejum, 
a UPC e irá ingerir novamente 1 (uma) cápsula contendo os medicamentos cafeína, omeprazol, 

metoprolol, losartana, rosuvastatina, metformina e fexofenadina, em doses seguras, da mesma maneira 
em que foi feita na primeira etapa. Nessa etapa queremos saber se, com a eliminação dos vírus da 

hepatite C, a atividade das enzimas que participam da eliminação de medicamentos no organismo estão 

funcionando normalmente. Nós iremos colocar novamente um cateter, semelhante a um tubinho de 

plástico na sua veia como foi feito nas duas primeiras etapas e depois disso, iremos coletar seu sangue 

algumas vezes, totalizando cerca de 15 coletas. Portanto, se você quiser participar do estudo, terá que 

comparecer 3 vezes a UPC em um intervalo de três meses entre a 1° etapa e a 3° etapa. 

A sua colaboração será importante para entendermos o porquê algumas pessoas conseguem 

eliminar o vírus da hepatite C com o tratamento e outras não. Isto poderá ajudar na escolha do melhor 

tratamento e no ajuste da dose dos remédios para pessoas que tem hepatite C crônica. Esse documento 

será feito em duas vias e se você desejar participar dessa pesquisa, você receberá uma via do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. 

1-  Você não é obrigado a participar desta pesquisa e caso aceite a participar, a qualquer momento, 
caso seja de sua vontade, você poderá sair da pesquisa, sem que isso impeça que você deixe de ser 

tratado da hepatite C, como os demais pacientes do Ambulatório de Hepatites do Centro de 
Referência em Especialidades Central, da Secretaria Municipal de Saúde de Ribeirão Preto, situado 

na Rua Prudente de Moraes, 35, Ribeirão Preto – SP. 

2- Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – CEP/FCFRP. Em caso de dúvidas quanto aos seus direitos como 

voluntário de pesquisa, você poderá entrar em contato com o Comitê: Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Avenida do Café, sem número, Campus USP Ribeirão Preto, CEP 

14040-903, Ribeirão Preto – SP, telefone: (16) 3315-4213 e-mail: cep@fcfrp.usp.br 

3- A pesquisa não será feita se houver, relacionados à mesma, grandes riscos para você. Da mesma 

forma, caso algum risco proibitivo venha a se revelar no decurso do estudo, o pesquisador se 

compromete a te alertar sobre o fato e a suspender, de imediato, sua participação como voluntário. 

4- Os pesquisadores garantem que responderão a qualquer pergunta ou farão esclarecimentos a 

qualquer dúvida acerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados com a 

pesquisa e com o tratamento que você será submetido. 

5- Os pesquisadores se comprometem a proporcionar a você informações atualizadas durante o estudo, 

ainda que estas possam afetar a sua vontade de continuar participando da pesquisa. 

6- Os pesquisadores se comprometem a manter sigilo da sua participação e de publicar os resultados 

da pesquisa para a comunidade médica e científica pertinente. 

7- Você terá direito a ressarcimento financeiro caso hajam gastos gerados exclusivamente pela sua 

participação como voluntário desta pesquisa. 

8- Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa você terá direito a indenização, conforme 

a resolução do Conselho Nacional de Saúde 466/12. 

 

 

Ribeirão Preto, ...........de .................de........... 

 

 

Assinatura do paciente                                    Responsável pela obtenção  

ou de seu responsável                                      do TCLE – Carolina P Vieira 

                                                                         CPF: 067680606-60 
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APÊNDICE B: Dados individuais antropométricos, bioquímicos e de estadiamento da fibrose hepática dos 28 participantes 

investigados. 

Tabela 11: Parâmetros antropométricos e bioquímicos dos participantes portadores de hepatite C crônica dos 15 participantes portadores de hepatite C crônica 
alocados no Grupo 1. 

ID VR Fase 01G1 02G1 03G1 04G1 05G1 06G1 07G1 08G1 09G1 10G1 11G1 12G1 13G1 14G1 15G1 

Sexo   F M M M F M M M F F F M M M F 

Idade (anos)   41 48 41 59 59 49 65 45 40 47 57 41 35 59 54 

Peso (kg)   119,3 87 61 86 55 58 69 64 101 60,6 58 67,9 61,8 67,6 60,1 

Altura (m)   1,64 1,72 1,65 1,78 1,53 1,72 1,64 1,66 1,5 1,51 1,62 1,65 1,61 1,74 1,57 

Índice de massa corpórea (kg⋅m−2)   44 29 22 27 23 20 26 23 45 27 22 25 24 22 24 

Glicemia 70–99 Fase 1 93 96 90 86 59 88 87 59 87 74 93 53 93 82 85 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 — 99 86 — — 79 92 79 — 88 90 — 102 — 84 

Proteínas totais 6,0–8,0 Fase 1 6,4 8,4 7,5 8,7 6,0 7,1 7,2 7,2 7,9 6,5 8,3 6,7 7,7 7,9 8,2 

(g⋅dL−1)  Fase 2 — 7,6 — — — — 7,8 7,5 — 6,9 8,0 6,6 — — — 

Albumina 3,5–5,5 Fase 1 3,0 4,3 4,6 4,3 3,3 3,5 3,5 4,5 4,3 3,4 4,2 4,2 4,6 4,3 4,0 
(g⋅dL−1)  Fase 2 — 4 4,4 — 3,8 4,5 3,8 4,5 — 3,6 4,1 4 3,8 3,9 4,0 

Creatinina sérica 0,6–1,2 Fase 1 0,8 0,8 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 0,7 0,8 0,7 0,8 1,1 0,8 0,7 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 0,6 0,9 1,1 — 0,7 0,8 1,1 0,7 1,1 0,7 0,7 0,8 1,1 — — 

Taxa de filtração glomerular ≥ 70 Fase 1 174 139 76 97 53 73 72 106 170 83 81 117 82 95 87 
estimada (mL⋅min−1)  Fase 2 232 124 76 — 75 92 65 121 108 95 81 117 82 — — 

Alanina aminotransferase 10–40 Fase 1 46 40 237 99 20 66 34 84 32 31 80 62 48 45 64 
(U⋅L−1)  Fase 2 14 25 28 — — 24 17 63 24 19 28 35 40 — 28 

Aspartato aminotransferase 15–40 Fase 1 33 29 85 59 28 37 30 49 20 27 70 45 26 41 42 
(U⋅L−1)  Fase 2 24 19 27 — — 23 17 42 11 14 28 22 16 — 18 

Bilirrubina total 0,1–1,0 Fase 1 0,3 0,4 0,7 0,4 0,7 0,3 0,5 1,2 0,3 65,4 0,6 1,2 0,6 0,9 0,6 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 — 0,4 — — — — 0,5 1,0 0,2 0,5 0,6 — 0,4 — 0,4 

Bilirrubina direta 0,0–0,3 Fase 1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,4 0,1 — 0,3 0,4 0,1 0,4 0,2 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 — 0,1 — — — — 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 — 0,1 — 0,2 

INR 0,8–1,0 Fase 1 1,00 0,99 0,96 0,93 0,92 0,93 1,00 1,02 0,76 0,92 0,97 0,91 0,88 1,00 0,90 
  Fase 2 — 0,97 — — — — 0,99 0,95 — 0,91 0,95 — — — — 

Ureia 16-40 Fase 1 21 28 — 34 28 28 35 32 23 20 34 35 24 33 21 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 35 26 — — 26 47 36 27 — 25 38 25 26 — 39 

Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial ou moderada. VR: valores de referência. Taxa de filtração glomeruar: estimada pela equação de 
Cockcroft-Gault. INR: razão internacional normalizada. M: sexo masculino. F: sexo feminino. F0/F1: fibrose hepática inicial. F2: fibrose hepática moderada. 
Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 12: Parâmetros antropométricos e bioquímicos dos participantes portadores de hepatite C crônica dos 13 participantes portadores de hepatite C crônica 
alocados no Grupo 2. 

ID VR Fase 01G2 02G2 03G2 04G2 05G2 06G2 07G2 08G2 09G2 10G2 11G2 12G2 13G2 

Sexo   M M F M F M F F F M F M M 

Idade (anos)   40 38 39 68 63 56 37 46 56 67 53 59 67 

Peso (kg)   99 108 90 77 60 62 79 82,5 108 71 53 76 112,6 

Altura (m)   1,76 1,82 1,71 1,76 1,61 1,68 1,61 1,66 1,67 1,68 1,58 1,80 1,81 

Índice de massa corpórea (kg⋅m−2)   32 33 31 25 23 22 30 30 39 25 21 23 34 

Glicemia 70–99 Fase 1 80 81 80 84 78 85 81 88 118 101 109 82 104 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 83 92 104 82 89 89 106 81 92 91 140 89 96 

Proteínas totais 6,0–8,0 Fase 1 7,9 8,0 6,9 8,7 8,8 8,0 8,0 6,8 7,2 7,9 8,4 7,8 8,0 

(g⋅dL−1)  Fase 2 7,5 8,1 7,4 7,3 8,3 8,1 8,3 7,7 7,6 7,3 8,7 7,6 8,6 

Albumina 3,5–5,5 Fase 1 4,3 4,1 3,8 4,9 3,7 3,9 4,4 3,5 3,1 3,8 3,4 4,1 4,1 
(g⋅dL−1)  Fase 2 4,3 4,8 4,3 4,1 3,7 3,3 3,6 4,1 4,4 4,7 4,3 4,2 4,7 

Creatinina sérica 0,6–1,2 Fase 1 1,2 0,9 0,5 1,1 1,3 1,6 0,6 1,1 0,9 0,9 0,9 0,8 1,1 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 1,0 1,1 0,6 1,2 — 1,6 0,7 0,9 0,7 0,9 0,7 0,6 1,0 

Taxa de filtração glomerular ≥ 70 Fase 1 115 170 215 70 42 45 160 83 119 80 60 107 104 
estimada (mL⋅min−1)  Fase 2 138 155 179 64 — 45 134 102 153 81 78 143 114 

Alanina aminotransferase 10–40 Fase 1 125 845 170 125 55 31 80 90 48 55 120 74 77 
(U⋅L−1)  Fase 2 25 33 49 14 42 16 27 28 9 24 33 23 39 

Aspartato aminotransferase 15–40 Fase 1 47 392 127 26 24 28 42 83 27 47 72 71 48 
(U⋅L−1)  Fase 2 25 27 33 20 24 23 26 25 22 25 60 30 29 

Bilirrubina total 0,1–1,0 Fase 1 0,6 3,0 1,0 0,7 0,6 0,6 0,3 0,6 1,0 1,1 1,7 0,4 0,3 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 0,4 1,4 0,9 0,4 0,4 0,5 0,7 0,7 0,7 0,8 0,9 0,4 0,6 

Bilirrubina direta 0,0–0,3 Fase 1 0,1 0,9 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,4 0,3 0,8 0,1 0,1 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 0,1 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,2 0,4 0,1 0,2 

INR 0,8–1,0 Fase 1 0,92 1,02 1,04 1,03 0,98 0,95 0,98 0,97 0,92 0,96 1,30 1,02 0,91 
  Fase 2 0,93 0,94 0,97 1,04 1,00 0,95 1,11 0,94 1,00 0,98 1,25 1,11 0,93 

Ureia 16-40 Fase 1 27 34 26 33 49 58 — — 32 25 18 18 78 
(mg⋅dL−1)  Fase 2 28 37 20 23 — 66 25 34 32 28 23 20 77 

Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave ou com cirrose. VR: valores de referência. Taxa de filtração glomeruar: estimada pela equação de 
Cockcroft-Gault. INR: razão internacional normalizada. M: sexo masculino. F: sexo feminino. F3: fibrose hepática grave. F4: cirrose (Child-Pugh A). Fase 
1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 13: Dados individuais do estadiamento da fibrose hepática e regime antiviral de ação direta dos participantes do estudo com hepatite C crônica (n = 28).  

Grupo ID Genótipo Estadiamento Regimes antivirais de ação direta 
  do VHC Fibroscan® biópsia  

Grupo 1 01G1 1B F2 — ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg) 
 02G1 3 F2 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 03G1 3 F2 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 04G1 1 F2 — ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg), ribavirina (11 mg⋅kg−1) 

 05G1 3 F2 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 

 06G1 1 F2 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 

 07G1 1 — A2F2 ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg) 
 08G1 1 F2 — ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg), ribavirina (11 mg⋅kg−1) 
 09G1 1B — A1F1 ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg) 
 10G1 1B F0/F1 — ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg) 
 11G1 1B F0/F1 — ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg) 
 12G1 1A F0/F1 — sofosbuvir (400 mg), ledispavir (90 mg) 
 13G1 1 — A1F1 sofosbuvir (400 mg), ledispavir (90 mg) 
 14G1 1A F0/F1 — sofosbuvir (400 mg), ledispavir (90 mg) 
 15G1 1B F0/F1 — sofosbuvir (400 mg), ledispavir (90 mg) 

Grupo 2 01G2 1A F3 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), simeprevir (150 mg), sofosbuvir (400 mg) 

 02G2 1B F4 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), simeprevir (150 mg), sofosbuvir (400 mg) 

 03G2 1B F4 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), simeprevir (150 mg), sofosbuvir (400 mg) 

 04G2 3 F3 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 05G2 3 F3 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 06G2 1A — A3/F4 ribavirina (11 mg⋅kg−1), simeprevir (150 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 07G2 1B F4 — simeprevir (150 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 08G2 3 F4 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 09G2 1A F3 — simeprevir (150 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 10G2 1B F4 — ombitasvir (12,5 mg), veruprevir (75 mg), ritonavir (50 mg), dasabuvir (250 mg) 
 11G2 3 F4 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 12G2 3 F4 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 
 13G2 1B F4 — ribavirina (11 mg⋅kg−1), daclatasvir (60 mg), sofosbuvir (400 mg) 

F0/F1: fibrose hepática inicial. F2: fibrose hepática moderada. F3: fibrose hepática grave. F4: cirrose (Child-Pugh A).
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APÊNDICE C: Dados individuais das quantificações do coquetel de fármacos marcadores dos 28 participantes investigados. 

Tabela 14: Atividade da enzima metabolizadora CYP1A2 (4 h após a administração de coquetel de fármacos marcadores contendo 10 mg de cafeína) relativa 
a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  PRX (ng⋅mL−1) CAF (ng⋅mL−1) PRX / CAF PRX (ng⋅mL−1) CAF (ng⋅mL−1) PRX / CAF 

Grupo 1 01G1 32,37 165,67 0,20 32,73 123,35 0,27 
 02G1 38,26 55,76 0,69 46,79 84,13 0,56 
 03G1 57,78 140,62 0,41 50,97 139,73 0,36 
 04G1 66,03 123,90 0,53 61,38 110,03 0,56 
 05G1 173,69 163,20 1,06 254,98 179,37 1,42 
 06G1 83,58 73,13 1,14 698,14 405,72 1,72 
 07G1 70,21 180,15 0,39 49,64 55,67 0,89 
 08G1 52,38 190,48 0,27 63,08 180,84 0,35 
 09G1 54,23 147,09 0,37 158,70 254,59 0,62 
 10G1 73,85 121,47 0,61 80,56 155,27 0,52 
 11G1 64,39 105,72 0,61 64,95 97,64 0,67 
 12G1 71,30 86,98 0,82 60,74 149,38 0,41 
 13G1 70,54 270,29 0,26 311,48 706,67 0,44 
 14G1 59,71 191,17 0,31 51,55 191,60 0,27 
 15G1 85,09 104,11 0,82 95,32 73,04 1,31 

Grupo 2 01G2 47,77 107,35 0,44 52,14 112,65 0,46 
 02G2 108,87 393,35 0,28 64,23 279,63 0,23 
 03G2 159,73 885,74 0,18 21,08 182,79 0,12 
 04G2 237,27 500,19 0,47 220,53 318,36 0,69 
 05G2 60,25 305,32 0,20 38,32 274,52 0,14 
 06G2 46,07 138,70 0,33 51,53 152,18 0,34 
 07G2 323,57 806,55 0,40 243,07 388,69 0,63 
 08G2 56,45 961,90 0,06 104,89 801,69 0,13 
 09G2 263,47 1052,44 0,25 28,00 204,88 0,14 
 10G2 493,40 1068,56 0,46 322,59 1588,04 0,20 
 11G2 695,41 8175,98 0,09 361,38 2731,06 0,13 
 12G2 208,69 1071,65 0,19 92,73 123,11 0,75 
 13G2 11,14 164,00 0,07 19,09 113,70 0,17 

PRX: paraxantina. CAF: cafeína. Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). 
Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da 
resposta virológica sustentada.  
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Tabela 15: Atividade da enzima metabolizadora CYP1C9 (4 h após a administração de coquetel de fármacos marcadores contendo 2 mg de losartana) relativa 
a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  E-3174 (ng⋅mL−1) LOS (ng⋅mL−1) E-3174 / LOS E-3174 (ng⋅mL−1) LOS (ng⋅mL−1) E-3174 / LOS 

Grupo 1 01G1 0,72 1,35 0,53 0,41 1,16 0,35 
 02G1 2,14 0,81 2,64 2,84 1,03 2,76 
 03G1 2,16 1,74 1,24 1,87 1,31 1,43 
 04G1 1,14 1,06 1,08 0,71 0,65 1,09 
 05G1 1,01 1,92 0,53 99,93 64,08 1,56 
 06G1 0,46 0,37 1,24 0,67 0,93 0,72 
 07G1 1,07 1,66 0,64 0,59 0,77 0,77 
 08G1 0,59 1,85 0,32 0,47 1,28 0,37 
 09G1 0,97 0,64 1,52 0,30 0,44 0,68 
 10G1 0,78 0,76 1,03 0,44 0,48 0,92 
 11G1 0,90 1,92 0,47 1,03 1,61 0,64 
 12G1 4,39 2,56 1,71 2,06 1,66 1,24 
 13G1 1,99 1,73 1,15 1,26 1,30 0,97 
 14G1 0,65 2,14 0,30 1,38 1,50 0,92 
 15G1 3,47 2,11 1,64 2,92 2,36 1,24 

Grupo 2 01G2 0,82 2,34 0,35 1,22 1,26 0,97 
 02G2 1,72 3,52 0,49 1,87 1,49 1,26 
 03G2 1,07 4,64 0,23 1,10 2,74 0,40 
 04G2 8,30 5,00 1,66 4,15 1,41 2,94 
 05G2 1,03 2,37 0,43 0,77 1,06 0,73 
 06G2 1,31 1,62 0,81 0,72 0,96 0,75 
 07G2 0,57 0,86 0,66 0,45 0,69 0,65 
 08G2 0,51 1,90 0,27 0,71 2,92 0,24 
 09G2 0,42 3,74 0,11 0,71 1,22 0,58 
 10G2 0,63 1,33 0,47 0,45 0,80 0,56 
 11G2 2,91 8,81 0,33 1,16 5,26 0,22 
 12G2 1,16 3,35 0,35 1,17 1,28 0,91 
 13G2 1,17 2,01 0,58 0,31 1,38 0,22 

E-3174: ácido carboxílico E-3174. LOS: losartana. Grupo 1: pacientes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada 
(F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a 
obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 16: Atividade da enzima metabolizadora CYP2C19 (4 h após a administração de coquetel de fármacos marcadores contendo 2 mg de omeprazol) 
relativa a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  5-OH-OME (ng⋅mL−1) OME (ng⋅mL−1) 5-OH-OME / OME 5-OH-OME (ng⋅mL−1) OME (ng⋅mL−1) 5-OH-OME / OME 

Grupo 1 01G1 1,27 12,07 0,11 1,71 14,10 0,12 
 02G1 0,94 3,66 0,26 0,84 1,81 0,46 
 03G1 1,59 11,36 0,14 1,34 7,49 0,18 
 04G1 2,29 8,40 0,27 1,51 2,88 0,52 
 05G1 1,73 3,00 0,58 1,06 2,15 0,49 
 06G1 0,29 1,13 0,26 0,55 0,64 0,86 
 07G1 1,35 13,13 0,10 1,07 4,34 0,25 
 08G1 1,75 9,06 0,19 1,61 2,92 0,55 
 09G1 2,38 7,90 0,30 1,08 1,98 0,55 
 10G1 1,34 2,28 0,59 0,88 1,14 0,77 
 11G1 0,93 5,11 0,18 0,52 2,86 0,18 
 12G1 0,66 7,73 0,09 0,69 3,07 0,22 
 13G1 1,30 0,31 4,19 1,20 0,35 3,43 
 14G1 1,51 11,56 0,13 1,24 5,98 0,21 
 15G1 1,65 3,50 0,47 1,93 4,49 0,43 

Grupo 2 01G2 2,81 12,31 0,23 2,17 3,56 0,61 
 02G2 0,96 11,13 0,09 1,20 8,78 0,14 
 03G2 1,81 12,92 0,14 1,81 9,62 0,19 
 04G2 2,78 19,60 0,14 3,30 14,78 0,22 
 05G2 2,65 16,21 0,16 1,89 7,96 0,24 
 06G2 3,85 7,28 0,53 2,78 2,54 1,09 
 07G2 1,37 11,79 0,12 1,56 6,06 0,26 
 08G2 0,78 11,08 0,07 1,42 8,72 0,16 
 09G2 2,01 5,71 0,35 2,15 17,81 0,12 
 10G2 3,32 20,31 0,16 3,16 11,47 0,28 
 11G2 1,81 11,22 0,16 14,89 201,00 0,07 
 12G2 2,04 11,33 0,18 1,59 11,25 0,14 
 13G2 1,53 10,14 0,15 0,51 6,99 0,07 

5-OH-OME: 5-hidroxiomeprazol. OME: omeprazol. Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática 
moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do 
tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 17: Atividade da enzima metabolizadora CYP2D6 (4 h após a administração de coquetel de fármacos marcadores contendo 10 mg de metoprolol) 
relativa a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  α-OH-MET (ng⋅mL−1) MET (ng⋅mL−1) α-OH-MET / MET α-OH-MET (ng⋅mL−1) MET (ng⋅mL−1) α-OH-MET / MET 

Grupo 1 01G1 3,04 1,84 1,65 3,72 1,68 2,21 
 02G1 3,43 3,32 1,03 2,15 3,56 0,60 
 03G1 3,07 5,03 0,61 6,35 4,63 1,37 
 04G1 2,89 4,64 0,62 3,27 5,08 0,64 
 05G1 2,57 16,15 0,16 3,41 20,18 0,17 
 06G1 0,67 1,28 0,52 4,24 6,16 0,69 
 07G1 4,65 6,27 0,74 5,53 2,41 2,29 
 08G1 2,77 3,24 0,85 3,96 2,55 1,55 
 09G1 3,99 1,43 2,79 4,53 1,66 2,73 
 10G1 5,31 6,92 0,77 5,63 13,75 0,41 
 11G1 4,29 7,81 0,55 3,58 5,40 0,66 
 12G1 1,29 3,27 0,39 1,00 3,59 0,28 
 13G1 4,14 5,13 0,81 6,22 8,99 0,69 
 14G1 4,15 2,78 1,49 3,67 1,26 2,91 
 15G1 6,02 1,41 4,27 6,49 1,90 3,42 

Grupo 2 01G2 2,45 8,37 0,29 1,47 8,29 0,18 
 02G2 1,83 3,55 0,52 2,90 3,42 0,85 
 03G2 3,09 8,88 0,35 3,37 7,49 0,45 
 04G2 6,00 3,24 1,85 6,57 2,09 3,14 
 05G2 5,54 12,78 0,43 5,60 8,84 0,63 
 06G2 5,63 4,66 1,21 6,16 3,40 1,81 
 07G2 2,22 8,71 0,25 2,90 4,13 0,70 
 08G2 0,70 15,62 0,04 5,38 4,28 1,26 
 09G2 2,79 3,44 0,81 2,89 6,84 0,42 
 10G2 2,91 4,63 0,63 3,62 4,46 0,81 
 11G2 2,44 15,77 0,15 2,39 13,12 0,18 
 12G2 3,50 12,51 0,28 3,32 4,61 0,72 
 13G2 1,20 2,95 0,41 1,88 6,95 0,27 

α-OH-MET: alfa-hidroximetoprolol. MET: metoprolol. Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática 
moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do 
tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 18: Atividade da enzima metabolizadora CYP3A (4 h após a administração do coquetel de fármacos marcadores contendo 2 mg de omeprazol) relativa 
a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  OME-S (ng⋅mL−1) OME (ng⋅mL−1) OME-S / OME OME-S (ng⋅mL−1) OME (ng⋅mL−1) OME-S / OME 

Grupo 1 01G1 1,71 12,07 0,14 2,46 14,10 0,17 
 02G1 1,71 3,66 0,47 0,53 1,81 0,29 
 03G1 3,50 11,36 0,31 2,32 7,49 0,31 
 04G1 2,67 8,40 0,32 1,26 2,88 0,44 
 05G1 0,85 3,00 0,28 0,71 2,15 0,33 
 06G1 0,56 1,13 0,50 0,78 0,64 1,22 
 07G1 2,04 13,13 0,16 1,90 4,34 0,44 
 08G1 3,12 9,06 0,34 2,44 2,92 0,84 
 09G1 1,36 7,90 0,17 0,31 1,98 0,16 
 10G1 2,01 2,28 0,88 0,72 1,14 0,63 
 11G1 0,81 5,11 0,16 0,59 2,86 0,21 
 12G1 1,20 7,73 0,16 0,69 3,07 0,22 
 13G1 0,12 0,31 0,39 0,02 0,35 0,06 
 14G1 2,30 11,56 0,20 3,14 5,98 0,53 
 15G1 1,19 3,50 0,34 1,25 4,49 0,28 

Grupo 2 01G2 2,45 12,31 0,20 2,48 3,56 0,70 
 02G2 1,72 11,13 0,15 1,85 8,78 0,21 
 03G2 2,51 12,92 0,19 1,50 9,62 0,16 
 04G2 4,21 19,60 0,21 5,44 14,78 0,37 
 05G2 2,59 16,21 0,16 2,20 7,96 0,28 
 06G2 2,58 7,28 0,35 1,77 2,54 0,70 
 07G2 2,43 11,79 0,21 3,14 6,06 0,52 
 08G2 0,92 11,08 0,08 2,05 8,72 0,24 
 09G2 1,53 5,71 0,27 2,21 17,81 0,12 
 10G2 4,43 20,31 0,22 3,34 11,47 0,29 
 11G2 5,29 11,22 0,47 129,50 201,00 0,64 
 12G2 1,52 11,33 0,13 3,08 11,25 0,27 
 13G2 2,11 10,14 0,21 0,73 6,99 0,10 

OME-S: omeprazol-sulfona. OME: omeprazol. Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada 
(F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento 
farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 19: Atividade dos transportadores de membrana OATP1B1 & BCRP analisado como área sob a curva concentração plasmática versus tempo (após a 
administração do coquetel de fármacos marcadores contendo 2 mg de rosuvastatina) relativa a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  AUC0–∞

rosuvastatina (pg⋅h⋅mL−1) AUC0–∞
rosuvastatina (pg⋅h⋅mL−1) 

Grupo 1 01G1 7.312,19 6.024,23 
 02G1 5.278,17 4.907,14 
 03G1 11.348,33 3.838,82 
 04G1 9.185,68 5.537,39 
 05G1 36.780,67 8.238,24 
 06G1 7.615,87 3.794,09 
 07G1 10.529,77 6.916,43 
 08G1 8.287,84 8.279,63 
 09G1 11.838,51 4.666,25 
 10G1 7.656,70 3.567,06 
 11G1 10.907,09 7.015,27 
 12G1 9.215,09 8.998,53 
 13G1 7.766,16 7.787,57 
 14G1 9.611,99 8.174,98 
 15G1 10.294,26 13.315,59 

Grupo 2 01G2 16.216,12 11.767,75 

HC 02G2 20.283,04 12.155,43 
 03G2 29.601,43 14.870,93 
 04G2 9.681,06 10.018,19 
 05G2 13.791,87 9.625,01 
 06G2 5.540,33 9.452,42 
 07G2 11.061,80 7.819,96 
 08G2 21.193,16 6.131,88 
 09G2 13.910,67 5.249,42 
 10G2 9.662,12 9.592,45 
 11G2 52.536,31 28.225,10 
 12G2 40.811,42 7.684,01 
 13G2 6.738,66 7.756,68 

AUC–∞: área sob a curva concentração plasmática versus tempo, do tempo zero extrapolada ao infinito. Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial 
(F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose hepática grave (F3, n = 4) e participantes com 
cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após a obtenção da resposta virológica sustentada.  
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Tabela 20: Atividade do transportador de membrana P-gp analisado como área sob a curva concentração plasmática versus tempo (após a administração de 
coquetel de fármacos marcadores contendo 10 mg de fexofenadina) relativa a 28 participantes com hepatite C crônica. 

Grupo ID Fase 1 Fase 2 
  Cmax, fexofenadina (ng⋅mL−1) AUC0–∞

fexofenadina (ng⋅h⋅mL−1) Cmax, fexofenadina (ng⋅mL−1) AUC0–∞
fexofenadina (ng⋅h⋅mL−1) 

Grupo 1 01G1 10,03 98,44 9,50 96,10 
 02G1 6,85 84,39 3,94 71,53 
 03G1 22,96 155,59 10,30 99,64 
 04G1 44,11 249,07 16,86 128,63 
 05G1 25,31 165,98 4,84 75,50 
 06G1 8,61 92,17 11,69 105,78 
 07G1 17,98 133,58 18,05 133,89 
 08G1 23,49 157,93 18,48 135,79 
 09G1 19,68 141,09 7,79 88,54 
 10G1 21,69 149,98 13,43 113,47 
 11G1 21,35 148,47 13,94 115,72 
 12G1 12,10 107,59 8,52 91,77 
 13G1 25,89 168,54 13,67 114,53 
 14G1 24,03 160,32 35,53 211,15 
 15G1 15,88 124,30 35,83 212,47 

Grupo 2 01G2 17,61 131,94 18,47 135,75 
 02G2 14,74 119,26 11,59 105,34 
 03G2 9,89 97,82 13,79 115,06 
 04G2 14,43 117,89 16,54 127,22 
 05G2 52,36 285,53 33,01 200,01 
 06G2 22,18 152,14 18,75 136,98 
 07G2 52,90 287,92 20,64 145,34 
 08G2 31,15 191,79 18,74 136,94 
 09G2 14,77 119,39 11,91 106,75 
 10G2 33,67 202,93 28,77 181,27 
 11G2 36,94 217,38 42,97 244,03 
 12G2 45,05 253,22 27,31 174,82 
 13G2 9,08 94,24 9,02 93,98 

Cmax: concentração plasmática máxima observada. AUC0–∞: área sob a curva concentração plasmática versus tempo, do tempo zero extrapolada ao infinito. 
Grupo 1: participantes com fibrose hepática inicial (F0/F1, n = 7) e participantes com fibrose hepática moderada (F2, n = 8). Grupo 2: participantes com fibrose 
hepática grave (F3, n = 4) e participantes com cirrose (F4 – Child-Pugh A, n = 9). Fase 1: antes do tratamento farmacológico para a hepatite C. Fase 2: após 
a obtenção da resposta virológica sustentada.
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ANEXOS 

ANEXO A: Parecer de aprovação do CEP/FCFRP – USP 
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ANEXO B: Parecer de aprovação do CEP/HCFMRP – USP 
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