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RESUMO

A neurocriptococose é uma doenga caracterizada por uma inflamacao
subaguda do cérebro e das meninges, causada pelo fungo Cryptococcus spp. Por
ser uma doenca oportunista, ocorre mais frequentemente em pacientes que tém o
sistema imunoldgico comprometido, como aqueles com HIV ou outras formas de
imunossupressao. O tratamento de escolha para essa condicdo € o uso da
anfotericina B (AnfB). No entanto, a AnfB tem uma baixa capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE), o que resulta em baixas concentragdes dela no
liquido cefalorraquidiano (LCR) e, consequentemente, nos locais onde a infecgao
ocorre. A barreira hematoencefalica, assim como outras barreiras do corpo humano,
possui proteinas transportadoras, como a glicoproteina P (P-gp) e a proteina de
resisténcia ao cancer de mama (BCRP), que funcionam como uma via importante de
efluxo, ou seja, dificultam a entrada da AnfB no sistema nervoso central (SNC).
Logo, inibir a P-gp e a BCRP pode aumentar a permeabilidade da AnfB na BHE e,
consequentemente, sua concentracdo no LCR. O objetivo do presente relatorio foi
investigar como os polimorfismos genéticos no gene ABCB1 podem influenciar a
farmacocinética da AnfB em pacientes com neurocriptococose. O estudo envolveu 8
pacientes com neurocriptococose que foram tratados no HCFMRP-USP, recebendo
2 mg/kg/dia de AnfB. Foram coletadas amostras de plasma desses pacientes para a
analise farmacocinética da AnfB, usando LC-MS/MS, e para a genotipagem dos
polimorfismos ABCB1. As concentracdes plasmaticas de AnfB nos pacientes do
presente estudo variaram de uma concentracdo minima de 70.53 ng/mL até a
concentracdo maxima de 820.02 ng/mL. Os pacientes que ndo possuem nenhuma
copia do haplétipo variante T/nonG/T apresentaram concentragdes plasmaticas com
variagdo de 162.84 até 777.7 ng/mL. Ja os pacientes com uma cépia do haplétipo
variante T/nonG/T apresentaram concentragdes plasmaticas com variagdes de 70.53
ng/mL até a concentragcdo maxima de 820.02 ng/mL. Quanto ao impacto do
haplétipo variante T/nonG/T sobre os paréametros farmacocinéticos AUC,; e Cmakx,
apesar dos valores de AUC,,; serem 38% menores nos pacientes com 1 copia do
haplétipo variante T/nonG/T (GM: 3241.97 ng.h/mL) em comparacdo com o0s

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



diferenca ndo apresentou significancia estatistica (p-valor = 0.27). Com relagéo a
Cmax, também nao foi encontrada nenhuma diferenga significativa estatisticamente
(p-valor = 0.68) entre os pacientes carreadores de 1 copia do haplétipo variante
T/nonG/T comparado com os pacientes wild type, apesar dos pacientes portadores
de um cépia do hapldtipo variante T/nonG/T apresentarem concentracdes maximas
14% menores comparados com os pacientes wild type (483.05 vs 548.72 ng/mL). Os
pacientes com uma copia do haplétipo variante T/nonG/T apresentaram constante
de eliminagao (Kel) 50% maior quando comparados com os pacientes wild type, mas
sem diferenga estatistica detectada (p = 0.473). Os pacientes portadores do alelo
variante apresentaram um CI 1.9 vezes maior quando comparados com 0s pacientes
wild types (p = 0.229). Com os resultados parciais encontrados no presente estudo,
€ possivel identificar uma tendéncia de reducédo nas concentragdes plasmaticas de

AnfB nos pacientes que possuem uma cépia do haplétipo variante T/nonG/T.

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

farmacocinética.



ABSTRACT

Neurocryptococcosis is a disease characterized by subacute inflammation of
the brain and meninges, caused by the fungus Cryptococcus spp. As an
opportunistic disease, it occurs more frequently in patients with compromised
immune systems, such as those with HIV or other forms of immunosuppression. The
treatment of choice for this condition is the use of amphotericin B (AnfB). However,
AnfB has a low ability to cross the blood-brain barrier (BBB), which results in low
concentrations in the cerebrospinal fluid (CSF) and, consequently, in the areas where
the infection occurs. The blood-brain barrier, like other barriers in the human body,
contains transport proteins such as P-glycoprotein (P-gp) and breast cancer
resistance protein (BCRP), which function as important efflux mechanisms, thus
hindering AnfB from entering the central nervous system (CNS). Therefore, inhibiting
P-gp and BCRP may increase the permeability of AnfB through the BBB and,
consequently, its concentration in the CSF. The objective of this study was to
investigate how genetic polymorphisms in the ABCB171 genes could influence the
pharmacokinetics of AnfB in patients with neurocryptococcosis. The study involved 8
patients with neurocryptococcosis who were treated at HCFMRP-USP, receiving 3
mg/kg/day of AnfB. Plasma samples were collected from these patients for
pharmacokinetic analysis of AnfB using LC-MS/MS, as well as for genotyping of the
ABCB1 polymorphisms. Plasma concentrations of AnfB in the present study ranged
from a minimum concentration of 70.53 ng/mL to a maximum concentration of 820.02
ng/mL. Patients with no copies of the T/nonG/T variant haplotype had plasma
concentrations ranging from 162.84 to 777.7 ng/mL, while patients with one copy of
the T/nonG/T variant haplotype had plasma concentrations ranging from 70.53 ng/mL
to a maximum of 820.02 ng/mL. Regarding the impact of the T/nonG/T variant
haplotype on the pharmacokinetic parameters AUCO-t and Cmax, although AUCO-t
values were 38% lower in patients with one copy of the T/nonG/T variant haplotype
(GM: 3241.97 ng.h/mL) compared to patients with no copies of the variant haplotype
(GM: 4470.30 ng.h/mL), the difference was not statistically significant (p-value =
0.27). As for Cmax, no statistically significant difference was found (p-value = 0.68)
between patients carrying one copy of the T/nonG/T variant haplotype compared to

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



haplotype had 14% lower maximum concentrations compared to wild-type patients
(483.05 vs 548.72 ng/mL). Patients with one copy of the T/nonG/T variant haplotype
had a 50% higher elimination constant (Kel) compared to wild-type patients, but
without a statistically significant difference (p = 0.473). Patients carrying the variant
allele had a clearance (Cl) 1.9 times higher than wild-type patients (p = 0.229). Based
on the partial results of this study, it is possible to identify a trend of reduced plasma
concentrations of AnfB in patients carrying one copy of the T/nonG/T variant

haplotype.

Keywords: amphotericin B, neurocryptococcosis, ABCB7, pharmacogenetics,

pharmacokinetics.
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1. Introducao

A neurocriptococose € uma meningoencefalite subaguda que resulta da
inalacéo do fungo Cryptococcus spp. Apdés um periodo de laténcia nos linfonodos
pulmonares, esse fungo se dissemina pelo corpo, com uma afinidade particular pelo
sistema nervoso central (SNC). O tropismo pelo SNC esta relacionada a diversos
fatores de viruléncia criptocécica, que facilitam sua capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE). Esses fatores incluem metaloproteases e ureases
especificas, enzimas que modulam a resposta imunoldgica no sistema nervoso e
mecanismos que promovem a sobrevivéncia em ambientes com baixa
disponibilidade de nutrientes. (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

A neurocriptococose é mais frequentemente observada em pacientes que tém
o virus HIV ou outras condigbes que enfraguecem o sistema imunoldgico, sendo
menos comum em individuos considerados como tendo um sistema imunolégico
saudavel. (JARVIS et al.,, 2010). As manifestagdes clinicas compreendem a
ocorréncia de febre, cefaléia, vOmitos, ambliopia, sinais de meningismo e
papiledema, além de presenca de sintomatologia sugestiva de comprometimento
encefalico, medular, radicular e de nervos cranianos. (SPINA-FRANCA, 1968). Sem
tratamento a doenga pode progredir para sintomas como confusao, convulsdes,
estado de consciéncia reduzido e, por fim, coma e morte (WILLIAMSON et al.,
2016).

A anfotericina B (AnfB) € um antifungico da classe dos polienos, inibidores da
estabilidade da membrana dos fungos. Tratam-se de macrolideos naturais
produzidos por bactérias Gram-positivas que possuem afinidade pelas membranas
que contém esterdides. O mecanismo de agao proposto mais aceito € sua interagao
com moléculas de ergosterol da membrana celular do patégeno, alterando a
permeabilidade da membrana e promovendo o desequilibrio eletrolitico da célula
fungica. A perda de pequenas moléculas, principalmente potassio, causa a morte da
célula fungica. (BELLMANN; SMUSZKIEWICZ, 2017; GHANNOUM; RICE, 1999). O

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

Fonte: ANTUNES, T. Dissecacdo de mecanismos moleculares de resisténcia a antifingicos em

espécies de Candida nao albicans.

Diferentes formulagdes de Anfotericina B estdo disponiveis para o tratamento
de infecgdes fungicas sistémicas. Essas formulagdes incluem a Anfotericina B
convencional (Anforicin B), o complexo lipidico de Anfotericina B (Abelcet) e a
Anfotericina B lipossomal (Ambisome). Cada uma dessas formulacbes apresenta
caracteristicas farmacocinéticas distintas, o que pode influenciar tanto a eficacia
quanto a seguranga do medicamento em diferentes populagdes (BRASIL. Ministério
da Saude, 2018).

O AmBisome, uma preparagdo lipossbmica de vesiculas unilamelares
pequenas, constituidas de fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol,
diesteroilfosfatidilglicerol (DMPG) e Anfotericina B em razdo molar de 2:1:0,8:0,4,
demonstrou menor toxicidade em comparagdo com a Anfotericina B convencional,
permitindo a administracdo de doses elevadas e tempos de tratamento mais

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

A BHE constitui uma barreira quimica e estrutural entre o cérebro e a
circulagao sistémica, que regula o movimento das substancias entre o sangue e o
cérebro (SAIDIJAM et al., 2017). Inclui, dentre outros, transportadores de efluxo da
familia ABC (ABBOTT et al., 2010). A glicoproteina P (P-gp) ou também denominada

como proteina transportadora de cassete de ligacédo ao ATP da subfamilia B membro
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1 (ATP-binding cassette sub-family B member 1 - ABCB1) é amplamente expressa
na BHE, funcionando como uma via importante de efluxo de uma variedade de
substancias para a circulagao sistémica (CORDON-CARDO et al., 1989) e tem a
AnfB como substrato (LEE et al., 2014). Ademais, ha também a BCRP (proteina de
resisténcia ao cancer de mama) ou ABCG2 (proteina transportadora de cassete de
ligacdo ao ATP da subfamilia G membro 2), que também exerce atividade
transportadora de efluxo auxiliando a P-gp na BHE (LALLOO et. al, 2004).

O gene ABCBT1 é expressado em tecidos normais, tais como cérebro, figado,
pancreas e placenta (BANIHANI et al., 2020). E altamente polimérfico, exibindo mais
de 50 SNPs (single nucleotide polimorphisms). Trés SNPs exdnicos, que estdo em
forte desequilibrio de ligagdo (LD), foram mais extensivamente estudados do ponto
de vista farmacogenético: dois deles (1236C>T e 3435C>T) sao silenciosos,
enquanto o terceiro, 2677G>T/A no exon 21, leva a alteragcbes de aminoacidos
(Ala893Ser/Thr) (ESTRELA et al., 2008). Estudos demonstram que a frequéncia do
alelo variante 3435T pode ultrapassar 50% em populagdes europeias (Lee et al.,
2024). No Brasil, entretanto, a frequéncia do alelo variante varia entre 37% e 45%,
dependendo da regido geografica e da composicdo populacional. Outro SNP
relevante € o0 2677G>T/A, cujas frequéncias alélicas variam consideravelmente entre
grupos étnicos. Em populag¢des africanas, o alelo 2677G é predominante, enquanto
em europeus e asiaticos, os alelos variantes 2677T e 2677A apresentam

frequéncias significativas (Salamanca et al., 2015).

O gene ABCGZ2 também ¢é altamente polimérfico, as duas variantes mais
comuns e amplamente estudadas sao rs2231137 (c.34G>A) que resulta em uma
substituicdo p.Val12Met, e rs2231142 (c.421C>A ) causa uma substituicdo
p.GIn141Lys e na diminuicdo da expressdao de BCRP devido ao aumento da
degradacado da proteina variante no reticulo endoplasmatico (KOBAYASHI et al.,
2005; MAO; UNADKAT, 2015). A variante c.421C>A afeta a farmacocinética, a
resposta e a toxicidade de compostos que sao substratos de BCRP, incluindo
quimioterapicos e compostos endogenos (RABINDRAN et al., 2000; LOW et al.,
2016).
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A BHE também expressa proteinas transportadoras de influxo como o
OATP1A2. Os polipeptidios transportador de &anions organicos (organic anion
transporting polypeptides - OATPs) sao expressos pelos genes da superfamilia
SLCO, especificamente o transportador OATP1A2 é expresso em varios tecidos,
incluindo BHE, figado, rins e intestino. Substratos endégenos do OATP1A2 incluem
acidos biliares, hormdnios tireocideanos e horménios esterdides e seus conjugados.
Além disso, o OATP1A2 também transporta varios medicamentos como
fexofenadina, imatinibe, levofloxacina e metotrexato (KALLIOKOSKI; NIEMI, 2009).
Recentemente, seis SNPs nas regides exbnicas do gene SLCO71A2 foram
identificados em diferentes populacbes étnicas e as proteinas variantes foram
caracterizadas funcionalmente in vitro. As variantes funcionais encontradas neste
estudo consistem em trés SNPs (404A>T, 516A>C e 559G>A) que levam a uma
diminuicdo da absorgdo de substratos (LEE et al., 2005). No exon 5, a variante
516A>C causa uma mudanga de acido glutamico para acido aspartico, que também
reduz a captacdo dos substratos. A variante 516A>C esta associada a
concentragdes diminuidas de Celiprolol em individuos saudaveis em comparagao
com o alelo T e sua frequéncia alélica € 5,3% em pacientes de origem europeia e
2,1% de origem africana ou hispanica (HIRVENSALO et al., 2022).

Estudos recentes sugerem que a inflamagédo é responsavel por alterar a
expressdo de transportadores de membrana, alterando os parametros
farmacocinéticos, ou seja, a resposta inflamatéria pode ser considerada um
importante fator na variabilidade interindividual da eficacia e toxicidade de
medicamentos. E sugerido que as concentragdes de AnfB no LCR sejam maiores
durante o periodo inflamatdrio, quando comparadas aquelas observadas ao final do
tratamento, sendo necessarios ajustes de dose para pacientes no periodo de
resposta inflamatéria grave (HOSEY; CHAN; BENET, 2016; SHUGARTS; BENET,
2009). Outras variaveis, como citocinas e imunossupressores, também poderiam

influenciar na permeabilidade da BHE.

As formas comercialmente disponiveis de AnfB tém toxicidades que impedem
0 uso seguro em altas doses e, consequentemente, a realizagao de todo o potencial

clinico da AnfB. Além disso, a taxa de mortalidade significativa (~20%) nesses
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pacientes com neurocriptococose tratados com AnfB indica a necessidade de
melhores terapias. Uma vez que a AnfB é classificada como um composto de Classe
4 segundo o Sistema de Classificagdo de Disposicdo de Medicamentos
Biofarmacéuticos (Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System) e que
as moléculas de efluxo do SNC e de excregao biliar ttm um papel significativo na
farmacocinética desse medicamento, polimorfismos genéticos nas proteinas
transportadores presentes na BHE podem provocar alteragbes nas concentragcoes
de AnfB no plasma e no LCR com consequente ineficacia do tratamento
(KALLIOKOSKI; NIEMI, 2009).

Os resultados obtidos nesta pesquisa tém o potencial de fornecer
esclarecimentos sobre o papel desempenhado pelos transportadores da barreira
hematoencefalica (BHE) na farmacocinética da AnfB. Além disso, esses achados
podem contribuir para o desenvolvimento de novos regimes terapéuticos envolvendo
a administracdo da AnfB em pacientes que estdo sendo tratados para a

neurocriptococose.



15

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o impacto que polimorfismos genéticos no transportador ABCB1,
presente na barreira hematoencefalica, exercem sobre a farmacocinética da

anfotericina B em pacientes em tratamento de neurocriptococose.
2.2. Objetivos Especificos

A. Quantificar AnfB em plasma de pacientes em tratamento de

neurocriptococose como concentragao total utilizando LC-MS/MS;

B. Determinar os genoétipos para o transportador ABCB1 (c.1236 T>C,
c.2677T>G/A, ¢.3435T>C) em pacientes em tratamento de neurocriptococose com
AnfB;

C. Estabelecer a disposicéo cinética da AnfB no plasma e avaliar o impacto
dos polimorfismos genéticos no transportador ABCB1 nos pacientes em tratamento

de neurocriptococose.
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3. Material e Métodos
3.1. Estudo clinico

Os participantes estavam cientes de todas as etapas do estudo, tendo
recebido explicacdo detalhada dos procedimentos e sendo incluidos no estudo
apenas apo6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Além disso, foi garantida a liberdade dos pacientes de recusar sua participacao ou
retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo ou
prejuizo ao seu tratamento. Houve a aprovagao do protocolo do estudo nos Comités
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (FCFRP-USP) e do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP-USP).

3.1.1. Critérios de inclusao e exclusao

Foram recrutados 8 pacientes em tratamento no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP) em quadro
de neurocriptococose com indicagdo de tratamento com AnfB (formulagdo de
complexo lipidico) associada com fluconazol, de ambos os sexos, com idade igual
ou superior a 18 anos. Foram considerados elegiveis para o estudo os pacientes
com resultado positivo para exame microscopico direto do LCR para fungos com
nanquim (tinta da China) ou resultado positivo para antigeno criptocécico no LCR. A
inclusdo dos pacientes foi posteriormente confirmada pelo crescimento de

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

Os pacientes que apresentaram alguma das condig¢des clinicas a seguir foram
excluidos da investigacédo: valores de creatinina sérica basal superiores a 300
pmol/L; contagem de neutrdfilos inferior a 500 x 106 células/L; contagem de
plaquetas inferior a 50.000 x 106 células/L; niveis de aminotransferases superiores a
cinco vezes o limite superior dos valores de referéncia (superior a 200 UI/L);
gravidez ou lactagao; historico de reagcado adversa grave ao uso de AnfB (FALCI et
al., 2010).
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3.1.2. Protocolo clinico

Os pacientes com neurocriptococose em tratamento com dose de
manutencdo de AnfB administrada por infusdo intravenosa permaneceram
internados no HCFMRP-USP para a avaliagdo farmacocinética. As amostras
seriadas de sangue (volumes aproximados de 2 mL) foram colhidas por pungao
venosa com escalpe em tubos contendo EDTA no intervalo de dose de 24 horas nos
tempos zero, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 14, 18, 22, 23 e 24 horas. As amostras de sangue
foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 min a 4 °C e as aliquotas de plasma

separadas e armazenadas a —80 °C até analise.
3.2. Métodos
3.2.1. Andlise da anfotericina B em plasma

Tais analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrémetro de massas sequencial (LC-MS/MS) com base no método
analitico ja publicado pelo laboratério (PIPPA et al., 2021). Inicialmente, 25 pL de
solugéo de padréao interno (Pl) em metanol, contendo 100 ng/mL de piroxicam, foram
adicionados as aliquotas de 25 pL de plasma, seguidos por 25 uL de metanol. Em
seguida, precipitamos as amostras adicionando 100 yL de uma solugédo de acido
formico a 0,1% em acetonitrila. Agitamos os tubos por 5 segundos e depois 0s
centrifugamos a 4°C por 15 minutos a 21.500xg. Posteriormente, transferimos 100
ML do sobrenadante resultante para os frascos de inje¢cao e misturamos com 100 pL
de acido formico a 0,1% em agua. Dessa mistura final, utilizamos apenas 20 uL para
a analise cromatografica. Este procedimento foi realizado com sucesso para a

analise das amostras e curvas de calibragao.

A analise cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa
LiChrospher® 60 RP-Select B particulas de 5 um, 125 x 4,6 mm com fase movel
constituida de um sistema solvente isocratico de 0,1% de acido férmico em agua e
0,1% de acido formico em acetonitrila na proporgédo de 40:60 (v/v) para analise de
plasma, todos a uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. A AnfB foi quantificada por
espectrometria de massas Xevo LC triplo-quadrupolo (LC-MS/MS) (Waters, Milford,

EUA) no modo de ionizagao por eletrospray de ions positivos. Os ions protonados
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[M + H]+ e seus respectivos ions de produto foram monitorados nas transicoes de
m/z 906 — 743 para AnfB para todas as matrizes e m/z 332 — 95 para Pl em
analises de plasma. A aquisicdo de dados e a quantificacdo da amostra foram

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

3.2.2. Anadlise farmacogenética

O DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue total periférico
coletadas com EDTA, empregando o QlAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN,
Hombrechtikon, Suica), de acordo com as instrugdes do fabricante e quantificado em
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, United States) para validagédo da
extragdo. O ensaio de discriminagdo alélica (TagMan® Real-Time PCR Assays,
Applied BiosystemsTM, Foster City, CA, EUA) para a identificacdo do polimorfismo
(single nucleotide polymorphism - SNP) do gene ABCB1 foi realizado utilizando o
termociclador Roche LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha),
mensurando a fluorescéncia final emitida da clivagem na sonda especifica para o
alelo (Endpoint Genotying Analysis). Os SNPs selecionados no gene ABCB1 foram:
rs1128503 localizado no exon 13 (c.1236 T>C, p. Gly412Gly), rs2032582 no exon 22
(c.2677T>G/A, p. Ser893Thr/Ala) e rs1045642 no exon 26 (c.3435T>C, p.
lle1145lle).

Como os trés SNPs no gene ABCB1 tém alta proximidade no genoma -
1236T>C (rs1128503), 2677T>G/A (rs2032582) e 3435T>C (rs1045642) - estdo em
alto desequilibrio de ligagao, esses trés SNPs foram analisados como diplotipos.
Como 1236C-2677G-3435C (C/G/C) é considerado o tipo selvagem (wild type), os
pacientes do presente estudo foram divididos em dois subgrupos diplotipicos
baseado no numero de copias dos alelos variantes 1236T-2677nonG-3435T
(T/nonG/T): pacientes com zero copias do alelo variante T/nonG/T e pacientes
carreadores de uma coépia do alelo variante T/nonG/T. Os haplétipos foram
estimados a partir dos dados do gendtipo usando o pacote de software haplo.stats

(versao 1.9.3).
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3.2.3. Analise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos da anfotericina B foram calculados
empregando o programa Phoenix WinNonlin™ versao 8.3.3.33 (Certara USA, Inc.,
Princeton, NJ, EUA) para analise ndo compartimental. A area sob a curva de
concentragdo plasmatica vs tempo (AUC,,) foi calculada até 24 horas apds a
administracao do farmaco utilizando o método dos trapezédides, apdés a normalizacéo

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

Também foram calculados os seguintes parametros farmacocinéticos:
concentragao plasmatica maxima observado no intervalo de dose (Cmax), constante
de eliminagao (kel), clearance (CL = dose/ AUC,,) e meia-vida de eliminacao (t;, =
0,693/kel), tempo necessario para a concentracdo plasmatica do farmaco cair pela

metade.

3.24. Analise estatistica

Para avaliar o impacto do alelo variante T/nonG/T do ABCB1 sobre os
parametros farmacocinéticos da AnfB, foi desenvolvido um modelo de regresséo
linear simples considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo. Foram
consideradas como variaveis dependentes os parametros farmacocinéticos da AnfB
com transformagdo em log. Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram
avaliados pelo teste x2 de qualidade de ajuste usando o pacote HardyWeinberg
(versdo 1.7.3). As analises estatisticas foram realizadas com a plataforma RStudio
(versdo 2021.9.0.351).
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4. Resultados

A tabela 1 reporta os resultados dos parametros farmacocinéticos
concentragdo maxima (C,..), area sob a curva da concentragéo plasmatica vs tempo
(AUC,,), volume de distribuicdo (Vd), constante de eliminacao (Kel) e clearance (Cl)
de 8 pacientes em tratamento para neurocriptococose com AnfB com dose de 2
mg/kg/dia. As concentracdes plasmaticas de AnfB nos pacientes do presente estudo
variaram de uma concentragdo minima de 70.53 ng/mL até a concentragdo maxima
de 820.02 ng/mL, estabelecendo uma flutuacdo de 10.63 (Figura 1). A variagao da
AUC,; foi de 5977.43 até 10848.20 ng.h/mL e a concentragdo maxima apresentou
uma variagdo de 358.08 ng/mL até 717.03 ng/mL. O volume de distribuicdo
apresentou variagao de 205.80 a 424.26 mL. A variacao de Kel oscilou de 0.02 até
0.10 h' e do clearance de 8.25 até 23.69 L/h. Por fim, os valores de t;, dos
pacientes apresentaram uma mediana de 16.95 h e coeficiente de variacdo de
76.76.

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

para neurocriptococose com AnfB.

Parametro GM (IC 95%)
Cmax (ng/mL) 506.70 (358.08 - 717.03)
AUC, (ng.h/mL) 8052.60 (5977.43 - 10848.20)
vd (L) 295.49 (205.80 - 424.26)
Kel (1/h) 0.05 (0.02 - 0.10)
CL (L/nh) 13.98 (8.25 - 23.69)

Fonte: Autoria propria. Legenda: GM: Média geométrica; IC 95%: Intervalo de confianga 95%.
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Figura 1 - Concentracdes plasmaticas médias de AnfB.
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Fonte: Autoria propria. Legenda: IC 95% (linha preta) e individuais (linhas vermelhas) em pacientes
em tratamento para neurocriptococose (n = 8) apds receberem infusado de 2 mg/kg/dia de AnfB.

Os haplétipos e diplétipos do gene ABCB1 foram calculados com base nos
gendtipos dos trés SNPs no gene ABCBT: - 1236T>C (rs1128503), 2677T>G/A
(rs2032582) e 3435T>C (rs1045642), que apresentam alta proximidade no genoma
e estdo em alto desequilibrio de ligagédo. A inferéncia estatistica dos hapldtipos e
diplétipos do gene ABCB1 foi realizada utilizando o pacote haplo.stats, versao 1.9.3,
em ambiente R. O programa atribui um valor de probabilidade posterior para a
configuracao do diplétipo para cada individuo, com base nas frequéncias estimadas
de haplotipos. Os diplétipos foram inferidos com probabilidades superiores a 0,95
para todos os pacientes do presente estudo. Para maior poder estatistico, os
pacientes do estudo foram divididos em dois grupos com base no numero de copias
do haplétipo variante T/nonG/T. Portanto, trés pacientes foram classificados com
zero copia do haplétipo variante T/nonG/T, e cinco pacientes apresentaram 1 cépia

do haplétipo variante T/nonG/T.

Os pacientes que nao possuem nenhuma coépia do haplétipo variante

T/nonG/T apresentaram concentracbes plasmaticas com variacao de 162.84 até
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777.7 ng/mL e uma flutuagdo de 3.8 (Figura 2a). Ja os pacientes com uma copia do
haplotipo variante T/nonG/T apresentaram concentragdes plasmaticas com
variagdes de 70.53 ng/mL até a concentragdo maxima de 820.02 ng/mL, totalizando

uma flutuacéo de 10.63 (Figura 2b).

Figura 2 - Concentragdes plasmaticas médias de AnfB com base no niumero de cépia do

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

Quanto ao impacto do haplétipo variante T/nonG/T sobre os parametros
farmacocinéticos (tabela 2), os individuos com a variagdo mutante apresentaram
menores AUC,; (figura 3a) e C,., (figura 3b). O volume de distribuicdo manteve-se
na mesma faixa de valores (figura 4a). Foi observada uma maior constante de
eliminagao (Kel) e um maior clearance (CL), porém os parametros nao apresentaram
diferencas estatisticas entre os grupos. Os pacientes carreadores do alelo variante

T/nonG/T apresentaram uma constante de eliminagcao (Kel) 50% maior quando
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comparados com os pacientes wild type, mas sem diferenga estatistica detectada (p
= 0.473). Como representado na figura 4b, os pacientes portadores do alelo variante
apresentaram um Cl 1.9 vezes maior quando comparados com os pacientes wild
types (p = 0.229).

Figura 3 - Valores de AUC, e C,,,, de AnfB.
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Fonte: Autoria propria. Legenda: O painel A representa os valores de AUC,; e painel B os valores de
C..x de AnfB em pacientes em tratamento para neurocriptococose estratificados pelo genétipo do
ABCBH1.

Os valores de meia-vida (t;,) dos pacientes com haplétipo T/nonG/T
apresentaram uma mediana de 7.82 h e coeficiente de variagao de 91.44. Ja para os
individuos que nao apresentaram o haplétipo, os valores de t;, apresentaram uma
mediana de 24.640 h e coeficiente de variagao de 91.44 (p = 0.473).
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Figura 4 - Valores de Vd e Cl de AnfB.
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Fonte: Autoria prépria. Legenda: O painel A representa os valores de Vd e painel B os valores de CL
de AnfB em pacientes em tratamento para neurocriptococose estratificados pelo genétipo do ABCB1.
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Tabela 2 - Parametros farmacocinéticos da AnfB estratificados baseado nos haplétipos do gene ABCB1 representados por GM (IC 95%).

ABCB1 (copias Cmax AUC,, vd Kel CL
T/nonGIT) (ng/mL) (ng.h/mL) (L) (1/h) (L/h)
0 548.72 10065.02 290.14 0.03 9.44
(n=3) (239.64 - 1256.44)  (4365.30 - 23206.78)  (149.56 - 562.86) (0.00 - 0.22) (1.92 - 46.57)
1 483.05 7043.83 298.75 0.06 17.69
(n=5) (263.40 - 885.91) (4700.68 - 10554.98)  (152.79 - 584.13) (0.02 - 0.03) (8.90 - 35.14)

Fonte: Autoria propria. Legenda: GM: média geométrica; Cl 95%: intervalo de confianga 95%.
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5. Discussao

Este estudo investigou a influéncia dos polimorfismos genéticos nos
transportadores da barreira hematoencefalica, com énfase no gene ABCB1, sobre
os parametros farmacocinéticos da anfotericina B (AnfB) em pacientes com
neurocriptococose. Foram analisados parametros como Cmax, AUC,,, Vd, e CI. O
estudo incluiu pacientes com 0 e 1 cépia do haplétipo variante T/nonG/T do gene
ABCB1. O principal objetivo foi compreender o impacto dessa variante sobre a
disposicdo farmacocinética da AnfB, que é amplamente utilizada no tratamento de
infeccdes fungicas graves, mas que apresenta desafios em termos de penetragao no

sistema nervoso central (SNC) devido a barreira hematoencefalica.

A anfotericina B em sua formulagdo de complexo lipidico (ABLC) &€ composta
por dimiristoil fosfatidilcolina e dimiristoil fosfatidilglicerol em uma propor¢ao molar de
1:1 de lipidio para anfotericina B, formando estruturas em formato de fita. Apds
administracao intravenosa, o ABLC é rapidamente captado por células do sistema
fagocitico mononuclear, principalmente no figado, bago e pulmdes, resultando em
um volume de distribuigdo maior (Vd) em comparagdo com a anfotericina B
desoxicolato (DAMB) convencional, mas com menor concentragdo plasmatica
maxima e valores menores da area sob a curva concentragdo-tempo no sangue.
Com base em uma série de ensaios clinicos abertos e ndo comparativos, o ABLC foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de infecgdes
fungicas invasivas em pacientes adultos e pediatricos que sao intolerantes ou
refratarios a terapia com DAMB. Além disso, um ensaio clinico prospectivo e
randomizado em 231 pacientes com 216 anos de idade com infecgbes invasivas por
Candida demonstrou que uma dosagem de 5 mg/kg de ABLC foi menos nefrotdxica
e téo eficaz quanto DAMB em uma dosagem de 0,6 a 1,0 mg/kg (Wurthwein et al.,
2005).

A farmacocinética clinica do complexo lipidico de anfotericina B foi
previamente relatada em voluntarios saudaveis (Kan et al., 1991) e em pacientes
com infecgbes fungicas sistémicas (Adedoyin et al., 2000). Os parametros
farmacocinéticos da anfotericina B, como o clearance total e o volume de

distribuicdo no estado de equilibrio, sdo dose-dependentes, considerando que o
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farmaco se acumula nos tecidos. Kan et al. (1991) observaram valores de clearance
em voluntarios saudaveis variando de 0.07 a 0.09 L/h/kg, valores proximos aos
encontrados no presente estudo, que variaram de 8.25 a 23.69 mL/h (equivalente a
0.00825 a 0.02369 L/h). No estudo de Adedoyin et al. (2000), a administragéo de 5
mg/kg/dia de complexo lipidico de anfotericina B resultou em valores de clearance
mais altos (17.8 £ 5.2 L/h), comparados aos observados no presente estudo, em que
os pacientes receberam infusdes diarias de 2 mg/kg (13.98 mL/h). Esses valores,
quando normalizados pela dose, sdo equivalentes, confirmando a similaridade no
comportamento farmacocinético da anfotericina B entre os estudos. O complexo
lipidico de anfotericina B € altamente distribuido nos tecidos. Os volumes de
distribuicdo no estado de equilibrio também foram avaliados por Kan et al. (1.7-3.9
L/kg) e Adedoyin et al. (865 + 347 L), sendo que o volume de distribuigdo observado
no presente estudo, de 295.49 L, esta dentro da faixa relatada quando normalizado
pela dose. A anfotericina B é classificada como um composto de Classe 2 segundo o
Sistema de Classificagdo de Disposicdo de Medicamentos Biofarmacéuticos
(Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System), o que significa que sua
absorcao e disposicdo dependem significativamente de mecanismos de transporte.
Como as moléculas de efluxo do SNC e de excregao biliar desempenham um papel
importante na farmacocinética desse farmaco, polimorfismos genéticos nos
transportadores presentes na barreira hematoencefalica podem alterar as
concentragdes de AnfB no plasma e no LCR, comprometendo assim a eficacia do

tratamento.

A BHE constitui uma barreira quimica e estrutural que regula o movimento de
substancias entre o sangue e o cérebro (SaidiJam et al., 2017), e inclui, entre outros,
transportadores de efluxo da familia ABC (Abbott et al., 2010). A glicoproteina P
(P-gp), também denominada proteina transportadora de cassete de ligagao ao ATP
da subfamilia B membro 1 (ABCB7), € amplamente expressa na BHE e atua como
uma via crucial de efluxo de varias substancias de volta para a circulagao sistémica
(Cordon-Cardo et al., 1989). O gene ABCB1 é expresso em diversos tecidos
normais, como cérebro, figado, pancreas e placenta (Banihani et al., 2020), e
apresenta um elevado polimorfismo, com mais de 50 variantes conhecidas. Entre os

SNPs exdnicos mais estudados do ponto de vista farmacogenético estdo o 1236C>T
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e 3435C>T, que sao silenciosos, e o 2677G>T/A no exon 21, que resulta em
alteragdes nos aminoacidos (Ala893Ser/Thr) (Estrela et al., 2008). Esses
polimorfismos podem influenciar a funcdo da P-gp e, consequentemente, a
farmacocinética da AnfB, alterando sua capacidade de atravessar a BHE e afetando

as concentracdes no SNC.

Fukushi et al. (2022) evidenciam a importéncia do estudo ao relatar os efeitos
dos polimorfismos do gene transportador ABCB1 nas proporgdes de LCR para
plasma de ponatinib em pacientes com leucemia linfoblastica aguda positiva para o
cromossomo Filadélfia. Em pacientes homozigotos para polimorfismos ABCB1 que
estdo associados com menor atividade da glicoproteina P, as proporgdes de LCR
para plasma de ponatinib 4 horas ap6s a administragdo foram significativamente
maiores do que aquelas observadas no grupo de pacientes com outros gendtipos
ABCBH1.

Comparando os pacientes com 0 e 1 copia do haplétipo variante T/nonG/T do
ABCB1, observamos que os pacientes com 1 copia apresentaram valores de Cmax
14% menores, além de uma AUC,; 38% menor. Apesar dessas diferencas, nenhuma
delas foi estatisticamente significativa, o que pode ser explicado pelo pequeno
tamanho amostral. No entanto, observou-se uma tendéncia de aumento do
clearance nos pacientes com 1 copia da variante, sendo 1.9 vezes maior em relagao
aos pacientes com 0 copias, 0 que sugere que a variante pode estar associada a
uma maior eliminacdo da AnfB. Nossos resultados indicam que o polimorfismo
T/nonG/T no gene ABCB1 pode estar relacionado a uma variagdo na disposi¢cao
farmacocinética da AnfB, embora os dados ndo sejam conclusivos. A tendéncia
observada de menor exposi¢céo sistémica (AUC,;) nos pacientes com a variante
sugere que o polimorfismo pode ter um impacto modesto na eficacia do tratamento

com AnfB, especialmente em condigdes em que a penetracdo no SNC é crucial.

Com base nos resultados do presente estudo, observamos uma tendéncia de
reducdo nas concentracdes plasmaticas de AnfB em pacientes que possuem uma
copia do haplétipo variante T/nonG/T. Embora o foco deste estudo tenha sido a
anfotericina B, nossos achados refletem um comportamento semelhante ao

observado por Kim et al. (2021), que investigaram os polimorfismos do gene ABCB1
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em um grupo de 37 individuos americanos de ascendéncia europeia e 23
afro-americanos saudaveis, utilizando a fexofenadina como substrato. No estudo de
Kim et al., foi demonstrado que a AUC da fexofenadina foi significativamente menor
nos participantes com alelos variantes em comparagdo com o grupo wild type.
Embora os dois estudos envolvam farmacos diferentes, a similaridade na reduc¢ao da
AUC observada tanto com a fexofenadina quanto com a AnfB sugere que os
polimorfismos no gene ABCB1 podem impactar de forma geral a farmacocinética de

diferentes substratos, incluindo a anfotericina B.

Esses resultados complementam os nossos achados, fortalecendo a
evidéncia de que os polimorfismos genéticos no transportador ABCB1 presente na
barreira hematoencefalica podem influenciar a farmacocinética da anfotericina B no
plasma e no liquido cefalorraquidiano de pacientes em tratamento de
neurocriptococose. No entanto, apesar de relevante, devido a alta frequéncia do
alelo variante, € importante ressaltar que o presente estudo apresenta algumas
limitacdes, sendo a principal delas o reduzido numero de participantes recrutados
até o momento. Para fortalecer os resultados e aumentar a robustez do estudo, é
essencial recrutar mais pacientes, permitindo uma analise mais abrangente do
impacto dos polimorfismos genéticos nos transportadores sobre a farmacocinética
da AnfB.
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6. Conclusao

Este estudo explorou o impacto dos polimorfismos do gene ABCB1 sobre os
parametros farmacocinéticos da anfotericina B em pacientes com neurocriptococose.
Embora as diferengcas observadas entre os grupos com 0 e 1 copia do haplétipo
T/nonG/T nao tenham sido estatisticamente significativas, foi possivel identificar uma
tendéncia de menor exposicao sistémica e maior clearance nos pacientes
portadores da variante. Esses achados sugerem que o polimorfismo pode influenciar
modestamente a farmacocinética da anfotericina B, o que pode ter implicagdes na
eficacia do tratamento, especialmente em doengas que requerem altas

concentragdes da droga no sistema nervoso central.

Apesar das limitacbes, como o pequeno tamanho amostral, este trabalho
contribui para uma compreensdo mais detalhada dos fatores genéticos que podem
afetar a resposta ao tratamento com anfotericina B. Estudos futuros com maior
numero de pacientes e a analise de outros genes transportadores sao necessarios
para fortalecer essas conclusdes e possivelmente adaptar a terapia antifungica de

acordo com o perfil genético dos pacientes.
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ANEXOS

ANEXO A - Oficio de aprovacio do CEP/FCFRP — USP

R
¢ARMACy
i

A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
¥z Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
H Comité de Etica em Pesquisa

Of. CEP/FCFRP n". 024/2018
kms

Ribeirao Preto, 07 de dezembro de 2018.

Ao pos-graduando

Leandro Francisco Pippa

Orientadora: Prof’. Dr*. Vera Lucia Lanchote
FCFRP/USP

Prezados Pesquisadores,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “MODELAGEM PBPK E
PK POPULACIONAL DA ANFOTERICINA B NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE
PACIENTES EM TRATAMENTO DE NEUROCRIPTOCOCOSE:APLICAGAO NA AVALIACAO DA
QUEBRA DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA COM UTILIZAGAO DE NEUROIMAGEM”,
apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n°. 482 -
CAAE: 96780618.7.0000.5403, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCFRP/USP em sua 182" reunido ordinéria, realizada em 12/11/2018, conforme
Parecer Consubstanciado do CEP n®3.014.878.

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

Informamos que deverd ser encaminhado ao CEP o relatério final da
pesquisa_em formulario préprio _deste Comité, bem como comunicada qualquer

alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como eventos adversos e
eventuais modificagbes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposigao de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

[/77?'?7?9?:_, Achadds
PrOF. DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café sin’ - Monte Alagra — CEP 14040-903 - Ribairdo Preto - SP
Fone: (16) 3315-4213 - Fax: (16) 33154892 - cep@fcirp.usp.br
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ANEXO B - Parecer de aprovagio do CEP/FCFRP — USP

- USP - FACULDADE DE
& CIENCIAS FARMACEUTICAS Wﬂn

DE RIBEIRAO PRETO DA USP-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Modelagem PBPK e PK populacional da anfoteticina B no liquido cefalorraguidiano de
pacientes em tratamento de neurocriptococose:aplicagdo na avaliagéo da quebra da
barreira hematoencefalica com utilizagdo de neuroimagem

Pesquisador: Leandro Francisco Pippa

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 96780618.7.0000.5403

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 3.014.878

Apresentacao do Projeto:

Vide parecer anterior

Objetivo da Pesquisa:

Vide parecer anterior

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e Beneficios foram adequadamente mensurados. Foi anexada a platatorma Brasil a declaragéo dos
médicos responsaveis pelo estudo isentando de risco as duas administragdes do radiofarmaco acido
dietileno triamino pentacético marcado comTecnécio-99m (99mTc DTPA) nos participantes do estudo, em
curto espaco de tempo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Vide parecer anterior

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Todos termos de apresentagdo obrigatdria foram anexados a plataforma Brasil.

Recomendacgdes:

Nao se aplica.

Enderego: Avenida do Café s/in”

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAQC PRETO
Telefone: (16)3315-4213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br

Pagina 01 de 03
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- USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS “GR8ran -
DE RIBEIRAO PRETO DA USP-

Continuagdo do Parecer: 3.014.878

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Todas pendéncias foram atendidas adequadamente.

1) A faixa etéria foi estipulada em idade igual ou superior a 18 anos e foi informada no
projeto, item “3.2.3. Critérios de inclusdo”, destacado em amarelo (folha 13 do PDF,
pagina 12). A informagcdo foi adicionada na Plataforma Brasil, item “Critério de Inclusdo”.

2. Foi anexada a declaragao dos médicos responsaveis pelo estudo sobre os potenciais riscos das duas
administragtes do radiofarmaco acido dietileno triamino pentacético marcado com Tecnécio. Foi destacado
que sera respeitado o intervalo minimo de 24 horas

entre as duas administragdes do radiofarmaco e que os riscos declarados estao contemplados no TCLE

3. No TCLE, foi informado que apés a colheita de sangue havera risco potencial de formagéo de hematoma
no local da pungdo sanguinea. A informagéo foi adicionada ao final do terceiro paragrafo do texto do TCLE,
pagina 1, destacado em amarelo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (FCFRP/USP) em sua 182% reunido ordinaria. Em atendimento as Resolugbes vigentes, devera ser
encaminhado ao CEP/FCFRP, através da Plataforma Brasil, o relatorio final da pesquisa conforme modelo
de Relatorio aprovado pelo CEP, bem como comunicada qualquer alteracéo, intercorréncia ou interrupgao
da mesma. Informamos que, de acordo com a Resolugao 466/12, item IV.5, letra d, o TCLE deve “ser
elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado
a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela
(s) pessoa (s) por ele delegada (s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha”. O TCLE
deve ser apresentado ao participante da pesquisa em documento impresso frente e verso e as assinaturas
nao devem ficar em folhas separadas do texto do TCLE. Cabe ao pesquisador responsavel manter os dados
da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos
apos o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Avenida do Café s/n®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAQ PRETO
Telefone: (16)3315-4213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br

Pagina 02 de 03
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USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS
DE RIBEIRAO PRETO DA USP-

Continuagao do Parecer: 3.014.878

QG

mo

Infraestrutura

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 05/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1083294.pdf 14:56:27
TCLE/Termos de |TCLE_versao2.pdf 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
Assentimento / 14:56:05 |Pippa
Justificativa de
Auséncia
QOutros Declaracao_Medicos_Radiofarmaco.pdf | 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
14:55:27 | Pippa

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_versao2.pdf 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito

Brochura 14:54:49 |Pippa

Investigador

Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito

CEP_2912241 pdf 14:53:59 | Pippa
QOutros Carta_de_Resposta_ao_Parecer_Consu| 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
bstanciado.pdf 14:44:02 | Pippa

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 31/07/2018 |Leandro Francisco Aceito
20:09:28 [Pippa

Orgamento Orcamento_UPC_HCFMRP_USP pdf 23/07/2018 |Leandro Francisco Aceito
11:32:35 | Pippa

Declaragédo de Declaracao_de_Ciencia_e_Compromiss | 23/07/2018 |Leandro Francisco Aceito

Pesquisadores o _HCFMRP_USP.pdf 11:31:43 | Pippa

Declaragédo de Declaracao_de_Ciencia_e_Compromiss | 23/07/2018 |Leandro Francisco Aceito

| Pesquisadores o_FCFRP_USP.pdf 11:31:18 | Pippa

Declaragdo de Declaracao_de_Infraestrutura_ HCFMRP| 23/07/2018 |Leandro Francisco Aceito

Instituigdo e _USP.pdf 11:30:57 |Pippa

Infraestrutura

Declaracédo de Declaracao_de_Infraestrutura_FCFRP_ [ 23/07/2018 |Leandro Francisco Aceito

Instituicdo e USP.pdf 11:30:01 |Pippa

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RIBEIRAO PRETO, 12 de Novembro de 2018

Assinado por:

Cleni Mara Marzocchi Machado

(Coordenador(a))
Enderego: Avenida do Café s/n®
Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAQ PRETO
Telefone: (16)3315-4213 Fax: (16)3315-4892 E-mail:

cep@fcfrp.usp.br
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ANEXO C - Parecer de aprovacio do CEP/HCFMRP - USP

A A= USP - HOSPITAL DAS

B BDWam CLINICAS DA FACULDADE DE W“P
USP - RIBEIRAO MEDICINA DE RIBEIRAO

PUSTEOTTp O —

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Modelagem PBPK e PK populacional da anfotericina B no liquido cefalorraquidiano de
pacientes em tratamento de neurocriptococose:aplicacao na avaliacdo da quebra da
barreira hematoencefalica com utilizagdo de neurcimagem

Pesquisador: Leandro Francisco Pippa

Area Temtica:

Versédo: 1

CAAE: 96780618.7.3001.5440

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.025.268

Apresentagéao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa da instituicio proponente FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
DE RIBEIRAO PRETO. O HCFMRP_USP sera uma coparticipante da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o parecer da instituicdo proponente.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o parecer da instituicdo proponente.

Comentérios e ConsideragGes sobre a Pesquisa:

De acordo com o parecer da instituigdo proponente.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Todos os termos de apresentagéo obrigatoria foram anexados na Plataforma Brasil e estdo de acordo com
as normas éticas vigentes.

Recomendacoes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O CEP tomou ciéncia e cancorda com o parecer da instituicdo propanente e aprova o HCFMRP-USP

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mail: cep@hcrp.usp.br

Pagina 01 de 02

38



39

M@ @™ 5P HOSPITAL DAS
"B W CLINICAS DA FACULDADE DE %""‘""’“M e
USP - RIBEIRAD MEDICINA DE RIBEIRAO

GContinuagdo do Parecer: 3.025.268

como coparticipante da pesquisa.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP da Instituicdo Proponente,
que cumpre as Resolugbes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugdo CNS 466/12. Diante disso, o
HCFMRP-USP, como instituigdo co-participante do referido projeto de pesquisa, esta ciente de suas co-
responsabilidades e de seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos desta
pesquisa, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e bem-estar

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagéo
TCLE/ Termos de | TCLE_versao2.pdf 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
Assentimento / 14:56:05 |Pippa
Justificativa de
Auséncia
Outros Declaracac_Medicos_Radiofarmaco.pdf | 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito

14:55:27 |Pippa
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_versao2.pdf 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
Brochura 14:54:49 |Pippa
Investigador
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO | 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
CEP_2912241.pdf 14:53:59 | Pippa
Outros Carta_de_Resposta_ao_Parecer_Consu| 05/10/2018 |Leandro Francisco Aceito
bstanciado.pdf 14:44:02 |Pippa

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

RIBEIRAO PRETO, 19 de Novembro de 2018

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

(Coordenador(a))
Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO
Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: SP Municipio: RIBEIRAC PRETO
Telefone: (16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mail: cep@hcrp.usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Y
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO I \ )_IJ
COMISSAO DE GRADUAGCAO

INFORMACAO GRAD 0023/2025

Nome do Interessado(a): Valéria Matinatti Valerio Martins

Assunto: TCC - Autorizacdo para Biblioteca Digital e Aprovacéo CG

A Comissao de Graduacgdo da FCFRP, 6rgdo que atua como coordenagdo do curso
Farmécia desta, declara para os devidos fins que:

o Este trabalho foi apresentado e aprovado no dia 22/11/2024;
e O(a) estudante autorizou a reproducao e divulgacdo total deste trabalho, por

qualquer meio convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde
que citada a fonte pelo formulario entregue a esta comissédo apés aprovagao.

Ribeirdo Preto, 23 de julho de 2025

Comisséo de Graduacdo FCFRP/USP

Avenida do Café s/in°. — Monte Alegre — 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP — Fone: (16) 3315-8561 — E-mail: cgrad@fcfrp.usp.br



