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RESUMO

Devido a importancia que o sistema imune desempenha na doenca de Crohn (DC), as
tiopurinas sdo os imunomoduladores mais indicados na terapia. Entretanto, as tiopurinas,
como a Azatioprina (AZA) e seus metabdlitos intraeritrocitarios, levam a uma série de
reacOes adversas ou falha terapéutica, podendo ocasionar em ndo adesdo ou abandono da
terapia. A conversdo da AZA para 0s nucleotideos ativos de 6-tioguanina (6-TGN) é
necessaria para a eficacia clinica, entretanto, outro metabdlito, a 6-metilmercaptopurina (6-
MMP), é formado através de uma via concorrente pela tiopurina metil transferase e esta
relacionado a hepatotoxicidade. Devido a ampla variabilidade interindividual da tiopurina
metil transferase e a uma faixa terapéutica estreita, torna-se importante a realizacdo do
monitoramento terapéutico do metabdlito ativo 6-TGN e da 6-MMP. Neste trabalho, um
método cromatogréfico (CLAE/HPLC-UV) foi desenvolvido e validado para a quantificacdo
dos metabdlitos nos eritrdcitos, envolvendo um procedimento de tratamento simples baseado
na desproteinizacdo por acido perclérico seguido de hidrolise acida e aquecimento para a
conversdo dos metabolitos em suas respectivas bases livres. A cromatografia foi realizada em
coluna CI18 (250 x 4,6 mm, 5 um). A fase mdvel consistiu em mistura de solugdo tampao
fosfato de potéssio (0,02 mol/L, pH = 3), acetonitrila e metanol, eluicdo por gradiente, num
fluxo de 1,0 mL/minuto, com detec¢do de UV em 291 nm e 342 nm. Os tempos de retengdo
foram de 6,2 min (6-TGN); 23,1 min (6-MMP) e 24,7 min (cafeina: padrdo interno). A
resposta do detector foi linear na concentracéo de 0,89-29,91 umol/L (r=0,999) para 6-TGN e
entre 0,90-30,08 umol/L (r=0,999) para 6-MMP. Os limites de deteccdo foram de
0,29 umol/L e 0,30 umol/L e os limites de quantificacdo foram de 0,89 umol/L e 0,90 umol/L,
para 6-TGN e 6-MMP respectivamente. As médias das recuperacdes de 87,9% para 6-TGN e
91,9% para 6-MMP. Os CV da repetibilidade, de 5,48 e 10,48% (intradia) e 9,23 e 10,48%
(interdia), enquanto os EPR da reprodutibilidade de 11,36 e 9,85% (intradia) e 10,48 e 7,32%
(interdia) para 6-TGN e 6-MMP, respectivamente. As concentracdes de 6-TGN e 6-MMP
foram determinadas para todos os pacientes do estudo e os resultados encontrados variaram de
4,51 a 1515,27 pmol/8 x 108 eritrécitos para a 6-TGN e de 169,98 a 53951,53 pmol/8 x
10® eritrécitos para a 6-MMP. Observou-se uma correlagdo entre 0s pacientes em terapia
combinada AZA e alopurinol e a diminuicdo da dosagem de AZA, consequentemente a
diminuicdo significativa dos niveis de 6-MMP (2030,71 pmol/8 x 10® eritrécitos) em
comparagdo com o grupo de pacientes sob monoterapia (9098,43 pmol/8 x 10° eritrécitos).

Um outro achado foi a diminuicéo estatisticamente significativa da transaminase TGO/AST



(25,03 + 18,62 U/L) no grupo de pacientes que apresentavam a doencga em atividade, com 0s
niveis de 6-TGN a 540,51 pmol/8 x 10® eritrécitos e de 6-MMP a 7952,32 pmol/8 x 10°
eritrocitos, semelhante a relatos anteriores da literatura. O método proposto de quantificacdo
por CLAE-UV mostrou-se preciso, exato e reprodutivel, podendo ser utilizado como uma
importante ferramenta na rotina de monitorizagdo terapéutica de pacientes com DC,
permitindo a individualizacdo da dose, o0 acompanhamento dos efeitos adversos relacionados
com a terapia farmacoldgica, o monitoramento da adesdo ao tratamento e a avaliacdo da

evolucéo clinica do paciente.

Palavras-Chaves: Doenca de Crohn. Azatioprina. Tiopurina. CLAE-UV.



ABSTRACT

The conversion of azathioprine (AZA) to active nucleotides of 6-thioguanine (6-TGN) is
essential for clinical efficacy in Crohn's disease. However, other metabolite, 6-
methylmercaptopurine (6-MMP), which is formed through a competitive pathway for
thiopurine methyltransferase (TPMT), is related to hepatotoxicity of this drug. Due to the
wide interindividual variability of TPMT and a narrow therapeutic range it is important to
accomplish the therapeutic monitoring of active metabolite 6-TGN and 6-MMP, which is an
unusual procedure in Brazil. In this study, a HPLC-UV method for simultaneous
quantification of these metabolites was developed, validated and applied in 37 Crohn's disease
patients. The chromatographic process was performed on C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um
i.d.), mobile phase consisted of potassium phosphate buffer (0.02 mol/L, pH = 3), acetonitrile
and methanol, flow rate at 1.0 ml/min and UV detection at 291 nm and 342 nm. Retention
times were 6.2 min (6-TGN); 23.1 min (6-MMP) and 24.7 min (caffeine: internal standard).
The detector response was linear at 0.89-29.91 umol/L (r=0.999) for 6-TGN and 0.90-30.08
umol/L (r=0.999) for 6-MMP. Limits of detection were 0.29 umol/L and 0.30 pmol/L, while
the quantification limits were 0.89 umol/L and 0.90 pmol/L, for 6-TGN and 6-MMP
respectively. Precision, accuracy and recovery, were according FDA and ANVISA guidelines.
The concentrations of 6-TGN and 6-MMP were determined in patients’ blood and the results
found ranged from 4.51 to 1515 pmol/8 x 10° erythrocytes for 6-TGN and from 169.98 to
53.951 pmol/8 x 10 erythrocytes for 6-MMP. It was observed a reduction of levels of 6-
MMP in patients using AZA + allopurinol therapy (2030.7 pmol/8 x 10° erythrocytes) when
compared with patients undergoing monotherapy (9098.43 pmol/8 x 10° erythrocytes).
Another finding was the correlation between the decrease in GOT transaminase in the group
of patients who had the active disease with the increase in the 6-TGN levels, similar to
previous reports in the literature. These results indicate that the method developed was
reliable, accurate and reproducible, and can be used as an important tool in the routine
monitoring of patients with Crohn's disease, allowing the individualization of the dose, the
monitoring of the adverse effects related to the pharmacological therapy, monitoring the

adherence to the treatment and the evaluation of the clinical evolution of these patients.

Key Words: Crohn's Disease. Azathioprine. Thiopurine. HPLC-UV.
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1.  INTRODUCAO

A Doenga de Crohn (DC) é uma doencga inflamatoria intestinal (DII) cronica
incuravel de etiologia desconhecida, que pode afetar qualquer segmento do tubo
digestivo, associada a manifestacOes extraintestinais e outras alteracdes imunoldgicas
(CROHN et al., 2000; CHEBLI et al., 2007). Sua apresentacdo clinica depende da
localizagé@o da doenca e inclui diarreia, dor abdominal, perda de peso, febre, mucorreia
ou sangramento gastrointestinal, fissuras ou fistulas perianais, dentre outras
(BECHARA et al., 2015a).

O comportamento da doenca caracteriza-se por periodos de exacerbacdo
alternados com periodos de remissdo. A apresentagdo tipica é o envolvimento
descontinuo de segmentos do sistema gastrointestinal, podendo levar ao
desenvolvimento de complicacdes, como estenoses, abscessos e fistulas
(DHARMASIRI et al., 2014; BECHARA et al., 2015a; 2015b).

A causa da DC, assim como da colite ulcerativa (CU), ambas classificadas
como DII, provavelmente envolve respostas do sistema imunoldgico desregulado a
microbiota bacteriana intestinal em individuos predispostos geneticamente (VIDIGAL
et al., 2014). Devido a importdncia que o sistema imune desempenha nas DII, a
terapéutica se baseia na modulagéo imune.

Os farmacos tiopurinas, 6-mercaptopurina (6-MP) e o seu pro-farmaco
azatioprina (AZA), continuam sendo os imunomoduladores mais indicados na terapia
em conjunto com uso de glicocorticoides, visto que estudos afirmam que essa
terapéutica mantem a remissdo clinica por alguns anos em pacientes com DIl
(BRADFORD E SHIH, 2011; DE SOUZA et al., 2013).

Entretanto, apesar das tiopurinas serem a primeira linha de escolha no
tratamento da DC, elas possuem uma série de reacdes adversas ou apresentam falha
terapéutica em cerca de 30 a 40% dos pacientes (PREFONTAINE et al., 2009;
BLAKER et al., 2014; CHEBLI et al.,, 2015). Alternativamente, estudos recentes
fornecem evidéncias de que os pacientes podem se beneficiar da adicdo do
medicamento alopurinol a terapéutica, promovendo reducdo na dose de tiopurinas e
diminuicdo do uso de corticosteroides, melhorando de forma geral, a qualidade de vida
destes pacientes (PACHECO NETO, 2010; CURKOVIC et al., 2013).

E importante ressaltar que as falhas terapéuticas ao tratamento convencional da

DC implicam em sofrimento ao paciente, avan¢o da morbidade, além de elevado custo
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para os sistemas de saude, uma vez que o tratamento de resgate da doenca é geralmente
realizado com anticorpos monoclonais anti-TNFa, como o infliximabe ou adalimumabe,
0S quais possuem custo dezenas de vezes mais elevado do que a combinagdo de AZA
com alopurinol (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; NO SUS-CONITEC, 2014).

A monitorizacdo terapéutica das tiopurinas permitiria a individualizacdo da
dose do medicamento, ao contrario da dose padronizada em miligramas do farmaco por
massa corporal do paciente (mg/kg). Além disso, possibilitaria a adequacéo dos niveis
dos metabolitos ativos da AZA, os nucleotideos 6-tioguanina (6-TGN), a faixa
terapéutica e a manutencéo das concentracfes destes metabolitos em niveis adequados,
reduzindo a prevaléncia de reacdes adversas e toxicidade (PACHECO NETO, 2010).
Outro beneficio da monitorizacao terapéutica seria a identificacdo de pacientes que ndo
aderem ao tratamento, ja que esta € uma causa conhecida de recorréncia da doenca na
evolucéo das DII.

Entretanto, no Brasil, a monitorizacdo terapéutica de farmacos, ainda € pouco
utilizada devido a falta de laboratérios devidamente equipados, de profissionais
qualificados ou, ainda, desconhecimento desta ferramenta. No caso da monitorizacéo
das tiopurinas, ainda ha a dificuldade de ndo existirem conjuntos diagnosticos
disponiveis comercialmente para quantificacdo destes metabolitos.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método
cromatografico para determinacdo das concentracGes intraeritrocitarias de 6-TGN e 6-
MMP em pacientes sob terapia com AZA, de forma a contribuir para que a terapéutica
farmacoldgica seja realizada de forma otimizada e racional, visando o méximo de
eficacia com o minimo de efeitos adversos. Além disso, poderia possibilitar ao corpo
clinico, a individualizacdo das doses de AZA, aumentando 0 sucesso da terapia
medicamentosa e reduzindo a substituicdo destes medicamentos por outros de custos
mais elevados, como o0s anticorpos monoclonais anti-TNFa, proporcionando um

impacto positivo na farmacoterapia e na qualidade de vida destes e de outros pacientes.



Revisdo da Literatura 19

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DOENCA DE CROHN

A Doenca de Crohn (DC) é descrita como uma doenca inflamatoria intestinal
(DI), caracterizada como uma inflamacdo cronica da mucosa, podendo ser limitada a
zona intestinal (a regido do intestino delgado e grosso) ou abranger outros Orgédos
subjacentes. E uma doenca bastante caracteristica, por apresentar um acometimento da
mucosa de forma segmentar, com areas entrepostas, ou seja, caracterizada por possuir
segmentos saudaveis que separam os segmentos inflamados (PAPACOSTA et al.,2017).

A DC é uma doenca multifatorial, onde estudos recentes demonstram que sua
prevaléncia e incidéncia variam de acordo com o meio ambiente, habitos de vida,
fatores genéticos e a propria microbiota intestinal, que predispdem ao surgimento de um
possivel agente entérico infeccioso (PAPACOSTA et al.,2017).

Apesar de semelhancas com a colite ulcerativa (CU), o diagndstico diferencial
reconhecendo a DC como uma enfermidade diferente foi relatado primeiramente em
1932, com a publica¢do de Crohn no artigo “Regional Ileitis: A Pathologic and Clinical
Entity” (CROHN et al., 2000). Porém, como a DC foi inicialmente chamada de "ileite
regional™ ou “enterite regional”, alguns casos foram relatados como sendo CU, e
atualmente, sabe-se que eram relatos de DC (CROHN et al., 2000; MULDER et al.,
2014)

A diferenciacdo de ambas, por muitas vezes, € um desafio para os profissionais
de salde, uma vez que apresentam quadro clinico semelhante, sendo comum
apresentarem dores abdominais, diarreia, com sério risco de sangramento importante,
astenia, emagrecimento, febre, anemia e déficit nutricional (MULDER et al., 2014;
PAPACOSTA et al.,2017).

Hoje, a CU (Imagens 1 e 2) é considerada uma doenca inflamatéria do intestino
grosso e reto, e caracteriza-se por inflamacéo e ulceracdo continua da camada mais
superficial do célon. Ja a DC (Imagens 1 e 2), é definida como uma DII progressiva
transmural, que pode afetar qualquer segmento do sistema gastrointestinal, incluindo o
intestino delgado e intestino grosso (colon), tipicamente envolvendo toda a espessura da
parede intestinal, podendo haver areas de intestino normal entre as areas doentes,

chamadas areas “poupadas”. A inflamacdo persistente pode evoluir para as formas



Revisdo da Literatura 20

complicadas, levando a formacdo de estenose e ou de fistulas, que eventualmente,
podem exigir tratamento cirargico (CHOUNG et al., 2016).
Imagem 1 — Localizag8o do processo inflamatorio na DC e na CU

Doenga de Crohn Colite Ulcerativa

Nota: DC é uma DII progressiva, que pode afetar qualquer segmento do sistema gastrointestinal,
incluindo o intestino delgado e intestino grosso (c6lon) e toda a espessura da parede intestinal,
podendo haver areas de intestino normal (poupadas) entre as areas doentes. A colite ulcerativa
(CU) é considerada uma doenca inflamatdria do colon e reto, e caracteriza-se por inflamagéo e
ulceracdo da camada mais superficial, sem nenhuma area normal, ndo lesionada, de intestino.

Fonte: http://news4medico.com/tag/extraintestinal-manifestations-of-inflammatory-bowel-

disease/

Imagem 2 — llustragdo do acometimento intestinal nas DII’s

Doenca Inflamatdria Intestinal

Saudavel Doenga de Crohn Colite Ulcerativa

Envélucro de gordura

Hipertrofia - N\ Fissuras

muscular Aparéncia de Ulceragdo da mucosa
. interna
paralelepipedos

Nota: A DC apresenta um processo inflamatério em todas as camadas do intestino, com dor na
regido abdominal devido aos movimentos peristalticos, podendo aparecer problemas perianais
como fistulas, feridas anais e marcas na pele. Na colite ulcerativa, a inflamag&o esté localizada
na camada mais interna da parede intestinal, com dor intermitente, podendo ocorrer
sangramento retal.

Fonte: http://herintalk.com/crohns-disease-types-causes-symptoms-and-treatment/
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Estudos relatam que uma das causas da DC é a resposta imunologica
desregulada para a microbiota intestinal em individuos geneticamente suscetiveis,
podendo causar o desequilibrio entre os antigenos luminais e a resposta imune da
mucosa intestinal e assim, ampliar e perpetuar a reacdo de inflamacdo (CHOUNG et al.,
2016; PAPACOSTA et al, 2017). Embora a etiologia ainda ndo seja bem
compreendida, vérias teorias tém sido propostas ao longo dos anos (GELLER E DE
CAMPQOS, 2015).

A subespécie Mycobacterium avium paratuberculosis spp (SHEPHERD, 2012)
tem sido estudada como tendo uma possivel relacdo com a patogenia da DC, reforcada
pela grande semelhanca entre a DC e doenca de Johne (doenca infectocontagiosa,
caracterizada por processo inflamatério granulomatoso no intestino dos ruminantes).
Esta associacdo tem sido apoiada por muitos estudos, mas ndo foi comprovada com
identificacdo da micobactéria em amostras de tecido ou em cultura de organismo
(SIMMONS e JEWELL, 2001; GELLER E DE CAMPOS, 2015).

Outra teoria sugere que h& uma resposta anormal a elevada carga bacteriana no
limen gastrointestinal, resultando em uma resposta inflamatéria exagerada, como
exemplo o aumento da presenca de Escherichia coli aderente-invasiva. Uma terceira
hipotese sustentada é a de que estas alteracBes genéticas sdo responsaveis por uma
resposta inflamatoria diminuida e, por conseguinte, o acimulo de estimulos no lumen
intestinal que ativam o sistema imune adaptativo (HEAD e JURENKA, 2004,
SHEPHERD, 2012; GELLER E DE CAMPOS, 2015).

O surgimento e 0 agravamento da doenca estdo relacionados com a integridade
da mucosa. Alguns pacientes podem ter o aumento da permeabilidade intestinal, mesmo
estando em remissao, devido a uma anormalidade na camada epitelial ou na restituicdo
epitelial apos dano (SIMMONS e JEWELL, 2001).

N&do ha fatores dietéticos especificos relacionados ao desenvolvimento da
doenga, embora uma dieta com baixo consumo de leite parece aliviar os sintomas em
alguns pacientes, e uma alta ingestdo de agUcar, de proteina animal e uma baixa ingestéo
de fibra vegetal tenham sido associados a um aumento da incidéncia de DC em
comparagao com individuos saudaveis (SHEPHERD, 2012; URANGA et al., 2016).

O diagnostico da DC geralmente € realizado com estudos de imagem,
endoscopia, marcadores sorologicos e avaliagdo dos marcadores de atividade
inflamatdria (Figura 1). A colonoscopia € usada para estabelecer o diagndstico, sdo

observadas ulceracBes entre areas de aparéncia normal (poupadas) e alteracBes nas
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mucosas intestinais. Raramente, pode-se desenvolver carcinoma apds muitos anos de
doenca ativa (GELLER E DE CAMPOS, 2015; CHOUNG et al., 2016).

Figura 1 - Caracteristicas tipicas da DC (imagens endoscopicas).

Nota: (A) ulceras longitudinais, (B) ulceras com aparéncia de paralelepipedos, (C) ulceras
aftosas.
Fonte: LEE e LEE, 2016.

A DC pode afetar as pessoas no inicio da infancia até idade adulta, mas os
individuos mais jovens, incluindo adolescentes e adultos na faixa dos 15 a 40 anos, séo
os mais afetados. No entanto, qualquer faixa etaria pode ser acometida, desde criancas a
idosos. A doenca é ligeiramente mais comum em mulheres e representa uma das
principais causas de morbidade e mortalidade relacionadas a problemas gastrointestinais
em adultos jovens no Ocidente (SIMMONS e JEWELL, 2001).

E notdria a diminuicdo na qualidade de vida nestes pacientes, por sua
significativa morbidade. Esta doenca apresenta, ainda, um impacto econdémico
significativo devido a maioria dos pacientes serem afetados em seus anos produtivos
(SIMMONS e JEWELL, 2001; GELLER E DE CAMPOS, 2015).

A DC é menos comum do que a CU, com incidéncia anual de 2 a 5
diagnosticos por 100.000 habitantes, e uma prevaléncia de 35 a 50 por 100.000 em
comunidades de origem do norte da Europa.

Nas ultimas décadas, percebeu-se uma tendéncia de aumento no nimero de
casos de DC em alguns paises, como os da América Latina. Esta tendéncia ao aumento
do nimero de casos pode ser atribuida ao aperfeicoamento dos métodos diagndsticos ou
a um real crescimento da populacdo doente. A incidéncia é de 7 para 100.000
pessoas/ano nos Estados Unidos e uma prevaléncia de 35 a 50 por 100.000 em

comunidades do norte da Europa. No Brasil, ndo ha dados oficiais, mas € possivel que a
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doenca esteja sendo mais frequentemente diagnosticada nos servicos de saude
(SIMMONS e JEWELL, 2001; PAPACOSTA et al., 2017).

Os fatores ambientais, como mudangas no estilo de vida também podem
impactar no desenvolvimento da doenca. Varios estudos demonstraram que houve
grande aumento mundial na incidéncia ao longo da segunda metade do século XX, o
que também ocorreu no Brasil (GABURRI et al., 1998; SHIVANANDA et al., 1996;
COLLI et al., 2008). A maior taxa tem sido relatada no Canada (248/100.000
habitantes), enquanto na Asia, a taxa é de menos de 6,3/100.000 habitantes (GELLER E
DE CAMPOS, 2015).

A hereditariedade de DIl tem sido relacionada a polimorfismos em varios
genes, contribuindo de forma aditiva ao risco global de doenga. O primeiro gene
associado com a DC foi observado na proteina chamada CARD15 (caspase recruitment
domain-containing protein 15), anteriormente conhecido como NOD2 (nucleotide-
binding oligomerization domain containing), onde 58 mutacdes no gene tém sido
associadas a varias doencgas, sendo que 80% dessas mutacGes estdo ligadas
especificamente com a DC (SIMMONS e JEWELL, 2001; UTHOFF et al., 2002;
SHEPHERD, 2012; MOHANA e GRIMES, 2014).

As mutacBes na proteina CARD15/NOD2, no caso de DC, mostram uma
reducdo na sinalizacdo da via NF-xB, 0 que leva a uma urgéncia de compreender o
mecanismo de sinalizacdo da CARD15/NOD?2 na resposta imune inata, isto é, descobrir
por que a mutacdo em CARDI15/NOD2 resulta em um aumento na inflamacéo.
Pesquisadores acreditam que com o conhecimento adequado da sinalizagdo de tal via,
seja possivel desenvolver melhores tratamentos para a DC (MOHANA e GRIMES,
2014).

Em relacdo aos sintomas, a doenca € caracterizada pelo desconforto abdominal,
dor e alteracbes no habito intestinal, além de impactos psicoldgicos e sociais
significativos na qualidade de vida do paciente. Habitualmente causa diarreia, colica
abdominal, frequentemente febre e, as vezes, sangramento retal. Também pode ocorrer
perda de apetite e subsequente perda de peso. Os sintomas podem variar de leve a grave,
mas em geral, as pessoas com DC podem ter vidas ativas e produtivas (GELLER E DE
CAMPQOS, 2015).

A avaliacdo do grau e atividade da doenca nos individuos com DC é realizada
através do Indice de Atividade da DC (Crohns Disease Activity Index- CDALI),

desenvolvido na década de 1970 e que tem sido amplamente utilizado na avalia¢do



Revisdo da Literatura 24

clinica da doenca. O indice de Harvey-Bradshaw é uma simplificacio do CDAI,
projetado para fazer a coleta de dados e computacdo mais facil (BEST, 2006). Tal
avaliacdo é desejavel para que se possa correlacionar a doenca com possiveis desfechos
clinicos e com o prognostico, selecionando a melhor estratégia terapéutica e o
seguimento mais adequado para cada paciente (BECHARA et al., 2015a).

As manifestaces clinicas sdo variadas devido ao comprometimento do sistema
gastrointestinal, manifestacGes extraintestinais e gravidade. A maioria dos pacientes,
cerca de 45%, apresenta o envolvimento do intestino delgado, predominantemente no
ileo, enquanto que 20% a 25% tém a doenca confinada ao colon (PARIENTE E
LAHARIE, 2014). Em cerca de 30% dos casos, esta associada a granulomas nédo
necrosante epitelioides. Alguns pacientes tém a doenca perianal e raramente, podem ter
clinica isolada na regido oral, esofagica ou gastroduodenal. Muito frequentemente, os
sintomas estdo presentes em dois ou trés anos antes do diagnostico ser estabelecido
(SIMMONS e JEWELL, 2001; GELLER E DE CAMPOQS, 2015; PIZZI et al., 2015).

Podem ocorrer complicaces onde ha estenoses, comprometendo pequenas ou
grandes areas do intestino e causar sintomas obstrutivos de distensdo abdominal, nausea
e vOmito. Fistulas podem resultar de profunda ulceracdo, permitindo assim
comunicacdo do intestino com outros 6rgdos, como a bexiga, vagina, ou a pele
(SIMMONS e JEWELL, 2001).

Em relacdo as manifestacdes extraintestinais, estas séo comuns em até 30% dos
doentes. A causa ndo é conhecida; ha hipdteses de que possam estar relacionadas com
os efeitos periféricos da ativacdo imunitaria no intestino. Tem sido sugerido que podem
ser causadas por complexos imunes circulantes ou por um auto-antigeno que é comum
no intestino e em outros locais extraintestinais (SIMMONS e JEWELL, 2001;
KARMIRIS, et al., 2016).

Dados epidemiolégicos tém demonstrado que os sintomas da DC podem
ocorrer em até 31% dos pacientes ap0s episddios de gastroenterite infecciosa, observado
pelo aumento do namero de células imunocompetentes ativadas, em particular de
mastocitos, nas mucosas do intestino dos pacientes com DC (GELLER E DE
CAMPQS, 2015; BURISCH e MUNKHOLM, 2015).

A manifestacdo cutdnea comum € o eritema nodoso, que apresenta nddulos
vermelhos dolorosos na pele, coxa ou bragco. Uma manifestacdo clinica mais grave € o
pioderma gangrenoso, que comega como uma erupcdo pustulosa e, posteriormente, se
torna ulcerosa (CARD, LANGAN e CHU, 2016).
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Também pode ocorrer comprometimento da regido ocular, onde cerca de 3% a
14% dos pacientes apresentam inflamacGes como uveite anterior, episclerite e
conjuntivite. No caso da presenca de uveite, esta pode estar presente na fase ativa da
doenga como muitas vezes pode permanecer apos 0 procedimento cirurgico da retirada
das areas afetadas do intestino (MARINEATA et al., 2014; CARD, LANGAN e CHU,
2016).

A doenga hepatica estd presente em cerca de 5% dos pacientes e é causada
principalmente por colangite esclerosante, caracterizada por um processo inflamatério e
por fibrose do sistema biliar, ocasionando alteracbes dos ductos. Isso possibilita a
ocorréncia de cirrose e disfuncdo hepética cronica, associado a um risco aumentado de
malignidade biliar (SIMMONS e JEWELL, 2001; KARMIRIS et al., 2016).

Surgiram também estudos sobre a possibilidade de a inflamagdo crénica
ocasionar disfungbes neuromusculares persistentes nos pacientes, assim como um
possivel aumento dos niveis de fadiga relacionada aos sintomas psicol6gicos e
gastrointestinais, que afetam diretamente na qualidade de vida (PICHE et al., 2010).

2.2. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

A terapia farmacoldgica possibilita desde o controle dos sintomas a promogao
da remissdao "profunda” da doenca com a cicatrizacdo da mucosa, podendo ser
alcancada em maiores taxas quando os pacientes obtem o diagnéstico precoce, ou
quando ndo tém doenca transmural irreversivel (presenca de estenose ou fistula) ou
ainda quando ndo apresentam a necessidade de tratamento cirdrgico (PARIENTE E
LAHARIE, 2014). Muitas vezes, a obtencdo de remissdo € demorada, afetando o curso
natural da doenca, a qual passa a necessitar de terapia com imunossupressores (IS) ou
terapias bioldgicas mais recentes, tais como anticorpos anti-TNF (Quadro 1). Ambas as
classes de farmacos estdo associados com efeitos colaterais e a Gltima ainda apresenta
um alto custo (PARIENTE E LAHARIE, 2014).

Dentre os imunomoduladores, destacam-se os anadlogos da purina, a 6-
mercaptopurina (6-MP) e seu pro-farmaco precursor, a azatioprina (AZA). As principais
indicacdes para o tratamento com estas drogas incluem a dependéncia ou refratariedade
aos esteroides, o tratamento da doenca fistulizante e, possivelmente, a prevencdo de

recorréncia pés-operatéria. Ambos podem ser utilizados nestes casos com a escolha
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geralmente baseada na experiéncia prévia do clinico (COLLI et al., 2008; SOUSA et al.,
2014).

No tratamento a longo prazo da doenca, estes imunomoduladores sédo o0s
farmacos mais utilizados. Foram descobertos e introduzidos no mercado em 1950,
originalmente destinados para tratamentos quimioterapéuticos, em 1960 comecaram a
ser utilizados em tratamentos de doengas autoimunes e em 1980 em pacientes com DC
para a prevencdo de recorréncias clinicas (ITAGAKI et al., 2012). Em raz&o do seu
efeito anti-inflamatoério, também tém sido utilizados em pacientes com doencas
autoimunes, como lupus, vasculites, alteracGes dermatoldgicas e artrite reumatoide.
Outra utilizagdo muito frequente da AZA tem ocorrido em numerosas doengas
imunomediadas para a prevencdo da rejeicdo de orgaos pés-transplante (COLLI et al.,
2008; SOUSA et al., 2014; BROEKMAN et al, 2017).

Quadro 1 — Tratamento convencional da DC e respectivas a¢cdes dos medicamentos.

Classe de farmacos Acdes dos medicamentos na doenca
Aminossalicilatos Acéo anti-inflamatoria
Corticosteroides Acéo anti-inflamato6ria e imunossupressora
Agentes Imunomoduladores / Supresso da resposta imune na DC
imunossupressores
Anticorpos monoclonais TNF-a Neutralizagdo do TNF-a e apoptose
Antibidticos

Provocam dano celular na parede de patdgenos e reducdo da carga
bacteriana

Fonte: Adaptado de HEAD e JURENKA, 2004.

Apesar da eficacia comprovada da AZA/6-MP no tratamento da CD e CU,
infelizmente, o uso das tiopurinas é, frequentemente, acompanhado de efeitos adversos
como hepatotoxicidade, queixas gastrointestinais, sintomas gripais ou até mesmo
leucopenia, muitas vezes levando o paciente a descontinuar o tratamento (BROEKMAN
etal, 2017).

Normalmente, sdo administradas doses orais de 2 ou 2,5 mg/kg/dia na forma de
comprimidos de 50 mg, com doses iniciais de AZA entre 50 e 200 mg diarias
(PACHECO NETO et. al.; 2008).

O pro-farmaco AZA administrada por via oral apresenta boa absorcéo
gastrointestinal, porém ndo é detectavel na forma intacta no plasma devido ao extenso

metabolismo de primeira passagem (meia-vida plasmatica de 10 minutos). J& o farmaco
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ativo, 6-MP, possui uma biodisponibilidade oral entre 47,4 a 60%, com concentragdes
sanguineas maximas atingidas dentro de 1 a 2 horas ap6s administragdo. Tanto a AZA
quanto a 6-MP ligam-se moderadamente as proteinas plasmaticas (30%) e séao
rapidamente removidos do sangue no figado ou pelos eritrécitos, com meia-vida dos
nucleotideos intraeritrocitarios entre 3 e 13 dias (BRUNTON, GOODMAN e GILMAN,
2012; UNIVERSITY OF MINNESOTA, [2016]).

Com ampla distribuicdo por todos os liquidos corporais, cerca de 88% da AZA
sdo convertidos rapidamente em 6-MP e metil-nitroimidazol pela acdo da glutationa
redutase (GSH), um sistema hepatico enzimatico catalisado pelas enzimas glutationa S
transferases (GST) (CUFFARI, 2014; ZOCHOWSKA et al., 2016).

A captacdo celular da 6-MP é um processo répido e o seu metabolismo
intracelular ocorre ao longo das trés vias enzimaticas concorrentes catalisadas pela
hipoxantina e tiopurina S-metil-transferase, formando os metabdlitos intraeritrocitarios
tioandlogos da purina (Figura 2). A taxa de conversdo varia de um individuo para outro
e o processo de eliminacdo das tiopurinas ocorre principalmente na forma de éacido
tiodrico, um metabolito inativo oxidado (GEARRY e BARCLAY, 2005).

A 6-MP sofre acdo da enzima xantina oxidase (XO) que a oxida, no figado e na
mucosa intestinal, dando origem ao metabdlito inativo acido 6-tiodrico (6-TU). Outra
enzima intraeritrocitaria que atua sobre o farmaco é a tiopurina metil-transferase
(TPMT) que promove a metilacdo produzindo o metabolito intracelular 6-MMP e uma
terceira via enzimatica onde ocorre a producdo dos nucleotideos ativos da 6-TGN: 6-
tioguanina monofosfato (6-TGMP), 6-tioguanina difosfato (6-TGDP) e 6-tioguanina
trifosfato (6-TGTP) (GEARRY e BARCLAY, 2005).

Nessa Ultima etapa, a 6-MP € transformada pela hipoxantina-fosforibosil
transferase (HPRT) em 6-tioinosina monofosfato (6-TIMP), que pode seguir dois
caminhos: ou é metilada pela TPMT para 6-metilmonofosfato (6-MeTIMP); ou é
convertida pela inosina-5-monofosfato desidrogenase (IMPDH) em 6-tioxantosina
monofosfato (6-TXMP), que, finalmente, pela acdo da guanidina 5-monofosfato
sintetase (GMPS), gera a 6-TGN e seus nucleotideos farmacologicamente ativos
promovendo o efeito mielossupressor, atuando como um antagonista de purina (Figura
2) (SOUSA et al., 2014; CUFFARI, 2014; ZOCHOWSKA et al., 2016).
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Figura 2 — Vias metabdlicas da AZA
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Nota: Apoés absorcdo, a azatioprina (AZA) é convertida em 6-mercaptopurina (6-MP) pela
glutationa reduzida (GSH). Ap6s entrar na célula, a 6-MP é convertida pela enzima hipoxantina-
guanina-fosforibosil-transferase (HGPRT) em 6-tioinosina monofosfato (6-TIMP), que pode
seguir duas rotas distintas, a metilacdo pela tiopurina metil-transferase (TPMT) transformando-
se em 6-metiltioinosina monofosfato (6-MeTIMP) ou a conversdo pela inosina-5-monofosfato
desidrogenase (IMPDH) em 6-tioxantosina monofosfato (6-TXMP) que, finalmente, pela acdo
da guanidina 5-monofosfato sintetase (GMPS) forma os nucleotideos de 6-Tioguanina (6-TGN),
metabolito ativo. Esses nucleotideos sdo a soma de moléculas de 6-tioguanina monofosfato (6-
TGMP), 6-tioguanina difosfato (6-TGDP) e 6-tioguanina trifosfato (6-TGTP). A AZA pode
ainda ser inativada por duas enzimas, a TPMT e xantina oxidase (XO). Pela a¢do enzimatica da
TPMT a 6-MP ¢ inativada e convertida em 6-MMP. Pela acdo da XO, ha formacao de 6- &cido
tiodrico (6-TU).

Esta segunda via de inativacdo da 6-MP pode ser parcialmente bloqueada pelo alopurinol.

Fonte: PACHECO NETO et. al., 2008

A enzima TPMT catalisa a S-metilacdo de compostos aromaticos e age sobre
as tiopurinas. No entanto, ndo ha conhecimento de que a enzima tenha um substrato
enddgeno e nem sua real funcdo bioldgica. A atividade da TPMT exibe uma distribuicédo
trimodal em eritrocitos e os polimorfismos do gene da enzima levam a uma variagao na
atividade enzimatica entre os individuos (MISDAQ et al., 2015).

O gene TPMT esté localizado no brago curto do cromossomo 6 no locus 22.3
(6p22.3) e o polimorfismo dessa enzima foi investigado por diversos pesquisadores e
tem-se conhecimento de trés alelos polimérficos sendo os genétipos TPMT * 2, * 3A, e
* 3C, os quais estdo associados as atividades enzimaticas intermediaria ou baixa da
TPMT (CARVALHO et al., 2014; ZEGLAM et al., 2015; BROEKMAN et al., 2015).

TPMT rT 8-TGDP | Mielossupressio
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Os caucasianos apresentam uma frequéncia trimodal de distribuicdo dos
fendtipos da TPMT. Cerca de 0,3% dos caucasianos sao homozigotos para o alelo néo-
funcional, sendo a atividade de S-metilacdo da 6-MP ausente, insignificante ou baixa.
De 6% a 11% sdo heterozigotos e tém atividade enzimatica intermediaria, enguanto
89% a 94% sdo homozigotos para o alelo selvagem e, consequentemente, apresentam
niveis de atividade enzimatica entre normal e alta (ZEGLAM et al., 2015; CARVALHO
etal., 2014; MISDAQ et al., 2015).

A distribuicdo fenotipica da TPMT também foi pesquisada entre brasileiros.
Nessa pesquisa observou-se que a atividade enzimatica apresentou distribuicdo bimodal
nas populagdes de brancos, negros e mulatos (PACHECO NETO et al., 2008).

Os pacientes com baixa atividade enzimatica TPMT, apresentam elevadas
concentracdes de 6-TGN, portanto, quando tratados com doses padrdo de AZA, estdo
sujeitos a um maior risco de mielossupressdo. Entretanto, os pacientes com alta
atividade de TPMT sdo normalmente resistentes as tiopurinas ou requerem uma dose
mais elevada para alcancar eficacia terapéutica, o que aumenta o risco de ocorréncia da
hepatotoxicidade (CARVALHO et al., 2014; LIU et al., 2015; BROEKMAN et al.,
2015).

O mecanismo de citotoxicidade e a atividade imunossupressora da AZA se déo
mediante o rompimento dos &cidos nucléicos. Os nucleotideos de 6-TGN produzidos
agem como substratos antagonistas competitivos pela enzima hipoxantina-guanina-
fosforibosil-transferase (HGPRT), e sdo incorporados ao DNA como falsos metabdlitos,
interferindo na sintese proteica e impedindo o crescimento e a proliferacdo das células,
como os linfdcitos T e B (PREFONTAINE et al., 2009; PETIT et al., 2008).

Karmiris e colaboradores (2016) relataram outra possivel explicacdo para 0s
efeitos imunossupressores em linfécitos T. O metabdlito ativo da 6-MP e a 6-tioguanina
trifosfato (6-TGTP) inibem a acdo da proteina guanosina trifosfato, a Racl, envolvida
nos sinais de ativacdo da via da CD28 (Figura 2). As patologias autoimunes e rejeices
de transplantes sdo mediadas por essa proteina transmembrana. A inibicdo da Racl
impossibilita a ativacdo de genes importantes, alvos de cascatas, como a do gene
antiapoptético Bcl-xI e do fator nuclear kB (NF-xB) (PETIT et al., 2008; SHIN et al.,
2016).

A supressdo da medula 6ssea ocorre em 2-5% das DII tratadas com tiopurina,
gerando uma grande preocupacéo, visto que o risco da mielossupresséo ¢ aumentado em

pacientes com deficiéncia da enzima citoplasmatica TPMT (SHIN et al., 2016).
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Outros metabolitos metilados das tiopurinas como o0 6-MMP, gerados pela acéo
da enzima tiopurina-metil-transferase sdo considerados inativos e apresentam efeito
hepatotoxico. Na maioria dos casos, € uma hepatotoxicidade imprevisivel, cujos
mecanismos patogénicos permanecem desconhecidos (GEARRY e BARCLAY, 2005;
KIRCHHERR et al., 2013).

O aparecimento de hepatite foi registrado em 3,5% a 10% dos pacientes
adultos com DIIl. Outros achados histopatologicos foram observados na
hepatotoxicidade induzida por AZA, como hiperplasia nodular regenerativa, doenca
venooclusiva, peliosis hepatica, fibrose perisinusoidal, reacdo idiossincratica colestatica
e danos nas células endoteliais hepéticas. A colestase, associada ou ndo a necrose dos
hepatocitos, também foi relatada em outros estudos clinicos (GISBERT, GONZALEZ-
LAMA, MATE, 2007; COLLI et al., 2008; MISDAQ et al., 2015).

As tiopurinas sdo conhecidas por induzir o estresse oxidativo, especialmente
em mitocondrias, resultando em uma disfuncdo mitocondrial e ativacdo da proteina
quinase pela via de estresse oxidativo. O estresse oxidativo induzido provoca disfungéo
do ciclo do &cido tricarboxilico, esgotando as enzimas mitocondriais, promove a
incorporacdo no DNA mitocondrial (mtDNA), onde é rapidamente oxidado e inibe a
replicacdo do mtDNA, ocasionando a diminuicdo das concentracdes de proteinas
mitocondriais e perda da funcdo mitocondrial (MISDAQ et al., 2015; PEREIRA et al.,
2016).

Um estudo recente em culturas de linfoblastos humanos mostrou a ocorréncia
de processo oxidativo no DNA, causando danos e disfun¢des mitocondriais (MISDAQ
et al., 2015). Estudos anteriores realizados com culturas de hepatcitos primarios de rato
mostraram que a AZA levou a um profundo esgotamento da GSH intracelular durante o
seu metabolismo hepatico, ocasionando o estresse oxidativo mediado pela enzima XO,
com consequente lesdo mitocondrial, reducdo de atividade metabdlica, diminuicéo da 5-
trifosfato-adenosina (ATP) e morte celular por necrose e ndo por apoptose. Efeitos estes
agudos e dependentes da dose (AL MARUF, WAN e O’BRIEN, 2014; RAZA et al,
2003; LEE e FARRELL, 2001; PETIT et al., 2008; TAPNER et al., 2004).

Apesar dos estudos ainda serem preliminares, tém-se sugerido que a
hepatotoxicidade em ratos tratados com AZA, esteja relacionada a deplecdo de GSH,
levando a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), precipitando a peroxidacao
de lipidos e proteinas e a indugdo transitéria da permeabilidade mitocondrial. Tal

hipbtese é considerada, uma vez que o efeito hepatotoxico ndo é observado quando ha
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administracdo do farmaco 6-MP (0 metabdlito ativo da AZA), o que evitaria a formagéo
do radical liberado pela AZA no figado, durante sua conversao enzimatica (RAZA et al,
2003; PETIT et al., 2008; MISDAQ et al., 2015; BROEKMAN et al., 2015).

Os eventos adversos foram significativamente mais graves em pacientes com
uso de doses mais elevadas de AZA. Estudos da Asia tém mostrado que a
mielotoxicidade ocorreu em aproximadamente 20 - 40% dos doentes que receberam
AZA para o tratamento da doenca inflamatdria do intestino (SHI et al., 2016). Por
conseguinte, a maioria dos médicos na Asia tendem a iniciar a AZA numa dose mais
baixa e aumentam gradualmente a fim de evitar efeitos secundarios (ROMAN et al.,
2012; SHI et al., 2016).

Em termos de via metabolica das tiopurinas, o fArmaco alopurinol, inibidor da
enzima XO, promove um desvio do metabolismo gerando um aumento da producgédo dos
nucleotideos ativos 6-TGN e diminuicdo da 6-MMP, aumentando o risco de
mielotoxicidade, porém reduzindo o risco de hepatotoxicidade. No entanto, o
mecanismo pelo qual o farmaco conduz a uma redugdo nas concentracdes do metabolito
inativo 6-MMP ainda ndo estd bem determinado. Em estudos anteriores e relatos de
casos, as doses de tiopurinas foram reduzidas em 25-50% da dose inicial quando
combinada com doses diérias de alopurinol (100mg a 200mg ou até 300mg)
(CURKOVIC et al., 2013; PACHECO NETO et al., 2012; PACHECO NETO, 2010).

De modo geral, a intervencédo terapéutica, associando-se AZA com alopurinol
tem mostrado resultados importantes no tratamento da doenca, aumentando a adesao ao
tratamento e reduzindo os efeitos adversos, impactando diretamente sobre a salde
publica, com reducdo dos gastos com medicamentos de alto custo, hospitalizacdes e
procedimentos cirargicos (PACHECO NETO et al., 2012).

Os efeitos dessa combinacdo levaram a um aumento da producdo de 6-TGN,
normalizacdo da funcdo hepatica, a resolucdo de diversos efeitos adversos a AZA, a um
melhor controle da doenga e menor uso de corticosteroides, melhorando de forma geral,
a qualidade de vida destes pacientes (CURKOVIC et al., 2013).

Atualmente, ja é usual a associagdo AZA/alopurinol como escolha terapéutica
em casos particulares, conforme recomendado pelo Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas — DC - Portaria SAS/MS n° 966, de 2 de outubro de 2014, com o objetivo
de melhorar a adeséo e reduzir, ou até mesmo eliminar, os efeitos adversos da AZA.

Entretanto, ha uma preocupacdo com relagdo a dose da AZA que, quando associada ao
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alopurinol, necessita de uma reducdo, o que atualmente, ocorre de forma empirica
(BRASIL, 2014; MISDAQ et al., 2015).

Além disso, pacientes que falham a terapéutica ou que sdo intolerantes as
tiopurinas, geralmente necessitam ser tratados com terapia anti-fator de necrose tumoral
alfa (infliximabe, adalimumabe ou certolizumabe), drogas de custo muito elevado e de
disponibilidade mais restrita que as tiopurinas.

Torna-se, portanto, evidente a importancia do conhecimento do metabolismo
da AZA, bem como a eficacia da associacdo do alopurinol a AZA em pacientes que
apresentem perfil metabolico desfavoravel, isto é, com producdo preferencial de 6-
MMP em detrimento da 6-TGN.

A monitorizagdo dos niveis intraeritrocitarios de 6-TGN é de grande
aplicabilidade para o gerenciamento de DII, em pacientes submetidos a terapia com
AZA, uma vez que podem identificar a dose ideal para maximizar a eficacia e
minimizar a toxicidade (ANDOH et al., 2008). Em paises como os EUA, Europa, Reino
Unido e Japdo, a monitorizacdo terapéutica € uma pratica rotineira que envolve 0s mais
variados medicamentos, inclusive a AZA.

No Brasil, ainda s@o poucos os laboratorios que realizam o monitoramento de
farmacos, talvez devido a falta de equipamentos adequados ou de profissionais
qualificados. No caso da monitorizacdo das tiopurinas, ainda ha a dificuldade de nédo
existirem conjuntos diagndsticos disponiveis comercialmente para quantificacdo destes
metabolitos. Até o presente momento, nossa pesquisa encontrou apenas trés laboratorios
que realizam essa rotina de monitorizacdo no Brasil, sendo dois no estado de S&o Paulo
e um em Minas Gerais.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método
cromatografico para determinacdo das concentracfes intraeritrocitarias de 6-TGN e 6-
MMP em pacientes sob terapia com AZA, de forma a contribuir para que a terapéutica
farmacoldgica seja realizada de forma otimizada e racional, visando o méximo de
eficadcia com o minimo de efeitos adversos. Além disso, a quantificacdo dos metabdlitos
ativos da AZA nos pacientes possibilitara ao corpo clinico a individualizacdo das doses
e aplicagdo da farmécia clinica, aumentando o sucesso da terapia medicamentosa e
reduzindo a substituicdo deste medicamento por outros de custos mais elevados, como
0s anticorpos monoclonais anti-TNFa, proporcionando um impacto positivo na

farmacoterapia e na qualidade de vida destes e de outros pacientes.
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3.  OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta (CLAE-UV) para a quantificacdo

dos metabdlitos intraeritrocitarios da azatioprina em pacientes com Doenca de Chron.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Desenvolvimento, otimizacdo e validacdo da metodologia analitica para a
quantificacdo dos metabdlitos intraeritrocitarios da AZA, 6-MMP e 6-TGN, por CLAE-
uv,

— Aplicacdo da metodologia na avaliacdo das alteracdes desses metabdlitos
em uma populacdo de pacientes em tratamento com AZA ou com terapia associada
AZA + alopurinol.

— Auvaliacao dos efeitos terapéuticos e adversos da AZA ou da AZA associada
com alopurinol e sua correlacdo com as concentracGes intraeritrocitarias de 6-MMP e

6-TGN em pacientes com DC.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. EQUIPAMENTOS

— CLAE/HPLC Waters e2695 Alliance e detector UV-Vis 2489 duplo canal,
Waters Corporation, Milford, MA, EUA

—  Coluna de fase reversa Supelcosil® LC18 (dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 um)
Supelco Analytical CLAE/HPLC Waters com detector de indice de refracéo
modelo 2414; Waters Corporation, Milford, MA, EUA

Sistema de purificacdo de 4gua Milli-Q®; Millipore do Brasil
— Banho-maria com circulacdo SL 154/10; Solab, Piracicaba, SP, Brasil

—  Agitador tipo Vortex®

Balanga analitica AUY 220; Marte Cientifica/Shimadzu do Brasil

Centrifuga refrigerada NT 835; Novatecnica, Piracicaba, SP, Brasil

4.2. SOLVENTES E PADROES DE REFERENCIA

— Materiais descartaveis — Injex e Becton-Dickinson

— Agua ultrapura — obtida em sistema de purificacdo Mili-Q

— Acetonitrila grau HPLC (pureza 99,96%), Lote 9012-03, J. T.
Baker/Avantor

—  Metanol grau HPLC (pureza 99,96%), Lote 9093-03, J. T. Baker/Avantor
— Fosfato de potassio monobésico (pureza 99,95%), Lote DCBB6928,
Sigma-Aldrich, Vetec

— Acido cloridrico 37%, Lote 184355, LabSynth, SP

—  Acido perclérico 70 — 72%, Lote 13101140, Merck, SP

—  Acido orto-fosforico 85%, Lote K43963373, Merck, Alemanha

— Solugdo fisiolégica 0,9% (NaCl) — Sorimax, Lote 0154, Farmax,
Divinodpolis, MG

— Solucdo hidréxido de sodio 1N Fatorada (NaOH) (97%), Lote 22511,
Neon, SP
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— Ditiotreitol (DTT) (pureza > 98%), CAS n° 3483-12-3, Lote SLBMO0460V,
Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Brasil

— 6-MMP (padrdo certificado pureza > 98%), CAS n° 50-66-8, Lote
A0150548, Acros Organics, Canada

— 6-TGN (pureza > 98%), CAS n° 154-42-7, Lote SLBJ5295V, Sigma-
Aldrich Brasil Ltda, Brasil

— Cafeina anidra - CAS n° 58-08-2, Lote 030431, Valdequimica Produtos
Quimicos, SP

4.3. PACIENTES

Realizou-se estudo descritivo do tipo transversal, com coletas de amostras
sanguineas e de dados clinicos entre 0s meses de agosto de 2016 a maio de 2017, no
qual foram incluidos pacientes diagnosticados com DC, em tratamento com AZA ha
pelo menos 3 meses, de ambos o0s sexos, maiores de 18 anos, atendidos pelo Centro de
DIl do Hospital Universitario HU/CAS-UFJF que aceitaram participar da pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Anexo A).

Foram excluidos do estudo, os pacientes com DC que ndo estavam em
tratamento com AZA, pacientes que apresentaram reacdo de hipersensibilidade prévia a
AZA (por exemplo, febre ou pancreatite), ou que faziam uso associado da AZA com
medicamentos bioldgicos, pacientes gestantes ou nutrizes; pacientes internados; etilistas
cronicos; pacientes que ndo tiveram um bom entendimento do questionario ou que ndo
quiseram preencher o TCLE.

A pesquisa foi submetida e registrada em 28/04/2016 na Plataforma Brasil
(CAAE 54335416.3.0000.5133) e o projeto aprovado em 12/07/2016 pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario - UFJF / MG (CEP
HU-UFJF) sob o nimero de parecer 1.633.090 (Anexo C). Os pacientes selecionados
assinaram o TCLE, cientes da participagdo na pesquisa.

Durante as coletas de amostras de sangue, o pesquisador colaborador, aplicou o
questionario clinico simples e estruturado (indice de Harvey-Bradshaw - Anexo B),
contendo dados do diagnostico da DC, como a duracdo da doenca, localizagdo e

comportamento da doenca, historia de cirurgias prévias (enterectomia ou colectomia
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parcial), atividade da doenca (indice de Harvey-Bradshaw e dosagens da proteina C-
reativa (PCR)).

Foram coletadas amostras sanguineas (cerca de 10 mL) de todos os pacientes
participantes, para as determinacdes do perfil hepatico (AST (transaminases aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), quantificacbes da proteina C-
reativa (PCR), avaliacdes hematoldgicas (hemograma e leucograma), além das
quantificacbes dos metabolitos intraeritrocitarios da AZA (6-MMP e 6-TGN).

Os resultados dos pacientes foram avaliados e comparados entre si e com a
literatura para observacdo do desfecho clinico e laboratorial da AZA, da sua associa¢ao
com alopurinol, dos efeitos adversos e das possiveis alteracdes nas concentraces dos
metabolitos intraeritrocitarios da tiopurina (Fluxograma 1).

4.4. APLICACAO DO QUESTIONARIO E ANAMNESE DO PACIENTE

O questionario aplicado refere-se ao indice Harvei-Bradshaw (Anexo B) que
trata-se de um indice clinico utilizado mundialmente para avaliacdo da atividade da DC.
E um questionério simples, com questdes sobre o bem estar do paciente, ocorréncia de
dor abdominal e informacdes sobre complicagfes. No mesmo momento, o paciente foi
questionado sobre possiveis efeitos adversos para complementacdo das informacdes
(BEST, 2006).

Os pacientes foram considerados como apresentando DC em atividade quando
apresentaram o indice de Harvey-Bradshaw > 5 e/ou nivel de proteina C-reativa > 6
mg/L; do contrario, foram considerados como tendo DC em remissdo. Além disso, foi
feito o registro da presenca ou ndo de sintomas sugestivos de reacdo adversa a AZA
como dor abdominal, febre, nauseas, vomitos, mialgia, adinamia, fadiga e artralgia
(VERMEIRE et al., 2010).
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Fluxograma 1 — Casuistica

Outros 33 Pacientes ndo

37 Pacientes, DC, > 18 anos, ambos 0S sexos |, quiseram participar do
estudo
( -
Em tratamento com AZA ou AZA + Alopurinol
(>3 meses)
) J
TCLE ]
) |
Anamnese Analise hematologica Anaélise bioquimica Quantificacdo dos metabolitos
(Avaliacdo/efeitos (Hemograma completo) (AST, ALT, PCR) intraeritrocitarios da AZA
adversos) (6-MMP e 6-TGN)

!

[ Avaliacéo da historia clinica, dos resultados laboratoriais e estatisticos ]

’

[ Comparacéo dos resultados ]
Desfecho clinico e laboratorial
(incidéncia de efeitos adversos e avaliagdo das concentragdes dos metabolitos da AZA)

Nota: DC: Doenga de Crohn, AZA: Azatioprina, TCLE: Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido; AST: transaminases aspartato aminotransferase, ALT: alanina
aminotransferase, PCR: quantificacbes da proteina C-reativa, 6-MMP: 6-
metilmercaptopurina, 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina.

Fonte: Elaborado pela autora

4.5. OBTENCAO DA AMOSTRA SANGUINEA

Para a realizacdo das coletas sanguineas, 0s pacientes foram previamente
orientados quanto a tomada da medicacdo (AZA ou AZA + alopurinol), onde a mesma
ndo foi suspensa nem modificada para realizacdo do estudo, somente nos casos de

orientagdo meédica. Nos casos onde houve a suspensdo da medicagdo ou o inicio do
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tratamento com medicamentos bioldgicos, os pacientes comunicaram ao pesquisador
colaborador, sendo 0 mesmo, excluido do estudo.

O procedimento padrdo de coleta ocorreu no ambulatério do Hospital
Universitario HU/CAS de Juiz de Fora. Foram coletados cerca de 10 mL de sangue
venoso (acesso em veia mediana do braco e antibraco) e foram distribuidos em trés
tubos, dois tubos de coleta com anticoagulante EDTA para a realizacdo das analises
hematoldgicas e quantificagcdo dos metabdlitos do farmaco AZA e em um terceiro tubo,
sem anticoagulante, para as analises bioquimicas (PACHECO NETO, 2010). As
amostras de cada paciente foram encaminhadas para o laboratorio do HU/CAS e para o
laboratério de Farmacologia Clinica e Experimental (LaFaCE — ICB/UFJF) para serem
analisadas por profissionais capacitados (Fluxograma 2).

Os resultados das analises dos pacientes foram avaliados e comparados de
modo a observar o desfecho clinico e laboratorial da monoterapia e da associacao
quanto a possivel resolucdo dos efeitos adversos e ao resgate terapéutico de eficacia da
AZA, além da verificacdo de possiveis alteracdes nas concentracbes dos metabdlitos
intraeritrocitarios da tiopurina, baseando nas dosagens dos farmacos individualizadas

para os pacientes.

4.6. ANALISES BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS

As amostras de cada paciente foram encaminhadas para o laboratério do
HU/CAS para a realizacdo das analises hematol6gicas (amostras acondicionadas em um
tubo com anticoagulante EDTA) e analises bioquimicas (acondicionadas em tubo sem
anticoagulante).

As quantificacdes bioguimicas das transaminases aspartato aminotransferase
(TGO ou AST) e a alanina aminotransferase (TGP ou ALT) foram realizadas utilizando
as amostras sanguineas armazenadas nos tubos de coletas sem anticoagulante e
determinacdo do perfil hepatico e a quantificacdo da proteina C-reativa (PCR) para
avaliacdo do processo inflamatério (doenga em remissdo ou em atividade). As
avaliacbes hematoldgicas (Hemogramas) foram realizadas com as amostras
armazenadas em presenca do anticoagulante EDTA.

As amostras foram processadas e analisadas no laboratério do HU/CAS UFJF

por profissionais capacitados, conforme procedimentos internos.
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Fluxograma 2 — Coleta de amostras sanguineas

AZA ou AZA + Alopurinol

'

[ Coleta de sangue (cerca de 10 mL) ]

[ Administracdo da medicagéo }

Ambulatério do Hospital Universitario
HU/CAS de Juiz de Fora

(sangue venoso)

l v l

4 mL 3mL 3mL
(EDTA) (EDTA) (sem anticoagulante)

l ! l

[ Quantificacéo dos metabolitos 1 [ Analise hematologica } [ Analise bioquimica }

[ Amostra sanguinea }

(6-TGN e 6-MMP)

l —

[ Laboratdrio LaFaCE ICB/UFJF } [ Laboratério do HU/CAS }

l l

[ Resultados e interpretactes }

Nota: AZA: Azatioprina, EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético; 6-MMP: 6-
metilmercaptopurina, 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina, LaFaCE ICB/UFJF:
Laboratdrio de Farmacologia Clinica e Experimental — Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
HU/CAS: Hospital Universitario Centro de Atencdo a Saude

Fonte: Elaborado pela autora

4.7. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS E QUANTIFICACAO DOS
METABOLITOS DA AZATIOPRINA

As amostras dos pacientes, coletadas e acondicionadas em tubos com

anticoagulante EDTA, e foram encaminhadas para o laboratério LaFaCE — ICB/UFJF
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(Laboratorio de Farmacologia Clinica e Experimental), para a quantificacdo dos
metabdlitos intraeritrocitarios da AZA (6-MMP e 6-TGN). O processo de quantificagdo
foi feito utilizando uma metodologia cromatografica desenvolvida e validada em
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiénca, acoplado ao detector ultravioleta (CLAE-UV).

Através da quantificacdo destes metabolitos foi possivel correlacionarmos os
mesmos com a ocorréncia de efeitos adversos nos pacientes em tratamento com a AZA

isolada ou associada com alopurinol.

4.7.1. Preparo e conservacao das solucfes

4.7.1.1. Solugéo padréo de 6-TGN 200 ug/mL

Em balanga analitica, foi pesado cerca de 0,005 g de 6-TGN e dissolvido em
1,0 mL de hidroxido de sodio 0,1 M, 2,5 mL de acido cloridrico 0,1 M e &gua
quantidade suficiente para (g.s.p.) 25,0 mL em bal@o volumétrico. Aliquotas de 5,0 mL
foram separadas em tubos de polipropileno com tampa (Tipo Falcon) e conservadas em
congelador (-15 a -20 °C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.1.2. Solucdo padrdo de 6-MMP 200 pg/mL

Foi pesado cerca de 0,005 g de 6-MMP em balanca analitica, dissolvidos em
1,0 mL de hidréxido de sédio 0,1 M, 2,5 mL de acido cloridrico 0,1 M e em &gua q.s.p.
25,0 mL em baldo volumétrico. Foram separadas aliquotas de 5,0 mL em tubos de
polipropileno com tampa (Tipo Falcon) e conservadas em congelador (-15 a -20 °C)
(SBPC/ML, 2014).

4.7.1.3. Solucéo de cafeina 100 pg/mL (padrao interno)

Foi pesado cerca de 0,005 g de cafeina em balanca analitica, dissolvidos em
agua g.s.p. 50,0 mL em baldo volumétrico. Foram separadas aliquotas de 5,0 mL em
tubos de polipropileno com tampa (Tipo Falcon) e conservadas em congelador (-15 a -
20 °C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.1.4. Solucéo intermediaria de 4 pg/mL (padrdo interno)

Foi realizada a diluicdo, em baldo volumétrico, da solucdo estoque em agua na
proporcao de 2,0 mL de solucdo estoque para 50,0 mL de volume final de solugéo
intermediaria. Foram separadas aliquotas de 1,0 mL em tubos de poliestireno com
tampa (tipo eppendorf) e conservadas em congelador (-15 a -20 °C) (SBPC/ML, 2014).



Materiais e Métodos 41

4.7.1.5. Solucéo de hidréxido de sédio 0,1 M

Foi utilizada a Solugdo de hidroxido de sodio 1 N fatorada da qual foram
medidos 10,0 mL e solubilizados em &gua g.s.p. 100,0 mL, num baldo volumétrico. A
solucdo foi acondicionada em frasco plastico leitoso a temperatura ambiente (18 a 25
°C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.1.6. Solucdo de &cido cloridrico 0,1 M

Em baldo volumétrico, foi realizada a diluicdo de 0,83 mL de acido cloridrico
(37%) em agua g.s.p. 100,0 mL. A solucdo foi acondicionada em frasco ambar, a
temperatura ambiente (18 a 25 °C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.1.7. Solucdo de ditiotreitol (DTT 3,0 mg/mL)

Foi pesado cerca de 30,0 mg de DTT em balanca analitica, dissolvidos em agua
g.s.p. 10,0 mL num bal&o volumétrico. A solucéo foi acondicionada em frasco ambar
em refrigerador (2 a 8 °C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.1.8. Solucdo de cloreto de sodio 0,9%

Foi utilizada uma solucdo comercial de Cloreto de Sddio 0,9% que foi
adquirida do fabricante Farmax, Lote 0154 (validade 03/2018). A solugdo foi
acondicionada em frasco plastico leitoso em refrigerador (2 a 8 °C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.1.9. Solucdo de fosfato de potassio monobésico 1,0 M (KH,PO,)

Em balanca analitica, foi pesado aproximadamente 13,6 g de fosfato de
potassio monobasico e dissolvidos em agua q.s.p. 100,0 mL em baldo volumétrico.
Solucdo foi acondicionada em frasco plastico, a temperatura ambiente (18 a 25 °C)
(SBPC/ML, 2014).

4.7.1.10. Solucdo de &cido orto-fosforico 0,1 M (H3PQOy)

Em baldo volumétrico, foi diluido 670 pL de acido orto-fosforico (85%) em
agua g.s.p. 100,0 mL. A solucdo foi acondicionada em frasco &mbar a temperatura
ambiente (18 a 25 °C) (SBPC/ML, 2014).
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4.7.1.11. Tampdao fosfato 0,02 M pH = 3

Em bal&o volumétrico, foi feita a dilui¢do de 20,0 mL de solucdo de fosfato de
potdssio monobédsico 1 M, 10,0 mL de A&cido orto-fosférico 0,1 M com
aproximadamente 500,0 mL de agua. Foi realizada a medicdo do pH e foi necessario
realizar o ajuste do pH para aproximadamente 3,0 utilizando o &cido orto-fosférico 0,1
M. O volume final da solucdo tampéo foi completado com &gua g.s.p. 1000,0 mL.

A solugdo tampdo foi filtrada em sistema de filtragdo a vacuo, utilizando
membrana filtrante de (47mm, 0,45 um) e acondicionada em frasco vidro &mbar em
refrigerador (2 a 8°C) (SBPC/ML, 2014).

4.7.2. Coleta e preparo das papas de hemécias (matriz/branco)

Para a prepara¢do da matriz ou “branco”, utilizou-se amostras de sangue de
voluntarios que ndo estavam em terapia com AZA, coletadas em tubo contendo
anticoagulante EDTA e centrifugadas no laboratério do HU/CAS, a velocidade de 3000
rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente (18 a 25 °C), conforme procedimento
interno (SBPC/ML, 2014).

O plasma, juntamente com o0s leucdcitos, plaquetas e a camada superior de
eritrocitos foram removidos com auxilio de pipetas. As amostras foram lavadas trés
vezes com solucdo salina de NaCl (0,9%), repetindo-se entre as lavagens as condigdes
de centrifugacéo supracitadas, conforme procedimento interno, para obtencdo das papas
de hemacias. Depois desse processo, as diferentes papas de hemacias foram misturadas
formando um pool ou branco, que foi utilizado para o preparo dos calibradores e dos

controles de qualidade.

4.7.3. Controle de qualidade

Durante as analises das amostras dos pacientes e a validacdo, foram utilizados
controles de qualidade preparados em papa de hemacias para reproducdo das condicdes
da matriz onde foram analisados os metabolitos.

Foram preparados controles nas concentracdes alta, média e baixa (4pg/mL,
lug/mL e 0,25ug/mL) para os metabdlitos intraeritrocitarios 6-MMP e 6-TGN.
Posteriormente, foram calculadas as médias e os desvios padrdo (DP), considerando
como resultados aceitaveis, os compreendidos entre a média e dois DP.

A evolucdo dos controles de qualidade durante as analises foi evidenciada e

acompanhada através do grafico de Levey-Jennings.
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4.7.4. Coleta e preparo das amostras dos pacientes

Foram coletadas e utilizadas amostras de sangue dos pacientes com DC,
atendidos pelo Centro de DIl do Hospital Universitario HU/CAS-UFJF, que aceitaram
participar da pesquisa, e que estavam em terapia com AZA ou AZA + alopurinol. O
procedimento que compreende a obtencdo das amostras até o processo de lavagem e
obtencédo da papa de hemécia de cada paciente, seguiu a mesma técnica descrita no item
4.6.2 e esquematizado no fluxograma 3.

Uma aliquota de 200,0 uL de cada amostra foi separada e transferida para um
microtubo de 1,5 mL, a ela foram adicionados 200,0 uL de solugdo salina para dilui¢do
e realizacdo do procedimento de contagem de eritrécitos (RBC), no Setor de
Hematologia do laboratério, em contador hematol6gico automatizado. O restante das
amostras (papa de hemacias), de cada paciente, foi armazenado em micro tubo de 1,5
mL e congelado (-15 a -20 °C) até o momento das analises (SBPC/ML, 2014).

4.7.5. Tratamento das amostras (matriz/branco e dos pacientes)

Apds descongelamento e homogeneizacdo das amostras, as papas de hemacias,
de cada paciente e matriz, foram aquecidas em banho-maria a temperatura de 35°C. De
cada amostra, 200,0 uL dos eritrocitos lavados foram transferidos para outro micro tubo
de 1,0 mL, utilizando ponteiras aquecidas em banho-maria a temperatura de 35°C.
Nestas aliquotas, foram adicionados 100,0 pL de solugdo de DTT 3 mg/mL, 50,0 puL de
solucéo aquosa de Cafeina (PI) 4,0 pg/mL e 50,0 puL de acido perclérico 70% (v/v), para
a realizacdo da desproteinizacdo. Apds a homogeneizacdo, foi realizada a centrifugacao
a 10000 rpm, por 15 minutos, em temperatura ambiente (18 a 25°C) (OLIVEIRA et al.,
2004; HAWWA et al., 2009; SBPC/ML, 2014).

O sobrenadante foi retirado e transferido para um vial de borosilicato com
tampa e em seguida aquecido em banho seco a 100°C + 5,0°C, por 45 minutos para
realizacdo completa da hidrélise acida dos nucleotideos em suas bases livres.

Depois de resfriada a temperatura ambiente (21 a 23°C), com o auxilio de uma
pipeta, a amostra foi acondicionada em vial de borosilicato com insert de 200,0 uL para

a quantificagdo em CLAE-UV (Fluxograma 3).
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4.7.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e métodos aplicados a
separacgdo dos metabolitos 6-TGN e 6-MMP

Nos ultimos anos, a cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) passou a
ser uma das técnicas mais utilizadas para fins de andlises qualitativas e quantitativas, e
as raz0es para esse crescimento estdo na sensibilidade e na seletividade do método, com
destaques em determinacGes médicas e nas industrias farmacéuticas. Neste Gltimo caso,
destacam-se as aplicagdes em ensaios de pureza, controle de qualidade, bem como nos
estudos de farmacocinética e metabolismo de farmacos (SIMPSON et al., 2013;
FEKETE et al., 2014).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia emprega-se uma fase maével liquida
e uma fase estacionaria finamente dividida, a qual encontra-se empacotada em uma
coluna. O principio de separacdo € baseado nas caracteristicas fisico-quimicas de cada
composto e nas interacfes entre 0 soluto e a fase estacionaria, 0 que resulta numa
migracdo pela coluna de forma seletiva. (CASS e DEGANI, 2001; WEISS, 2016;
SKOOG et al., 2006).

A cromatografia de fase reversa € a mais utilizada e consiste numa fase
estacionaria (FE) de baixa polaridade, como C8 ou C18, e uma fase mével (FM) de
maior polaridade, na maioria dos casos, composta por misturas de agua, acetonitrila ou
metanol (SNYDER, KIRKLAND e GLAIJCH, 2012; TONHI et al., 2002; CASS e
CASSIANO, 2015).

Para o desenvolvimento de um método analitico, varios parametros sdo de
grande relevancia na separagéo de analitos, como a composic¢ao da FE e FM, a vazdo de
fluxo e a temperatura do forno, pois afetam diretamente no perfil cromatografico dos
compostos analisados, favorecendo, entre outras melhorias, a reducdo do tempo de
retencdo e a resolucdo dos picos cromatograficos (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH,
2012; FEKETE et al., 2014; CASS e CASSIANO, 2015).

Os métodos ja descritos na literatura para a determinacdo dos metabdlitos
intraeritrocitarios 6-TGN e 6-MMP, alguns deles reunidos na tabela 1, serviram como
ponto de partida para o desenvolvimento e otimizacdo das condi¢Ges cromatograficas
em nosso laboratério. Como pode ser observado, a maioria desses trabalhos realiza a
identificacdo e/ou quantificacdo dos metabolitos em sangue (Quadro 2).

Vale ressaltar que o desenvolvimento de métodos de cromatografia liquida

envolve a busca de condi¢des operacionais (composicdo da fase movel, pH, tipo de
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coluna, temperatura, etc), a fim de se otimizar os resultados para que proporcionem boa

resolucédo e pureza do pico além de analises rapidas e confiaveis.

Quadro 2: Métodos de CLAE descritos na literatura para analise dos
metabolitos da AZA

Técnica Condigtes »6-TGN/ Extracdo e Referéncias
Cromatogréficas 6-MMP (mm) Hidrolise
Coluna C18 (5 pm) 341nm (6- x - .
CLAE/ FM: A: Fosfato de potéssio 0,02 mol/L (pH ~ TG) e 304nm  0luGa0 de DTT, acido. Dervieux and
) ) . perclorico. Hidrélise acida Boulieu
DAD 3.5) e B: MeOH (40:60, v/v) (derivados de 2.100°C. 45 min
Corrida por gradiente Me6-MP) ’ : (1998)
Coluna (4x4,6 mm, 5 um)
FM: A: ACN e B: tampdo fosfato 0,01M 330 nm . Binscheck et al.
CLAE/UV (g4 = 2,3) (12:88, VIV) (6-MP) Acetato de etila (1996)
UV detector UV (UVD 320)
Solucédo de DTT, acido
322 nm percldrico 70%, solugdo de
Coluna C18 (100 x 8 mm; 5 pum) ) S -
g"&ADE/ FM: A: MeOH / Agua (7,5:92,5, VIv), B: g‘z 2'\"11'1)1 ;'Lir;ks, trietilamina, gua Oll\zzlc)rg4e)t al.
Trietilamina 100 mM (pH = 3,2) (6-TG) Hidrélise 4cida a 100°C,
45 min.
Coluna CSC C18 (25 x 0,46 cm) 342 nm Sgrlgl(i;’?c((j)GYB‘-’;T,S&cl)(l:ldo
CLAE/ FM: A: ACN e B: tampéo fosfato 20 (6-TG) P b Stefan et al.
_ . cloreto de sédio 0,9%,
UV-Vis mmol/L (pH = 2,5) (5:95, v/v). 303 nm < | (2004)
Corrida isocratica (6-MMP) Aguq pura, tolueno.
Hidrolise acida a 100°C.
Solugdo de DTT, écido
Coluna C18 (150mm % 3,9mm, 3 pm) 342 nm trifluoroacético, acido
CLAE/ FM: A: ACN, B: MeOH e C: Fosfato (6-TU, 6-TG)  perclérico, Solucao de Hawwa et al
) KH,PO,0,02M (pH = 2,25) (3:1:96, V/v/v) 322nm (6-MP  Hanks, Agua pura, '
UV-Vis Corrida isocratica e 6-MMP) tolueno. (2009)
Temperatura do forno 25°C Hidrolise acida a 100°C,
45 min.
Coluna ODS-3 (150 x 4,6 mm, 5 pm) 342 nm Solugdo de DTT, écido
CLAE/ FM: A: Tampéo fosfato de potéssio 0,02 (6-T?3N e perclérico 70% Pacheco-Neto
UV-Vis mol/L (pH = 3) e B: MeOH Hidrolise &cida a 100°C, (2010)
: : 6-MMP) .
Corrida por gradiente 45 min.
Coluna C18 (50 x 4,6 mm) Solugdo de DTT, Agua
CLAE/ FM: A: MeOH e B: sol. Tampao de 4cido pura, acido perclérico Kirchherr et al
UV-Vis acético 5mmol/L (pH = 3,9) 60%. Hidrdlise acida a (2013)
Corrida por gradiente 95°C, 60 min.
Coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm)
CLAE/ FM: A tampao KH,PO4 (pH =2,25) 0,02M, 342 nm (TG) Solucdo de Hanks, 4cido Vicha et al.
DAD B: ACN e C: MeOH e 303 nm (6- perclérico (2015)
Corrida isocratica MMP)
Temperatura do forno 25°C
Coluna CLC C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) < Naik e
(FileAE/ FM: A: MeOH, B: Agua (90:10, v/v) 325 nm Metanol, Agua pura, Nandibewoor
Temperatura do forno 25°C (2013)

Nota: 6-MMP: 6-metilmercaptopurina; 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; FM: fase movel;
DTT: ditiotreitol; ACN: acetonitrila; MeOH: metanol; A: comprimento de onda, nm: hanémetro.
Fonte: elaborada pela autora.
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Para a eluicdo e identificacdo dos metabolitos, a fase movel (FM) utilizada foi
composta de trés solucdes: A, tampédo fosfato de potéssio (0,02 mol/L, pH = 3), B,
acetonitrila e C, metanol. O fluxo da FM foi ajustado em 1,0 mL/minuto. Para a
separagdo satisfatoria dos compostos, foi aplicado um gradiente definido na tabela 1.

Tabela 1: Condicéo da eluigéo por gradiente

Tem([?gigﬁt%c;;nda (lej:;jixr?uto) v %B %C
1 1 96 3 1
9 1 96 3 1
10 1 90 9 1
27 1 90 9 1
28 1 96 3 1
31 1 96 3 1

Nota: A: tampdo fosfato de potassio (0,02 mol/L, pH = 3), B: acetonitrila, C: metanol.
Fonte: elaborada pela autora.

O volume de injecdo foi de 30,0 uL e a quantificagdo dos metabdlitos foi
realizada em 342 nm para 0 6-TGN e em 291 nm para 0 6-MMP, num tempo total de
corrida de 31 minutos.

Durante as analises, foram monitorados 0s seguintes parametros
cromatograficos: fase movel A (tampédo fosfato de potéssio 0,02 mol/L, pH = 3), B
(acetonitrila) e C (metanol); eluicdo em gradiente; o fluxo de 1,0mL/min; a temperatura
do forno da coluna mantida a 40°C; o tempo de corrida de 31 minutos; coluna de fase
reversa Supelcosil® C18 (dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 um) Supelco Analytical e as
leituras dos analitos feitas em 342nym e 291nm pelo detector duplo canal UV-Vis
WATERS 2489 (Fluxograma 3) (DERVIEUX-BOULIEU, 1998; OLIVEIRA et al.,
2004; HAWWA et al., 2009; PACHECO NETO, 2010; VICHA et al., 2015).
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Fluxograma 3 - Preparo das amostras e quantificacdo dos metabdlitos intraeritrocitarios

[ Amostra sanguinea com EDTA }

l Centrifugada por 3000rpm, T °C Ambiente,
10 minutos, separacdo das hemécias

[ Lavagem e centrifugacéo da papa de hemécias 3x com salina 0,9% ]

l Centrifugacéo a 3000rpm, T °C Ambiente, 10 minutos

[ Papa de hemacias lavadas ]
| Amostra congelada até o momento da analise
l Amostra descongelada e
aquecida em banho maria, a
[ 200pL de papa hemécias + 200pL de salina ] 35°C +2°C

200 pL de papa hemécias + 100 puL de DDT 3mg/mL + 50 pL
de sol. aquosa de cafeina + 50 L de acido perclérico 70%

l Homogeneizagao

[ Contagem de eritrocitos (RBC) Centrifugagdo a 10000rpm, 15min

] l Homogeneizagéo

Transferéncia do sobrenadante para vial de
borosilicato com tampa

l Aguecimento em banho seco,
a 100°C + 5°C, 45min

[ Hidrdlise acida (nucleotideos) ]

lResfriamento a T °C Ambiente

[ 30 pL de amostra ]

v

[ Quantificacdo dos metabolitos (CLAE-UV) ]

CondicGes cromatograficas:

- Solugdo tampdo fosfato de potassio monobasico pH = 3, acetonitrila e metanol (A:B:C).

- Eluicéo por gradiente: 1° ao 9° min - A:B:C: 96:3:1 / 10° min - 90:9:1 / 11° a0 27° min - 90:9:1 /
28° min - 96:3:1/29° a0 31° min - 96:3:1.

- Fluxo 1,0mL/min; Tempo de corrida 31 min

- Coluna fase reversa Supelcosil® LC18, dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 pm

- Temperatura do forno da coluna 40°C

- Leituras em 291 nm e 342 nm
Nota: EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético, RPM: rotagdes por minuto, T °C: temperatura
em Celsius.
Fonte: Elaborado pela autora
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4.8. VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE CLAE-UV

A validacdo do método de teste analitico é realizada para assegurar que uma
metodologia analitica seja precisa, especifica, reprodutivel e robusta na faixa
especificada de um determinado analito a ser pesquisado e quantificado. A validagédo do
método fornece uma garantia de confiabilidade durante o uso normal, e é referido como
"o processo de fornecer evidéncia documentada de que o método faz o que se pretende
fazer" (GUIDELINE, 2005; BRASIL, 2012).

A validacdo deve estar em conformidade com os regulamentos da FDA (Food
and Drug Administration), dos EUA e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), do Brasil. Infelizmente, ndo h4 uma dnica fonte ou diretriz final sobre a
validacdo do método analitico. A validacdo é personalizada escolhendo os testes
necessarios e os critérios de aceitacdo para o método determinado. A abrangéncia desse
tipo de validacéo é baseada no tipo de método e seus requisitos.

O processo de validacdo esta em constante evolugdo e que comeca antes de um
instrumento ser colocado em funcionamento e continua depois do desenvolvimento do
método. Um processo de validacdo bem definido e bem documentado fornece as
agéncias reguladoras provas de que o sistema e 0 método sdo adequados para 0 Sseu uso
proposto. Ao abordar o desenvolvimento de métodos, otimizacdo e validacdo de forma
I6gica, os recursos de laboratorio podem ser usados de forma mais eficiente e produtiva.

A validacdo do método analitico para identificacdo e quantificacdo dos
metabolitos intraeritrocitarios da AZA seguiu as determinagdes da RDC n° 27, de 17 de
maio de 2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, a qual dispde sobre os
requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos (BRASIL, 2012) e as
determinacfes do Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation, May 2001
(FDA, 2001).

A validacdo constou de ensaios para determinacdo da seletividade,
sensibilidade (limite inferior de quantificacdo e de deteccdo), linearidade, efeito residual

(carryover), preciséo, exatidao, recuperacao e estabilidade da amostra.

4.8.1. Parametros para validacdo de métodos analiticos
48.1.1.  Seletividade
A seletividade é a capacidade de um método analitico de diferenciar e

quantificar os metabolitos na presenca de outros componentes na matriz bioldgica
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(amostra). A seletividade foi avaliada adicionando-se os analitos as amostras de papa de
hemécias de pacientes ndo tratados com tiopurinas (branco). Foi obtida a partir de
diferentes amostras e os resultados foram comparados com aqueles obtidos nas amostras
processadas do limite inferior de quantificacdo (LIQ). As respostas dos picos
interferentes proxima ao tempo de retencdo do analito e do PI foram inferiores a 20% e
5%, respectivamente (ZOCHOWSKA et al., 2016; BRASIL, 2012; FDA, 2001).

Devido & complexidade das matrizes, dois metodos distintos foram aplicados
para a avaliacdo da seletividade: método da comparacdo das amostras com a matriz e o
método da adicdo do padrdo, ambas utilizando como detector a luz ultrvioleta nos
comprimentos de onda selecionados.

O método da comparagdo da matriz consistiu em um comparativo entre as
matrizes de amostras sanguineas de pacientes ndo tratados com tiopurinas (isentas dos

metabolitos de interesse) e as matrizes adicionadas de padrfes analiticos das tiopurinas.

4.8.1.2.  Sensibilidade: limite inferior de quantificagdo (LI1Q) e limite de
deteccéo (LD)

O LIQ é estabelecido por meio da analise de amostra contendo concentragdes
decrescentes do analito até o menor nivel quantificavel com precisdo e exatidao
aceitaveis. O pico de resposta do composto no LIQ deve ser identificavel e reprodutivel
com precisdo de 20% e exatiddo de 80 a 120%, através da analise de, no minimo, cinco
amostras de padrdes (BRASIL, 2012; FDA, 2001).

Os LIQs foram calculados a partir de diluigdes seriadas de padrdes de 6-TGN e
6-MMP adicionados as papas de hemacias e apresentaram 5 vezes a resposta em
comparacgao a resposta do branco (BRASIL, 2012; FDA, 2001).

O LD foi estabelecido por meio da andlise de solucBes de concentragdes
conhecidas e decrescentes dos analitos, até o menor nivel detectavel deles, ou seja, as
menores concentracbes em que a CLAE é capaz de gerar algum sinal, sendo a
determinacdo realizada em triplicata, onde 3 vezes o ruido da linha de base. O LD foi

calculado a partir de diluigOes seriadas de padrdes de 6-TGN e 6-MMP.

4.8.1.3.  Linearidade

Linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais & concentracdo do analito na amostra
em um determinado intervalo (BRASIL, 2012).
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A linearidade do método foi determinada através da adicdo dos padrdes (a
partir da solugdo estoque 200 L) em papa de hemécias “brancas”. Dilui¢Bes sucessivas
foram feitas para se obter as seguintes concentrag¢fes 5; 2,5; 1,5; 1; 0,5; 0,25 e 0,15
pug/mL. A cada concentracdo (em 200uL de papa), adicionou-se 100 pL de DDT, 50 pL
do PI (sol. Aquosa de cafeina 0,4 pg/mL), 50 puL de acido perclorico 70%, para

posterior extracdo e analise por CLAE.

48.1.4. Curva analitica

Os metabdlitos 6-TGN e 6-MMP foram adicionados, separadamente, ao pool
de papa de hemacias, para obtencdo de concentracBes, dentro da faixa limite de
trabalho, incluindo o limite inferior de quantificacdo. As analises dos adicionados e do
branco (matriz) foram realizadas conforme os procedimentos descritos, utilizando a
equacdo da reta obtida através da regressdo linear para calculo das concentraces dos
analitos nas amostras.

O gréfico e os resultados foram tratados estatisticamente para determinacéo do
coeficiente de correlacdo (r) e da relacdo entre o sinal e a concentracdo (BRASIL, 2012;
FDA, 2001). O limite de aceitacdo do desvio foi inferior a 15% para os padrbes de

calibracéo e 20% para o padrdo L1Q em relagé&o ao valor nominal.

4.8.1.5.  Efeito residual (carryover)

O efeito residual representa o aparecimento ou o aumento do sinal do analito
ou do PI causado pela contaminacdo proveniente de amostras analisadas anteriormente.
Para avaliar a existéncia deste efeito foram realizadas 3 injecOes da mesma amostra
branco, sendo uma antes e duas logo ap06s a injecdo de uma amostra processada no
limite superior de quantificacdo (maior ponto da curva de calibracdo — 5 pg/mL). As
respostas de picos interferentes foram inferiores a 20% das respostas do analito

processadas no LIQ e 5% da resposta do PI.

4.8.1.6. Preciséao

A precisdo descreve a proximidade de medidas individuais de um analito
quando o processo € aplicado repetidamente a multiplas aliquotas de uma mesma
amostra. Deve ser determinada em uma mesma corrida (precisdo intracorridas) e em, no
minimo, trés corridas diferentes (precisao intercorridas) (BRASIL, 2012; FDA, 2001).
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Amostras do pool de papa adicionadas dos metabdlitos, separados, em 3
concentragdes diferentes (0,25; 1 e 4 pg/ml) foram preparadas e em seguida analisadas
em uma mesma corrida para determinar a precisdo intracorrida, e em trés corridas
diferentes para determinar a precisdo intercorridas em dias distintos. Os resultados
foram avaliados em funcéo do Coeficiente de Variacdo (CV%), calculado pela seguinte

equacéo:

Desvio Padrio
cV = — : % 100
Concentracdo Média Experimental

N&o foram admitidos valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, o qual se

admitiu valores menores ou iguais a 20%.

48.1.7. Exatidéo

Corresponde a concordéancia entre o resultado do ensaio e o valor de referéncia.

Amostras do pool de papa de hemécias, adicionadas com as trés concentracdes
(0,25; 1 e 4 pg/ml) para 6-TGN e para a 6-MMP, foram preparadas e em seguida
analisadas em uma mesma corrida para determinar a exatiddo intracorrida, e em trés
corridas diferentes (em dias distintos) para determinar a exatiddo intercorridas
(BRASIL, 2012; FDA, 2001).

O resultado foi expresso pelo erro padrdo relativo (EPR), calculado pela

seguinte equacdo:

Concentracdo Média Obtida — Valor Nominal
EPR% = , x 100
Valor Nominal

N&o foram admitidos valores superiores a 20% para a amostra LIQ ou 15%

para as demais, em relacdo ao valor nominal.

4.8.1.8. Recuperagao

A recuperagdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variacdo. S&o desejdveis porcentagens precisas e
reprodutiveis de recuperacdo, do analito e do padrdo interno, proximas a 100%
(BRASIL, 2012; FDA, 2001).
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A avaliacdo da recuperagdo dos metabdlitos intraeritrocitarios das amostras de
papas de hemécias foi realizada através da comparacdo das amostras de papa extraidas
com amostras ndo extraidas, ou seja, solugdes preparadas nas mesmas concentracoes (4;
1 e 0,25pg/mL) para a 6-TGN e para a 6-MMP. Para o calculo da porcentagem de
recuperacdo do analito utilizou-se a razdo entre as areas do metabolito e do padrdo

interno nas amostras extraidas e ndo extraidas, aplicando-se a formula:

. Amostra extraida
Recuperacidofs = — — x 100
Amostra ndo extraida

48.1.9. Estabilidade da amostra

Amostras do pool de papa de hemacias com metabdlitos 6-TGN e 6-MMP
adicionados, separados, nas concentracOes referentes aos controles de baixa, média e
alta concentracgdo (0,25; 1 e 4ug/mL) foram preparadas e armazenadas em aliquotas até
serem analisadas em triplicatas, nas seguintes condi¢des (BRASIL, 2012; FDA, 2001):

— Estabilidade apdés ciclos de congelamento e descongelamento: as amostras

foram congeladas por um periodo de 12h e descongeladas naturalmente. Este
processo foi repetido trés vezes. Apds o terceiro ciclo, as amostras foram
extraidas e injetadas no cromatografo.

— Estabilidade pés-processamento: ap6s a corrida analitica de um lote de

amostras, as mesmas foram mantidas na bandeja (rack) do injetor automatico
e reinjetadas.

— Estabilidade de curto prazo: as amostras foram descongeladas naturalmente

a temperatura ambiente e deixadas na bancada para posterior analise em
cromatografo.

Os resultados dos testes de estabilidade foram expressos na forma de perda

percentual da concentracdo final em relacéo aos valores obtidos para as amostras recém-

preparadas. Sendo consideradas estaveis quando néo se observar desvio superior a 15%.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos resultados da validagdo e das amostras analisadas,

foi utilizado software estatistico especifico (SPSS - Statistical Package for the Social
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Sciences™, versdao 23.0). Os dados foram avaliados utilizando a correlacdo e o Teste t
de Student. Todos os valores foram expressos em média + desvio padrdo. A
probabilidade de erro foi assumida como 5% em todos os testes (p < 0,05) (SOKAL &
ROHLF, 1995).
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5. RESULTADOS

5.1. CONDICOES CROMATOGRAFICAS E SELECAO DO PADRAO
INTERNO

A fim de otimizar a deteccdo dos metabdlitos intraeritrocitarios, 6-TGN e 6-
MMP, foram realizadas diversas andlises utilizando o Sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia Waters composto por bomba binaria modelo 1525, forno,
injetor automatico modelo 2707 e detector ultravioleta/visivel (UV/Vis) para a avaliacdo
e escolha da melhor condicdo cromatogréfica. Varios parametros como coluna,
temperatura, fluxo da FM, composicdo da FM, condicdo de eluigdo (isocratica ou

gradiente), selecdo do comprimento de onda, escolha do PI, foram avaliados (Quadro 3).
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Quadro 3: CondicBes cromatograficas avaliadas para a identificacdo e quantificacdo da
6-TGN e 6-MMP

Condicéo de eluicao

Resultados

Fase movel

Comprimento
de onda

Coluna
(Fase
estacionaria)

Forno

Selecéo do
padrao
interno

Parémetros
Eluicdo isocréatica (50:50; 85:15;
Sol. Tampéo 87:13; 90:10; 93:7;
fosfato:MeOH 99:1)
Eluigdo por gradiente (94:4:2: 96:1:3;
Sol. Tampéo e 0710
fosfato:ACN:MeOH 96:2:2,91:1:2)
Eluicio por gradiente
Sol. Tampéo (96:3:1)

fosfato:ACN:MeOH

A=211nm, 254 nm, 303nm, 315nm, 322nm,
333nm, 355nm

A=291nm, 342nm

Symmetry® C18 (750 x 4,6 mm, 3,5 um)

Supelcosil® LC18 (250 x 4,6 mm, 5 pum)

Desligado

Ligado

Aminofilina

6-mercaptopurina

Cafeina

Metabolitos eluindo
separados

Metabolitos eluindo
separados

Metabolitos eluindo
separados

Metabolitos eluindo
separados

Metabdlitos eluindo
separados

Metabdlitos eluindo juntos
com constituintes da matriz

Metabdlitos eluindo
separados

Metabdlitos eluindo
separados

Metabdlitos eluindo
separados

Eluindo préximo aos
metabolitos

Metabélitos eluindo juntos
com constituintes da matriz
e metabolitos

Eluindo separado dos
metabolitos

Picos ruins e/ou largos

Picos bons

Picos melhores

Picos com caldas e/ou largos,
baixa deteccéo

Picos melhores

Picos ruins e/ou largos

Picos bons

Picos ruins e/ou largos

Picos melhores

Pico com calda e/ou largo

Picos bons

Picos melhores

Nota: ACN: acetonitrila; MeOH: metanol; A: comprimento de onda.
Fonte: elaborada pela autora.

Apds avaliacdo das diversas condices testadas, a fase mdvel (FM) selecionada

foi composta de trés solucgdes: A-tampdo fosfato de potéssio (0,02 M/L, pH = 3), B-

acetonitrila e C-metanol. O fluxo foi ajustado em 1,0 mL/minuto. Para a separagéo

satisfatoria dos compostos foi aplicado o gradiente definido da seguinte forma: do

primeiro ao nono minuto, foi mantida a propor¢cdo das fases A:B:C em 96:3:1, no

décimo minuto foi alterada para 90:9:1 e mantida nessa proporcdo até o vigésimo

sétimo minuto, voltando para 96:3:1 no minuto seguinte, até final da corrida.
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O volume de injecdo foi de 30,0 uL e a deteccdo dos metabdlitos foi realizada
em 342 nm (6-TGN) e em 291 nm (6-MMP), num tempo total de corrida de 31 minutos.

5.1.1. Selecéo do padrao interno

Para a andlise de quantificacdo dos metabdlitos intraeritrocitarios, algumas
substancias foram avaliadas para a escolha do melhor padrdo interno. Devido as
semelhancas estruturais, foram testadas a 6-mercaptopurina (6-MP) e aminofilina,
porém como apresentaram eluicdo muito préxima aos metabolitos, interferentes da
matriz biologica ou ainda baixa detec¢do nos comprimentos de onda de escolha (342 nm
e 291 nm), foram desconsiderados.

Optamos por selecionar a cafeina (1,3,7-trimetilxantina) como padrdo interno.
A escolha desta substancia foi devido a semelhanca estrutural da molécula e pelo
comportamento durante as corridas, apresentando adequada e distinta eluicdo em
relagdo aos metabdlitos de interesse.

As estruturas moleculares do padrao interno, do farmaco e de seus metabdlitos
intraeritrocitarios estdo demonstradas na figura 3. Na figura 4, podem ser visualizados

0s cromatogramas obtidos dessas trés substancias.

Figura 3: Férmula estrutural dos farmacos (cafeina, AZA, 6-MP) e dos
metabolitos intraeritrocitarios (6-MMP e 6-TG).
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6-metil-mercaptopurina 6-tioguanina

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 4: Cromatogramas das substéancias avaliadas para a escolha do padréao interno
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Nota: FM: tampédo fosfato:ACN:MeOH; eluicdo por gradiente, fluxo de 1 mL/min;
Temperatura: 40°C, Coluna: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um); Injecdo: 30 uL; A: A = 342 nm 6-TGN
50 pg/mL e 6-MP 20 pg/mL; B: A =291 nym 6-MMP 100 pg/mL e Aminofilina 24 pg/mL; C: A
=291 nm 6-MMP 15 pg/mL e Cafeina 10 pg/mL.

FM: fase movel; ACN: acetonitrila;, MeOH; metanol; A: comprimento de onda; 6-TGN:
nucleotideos 6-tioguanina; 6-MP: 6-mercaptopurina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina.

Fonte: dados da pesquisa.
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5.1.2. Selecéo da condicdo cromatografica

Apos realizacdo das corridas, a melhor escolha (Figura 5) foi constituida de
FM composta por A (tampéo fosfato de potassio 0,02 mol/L, pH = 3), B (acetonitrila) e
C (metanol) (proporcdo 96:3:1); eluicdo por gradiente, fluxo de 1 mL/minuto, tempo
total da corrida 31 minutos, temperatura do forno da coluna mantida a 40°C.

A coluna selecionada foi a de fase reversa Supelcosil® LC18 (dimens6es 250 x
4,6 mm, 5 um) Supelco Analytical, e as leituras simultaneas dos analitos foram feitas
em 342nm e 291nm, pelo detector duplo canal UV-Vis WATERS 2489.

Figura 5: Condicéo final determinada para a identificacdo e quantificacdo da 6-TGN e
6-MMP em papas de hemécias
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Nota: FM: tampdo fosfato:ACN:MeOH; eluicdo por gradiente, fluxo de 1 mL/min;
Temperatura: 40°C, Coluna: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um); Inje¢do: 30 ulL; A: A = 342 nm para 6-
TGN 0,67 pg/mL; B: A =291 nm para 6-MMP 15 pg/mL e PI 3,5 ng/mL.

FM: fase movel; ACN: acetonitrila; MeOH; metanol; A: comprimento de onda; DTT: d-
tiotreitol; 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina; Pl: padrédo
interno.

Fonte: dados da pesquisa.
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5.2. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.2.1. Seletividade

A seletividade do método foi verificada aplicando-se as mesmas condicGes
metodoldgicas anteriormente descritas num pool de hemacias de pacientes nédo tratados
com AZA (matriz ou “branco”) e num pool adicionado de 6-TGN e de 6-MMP.

Analisando as amostras de papa (matriz adicionada de padrbes) em diferentes
corridas, amostras ou condi¢Ges cromatograficas, observou-se separacdo satisfatoria dos
metabolitos, com picos detectados em 6,2 e 23,1 minutos, respectivamente para 6-TGN
e 6-MMP.

Outros picos foram encontrados em 24,7 minutos, referente a cafeina (padréo
interno) e em 16,6 minutos referente ao pico da solucdo de DTT 3,0 mg/mL utilizada

durante o tratamento da amostra (Figuras 6 e 7).

Figura 6: Cromatogramas do 6-TGN em solu¢do, da matriz de papa de hemacias
(branco) e da amostra de paciente tratado com AZA
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Nota: FM: tampdo fosfato:ACN:MeOH, eluicdo por gradiente; Fluxo: 1 mL/min; Temperatura:
40°C; A: Solugéo padréo aquosa 6-TGN 100ug/mL, B: matriz (“branco”) papa de hemacia, C:
Amostra de paciente; Injecdo: 30 uL; A = 342 nm.

FM: fase movel; ACN: acetonitrila; MeOH; metanol; A: comprimento de onda; DTT: d-
tiotreitol; 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina.

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 7: Cromatogramas da 6-MMP em solucgdo, da matriz de papa de hemécias
(branco) e da amostra de paciente tratado com AZA
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Nota: FM: tampdo fosfato:ACN:MeOH, eluicéo por gradiente; Fluxo: 1 mL/min; Temperatura:
40°C; A: Solucgdo padrao aquosa 6-MMP 15ug/mL e Pl 10pg/mL, B: matriz (“branco”) papa de
hemécia, C: Amostra de paciente; Injecdo: 30 pL; A =291 nm.

FM: fase movel; ACN: acetonitrila; MeOH; metanol; A: comprimento de onda; DTT: d-
tiotreitol; 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina; Pl: padréo
interno.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2.2. Sensibilidade: limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccéo
(LD)

Apos diluigdes sucessivas determinou-se, como limite de quantificagdo do
método, a concentracdo de 0,89 umol/L (CV = 13,7%) para 6-TGN e concentracdo de
0,90 umol/L (CV = 11,6%) para 6-MMP. O limite de deteccdo estabelecido foi 0,29
umol/L e 0,30umol/L para 6-TGN e 6-MMP, respectivamente.

5.2.3. Linearidade

A linearidade do método para o metabdlito 6-TGN foi definida entre 0,89 —
29,91 umol/L, apresentando um coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,999, e para o
metabdlito 6-MMP foi definida entre 0,90 — 30,08 umol/L, apresentando um coeficiente
de correlacédo (r) igual a 0,999. Esses intervalos de trabalho mostraram-se adequados
para a quantificagdo dos metabolitos nas amostras provenientes dos pacientes em
tratamento com AZA. As equacOes da reta e os coeficientes de correlagdo podem ser

visualizados na figura 8.
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Figura 8: Intervalo linear, equacdo da reta e coeficiente de correlagéo linear (r) obtidos
para 0s metabolitos intraeritrocitarios da AZA
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Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina; Pl: padrdo
interno, y: equacao reduzida da reta; r: coeficiente de correlagéo.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2.4. Efeito residual (Carryover)

A injecdo de amostras de plasma branco apds a injecdo de uma amostra

processada no limite superior de quantificacdo (5 pug/mL) demonstrou que ndo ha riscos

de contaminacdo provenientes do acumulo de residuos de elui¢fes anteriores, visto que

nenhum pico interferente foi visualizado na matriz/”branco” (papa de hemacias) nos

tempos de retencdo dos analitos (figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo do Efeito Residual

1.80

Lol A 1N % =342mm
1.60

1.50

1.40

1.20

1.20

1.10

1.00

0.90

0.80

0.70

0.60

0.50.

0.40

0.30

0.20

0.10

0.

0.00 1 ﬁﬂ Zﬁﬂ SﬁD 4II]EI Eﬁﬂ Sﬁﬂ TﬁD BII]EI Bﬁﬂ 1I]‘[IEI 11‘[IEI 12IIJEI 13‘IJEI 14‘[IEI 1E‘EIEI 1S‘IJEI 17‘IJEI 1S‘EIEI 1B‘EIEI ZI]‘EI[I 21 ‘I]EI 22‘[IEI 23‘EIEI 24‘!][I ZE‘IJEI ZS‘[IEI 2?‘EIEI ZS‘D[I ZB‘DD 3I]‘[IEI 31

ass] B A=291nm

6-MMP

Cafeina

00

0.00

1

80 200 300 400 £00 600 7.00

Minutes

Nota: FM: tampdo fosfato:ACN:MeOH, eluicdo por gradiente, Fluxo: 1 mL/min; Temperatura:

40°C; Injecdo: 30 pL

A: amostra de papa de hemacias com solucdo padréo 6-TGN 100pug/mL com matriz, A = 342 nm.
B: amostra de papa de heméacias com solucdo padrdao 6-MMP 100ug/mL com matriz, A =291 nm.
FM: fase movel; ACN: acetonitrila; MeOH; metanol; A: comprimento de onda; 6-TGN:

nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina.
Fonte: dados da pesquisa.

5.2.5. Precisdo e exatidao

Os resultados apresentados nas tabelas 2 e 3 comprovam que o0 método se

mostrou preciso e exato. As analises de 5 replicatas em 3 niveis de concentragao

forneceu valores satisfatorios de coeficiente de variacdo e erro padréo relativo (abaixo

de 15% e 20%).
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Tabela 2: Preciséo e Exatidao Intradia e Interdia para 6-TGN

Controles de Qualidade Preciséo Exatidao
pumol/L Média Intradia (n=10) Meédia Intradia (n=10)
(CV%) (EPR%)
23,92 4,36 12,37
5,98 5,45 5,78
1,50 6,63 15,92
Média Interdia (n=10) Média Interdia (n=10)
(CV%) (EPR%)
23,92 6,83 9,20
5,98 7,09 11,31
1,50 13,77 10,93

Nota: CV: Coeficiénte de variagdo, EPR: erro padréo relativo, n: nimero amostral
Fonte: dados da pesquisa

Tabela 3: Preciséo e Exatiddo Intradia e Interdia para 6-MMP

Controles de Qualidade Precisédo Exatidao
pumol/L Média Intradia (n=10) Média Intradia (n=10)
(CV%) (EPR%)
24,07 12,13 11,67
6,02 8,92 12,65
1,50 10,38 5,24
Média Interdia (n=10) Média Interdia (n=10)
(CV%) (EPR%0)
24,07 9,98 8,51
6,02 9,07 8,87
1,50 11,65 4,58

Nota: CV: Coeficiénte de variacdo, EPR: erro padrdo relativo, n: nimero amostral
Fonte: dados da pesquisa
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5.2.6. Recuperacao dos metabolitos da AZA nas papas de hemacias

O teste de recuperacdo foi realizado comparando-se os resultados analiticos dos
metabolitos extraidos a partir de trés concentracdes, em triplicata, contemplando a faixa
de linearidade do método, com os resultados obtidos de solugdes padrédo nao extraidas,
que representam 100% de recuperacdo. Inicialmente, foi injetada no CLAE uma
amostra de pool de papas de pacientes sem adi¢do de analito ou PI, a fim de verificar a
auséncia de picos interferentes na regido de deteccdo dessas substancias. Assim, 200 uL
da papa de hemécias (matriz) foram preparadas conforme o método de extracdo
definido, descrito anteriormente (Item 4.7.5.), através da hidrdlise acida.

Os valores de recuperacdo dos analitos estdo reunidos na tabela 4.

Tabela 4: Recuperagdo dos metabdlitos da AZA nas papas de hemacias

Controles de Qualidade Recuperagéo

pumol/L %

23,92 88,80
5,98 94,10

6-TGN
(n=6) 1,50 80,70
Média 87,90
24,07 97,10
6,02 96,70

6-MMP
(n=6) 1,50 82,00
Média 91,90

Fonte: dados da pesquisa

5.2.7. Estabilidade

> Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Os metabdlitos 6-TGN e 6-MMP mostraram-se estaveis na papa de hemaécias
apos a realizacdo de 3 ciclos de congelamento e descongelamento. Os desvios
encontrados estdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5: Estabilidade apds 3 ciclos de congelamento e descongelamento de metabolitos

da AZA
Concentracao Concentracéo o
Concentragdo Experimental apds 72h Desvio (%)
24,27 21,96 9,52
6-TGN
5,09 5,]_9 1,96
(n=3)
1,67 1,79 7,19
21,84 21,12 3,30
6-MMP
5,90 5,94 0,68
(n=3)
1,79 1,71 4,47

Fonte: dados da pesquisa

> Estabilidade pds-processamento (na bandeja do injetor)

As amostras mostraram-se estaveis por um periodo de pelo menos 13 horas

guando deixadas na bandeja do injetor. Os resultados encontram-se na tabela 6.

Tabela 6: Estabilidade pds-processamento (na bandeja do injetor) de metabdlitos da

AZA
Concentracao Concentragéo o
Concentragdo Experimental apds 13h Desvio (%)
6-TGN 24,21 21,73 10,46
(n=3) 5,09 5,13 0,79
1,67 1,44 13,77
21,84 21,60 1,10
6-MMP
5,90 5,56 5,76
(n=3)
1,80 ]_,79 0,56

Fonte: dados da pesquisa

> Estabilidade de Curto Prazo
As amostras descongeladas e deixadas na bancada por um periodo de pelo

menos 5 horas também se apresentaram estaveis, conforme os resultados da tabela 7.



Resultados 67

Tabela 7: Estabilidade de Curto Prazo de metabodlitos da AZA

Niveis de Concentragao Concentragio .
x . . Desvio (%0)
Concentracao Experimental apos 5h
23,92 21,67 20,84 3,83
6-TGN
5,98 5,56 5,19 6,65
(n=3)
1,50 1,22 1,18 3,28
24,07 24,27 21,63 10,88
6-MMP
6,02 5,09 511 0,39
(n=3)
1,50 1,67 1,44 13,77

Fonte: dados da pesquisa

Os parametros avaliados e os dados obtidos na validacdo do método analitico
para quantificacdo dos metabdlitos 6-TGN e 6-MMP em papa de hemacias estdo
resumidos na tabela 8.
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Tabela 8: Resultados obtidos na validacdo para os metabolitos intraeritrocitarios da

AZA
Parametro Valores Obtidos Valores Obtidos
6-TGN 6-MMP
Linearidade 0,89 — 29,91 umol/L 0,90 — 30,08 umol/L
Coeficiente de Correlacao r=0,999 r=0,999
Limite de Quantificacédo 0,89 pmol/L 0,90 pmol/L
Limite de Deteccéo 0,29umol/L 0,30umol/L

Estabilidade:
- Curto Prazo
- Ciclos de Congelamento
- Na bandeja do injetor

93,34 - 96,72%
90,48 — 107,19 %
86,23 — 100,79%

86,23 — 100,39%
95,53 - 100,68 %
94,24 — 99,44%

Precisdo (CV%)

- Intradia 5,48 10,48
. 9,23 10,23
- Interdia
Exatidao (EPR%b)
- Intradia 11,36 9,85
- Interdia 10,48 7,32
Recuperagédo (%) 87,90 91,90

Nota: 6-TGN: nucleotideos 6 tioguanina, 6-MMP: 6 metil mercaptopurina, CV: Coeficiénte
de variacdo, EPR: erro padrdo relativo
Fonte: dados da pesquisa
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5.3. PACIENTES E AVALIACAO DAS AMOSTRAS

5.3.1. Caracteristicas clinicas dos pacientes

Foram recrutados 37 pacientes com DC em uso de AZA, durante o periodo do
estudo, dos quais 73% eram mulheres, sendo 28 pacientes (75,7%) auto-declarados
brancos. As localizagbes mais comuns da doenca foram ileocoldnica (54%) e ileo
terminal (35%) e o fendtipo predominante foi o inflamatério (48,6%). Dos pacientes
com DC, dez (27%) sofreram algum tipo de intervencdo cirdrgica e 20 (54%)
apresentam alguma complicacdo decorrente da DC. As caracteristicas dos pacientes

estéo retratadas no quadro 4.
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Quadro 4: Caracteristicas dos pacientes com DC que participaram do estudo

2 s O 4 - o .2 T =

: e 87 : 83 3 £ & ¥t B Complicacdes. Oueixas e Reacdes Ad

g s 3 §; S E % S E § E ._g % -g 8 § % omplicacdes, Queixas e Reacbes Adversas

= a F e

1 F 33 Br 2013 CO I nédo 1 N B fibromialgia, monoartrite de grandes articulacBes

2 M 26 P 2011 IL E,F nao 0 N B fistula anal

3 F 18 Br 2009 CO E|I nédo 3 L B pancolite

4 F 37 P 2008 CO | nao 4 S B  nauseas e vomitos, fortes dores no abdome.

5 M 48 N 1994 CO EF * 6 M B desconforto & palpitacéo profunda

5 F 52 Br - co | % 7 M B pancolite, dores nas articulacOes, fezes liquidas, diarreia (8x /dia) com muco
e sangramento

7 F 36 Br 2013 IL I nao 2 L B  nduseas e vomitos, perda de apetite, célica na regido mesogastrica

8 F 34 Br 2000 CO I nédo 1 N B empazinamento

9 F 50 Br 1996 IC E,F fistulotomia 3 N R sindrome do intestino irritavel

10 F 53 Br 2008 IC I ndo 2 N R doenca celiaca, glaucoma, psoriase

11 F 44 Br 2006 IL E * 2 N B artralgia

12 F 48 Br 2010 CO E,F nao 1 N B fistula ileocolbnica, artrite periférica

13 F 45 Br 2014 IC * nédo 1 N B nduseas e vomitos, diverticulite, artralgia no joelho

14 ™M 64 Br 2011 IL E nédo 2 N B  massa palpavel, piora da visdo, aumento da PA

15 F 53 Br 19994 * * ndo 1 N B poliartrite de pequenas articulacBes

16 M 62 Br 2014 IC I nédo 3 M B epigastralgia, dor esporadica

17 F 28 Br 2007 IC EF nao 1 N B

8 M 41 P 2000 IL anastomose 2 N B fistula enterocutanea — anal

ileocecal

Continua
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Continuacdo Quadro 4
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19 F 27 Br 2012 IC F nédo 4 N B  manchas hipocrémicas, queda de cabelo, fezes pastosas
20 F 52 Br 2003 * F nédo 2 N B fistula reto-vaginal

21 F 46 Br 2006 IL E,F fistulotomia 0 N B fistula anal

22 F 61 Br 2012 IL I * 3 N B fezes diarreicas (3x /semana), amareladas.

23 F 63 Br 2012 CO I nédo 0 N B presenca de varizes (extremidade)

24 F 57 P 2013 IC I nédo 1 M B  massa palpavel

25 F 56 Br 1996 * F nao 8 N B fistula anal, 5 a 6 evacuacoes liquidas/dia

26 F 56 Br 2002 IL E nédo 7 L R leucopenia associada a AZA, muita dor abdominal

27 F 27  Br 2012 IC * nao 2 N B atrofia vilositaria

28 M 39 P 2006 IL E,|I nao 1 N B lesdes na face

29 M 26 Br 2012 IC I nao 1 N B artrite periférica, uveite, polipos inferiores, erosdes na regido do célon
30 F 60 N 2012 IL * nao 2 N B fezes ressecadas

31 F 50 Br 1995 IL E, I nao 3 M B

32 F 44 Br 2006 IC I néo 2 N B fistula reto-vaginal

33 F 38 N 2001 IC F,1 ileocolectomia 2 N B  estenosante, fezes liquidas

34 M 57 Br 1980 IC F fistulotomia 3 N B fistula anal, artralgia (artrite periférica)

35 M 62 Br 2011 IL I ndo 1 N B

36 F 54 Br 2004 IL E nao 4 L R fistula perianal, febre, nduseas e vomitos

37 F 64 Br 2002 CO FI nao 1 N B fistula anal

Fonte: dados da pesquisa
Nota: *: dados ndo obtidos; F: feminino; M: masculino; Br: branca; N: negra; P: parda; IC: ileocolite; IL: ileite; CO: colite; I: inflamatéria; E:
estenosante; F: fistulizante; N: nenhuma dor: L: dor leve; M: dor moderada; S: dor severa; B: bom; R: ruim
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5.3.2. Caracteristicas dos pacientes quanto ao uso das tiopurinas

Os pacientes em terapia com tiopurina, avaliados no estudo, apresentavam uma
média de idade de 46 anos (faixa de 18 a 64 anos). Dos 37 pacientes, 30 estavam com a
doenca em remissdo. Considerando o protocolo farmacoterapéutico, cinco pacientes
(13,5%) faziam a associacdo da AZA com alopurinol para tratamento da DC. A
dosagem média encontrada de AZA, na monoterapia, foi de 150 mg/dia (intervalo 25 a
200 mg/dia), enquanto a dosagem média encontrada de AZA, na terapia combinada com
alopurinol 100mg, foi de 80 mg/dia (intervalo 25 a 200 mg/dia).

No total, 22 pacientes (59,5%) apresentaram pelo menos um efeito adverso
relacionado a terapia com AZA durante o tratamento, o que poderia levar a ndo adesao
ao tratamento e, consequentemente, a ndo remissdo da doenca ou ndo eficacia
terapéutica. Os efeitos adversos mais relatados pelos pacientes em tratamento foram
dor abdominal leve a moderada (n=26, 70,3%) e nduseas/vomitos (n=4, 10,8%). Um
paciente (2,7%), em uso de AZA, relatou o surgimento de febre, sem causa aparente e
um outro mostrou-se com a contagem de leucdécitos reduzida.

Além dos efeitos adversos citados, foram observadas alteracdes nas provas de
funcdo hepética; aumento da concentragdo da proteina C reativa (PCR), um indicador de
atividade inflamatdria aguda; dentre outras (quadros 4 e 5). Nenhum caso de pancreatite
aguda ou hepatite foi observado nos pacientes estudados. Apesar da ocorréncia das
manifestcdes clinicas, nenhum paciente, durante o estudo, teve a dosagem de AZA
modificada ou suspensa.

As caracteristicas da terapia com tiopurina estdo descritas no quadro 5.

5.3.3. Analises de amostras de pacientes

O método cromatografico desenvolvido e validado foi utilizado para as
determinacGes dos metabdlitos intraeritrocitarios da AZA, 6-TGN e 6-MMP, de
pacientes com DC, em terapia com AZA ou AZA associada a alopurinol. O método se
mostrou seletivo e sensivel o suficiente para analisar 6-TGN e 6-MMP na mesma
corrida, porém em comprimentos de onda diferentes (6-TGN analisado em 342 nm, 6-
MMP e o padrdo interno (PI) analisados em 291 nm).

As concentracdes de 6-TGN e 6-MMP foram determinadas para todos 0s
pacientes do estudo. Os resultados encontrados nas analises das amostras variaram de
4,51 a 1515,27 pmol/8 x 10® eritrécitos para a 6-TGN e de 169,98 a 53951,53 pmol/8 x
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10® eritrécitos para a 6-MMP. A concentracdo média de 6-TGN foi de 540,51 pmol / 8 x
10° eritrdcitos e de 7952,32 pmol / 8 x 10° eritrécitos para o 6-MMP.
Cromatogramas de amostra matriz (brancos), amostras de alguns pacientes em

uso de azatioprina e amostras adicionadas com padrdes sdo apresentados na figura 10.

Figura 10: Cromatogramas de papas de hemécias com metabdlitos e PI
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Nota: FM: tampé&o fosfato:ACN:MeOH, elui¢do por gradiente; Fluxo: 1 mL/min; Temperatura:
40°C; Injecdo: 30 pL

A: amostra de papa de hemacias com solucdo padrdo 6-TGN 5ug/mL e matriz, A = 342 nm.

B: amostra de papa de hemacias do paciente e matriz, A = 342 nm.

C: amostra de papa de hemacias com solucéo padrdo 6-MMP 3ug/mL e matriz, A =291 nm.

D: amostra de papa de hemécias do paciente e matriz, A =291 nm.

Fonte: dados da pesquisa.
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Quadro 5: Dosagens bioquimicas, hematoldgicas e dos metabolitos da AZA dos pacientes
o g g .3 & - £ 2 g sz st £
g o : 5¢ $£ < T x3 EET g, &3 §& 23
g & 8 =3 58 0 a &g 82% € &g t£g¢ 8%
- = © 3 L= - O = o L = e
5 3 £ © g 22 3 E O o E TE >
= S g g - T
1 F AZA75mg ALO 100mg 2455,75 476,74 20 14 6,0 2.940 32 120.000 2,93 10,60
2 M AZA175mg 503,43 753,59 14 15 2,0 5.597 35 255.800 4,96 13,92
3 F AZA75mg ALO 100mg 340,66 362,34 106 67 5,0 5.708 25 181.000 3,94 12,40
4 F AZA 25mg 154,25 211,97 25 33 2,4 4811 45 156.000 4,04 12,40
5 M AZA?200mg 43,69 226,13 23 14 * 6.890 35 285.000 5,09 11,20
6 F AZA 200mg 161,79 2985,53 18 15 8,0 * 30 306.000 * 13,70
7 F  AZA25mg ALO 100mg 49,03 213,29 13 13 5,0 6.666 28 252.400 6,67 12,70
8 F AZA 200mg 470,62 2232,61 16 17 16,8 7.390 31 239.000 4,09 13,20
9 F AZA 150mg 562,69 23992,88 27 24 6,0 5.860 25 292.000 4,53 13,40
10 F AZA150mg 564,97 623,45 14 14 2,7 5.228 27 197.000 4,40 14,30
11 F AZA150mg 484,20 1546,27 * * * 5.300 27 228.000 4,49 13,20
12 F AZA 150mg 342,61 799,55 19 16 2,0 4.477 22 194.000 4,44 13,93
13 F AZA150mg 759,03 6526,30 11 5 0,3 4.159 22 261.000 4,04 12,34
14 M AZA100mg 935,39 835,51 28 23 0,4 6.855 44 156.800 5,32 16,10
15 F AZA100mg 89,58 169,98 24 14 34 5.230 33 188.000 4,51 13,90
16 M AZA 200mg 653,19 53951,53 17 13 11,0 5.890 22 205.000 4,30 14,80
17 F AZA150mg 242,07 19700,56 15 16 5,0 4,754 30 249.300 3,91 12,42
18 M AZA100mg 356,55 3682,34 25 21 1,0 4.620 18 180.000 4,68 14,10
19 F AZA150mg 529,86 40298,64 16 10 7,0 7.390 21 241.000 3,99 13,50
20 F AZA150mg 447,30 923,77 * * * * * * * *

Continua
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Continuacdo Quadro 5

8 G G ccs ©
= e -8 af B 5 5.3 & 83 8% 5
g g = 0% 53 < < x3 £83 S 83z 85 =23
s @ IS Py S X = = O %gmo O = == g,g [Sos
o o 2 &= L= Q & ©oE SpE E S E T = g
S 3 £ ©Eg 2 2 3 & o € TE 5
- S s s - I
21 F AZA150mg 369,91 1421,70 18 21 4,0 8.030 21 251.000 4,12 13,10
22 F AZA25mg  ALO 100mg 4,51 184,37 31 29 313 4.356 17 254.600 4,49 12,48
23 F AZA200mg 329,16 7287,45 26 50 11,2 5.720 21 213.000 3,19 10,10
24 F AZA 200mg 901,93 28511,86 40 15 0,7 4.603 22 195.100 3,72 12,40
25 F AZA150mg 369,23 11751,30 21 24 5,0 6.230 27 215.000 3,76 12,20
26 F AZA125mg 563,67 620,31 14 12 52,0 6.983 21 175.800 3,91 12,78
27 F AZA 100mg 407,18 1219,60 * * * 4.450 15 161.000 4,45 12,60
28 M AZA 150mg 1515,27 1156,17 27 14 0,7 6.520 15 203.000 3,93 13,50
29 M AZA200mg ALO 100mg 234,80 9898,99 21 12 4,0 4517 16 310.000 4,63 15,30
30 F AZA200mg 453,05 229,16 13 11 158 10.000 20 270.000 4,66 13,80
31 F AZA150mg 870,61 5885,77 21 39 1,0 5.570 20 223.000 3,92 12,00
32 F AZA100mg ALO 100mg 213,66 1048,51 15 15 21,0 5.718 25 220.400 4,00 12,43
33 F AZA200mg 120555 1840526 79 119 32,0 8.650 22 274.000 4,53 14,30
34 M AZA 150mg 1094,96 573,03 35 24 1,2 5.926 8 92.440 4,00 14,20
35 M AZA 200mg 244,91 39808,38 22 18 0,5 4.460 38 277.000 4,84 14,59
36 F AZA200mg 475,49 1655,91 18 16 5,0 11.200 24 333.000 5,13 14,80
37 F AZA100mg 598,49 4064,98 19 26 0,2 4.960 31 269.000 4,47 14,70

Fonte: dados da pesquisa

Nota: *: dados ndo obtidos; F: feminino; M: masculino; AZA: azatioprina; ALO: alopurinol.
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A avaliacdo dos pacientes quanto a atividade ou remissdo da doenca, mostrou
um aumento da média (teste-t, p = 0,039) do metabdlito 6-TGN no grupo de pacientes
com a doenca em remissdo (n=30, 81,1%, 590,03 pmol/8 x 10° eritrécitos) em relacdo
ao grupo com a doenca em atividade (n=7, 18,9%, 328,28 pmol/8 x 10° eritrécitos)
(Figura 11).

Em relagdo ao metabdlito 6-MMP, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de pacientes com a doenca em remissdao (n=30, 81,1%,
7882,86 pmol/8 x 10° eritrécitos) e em atividade (n=7, 18,9%, 8249,97 pmol/8 x 10°
eritrocitos) (Tabela 11).

Figura 11: Avaliacao dos pacientes quanto a atividade ou remissdo da doenca,
relacionada a concentracdo do metabdlito 6-TGN (p=0,039)

800 -
Z %
£ E 600-
B T
£ 2
o2 2004
0-

Remissao Em atividade
Fonte: dados da pesquisa

Quadro 6: Valores dos metabdlitos relacionados a atividade ou remissdo da DC

- Doenca em s Erro Padréo
Metabolito Atividade N Media da Média

Nao 30 590,03 90,29

6-TGN
Sim 7 328,28 78,44
Néo 30 7882,86 2402,69

6-MMP
Sim 7 8249,97 5558,72

Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina.
Fonte: dados da pesquisa

No grupo de pacientes foi observada a doenga em atividade (n=7), foi

encontrada uma correlagdo negativa (teste de Pearson, r = -83,7%, p<0,05) entre
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contagem de linfécitos e concentragdo de 6-TGN (Figura 12). J& no grupo de pacientes

com a doenga em remisséo (n=30), néo foi encontrada tal correlag&o.

Figura 12: Avaliacdo da contagem de linfdcitos e da concentracdo de 6-TGN nos
pacientes com doenca em atividade
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Fonte: dados da pesquisa

Avaliando o grupo de pacientes com a doenca em atividade (n=7), observa-se
uma correlagdo negativa da 6-TGN com TGO/AST, apesar desta enzima hepatica estar
dentro dos valores clinicos de referencia. Sendo a concentracdo média de 6-TGN para
estes pacientes de 328,28 pmol/8 x 10° eritrécitos (intervalo 4,51 — 1515,27 pmol/8 x
10° eritrécitos) (Figura 13 e Tabela 9).

Para a 6-MMP, a média nestes pacientes foi de 7952,32 pmol/8 x 108
eritrécitos (intervalo 169,98 — 53951,53 pmol/8 x 108 eritrécitos), ndo sendo observada

correlacdo com os valores da transaminase TGO/AST.
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Figura 13: Avaliacdo dos niveis séricos de transaminases (TGO/AST) e da concentracédo
de 6-TGN nos pacientes com doenca em atividade
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Fonte: dados da pesquisa

Tabela 9: Valores bioquimicos e dos metabolitos da AZA em pacientes com a DC em

atividade
Parametros N Média Desvio Padréao
6-TGN 7 540,51 463,72
6-MMP 7 7952,32 13250,79
TGO 7 25,03 18,61
TGP 7 23,21 20,77
PCR 6 8,170 11,32

Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina; TGO:
transaminase glutdmico-oxalacética; TGP: transaminase glutdmico-piruvica; PCR:
proteina C-reativa.

Fonte: dados da pesquisa

A avaliacdo dos pacientes quanto a monoterapia ou terapia combinada com
alopurinol 100mg, mostrou um aumento do metabdlito 6-MMP no grupo de pacientes
com monoterapia (n=31; 83,7%; 9098,43 pmol/8 x 10® eritrécitos) em relacéo ao grupo
com a associacdo terapéutica (n=6; 16,3%, 2030,71 pmol/8 x 10° eritrécitos),

apresentando p < 0,05 (Figura 14 e Quadro 7).
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Figura 14: Avaliacdo da concentracdo de 6-MMP dos pacientes tratados com AZA ou
em combinacdo AZA + alopurinol (p<0,05, Teste t)
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Fonte: dados da pesquisa
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Quadro 7: Valores dos metabdlitos relacionados a atividade da DC

Associacéao -
- L Erro Padréao
Metabdlito com N Média da Média
Alopurinol
N&ao 31 538,73 59,60
6-TGN
Sim 6 549,73 384,56
Nao 31 9098,44 2538,97
6-MMP
Sim 6 2030,71 1578,87

Nota: 6-TGN: nucleotideos 6-tioguanina; 6-MMP:6-metilmercaptopurina.

Fonte: dados da pesquisa
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6. DISCUSSAO

A AZA tem sido utilizada para o tratamento das DIl por mais de 30 anos e
varios ensaios randomizados-controlados quanto ao uso na DC, tém sido publicados
desde a década de 70, demonstram sua eficécia na terapéutica de manutencéo da doenca
(COLLI et al., 2008). Souza e colaboradores (2014) mostraram que 23,6% dos doentes
iniciaram a imunossupressdo com AZA, onde 66,7% apresentaram eficacia terapéutica.
Em outros estudos, a eficacia foi avaliada entre 40-81% dos casos (CHEBLI et al.,
2007; LEITE et al., 2009).

De fato, uma das desvantagens do uso das tiopurinas € a dificuldade em avaliar
a resposta clinica. No nosso estudo, a avaliacdo foi realizada utilizandos critérios
clinicos, e endoscopicos com a subjetividade inerente. A avaliacdo da resposta a AZA
foi realizada utilizando como indicadores de resposta clinica, o indice de Harvey-
Bradshaw inferior a 5 pontos, sendo uma forma mais objetiva de avaliacdo da resposta,
a quantificacdo dos metabolitos intraeritrocitarios e quantificacdo e avaliacdo dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Apesar da amostragem pequena (n=37) e
heterogénea (73% mulheres; 75,7% brancos; 54% DC ileocolbnica; 35% DC ileo
terminal; 48,6% fenotipo inflamatdrio; 27% submeteram a cirurgia e 54% apresentaram
complicacdes), estes aspetos ndo nos parecem ser limitadores no nosso estudo, pois a
eficAcia das tiopurinas foi semelhante aquela observada em outros estudos
(DUBINSKY, 2003; ANDOH, et al., 2008; BRADFORD, SHIH, 2011; SOUSA et al.,
2014).

As reacOGes adversas relacionadas ao uso da AZA sdo bem conhecidas e
documentadas. Dezenas de trabalhos descrevem reacdes relacionadas principalmente
aos niveis intraeritrocitarios elevados de 6-TGN e 6-MMP. A mielotoxicidade é o
principal efeito adverso dose-dependente relacionado a 6-TGN. No entanto, ja foram
observadas reacGes inesperadas menos frequentes, como as leucemias. Em relagdo a 6-
MMP, o principal efeito toxico conhecido € a hepatotoxicidade, contudo, sua relacdo
com o0s niveis de 6-MMP ndo estd completamente esclarecida. (CARVALHO et al.,
2014; LIU et al., 2015; BROEKMAN et al., 2015; SHIN et al., 2016).

Estudos observacionais de pacientes com DIl tém demonstrado
consistentemente que pacientes com maior concentracdo de 6-TGN apresentam maior
remissdo da DC; no entanto, niveis elevados destes metabolitos estdo associados ao

aumento do risco de complicagdes da farmacoterapia, como infec¢do e mielossupressao.
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Portanto, torna-se importante prescrever a melhor dose de AZA para maximizar a
eficacia, e minimizar o risco de toxicidade (MORALES et al., 2007).

A monitorizacdo terapéutica de farmacos (MTF/TDM) permite a
individualizacdo da dose, ao contrario da dose padronizada em mg/kg de massa
corporal. Possibilita, ainda, a adequacdo dos niveis do metabdlito 6-TGN a faixa
terapéutica, a manutencdo das concentraces de 6-TGN e de 6-MMP em niveis em que
as reacdes adversas ndao acontecam ou sejam reduzidas, além de identificar casos de ndo
aderéncia ao tratamento.

A MTF ndo é indicada para todos os farmacos. Segundo Johnston e Holt
(1999), para que seja necessaria a monitorizagdo terapéutica de um farmaco, esse deve
preencher critérios como: a) correlacdo entre concentracdo do farmaco e efeito
terapéutico; b) estreita faixa terapéutica; c) grandes diferencas metabdlicas entre
individuos; d) sucesso terapéutico dificil de ser distinguido das reacdes adversas.

A importancia da monitorizac&o dos niveis intraeritrocitarios de 6-TGNs, com
objetivo de reduzir a toxicidade dose-dependente, foi avaliada por diversos
pesquisadores, demonstrando que a quantificacdo dos metabdlitos da AZA exerce um
papel importante no acompanhamento clinico de pacientes submetidos a terapia com
AZA (ANDOH et al., 2008; KIM, CHOE, 2013; KIRCHHERR, SHIPKOVA, VON
AHSEN, 2013).

Pacientes com deficiéncia da tiopurina metiltransferase (TPMT) - uma das
enzimas mais importantes no metabolismo da AZA - tratados com doses usuais de AZA
apresentaram niveis altos de 6-TGN. As varia¢gdes enzimaticas individuais da TPMT
determinam a concentracdo dos metabolitos, e esses determinam a eficacia e os efeitos
adversos (COLLI et al., 2008; LEITE et al., 2009; KIM, CHOE, 2013). Estudos tém
demonstrado uma relacdo de reciprocidade entre a atividade eritrocitaria da TPMT e 0s
niveis de 6-TGN eritrocitarios, reforcando que a monitorizacdo dos niveis de 6-MMP e
6-TGN pode ser usada para individualizar a terapia.

Em paises como os EUA, Europa, Reino Unido e Japdo, a MTF é uma pratica
rotineira que envolve os mais variados medicamentos, inclusive a AZA. No Brasil,
ainda sdo poucos os laboratérios que realizam o monitoramento de farmacos, talvez
devido a falta de equipados adequados, de profissionais qualificados ou ainda
desconhecimento desta ferramenta. Até o presente momento, nossa pesquisa encontrou
apenas trés laboratorios que realizam essa rotina de monitoriza¢do no Brasil, sendo dois

no estado de Sao Paulo e um em Minas Gerais.
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A primeira metodologia descrita para a monitorizacdo terapéutica dos niveis
intraeritrocitarios de 6-TGN foi desenvolvida por Lennard e Maddocks, em 1983 e
serviu como base para o desenvolvimento de outros métodos e determinacdo dos
intervalos terapéuticos no tratamento com a AZA (DERVIEUX e LENNARD, 1998).

Alguns métodos ja foram descritos para dosagem da 6-TGN e 6-MMP, porém
essas metodologias apresentam algumas variages entre si, como na composi¢ao dos
reagentes e nas concentracfes preconizadas, mas, em geral, envolvem uma hidrélise
acida, com aquecimento em banho-maria seco, para conversao dos nucleotideos de 6-
TGN e 6-MMP em suas respectivas bases livres. Em seguida, a amostra segue para uma
fase de extracdo e separagdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
concentracdes obtidas sdo, geralmente, expressas em pmol/8 x 10° eritrcitos
(BINSCHECK et al., 1996; DERVIEUX AND BOULIEU, 1998; OLIVEIRA et al.,
2004; STEFAN et al., 2004, HAWWA et al., 2009; PACHECO-NETO, 2010;
KIRCHHERR et al., 2013; NAIK E NANDIBEWOOR, 2013; VICHA et al., 2015).

Nesse contexto, nosso trabalho teve como objetivo desenvolver e validar uma
metodologia analitica para a quantificacdo dos metabdlitos intraeritrocitarios, 6-MMP e
6-TGN, da azatioprina, permitindo a avaliacdo das concentracdes desses metabolitos, as
correlagdes das concentraces intraeritrocitarias em pacientes tratados com AZA ou
AZA associada com alopurinol, e a avaliacao dos efeitos terapéuticos e adversos

Os métodos ja descritos na literatura para a determinacdo dos metabdlitos
intraeritrocitarios 6-TGN e 6-MMP, serviram como ponto de partida para o
desenvolvimento e otimizacdo das condi¢des analiticas do nosso estudo. Como pode ser
observado no quadro 2, a maioria desses trabalhos realiza a identificacdo e/ou
quantificacdo destes metabolitos no sangue por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Durante o desenvolvimento do nosso método, a eluicdo isocratica foi escolhida
ao invés de eluicdo gradiente de modo a minimizar consumo de reagentes, melhorar o
processo de extracdo e reduzir tempo de execucdo das andlises, sem comprometer a
resolucéo e eficiéncia de método cromatografico.

Das varias fases mdveis que testamos, os tempos de retencdo de 6-TGN e 6-
MMP ndo alteraram significativamente, levando a escolha da eluicdo com solucéo
tampéo fosfato de potéssio (0,02 mol/L, pH = 3), acetonitrila e metanol; demonstrando
ser ideal para andlises das tiopurinas, apresentando picos com excelentes resolucdes e o

minimo de interferentes. Além disso, uma pequena porcentagem de solvente na fase
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movel foi utilizada para prevenir sobrecarga da coluna e do sistema, prolongar a vida
util das colunas e preservacdo do crescimento microbiano.

Para a andlise de quantificacdo dos metabdlitos intraeritrocitarios, algumas
substancias foram avaliadas para a escolha do melhor padréo interno. Selecionamos a
cafeina (1,3,7-trimetilxantina) devido a semelhanca estrutural e pelo comportamento
durante as corridas, apresentando adequada e distinta eluicdo em relacdo aos
metabolitos de interesse. Alguns autores trabalharam com 6-MP, 2-bromouracil ou DTT
como padrdes internos (KROE PLIN et al., 1998; DERVIEUX e LENNARD, 1998;
STEFAN et al., 2004).

Durante o processo de hidrélise acida dos nucleotideos utilizando o &acido
perclorico 70%, em condi¢des severas de temperatura (100°C), os metabolitos podem
sofrer oxidacdo em solucdo, por este motivo, normalmente € adicionado solucdo de
DTT. Optamos por utilizar esse agente antioxidante, sequindo varias literaturas (KROE
PLIN et al., 1998; DERVIEUX e LENNARD, 1998; STEFAN et al., 2004).

O procedimento apresentou varias dificuldades ao ser realizado, sendo o
principal e mais importante a pipetagem das amostras de papa de hemacias devido a sua
viscosidade. De modo a obter resultados mais precisos e exatos, alguns artificios foram
utilizados para diminuir essa dificuldade, como aquecimento das amostras e das
ponteiras descartaveis em banho-maria até 35°C.

A seletividade do método foi testada inicialmente com solugbes aquosas dos
metabdlitos e posteriormente em matriz (pool) com adicdo de padrBes e sendo
submetidas ao processo de extracdo descrito na metodologia. A eluicdo isocratica, por
se tratar de fase movel constante durante toda a analise, ndo possibilitou a separacédo
satisfatoria dos picos obtidos. Para que isso ocorresse, 0 uso do gradiente de elui¢do da
fase movel, com tampédo fosfato (0,02 mol/L, pH = 3), acetonitrila e metanol foi
essencial.

Os métodos desenvolvidos na década de 80 ndo avaliaram os niveis de 6-MMP
e apresentaram intervalo linear para os niveis de 6-TGN entre 30 e 30000 pmol/8 x 10°
eritrocitos. Lennard & Singleton (1992) realizaram um estudo com menor intervalo
linear para 6-TGN — 30 a 900 pmol/8 x 10® eritrécitos — e pela primeira vez
quantificaram a 6-MMP, com intervalo linear entre 300 e 3000 pmol/8 x 10° eritrocitos.
Analisando outras literaturas, notamos que os resultados de linearidade para os niveis de
6-TGN, sdo bastante variaveis, desde valores com intervalo de 2,5-20 pg/mL e de 0,01-
5,0 ug/mL (NAIDU et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2004)
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Na determinacdo da linearidade do método, observou-se que a resposta do
equipamento foi linear no intervalo da concentracdo de 0,89 a 29,91 umol/L para a 6-
TGN (coeficiente de correlacéo igual a 0,999), e de 0,90 a 30,08 umol/L para a 6-MMP
(coeficiente de correlacdo igual a 0,999). Ao converter esses valores para a unidade
usual (pmol/8 x 10° eritrécitos), tém-se os intervalos de linearidade aproximados de
144,42 a 4853,55 pmol/8 x 102 eritrécitos paraa 6-TGN e de 146,04 a 4881,14 pmol/8 x
10° eritrécitos para 6-MMP.

Os trabalhos realizados por Dervieux e Boulieu (1998) apresentaram intervalos
lineares entre 0,25 ¢ 50 umol/L para 6-TGN e entre 1,5 ¢ 200 umol/L para 6-MMP,
valores proximos aos avaliados no nosso estudo e, portanto, mais adequados a nossa
populacdo. Nossos resultados também foram semelhantes ao encontrado por Pacheco
Neto (2010).

A sensibilidade do método estd adequada as nossas analises. Os valores
encontrados de LQ e LD para 6-TGN foram de 0,89 pumol/L e 0,29 pmol/L
respectivamente, enquanto que os valores encontrados para o0 6-MMP foram de 0,90
umol/L e 0,30 umol/L, respectivamente. Para a 6-TGN, 82% dos pacientes
apresentaram resultados acima do limite superior de linearidade (4853,55 pmol/8 x 10°
eritrocitos) testado, e foram observados também valores inferiores ao LQ que
normalmente é relatado na literatura (30 pmol/8 x 10® eritrécitos) (LENNARD &
SINGLETON, 1992; NAIDU et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2004).

A maioria dos trabalhos da literatura apresenta apenas os valores encontrados
para 0 LQ ou para o LD. Dois estudos relataram ambos os parametros tanto para a 6-
TGN quanto para a 6-MMP. No primeiro, Oliveira et al (2004) obtiveram LQ de 8
pmol/8 x 108 eritrécitos para a 6-TGN e de 70 pmol/8 x 10° eritrécitos para a 6-MMP,
enquanto os valores para o LD foram de 3 pmol/8 x 108 eritrocitos e de 25 pmol/8 x 108
eritrocitos, respectivamente. Ja Dervieux & Boulieu (1998) encontraram LQ de 18
pmol/8 x 10° eritrdcitos para a 6-TGN e de 110 pmol/8 x 10° eritrécitos para a 6-MMP,
e os valores de LD de 7 pmol/8 x 10® eritrocitos e de 37 pmol/8 x 108 eritrocitos,
respectivamente.

Observamos que o0 nosso método cromatografico é especifico e sensivel para
determinacdo simultanea de concentracfes dos metabolitos. No entanto, ao avaliarmos
os limites de deteccdo e quantificagdo indicados em nosso estudo, observamos que séo

ligeiramente superiores aos apontados por outros autores, principalmente para a 6-TGN.
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No entanto, este ndo é um ponto limitante do método, ja que as faixas de interesse
foram contempladas.

Em relacdo a 6-TGN, nenhum dos nossos pacientes apresentou resultado maior
que o limite superior de quantificacdo testado e as concentracdes inferiores ao LQ como
relatado em outros trabalhos encontrados na literatura (NAIDU et al., 2014; OLIVEIRA
etal., 2004).

No comprimento de onda de interesse (342 nm) a analise do pool de hemacias
(matriz) ndo indicou nenhum composto interferente nos tempos de retencdo dos
metabolitos pesquisados, mesmo em amostras de pacientes que usavam outros
medicamentos. Isto pode ser atribuido ao fato de que as amostras sdo previamente
lavadas, restando somente as hemacias para a analise.

A comparacdo entre o cromatograma obtido a partir da analise de um pool de
papa de hemécias adicionada de padrdes e o cromatograma de uma amostra de paciente
mostrou que 0s tempos de retencdo dos padrdes e 0s das amostras foram 0s mesmos e
que, afirmando a especificidade e sensibilidade do método cromatografico desenvolvido
(figuras 6 e 7), além de demonstrar que ndo hé riscos de contaminacdo provenientes do
acumulo de residuos de eluigdes anteriores, visto que nenhum pico interferente foi
visualizado na matriz/”’branco” (papa de hemaécias) nos tempos de retengdo dos analitos
e do PI (figura 9).

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicbes
sucessivas realizadas sob as mesmas condi¢des (FDA, 2001; BRASIL, 2012). Os
resultados do nosso estudo apresentaram CV entre 5,48 e 9,23% para a 6-TGN e entre
10,48 e 10,23% para a 6-MMP. O método desenvolvido satisfaz os critérios de
repetibilidade dos guias consultados, em que sdo aceitos CV de até 15% ou 20%,
podendo ser considerado adequado as exigéncias das legislagdes nacionais e
internacionais (FDA, 2001; BRASIL, 2012).

A reprodutibilidade expressa varia¢Oes intralaboratoriais, como diferentes dias
de anélise, diferentes analistas e diferentes equipamentos e materiais (FDA, 2001;
BRASIL, 2012). Os resultados das analises realizadas em diferentes dias apresentaram
EPR entre 11,36 e 10,48% para a 6-TGN e entre 9,85 e 7,32% para a 6-MMP. Lennard
et al. apresentaram trabalhos em que os CV da reprodutibilidade foram inferiores aos
encontrados por nosso grupo — entre 2,1 e 7,8% para a 6-TGN e entre 3,9 e 9,3% para a
6-MMP (LENNARD, SINGLETOND, 1992; DERVIEUX E BOULIEU, 1998;
DERVIEUX e LENNARD, 1998; DERVIEUX et al., 2005).
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A recuperacdo do analito variou entre 80,7 e 94,1% para a 6-TGN e entre 82,0
e 97,1% para a 6-MMP, resultados proximos a 100%. Esses sdo considerados
adequados, ja que valores de recuperacdes entre 70 e 120% sdo aceitos na maioria dos
procedimentos de validacdo bioanalitica, desde que sejam precisos e exatos (FDA,
2001; BRASIL, 2012). E possivel notar que a eficiéncia do processo de recuperagio do
método desenvolvido pelo nosso grupo € semelhante a de outros métodos encontrados
na literatura (KROE PLIN et al., 1998; DERVIEUX e LENNARD, 1998; STEFAN et
al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; DERVIEUX et al., 2005).

No método descrito por Dervieux e Boulieu (1998), a recuperacdo media foi de
73,1% para a 6-TGN e de 84% para a 6-MMP, enquanto no método apresentado por
Oliveira et al. (2004) a recuperacdo media foi de 73,2% e de 97,4%, respectivamente,
este tendo resultados semelhantes aos nossos. Até o momento, os trabalhos descritos na
literatura indicam apenas a recuperacdo média obtida, ao contrario do nosso trabalho,
que aponta os valores de recuperacdo para cada concentracdo analisada. Além disso, é
possivel observar que em todos os estudos apresentados, a recuperacdo da 6-MMP foi
superior a da 6-TGN, semelhante ao nosso estudo e o realizado por Pacheco Neto
(2010).

A estabilidade do farmaco em liquidos bioldgicos depende de suas
propriedades quimicas, da matriz bioldgica, do material e das condi¢bes de
acondicionamento utilizados (BRASIL, 2012). Os testes de estabilidade foram
realizados de forma a simular as condi¢cGes em que a amostra pode ser armazenada sem
prejuizo das analises.

Ambos os metabdlitos apresentaram estabilidade ap6s ensaios de ciclos de
congelamento e descongelamento ocorridos em 72 h. Em temperatura ambiente (21 a 23
°C), antes e apds serem preparados de acordo com a metodologia de extracdo e
purificacdo, ambos os metabolitos se mostraram estaveis por até 13 horas.

Diversos trabalhos descritos na literatura apresentam estudos de estabilidade,
contudo, a comparagdo entre eles é prejudicada pelas diferentes condi¢bes em que
foram realizados. Os autores observaram que a 6-TGN é estavel na amostra extraida por
mais de uma semana a 4°C e por 36h em temperatura ambiente (LENNARD,
SINGLETON, 1992; DERVIEUX, BOULIEU, 1998; DERVIEUX et al., 2005)

O método cromatografico de quantificacdo de 6-TGN e 6-MMP em sangue
total, utilizando o equipamento CLAE, apresentou uma alta especificidade em 291 nm e

342 nm, conferindo confiabilidade na quantificagdo dos metabolitos. A linearidade
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confirma que o método é linear e possui alta sensibilidade de quantificagdo. E um
método robusto para os critérios exigidos pelas legislagdes e encontra-se dentro dos
valores definidos para a recuperacdo. Os resultados de precisdo e exatiddo obtidos
atestam confiabilidade necessaria para o uso desta metodologia em laboratorios de
andlises clinicas. Portanto, o método de quantificacdo por CLAE-UV mostrou-se
preciso, exato e reprodutivel, podendo ser utilizado como uma importante ferramenta na
rotina de monitorizacao terapéutica de pacientes com DC.

Na etapa clinica de nosso estudo, investigamos a aplicacdo do método na
quantificacdo de 6-TGN e 6-MMP em 37 pacientes com DC, atendidos pelo Centro de
DIl do Hospital Universitario HU/CAS-UFJF, que estavam em uso de AZA ou AZA
associada com alopurinol, ha pelo menos 3 meses. De modo geral, os resultados obtidos
mostraram que os pacientes avaliados apresentam concentracdes dos metabolitos dentro
das faixas terapéuticas sugeridas na literatura, evidenciando a aplicabilidade do método
desenvolvido nesse trabalho na realizacdo da monitorizagdo terapéutica em pacientes
sob terapia com AZA.

A partir dos dados clinicos, endoscopicos, da aplicacdo do questionario
realizado nas consultas (indice de Harvey-Bradshaw), da quantificacdo dos metabdlitos
intraeritrocitarios e, quantificagdo e avaliacdo dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, pode se observar que ocorréncia das reacdes adversas devido a AZA, no
presente estudo, foi semelhante a relatada em estudos prévios (LEITE et al., 2009; KIM,
CHOE, 2013; BROEKMAN et al., 2017). Nenhum dos pacientes apresentou
neutropenia e, em geral, a terapia foi bem tolerada.

Eventos adversos significativos observados em nosso estudo (10,8%
nauseas/vomitos; 70,3% dor abdominal) que poderiam levar a retirada definitiva da
AZA ndo impediram o tratamento com este farmaco, ao contrario do que foi observado
em varios estudos (variacdo 10% a 28%), nauseas/vomitos incoerciveis foram as causas
mais frequentes de interrupcdo da terapia, seguidas por dor abdominal e pancreatite
(COLLI et al., 2008).

Dentre os pacientes medicados com AZA, ndo foi observada mortalidade
relacionada com o farmaco, nem efeitos secundarios severos. Nao ocorreu nenhum caso
de malignidade, tal como tem sido constatado em alguns estudos que sugerem uma
relacdo (controversa) entre as tiopurinas e linfoma ou outros tipos de cancer (LEITE et

al., 2009). Nao se verificou, igualmente, a ocorréncia de nenhum caso de pancreatite
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aguda, que tem sido observada em estudos numa proporcdo aproximada de 2% dos
doentes submetidos a esta terapéutica (LEITE et al., 2009).

Apesar do metabolismo da AZA ser bastante estudado e compreendido, ha uma
a variabilidade presente nos niveis de 6-TGN entre pacientes tratados com doses
semelhantes de AZA. Isso pode ser observado no nosso estudo, onde houve uma baixa
correlacdo entre as doses didrias AZA (100 mg/dia a 200mg/dia) e as concentracdes
eritrocitarias de 6-TGN dos pacientes (4,51 a 1515,27 pmol/8 x 10 eritrécitos).

Morales e colaboradores (2007) documentaram uma correlacdo significativa,
porém fraca, apesar de semelhante a outras investigacdes, entre a dose de AZA e 0s
niveis de 6-TGN. Observaram também que varios pacientes tiveram um aumento
minimo de 6-TGN nos casos de aumento da dose, no entanto, seus niveis de 6-MMP
também aumentaram. Sabe-se que uma pequena proporcao de pacientes tem baixa ou
intermediéaria atividade da enzima TPMT, uma das principais enzimas do metabolismo
de 6MP.

Dubinsky et al. (2003) demonstraram que alguns pacientes metabolizam
preferencialmente 6MP para 6-MMP, ao invés de 6-TGN, resultando no aumento de
ocorréncias de hepatotoxicidade. Ficando claro que fatores genéticos, como
polimorfismos na TPMT, influenciam no metabolismo da AZA. Outro fator importante
que pode influenciar nos niveis de 6-TGN € a adesdo do paciente a prescricdo médica,
porém é pouco conhecido a influéncia da dose ocasionalemte perdida nos niveis de 6-
TGN.

Os pacientes com alta atividade enzimatica de TPMT, favorecem a producédo
de 6-MMP com concentragdes reduzidas de 6-TGN. Bradford et al. (2011)
demonstraram que a adicdo de um inibidor da ezima XO, como por exemplo, 0
alopurinol, pode favorecer a producdo de 6-TGN sobre 6-MMP. Tal adicdo a terapia
com AZA resultou em atividade melhorada de doenca, conforme medido pelo indice
parcial de Harvey Bradshaw, com a diminuicdo da dose de manutencdo de de
corticoide) e valores reduzidos de nivel de enzimas.

Dubinsky (2003) realizou uma pesquisa com pacientes que tinham o0s
metabolitos da AZA monitorados e avaliou a utilidade clinica da monitoriza¢do da 6-
TGN e da genotipagem da TPMT de pacientes pediatricos com DIl em tratamento com
AZA. Os autores demonstraram que 0s niveis de 6-TGN estavam associados a resposta

terapéutica, e sugeriram que a resposta a AZA poderia ser otimizada, com niveis de 6-
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TGN em torno de 235 pmol/8 x 108 eritrocitos. (DUBINSKY, 2003; AL HADITHY et
al., 2005).

O mecanismo exato da mudanca dos metabdlitos de tiopurina 6-MMP para 6-
TGN pelo inibidor XO é desconhecido, mas pode envolver uma producédo reduzida do
metabolito do &cido tiourico (TU) em favor dos metabdlitos 6-MMP e 6-TGN. No
entanto, se a inibicdo de XO favorece a producdo de MMP e TGN, entdo os
ribonucleotideos de metil-mercaptopurina (6-MMPR), tdxicos, também deveriam
aumentar (SPARROW et al., 2007; WITTE, GINSBERG, 2008).

O alopurinol ndo aumenta o nivel de 6-MMP, 6-MMPR ou de sua
hepatotoxicidade associada, mas principalmente desloca o metabdlito para 6-TGN.
Estudos relataram outras explicacfes ndo comprovadas para a alteragdo dos metabolitos
de 6-MMP e 6-MMPR para 6-TGN pelo inibidor XO, que pode ser pela inducdo de
outras enzimas, como a hipoxantina guanina fosforibosiltransferase e / ou de enzimas
que biotransformam MMPNSs, ou a inibigdo de co-enzimas TPMT pelo alopurinol ou
seus metabdlitos (SPARROW et al., 2007; WITTE, GINSBERG, 2008; CURKOVIC et
al., 2013).

No nosso estudo, seis pacientes (16,3%) estavam em terapia combinada AZA e
alopurinol, e foi possivel observar a remissao clinica, a diminuigdo da dosagem de AZA
e a diminuicéo significativa dos niveis de 6-MMP (2030,71 pmol/8 x 108 eritrécitos) em
comparacdo com o grupo de pacientes sob monoterapia (9098,43 pmol/8 x 10°
eritrocitos), confirmando os achados de vérios autores sobre a inibicdo da enzima XO, e
consequentemente a diminuicdo dos niveis do metabdlito 6-MMP e possiveis reducdes
nas ocorréncias de hepatotoxicidade, permitindo aos pacientes a continuidade da terapia
com tiopurinas.

Nossas analises também mostraram que os pacientes com DIl em remissdo
apresentaram niveis significativamente mais altos de 6-TGN (590,03 pmol/8 x 10°
eritrécitos) do que aqueles com doenca em atividade (328,28 pmol/8 x 102 eritrécitos).
Osterman e colaboradores (2006), também mostraram através dos dados na meta-
analise, que 62% dos pacientes estavam em remissdo com niveis de 6-TGN mais altos
do que aqueles com doenca ativa, uma diferenca de 66 pmol/8 x 102 eritrocitos.

Um estudo semelhante mostrou que as concentracdes médias de 6-TGN foram
significativamente maiores em pacientes em remissdo clinica (342,8 + 184,6 pmol/8 x
10° eritrocitos) do que em pacientes em atividade (232,9 + 159,7 pmol/8 x 108
eritrocitos) (ANDOH et al., 2008).
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Em contraste com esses relatos, outros estudos ndo detectaram tal correlagéo
entre estar em remisséo e apresentar concentracoes elevadas de 6-TGN (AL HADITHY
et al., 2005). Goldenberg et al. analisaram 74 pacientes com DII, mas ndo conseguiram
encontrar uma correlacdo entre remissdo e um valor de 6-TGN > 235 pmol/8 x 10°
eritrocitos. Gupta et al. avaliaram 101 criangas e mostraram uma insignificante
tendéncia para maiores concentracbes de 6-TGN em pacientes em remissdo
(OSTERMAN, M. T. et al, 2006). Uma metanalise recente demonstrou que pacientes
com niveis de 6-TGN acima de 230 e 260 pmol/8 x 10° eritrécitos apresentavam
remissao clinica, enquanto que a hepatotoxicidade foi correlacionada com os niveis de
6-MMP acima de 5700 pmol/8 x 10® eritrécitos. (KOPYLOV, BEN-HORIN,
SEIDMAN 2014)

Dos paciente analizados, 32,4% tinham niveis de 6-MMP acima de 5700
pmol/8 x 10° eritrécitos e ndo apresentaram hepatotoxicidade. Foi evidenciando também
uma correlacdo fraca entre os niveis de 6-MMP e a contagem de glébulos brancos,
assim como outros achados na literatura (AL HADITHY et al., 2005)

Conforme a literatura, a faixa terapéutica recomendavel de 6-TGN € de 235 a
500 pmol/8 x 10° eritrcitos; no entanto, o limite superior de 500 pmol/8 x 10°
eritrécitos ndo estd bem corroborado por dados experimentais (CURKOVIC et al.,
2013; FREI et al., 2013; KOPYLOV, BEN-HORIN, SEIDMAN, 2014). Nossos
achados mostraram 40,5% dos pacientes com concentracdes acima desse limite. Em
concordancia com relatos anteriores, houve uma leve linfopenia relacionada ao aumento
da concentracdo de 6-TGN, porém incapaz de levar a mielossupressdo dos pacientes e a
necessidade de suspensdo da medicacdo. Estudos anteriores mostraram ocorréncias de
linfopenia em 1,5% dos pacientes (KOPYLOV, BEN-HORIN, SEIDMAN 2014).

Andoh e colaboradores (2008), em seus estudos, mostraram uma correlacdo
significativa entre as contagens de glébulos brancos e as concentracdes de 6-TGN, as
contagens foram significativamente menores em pacientes em remissdo clinica ou
aqueles com concentracdes de 6-TGN > 235 pmol/8 x 10° eritrdcitos. Essas observacoes
sdo consistentes com outros autores (AL HADITHY et al., 2005; KOPYLOV, BEN-
HORIN, SEIDMAN 2014). Desse modo, os estudos sugerem que a contagem de
glébulos brancos pode ser util para prever concentracdes de 6-TGN, mas ndo pode ser
um fator preditivo para estar em remisséo.

Outro dado observado foi a diminuicdo significativa da transaminase

TGO/AST (25,03 + 18,62 U/L) no grupo de pacientes que apresentavam a doenca em
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atividade, com os niveis de 6-TGN a 540,51 pmol/8 x 10° eritrécitos e de 6-MMP a
7952,32 pmol/8 x 10° eritrocitos. Entretanto, apesar de significancia estatistica, os
valores de TGO/AST da maioria dos pacientes se mantiveram dentro dos valores de
referéncia (homem até 50 U/L, mulher até 35 U/L), ndo sendo necessaria alteracdo na
dose da AZA (PARDINI, 2012).

Assim como outros estudos, foi possivel observar uma ampla variacdo
interindividual nos parametros bioquimicos e hematologicos em todos os intervalos de
6-TGN (4,51 a 1515,27 pmol/8 x 10° eritrécitos) e de 6-MMP (169,98 a 53951,53
pmol/8 x 10° eritrécitos), permanecendo, a grande maioria dos individuos, com os
paramentros normais (SMITH et al., 2012).

N&o houve diferenca estatisticamente significante dos indices hematoldgicos e
bioquimicos (exceto contagem de linfécitos e de TGO) com concentracdo de TGN ou
com qualquer outro grupo.

Apesar do pequeno numero de pacientes avaliados, nosso estudo mostrou que o
método cromatogréafico proposto é preciso, sensivel e confidvel para a determinacdo das
concentracdes intraeritrocitarias de 6-TGN e 6-MMP, uma vez que os valores obtidos
sdo corroborados pela literatura cientifica previamente relatada. A utilizacdo destas
dosagens em estudos futuros podera ter grande importancia cientifica e clinica nesta
area, além de ser uma ferramenta valorosa para a farmacoterapia de pacientes que
utilizam a azatioprina ou a associacdo azatioprina + alopurinol, permitindo a

individualizacdo das doses destes farmacos.
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7.  CONCLUSAO

O método analitico proposto para deteccdo e quantificacdo dos metabdlitos
intraeritrocitarios da AZA por CLAE-UV mostrou-se especifico, sensivel, preciso e
linear na faixa de concentragéo entre 0,89 — 29,91 umol/L (r=0,999) para 6-TGN e entre
0,90 — 30,08 umol/L (r=0,999) para 6-MMP, apresentando resultados de validagéo de
acordo com as recomendaces internacionais e vigentes no pais, sendo adequado para a
realizacdo da monitorizacao terapéutica de rotina em pacientes com DC.

A aplicabilidade do método permitiu a determinagdo das concentracGes
intraeritrocitarias de 6-TGN e 6-MMP de modo preciso e confiavel, tendo os valores
obtidos neste estudo corroborados pela literatura cientifica relatada. Observamos ainda
que o0s pacientes que estavam em terapia combinada AZA e alopurinol apresentaram
remissao clinica, com diminuicdo da dosagem de AZA e diminuicédo significativa dos
niveis de 6-MMP em comparacdo com o0 grupo de pacientes sob monoterapia,
confirmando os achados de varios autores sobre a inibicdo da enzima XO, e
consequentemente a diminuicdo dos niveis do metabolito 6-MMP. Outra evidéncia
observada foi a de que pacientes em remissdo apresentaram niveis significativamente
mais altos de 6-TGN do que aqueles com doenca em atividade.

A potencial implantacdo destas analises na rotina clinica podera se tornar uma
importante ferramenta para a farmacoterapia, a qual permitira a avaliacdo da eficacia da
azatioprina ou da associacdo azatioprina com alopurinol na resolucdo dos efeitos
adversos e/ou no resgate terapéutico nos pacientes. Além disso, o conhecimento das
concentracdes dos metabolitos nestes pacientes, possibilitara a personalizacdo das doses
destes farmacos, o acompanhamento dos efeitos adversos relacionados com a terapia
farmacoldgica, o monitoramento da adesdo ao tratamento e a avaliacdo da evolucédo

clinica do paciente.
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APENDICE A

N

-

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP HU/UFJF
JUIZ DE FORA — MG — BRASIL

NOME DO SERVICO DO PESQUISADOR
Pesquisador Responsavel: Professor Jorge Willian L. Nascimento
Enderecgo: Rua José Lourengo Kelmer, s/n — Bairro Martelos, Juiz de Fora - MG,
Departamento de Farmacologia - Laboratério de Farmacologia Clinica e Experimental
Universidade Federal de Juiz de Fora
CEP: 36036-330
Fone: (32) 2102-3369 E-mail: jorge.willian@ufjf.edu.br
99161-9120 alinecorrearibeiro@yahoo.com.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica em CLAE-UV para
monitoramento terapéutico de metabdlitos da azatioprina em pacientes com
doenca de Crohn”. Neste estudo, vamos avaliar os efeitos benéficos (terapéuticos) e as
reacOes adversas do uso do medicamento AZA ou da AZA junto com o alopurinol nos
pacientes com Doenca de Crohn (DC).

O motivo para a realizag@o desse estudo € o fato de que a AZA ¢ o tratamento
que seu medico escolheu para tratar sua doenca, porém, como outros medicamentos, ela
pode levar ao aparecimento de algumas reag0es adversas ou néo ter o efeito esperado no
tratamento de alguns pacientes. Assim, o0 objetivo deste estudo serd avaliar se sera
necessaria uma possivel reducdo da dose terapéutica da AZA, quando estiver sendo

usada junto com o medicamento alopurinol, o que podera diminuir as rea¢des adversas e
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melhorar o efeito da AZA para vocé ou outros pacientes que também tenham Doenca de
Cronh.

Para este estudo, 0s pacientes que aceitarem participar, serdo divididos em 3
grupos, a partir da consulta médica, avaliacdo dos resultados de exames laboratoriais e a
aplicacdo de um breve questionario (indice de Harvey-Bradshaw) que o Sr(a) ja
realizaria para avaliar e tratar sua doenca. No grupo 1 estardo os pacientes com doenga
de Cronh que ja estdo utilizando a AZA e que apresentam reacOes adversas ao
tratamento. No grupo 2 estardo os pacientes portadores da Doenca de Cronh ja em
tratamento com AZA mas com falha no efeito e que ndo apresentam reacdes adversas a
terapia; e no grupo 3, pacientes em tratamento com AZA com sucesso terapéutico, isto
é, que nao apresentam reacdes adversas e nem ha falha no efeito deste medicamento.
Vocé podera ser incluido em qualquer destes grupos, de acordo com a avaliacdo
realizada.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em risco minimo associado a
coleta de uma quantidade pequena de sangue (uma colher de sopa - aproximadamente
10mL), da mesma forma como outros exames de sangue que vocé certamente ja fez,
com agulha e seringa estéreis e descartaveis, uma para cada participante, ou seja, sem
risco de contaminagdo. A coleta sera realizada por equipe profissional, devidamente
capacitada, do Hospital HU/CAS, e ocorrera conforme a rotina do hospital. Pode
ocorrer um pequeno desconforto na hora da introducéo da agulha na pele, como se fosse
uma “picada de inseto”. O sangue coletado serd armazenado no congelador do
laboratério até ser analisado e o restante sera descartado de forma adequada, em local
apropriado, ndo sendo mais utilizado em nenhuma outra pesquisa.

N&o hé risco adicional em relacdo ao tratamento com os medicamentos. E
importante que vocé saiba que o fato de vocé aceitar participar da pesquisa NAO ira
interferir no tratamento com os farmacos que vocé normalmente receberia (AZA ou
AZA + alopurinol). Ou seja, ndo sera testado nenhum medicamento novo e nem sera
modificado o seu tratamento por conta deste estudo, inclusive em caso de agravamento
da doenca.

A pesquisa ira contribuir para melhorar o tratamento dos pacientes com
Doenca de Cronh que usam AZA e possibilitara o estudo das quantidades deste
medicamento e de seus derivados (metabolitos) no sangue, com o objetivo de diminuir

as reacoes adversas.



Anexos 105

Se vocé participar deste estudo, ndo haverd nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados
danos provenientes exclusivamente desta pesquisa, o Sr.(a) tera assegurado o direito a
indenizacdo. O Sr.(a) sera esclarecido(a) sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e esta livre para participar ou retirar seu consentimento ou interromper a
participagdo em qualquer momento. A sua participacdo é voluntaria e a recusa em
participar NAO acarreta qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a)
é atendido (a) pelo pesquisador ou pelo seu médico, que tratard a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdo N° 466/12
do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informacGes somente para os fins
académicos e cientificos.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu
nome ou o0 material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissao.
O(A) Sr(a) ndo seréa identificado(a) em nenhum texto ou publicacdo que possa resultar
deste estudo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e ap0s esse tempo serdo
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais,
sendo que uma clpia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de
Farmacologia Clinica e Experimental, Departamento de Farmacologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora e a outra sera fornecida ao Sr.(a).

Eu, '
portador do documento de Identidade fui informado (a) dos

objetivos do estudo “Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica em
CLAE-UV para monitoramento terapéutico de metabolitos da azatioprina em
pacientes com doenca de Crohn”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacfes e modificar
minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cdpia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e

esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 201 _.
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Nome e assinatura do (a) participante Data
Prof. Dr. Jorge Willian L. Nascimento Data
Farmacéutica Aline Corréa Ribeiro Data

Em caso de davidas sobre aos aspectos éticos deste estudo, vocé pode consultar o:
CEP HU — Comité de Etica em Pesquisa HU/UFJF

Hospital universitario Unidade Dom Bosco - Sala 297

CEP 36.038-330

E-mail: cep.hu@ufjf.edu.br



mailto:cep.hu@ufjf.edu.br
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ANEXO A

Questionario clinico estruturado do indice Harvey-Bradshaw e parametros hematologicos,

bioquimicos e metabdlicos do paciente

Nome do paciente:

Identificacdo (iniciais dos nomes e sequéncia numeérica):

Dados da coleta:

Uso de alopurinol

( ) Sim dosagem: ( ) Nao
Anamnese: (rea¢des adversas)
() muito bom (0 pts) . .
Bem estar geral: () bom (1 pt) g g Fr?étégtr)mrglm ((i gttss%
(" )ruim (2 pts)
(' ) nenhum (0 pts)
oo ()leve (1 pt)
Dor abdominal: () moderado 2 pts)
() severo (3 pts)
Namero de evacuagdes liquidas/dia: | ( ) por n° de evacuagéo (1 pt)
() nenhuma (0 pts)
Massa abdominal: () duwdosg . (1 pt)
() bem definida (2 pts)
() bem definida, dolorosa (3 pts)
S ( )artralgia () fissura anal () fistula anal
(l:oin%lrlci?eg:]es. () uveite () eritema nodoso () abcesso
Ptp (' ) Ulcera aftoides () pioderma gangrenoso
Pontuacéo total: pontos
Resultados obtidos do perfil TGO ou AST:
hepatico: TGP ou ALT:

Outros resultados obtidos:

Proteina C-reativa:

Resultados obtidos da avaliacao
hematoldgica:

Leucometria global:

Linfécitos:

Plaquetas:

Hematdcrito:

Resultados obtidos da
determinacao* dos farmacos e
metabdlitos:

6-MMP:
6-TGN:

Legenda: AST (Aspartato

transaminase),

ALT (Alanina transaminase),

metilmercaptopurina), 6-TGN (nucleotideos 6-tioguanina)
* unidades de quantificacdo dos metabdlitos: pmol/8 x 10° hemécias

Remissao da doenga:
Resposta terapéutica:

<4 pontos
<3 pontos

6-MMP  (6-
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ANEXO B
Projeto de pesquisa registrado na plataforma brasil e aprovado pelo comité de
ética em pesquisa em seres humanos do hospital universitario - UFJF / MG (CEP
HU-UFJF).

24/08/2016 Plataforma Brasil

. DETALHAR PROJETO DE PESOUISA

Pl DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule Publico: Terapis combinada de A; Aopuringl em pecisntes com Dosnga de Crohn: Biicdcia Teraplitica e Elefics nos Matzshéites da Tiopurina

Pesqulsagor Resp bvel: SJORCE ¥4 G STk TG

Contato Piblico: JORGE MLLIAN

Condices de saide o probi carasterza-se por pericds e pariodes de remissZo. ﬁ;‘%
Deenca de Crobn (O0) ca n% Sz cran seal de afiologia desconhacis W&
pode afelar qualguer segmerte do b digesive, Gdaz 7 Ges exira 32k # 2

2 AZAAL O possiblilancs confomar o0 elimingr reaches adversas

Fx
Descriteres CID - Especificos: Doence de Croh
Descritores CID - da Intervengio: Doencada !
{ata de Aprovago Biica do CEPICONEP: 127

DADOS DA INSTITUICAC PROPONENTE

HNome da Instituigle; UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ OE FORA UFSE
Cidade; JUIZ

T FORA







