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RESUMO

Hidroxicloroquina (HCQ) € medicamento antimalarico utilizado para tratar
infeccOes parasitarias por Plasmodium sp. O farmaco também é indicado para o
tratamento de doencgas inflamatérias e autoimunes, como infecgbes reumaticas
e dermatoldgicas, artrite reumatoide, IUpus eritematoso sistémico e discoide, e
condic¢des dermatoldgicas provocadas ou agravadas pela luz solar. AHCQ é um
farmaco quiral disponivel como mistura racémica de R-HCQ e S-HCQ. Sua
enantiosseletividade é descrita tanto na farmacocinética, como na
farmacodinamica e o medicamento final é disponivel apenas na forma de
racemato. A HCQ ¢é metabolizada principalmente no figado pelas enzimas
CYP2D6, 3A4 e 2C8. Dados clinicos sugerem que variantes de CYP2D6
resultam em alteragéo no metabolismo de HCQ. Este estudo teve como objetivo
desenvolver modelos farmacocinéticos baseados em fisiologia (PBPK) para
predizer a disposi¢do cinética dos enantiomeros de HCQ e avaliar o efeito de
polimorfismos genéticos na exposicao sistémica de HCQ. A modelagem PBPK
foi desenvolvida usando o simulador Simcyp V21. A constru¢cdo do modelo foi
baseada em parametros PK in vitro e em dados clinicos observados em
voluntarios adultos apés a administracéo oral e intravenosa de HCQ. O modelo
incorporou dados de cinética enzimatica para as enzimas CYP2D6, CYP2C8 e
CYP3A4, cujos valores de clearance intrinseco foram definidos por extrapolagéo
retrograda de forma a capturar a contribuicdo de cada isoforma na eliminacéo
total de HCQ. As predicbes dos modelos PBPK finais foram verificadas em
relacdo a dados PK observados em 3 estudos clinicos (administracédo
intravenosa e oral) através dos perfis de concentracdo sanguinea e pela
comparacao dos parametros PK observados e preditos. O erro médio (MFE) é
considerado satisfatorio quando os parametros preditos encontram-se dentro de
duas vezes o valor observado correspondente. Para a area sob a curva
concentracdo sanguinea versus tempo (AUC) de R-HCQ e S-HCQ apés
administracao IV, o MFE foi de 0,76 e 1. Para R-HCQ ap06s administracdo oral,
o MFE variou de 0,94-1 e 0,55-1,2 para os parametros AUC e concentracéo
sanguinea maxima (Cmax). Para S-HCQ, os valores de MFE ficaram entre 0,71-
0,89 e 0,75-1,5 para AUC e Cmax, respectivamente. As razdes R-HCQ/S-HCQ
preditas/observadas para AUC (0,73-1,34) e Cmax (0,70-0,72) mostraram predizer
a enantiosseletividade. Os modelos PBPK para os enantibmeros foram
empregados para simular perfis de concentracdo sanguinea e parametros PK
em fendtipos metabolizador normal (NM), lento (PM) e ultrarrapido (UM) de
CYP2D6 e NM e PM de CYP2C8. As simulagcdes mostraram que sujeitos PM
para CYP2D6 apresentam aumento em meédia de 1,1 vezes na AUC, e sujeitos
UM de CYP2D6 apresentaram reducao de 0,9 vezes, em relagédo aos sujeitos NM
de CYP2D6. Foram realizadas simulagdes de cenarios clinicos improvaveis de
serem avaliados em estudos clinicos. Individuos com fenétipo PM para CYP2D6
e CYP2C8 em uso do inibidor de CYP3A4 claritromicina podem apresentar
aumento médio na AUC de R-HCQ e S-HCQ de 2,34 e 2,68. Em conclusao, os
modelos PBPK desenvolvidos se mostraram adequados para a predicao da
cinética enantiosseletiva de HCQ e podem ser aplicados para predizer interagdes
complexas farmaco-farmaco-gene que néao sao facilmente avaliadas em estudos
clinicos.

Palavras-chave: Hidroxicloroquina. Enantibmeros. PBPK. Polimorfismos
genéticos.



ABSTRACT

Hydroxychloroquine (HCQ) is an antimalarial drug used to treat Plasmodium sp.
parasitic infections. The drug is also indicated for the treatment of inflammatory
and autoimmune diseases, such as rheumatic and dermatologic infections,
rheumatoid arthritis, systemic and discoid lupus erythematosus, and
dermatologic conditions caused or aggravated by sunlight. HCQ is a chiral drug
available as a racemic mixture of R-HCQ and S-HCQ. Its enantioselectivity is
described in the pharmacokinetics and in the pharmacodynamics, and the final
drug is available only as a racemate. HCQ is metabolized primarily in the liver by
CYP2D6, 3A4 and 2C8 enzymes. Clinical data suggest that CYP2D6 variants
result in altered HCQ metabolism. This study aimed to develop physiology-based
pharmacokinetic (PBPK) models to predict the kinetic disposition of R- and S-
HCQ and to evaluate the effect of genetic polymorphisms in thesystemic
exposure. PBPK modeling was developed using the Simcyp V21 simulator.
Model development was based on in vitro PK parameters and clinical data
observed in adult volunteers following oral and intravenous administration of
HCQ. The model incorporated enzyme kinetics data for the enzymes CYP2D6,
CYP2C8, and CYP3A4, whose intrinsic clearance values were defined by
retrograde extrapolation to capture the contribution of each isoform to total HCQ
elimination. Predictions of the final PBPK models were verified using observed
PK data from 3 clinical studies (intravenous and oral administration) by comparing
blood concentration profiles and observed and predicted PK parameters. The
mean fold error (MFE) is considered satisfactory when all predicted parameters
were within two fold the corresponding observed value. For the area under the
blood concentration versus time curve (AUC) of R-HCQ and S-HCQ after IV
administration, MFE was 0.76 and 1. For R-HCQ after oral administration, MFE
values ranged from 0.94-1 and 0.55-1.2 for AUC and maximum blood
concentration (Cmax). For S-HCQ, MFE values were 0.71-0.89 and 0.75-1.5 for
AUC and Cmayx, respectively. The predicted/observed R-HCQ/S-HCQ ratios for
AUC (0.73-1.34) and Cmax (0.70-0.72) showed that our model was able to predict
the enantioselectivity. PBPK models of R- and S-HCQ enantiomers were applied
to simulate blood concentration profiles and PK parameters in normal metabolizer
(NM), poor metabolizer (PM) and ultrarapid metabolizer (UM) phenotypes for
CYP2D6 and NM and PM for CYP2C8. Simulations showed an average 1.1-fold
increase in the AUC oin CYP2D6 PM, and a 0.9 fold reduction in CYP2D6 UM,
relative to CYP2D6 NM subjects. Simulations showed that a 1.5-fold increase in
the AUC in CYP2C8 PM relative to CYP2C8 NM phenotype. Simulations of
clinical scenarios unlikely to be evaluated in clinical studies were performed.
Individuals with the PM phenotype for both CYP2D6 and CYP2CS8 using the
CYP3A4 inhibitor clarithromycin showed an average increase in the AUC of R-
HCQ and S-HCQ of 2.34 and 2.68 fold. In conclusion, PBPK models proved to
be suitable for the prediction of the enantioselective kinetics of HCQ. The PBPK
models can be applied to predict complex drug-drug-gene interactions that are
not easily evaluated in clinical trials.

Keywords: Hydroxychloroquine. Enantiomers. PBPK. Genetic polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

A hidroxicloroquina (HCQ) € um antimalarico utilizado para o tratamento
de infec¢éo parasitaria ocasionada por Plasmodium vivax, P. ovale, P. malariae,
e P. falciparum. Também é indicada para o tratamento de artrite reumatoide
(AR), lapus eritematoso sistémico (LES), lupus eritematoso discoide e condi¢cdes
dermatoldgicas provocadas ou agravadas pela luz solar (OLSEN et al. 2013;
DIMA et al. 2021). Em raz&o da maior seguranca e baixo custo no mercado
farmacéutico, a HCQ tornou-se um dos medicamentos mais prescritos para
artrite reumatoide nos Estados Unidos da América, com cerca de meio bilhdo de
comprimidos dispensados em 2019 (LI et al. 2020). Apesar do uso de cloroquina
(CQ) e HCQ néo autorizado no tratamento da COVID-19, medicamentos
contendo essas aminoquinolinas foram utilizados como off-lable para tratar ou
prevenir a doencga. Entretanto, CQ e HCQ ndo mostraram eficicia no tratamento
da COVID-19 em ensaios clinicos randomizados com grande numero de
pacientes (SELF et al. 2020).

A dosagem diaria deste HCQ depende da indicacao terapéutica. Para a
profilaxia da malaria, a dose de 400 mg (310 mg da base) deve ser administrada
uma vez na semana com inicio de 2 semanas antes da exposi¢cao e continuar
por 4 semanas apoés sair da regido endémica. Para a profilaxia em pacientes
pediatricos, pode ser aplicada a dose normalizada pelo peso dede 6.5 mg/kg (5
mg/kg da base) em periodo semelhante ao descrito acima. Para o tratamento da
malaria ndo complicada, adultos devem receber a dose de 800 mg (620 mg da
base) seguidos de 400 mg (310 mg da base) em 6h, 24h e 48 h apos a dose
inicial, perfazendo um total de 2000 mg de sulfato de HCQ ou 1550 mg da base
HCQ. Por fim, no tratamento dos lUpus eritematoso, a dose recomendada de
HCQ para adultos é de 200 a 400 mg (155 a 310 mg da base) diariamente,
administrada como dose Unica diaria ou dividida em 2 doses diarias.

De acordo com a Academia Americana de Oftalmologia (2016-AA0), é
recomendado nao ultrapassar 5 mg/kg/dia de peso corporal ou 400 mg/dia em
razdo do risco de retinopatia (MARMOR et al. 2016). Em pacientes com
insuficiéncia renal crbnica com taxa de filtracdo glomerular <30 mL/min €&
recomendada a reducao da dose de HCQ em 50% (FANOURIAKIS et al. 2020).
Em razdo da HCQ possuir uma meia-vida longa (cerca de 22 dias), os regimes

de doses podem ser adaptados ao alternar os dias de administracdo, como, por
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exemplo, a administracdo de 200 mg no primeiro dia e 400 mg no segundo dia,
com média diaria de 300 mg por dia (MELLES e MARMOR, 2014). Levando em
consideracdo que HCQ € disponivel como mistura racémica, estudos que
avaliam a farmacocinética e a farmacodinamica dos enantidbmeros S-HCQ e R-
HCQ séo necessarios para a melhor compreenséo das relagdes entre exposicao-
efeito terapéutico e exposicdo-toxicidade (DUCHARME et al. 1995;
MCLACHLAN et al. 1994; MIDHA et al. 1996).

A Farmacocinética Baseada em Fisiologia (PBPK) consiste em uma
abordagem farmacoldgica quantitativa utilizada para modelar processos de
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de farmacos e toxicantes em
seres humanos e em modelos de experimentacgdo e predizer quantitativamente
a exposicdo. Os modelos PBPK séo construidos a partir de propriedades fisico-
guimicas, propriedades de ligacdo no sangue (fracdo nédo ligada as proteinas
plasmaticas, razao de concentracdo sangue:plasma, dados obtidos em estudos
in vitro (permeabilidade, solubilidade/dissolucédo, metabolismo) e parametros
farmacocinéticos in vivo do farmaco de interesse. Apds construcdo
fundamentada nas melhores praticas cientificas, o modelo PBPK é verificado
externamente com dados observados em estudos clinicos independentes. Apos
um processo extensivo de aprendizado e confirmacdo do modelo PBPK
desenvolvido e validacao segundo critérios quantitativos e estatisticos, 0 mesmo
podera ser utilizado para predizer cenarios nao investigados anteriormente
(JAMEI et al. 2009; JONES e ROWLAND-YEO, 2013). Um recente estudo
utilizou a modelagem e simulacéo (M&S) para investigar a cinética da HCQ como
mistura racémica com o intuito de otimizacdo de doses para pacientes com
COVID-19 (ZHANG et al. 2021). Apesar de HCQ nao apresentar um perfil
favoravel de eficicia x seguranga para o tratamento da COVID-19, a ferramenta
PBPK tem se mostrado promissora para acelerar o desenvolvimento de farmacos
e na dosagem de precisdo. Através da modelagem & simulacdo PBPK, varios
cenarios podem ser testados como otimizacdo de doses em populacdes
especiais, interacbes farmaco-farmaco e interagbes gene-farmaco
(BHATNAGAR et al. 2021; CUI et a. 2021). Embora a enantiosseletividade ja
tenha sido descrita na disposicao cinética de HCQ, o modelo PBPK descrito na
literatura refere-se a HCQ como mistura enantiomérica (ZHANG et al. 2021).

Este estudo teve como objetivo aplicar a modelagem e simulacdo PBPK na



15

compreensao da enantiosseletividade na disposicéo cinética de HCQ e para
explorar cenarios de interacbes complexas nao previsiveis em estudos clinicos,

como por exemplo as intera¢gBes farmaco-farmaco-gene.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 S-HCQ e R-HCQ como farmacos de escolha para estudo da
enantiosseletividade

Em meados de 1600, no Chile, o uso da casca da cinchona usadas para
tratar febre e calafrios chamou a atencéo dos jesuitas. Mais tarde, em 1820, os
principais alcaloides de quinina e cinchonina foram isolados, e em 1934 ocorreu
a caracterizacao quimica da cloroquina (CQ) (DIMA et al. 2022). O sulfato de
HCQ, € um andalogo hidroxilado da CQ sintetizado em 1946, e em razéo de
apresentar melhor perfil de seguranca € administrado desde 1955 como
alternativa a CQ (IRASTORZA et al. 2010).

Desde a década de 50, diversos farmacos inicialmente desenvolvidos
como racematos (mistura de 1:1 de cada enantibmero) passaram a ser
desenvolvidos como enantibmeros individuais, quando dados de eficacia e
seguranca justificassem os desafios técnicos de sintese e producdo dos
isbmeros isolados. Omeprazol e citalopram foram substituidos, pelo menos
parcialmente, por esomeprazol e escitalopram em razdo da maior seletividade
relacionada a atividade farmacoldgica ou perfil de seguranca (JACQUES et al.
2015).

HCQ é um farmaco quiral e sua enantiosseletividade foi descrita tanto na
farmacocinética, como na farmacodinamica (DUCHARME e FARINOTTI. 1996;
MCLACHLAN et al. 1994). Embora os mecanismos moleculares da agao na
malaria ndo estejam completamente descritos, as 4-aminoquinolinas
apresentam atividade antiparasitaria contra plasmaédios em raz&o do prejuizo na
degradacao de hemoglobina. Os valores de IC50 para a razdo S/R-
aminoquinolinas frente a diferentes cepas variam de valores proximos da
unidade até 1,23. Porém, a distribuicdo seletiva para as células do sangue e a
ligacdo as proteinas plasmaticas parecem ser os principais determinantes para
o efeito antimalarico enantiosseletivo in vivo (BROCKS e MEHVAR. 2003). A

razdo sangue/plasma para R-HCQ e S-HCQ foi estimada como 8,6 e 5,
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respectivamente (MCLACHLAN et al. 1993) e a frac&o livre no plasma para R-
HCQ é cerca de 2 vezes superior a de S-HCQ. A AUC para R-HCQ no sangue
€ cerca de 1.5-1.9 vezes superior a de S-HCQ ap0s dose intravenosa ou oral
(DUCHARME te al. 1995; MCLACHLAN et al. 1994). Considerando a distribuicéo
preferencial de R-HCQ para células do sangue (TOUTAIN e BOUSQUET-
MELOU, 2014) e as células do sangue como sitio de a¢éo de HCQ na prevencéo
e tratamento da malaria, a compreensao da disposi¢ao cinética enantiosseletiva
parece ser um ponto chave para estabelecer relacdes exposi¢ao-resposta, pelo
menos para esta indicacao terapéutica.

Estudos mostram que cardiomiopatia fatais ou potencialmente fatais
foram relatados apos o uso de HCQ e de CQ, com manifestacdes de bloqueio
atrioventricular, hipertensdo pulmonar e outras complicacées cardiacas. Os
achados no eletrocardiograma mostraram que HCQ prolonga o intervalo QT
(FDA, 2017). Ensaios in vitro em fibras Purkinje isoladas mostram que R-HCQ e
S-HCQ bloqueiam canais de potassio Kir2.1 em concentracbes similares,
sugerindo que a quiralidade nédo parece influenciar a toxicidade cardiaca de HCQ
(BALLET et al. 2022).

Um estudo in vitro para o virus SARS-CoV-2 realizou um ensaio de
deteccdo de nivel de RNA viral utilizando remdesivir como controle. O estudo
apontou que R-HCQ demonstrou atividade inibitoria viral superior ao composto
racémico e seu isdbmero S-HCQ com concentracdes efetivas EC50= 3,05 pM. O
enantibmero R-HCQ atingiu EC50=5,38 puM, seguido da mistura enantiomeérica
com atividade inibitoria EC50=5,09 (NI et al. 2022).
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Figura 1. Estrutura quimica dos enantiomeros R-HCQ e S-HCQ.

2.1.1 Mecanismo de acéao farmacologica

As aminoquinolinas possuem uma ampla atividade farmacolodgica,
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atuando em sistemas distintos, receptores celulares e organelas intracelulares.
Essa variabilidade contribui para o uso de aminoquinolinas desde a profilaxia e
tratamento da malaria, bem como a atividade anti-inflamatéria e
imunomodulagéo na AR e LES (PLANTONE e KOUDRIAVTSEVA. 2018). Na
prevencao e o tratamento da malaria, acredita-se que a HCQ exerce seu efeito
em razdo do acumulo nas vesiculas acidas do parasita e inibicdo da
polimerizacdo do heme. HCQ é ativa contra cepas sensiveis a CQ do
Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
vivax (FDA, 2017). Em geral, os mecanismos de acao farmacolégicos da HCQ
para o tratamento de malaria, artrite reumatoide e IUpus eritematoso sistémico

s&o pouco descritos ou desconhecidos (FDA, 2017).

2.1.2 Toxicidade

Os efeitos cardiacos da HCQ sdo descritos em estudos pos-
comercializagdo. A bula descreve relatos de cardiomiopatia fatais ou
possivelmente fatais e prolongamento do intervalo QT (FDA, 2017). As
aminoquinolinas inibem a atividade de canais de potassio, e atrasam a
repolarizacdo nas células cardiacas. Do ponto de vista clinico, isso leva ao
prolongamento do intervalo QT que pode ser observado no eletrocardiograma.
Além disso, o0 atraso na repolarizacdo tem maior impacto em sujeitos com
reducdo nas frequéncias cardiacas (CHATRE et al. 2018). A hipertrofia
concéntrica que é o aumento do tecido muscular dos ventriculos cardiacos, foi
associada ao uso de aminoquinolinas (JOYCE e FABRE, 2013). Casos de
sobredose com o analogo estrutural CQ resultam em quadros de hipocalemia
(CLEMESSY et al. 1995). Uma vez que HCQ prolonga o intervalo QT, sugere-se
gue outros farmacos com efeito semelhante como os antiarritmicos, amiodarona
e sotalol ndo sejam administrados juntamente com HCQ (FDA, 2017). Os niveis
plasmaticos aumentados de digoxina, foram observados em pacientes com
terapia combinada com HCQ (FDA, 2017). Além disso HCQ pode gerar a
diminuicdo da glicemia, sendo alertado o cuidado do uso de HCQ com
hipoglicemiantes (FDA, 2017).

Os efeitos de aminoquinolinas no sistema nervoso central (SNC) séo
pouco relatados. Foram relatados efeitos neurolégicos como a perda auditiva

neurossensorial, confusao, dores de cabeca, tontura, convulsdes, alucinacdes e
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ataxia (PHILLIPS-HOWARD e KUILE. 1995). Recentemente, a agéncia europeia
de medicamentos (EMA), recomendou a atualizacdo de bulas contendo CQ e
HCQ para inclusdo do risco de transtornos psiquiatricos e comportamento
suicida associado ao uso dessas aminoquinolinas.

As aminoquinolinas podem induzir ototoxicidade em exposi¢cdes agudas
ou crbnicas. A perda auditiva gerada pelas aminoquinolinas é bilateral, leve e
moderada e pode vir acompanhada de tonturas e vertigem. Em casos de
superdosagem de HCQ em individuos adultos, a ototoxicidade tende a diminuir
dentro de 48 a 72 horas (SECKIN et al. 2000). A intoxicacdo aguda por HCQ e
CQ podem deixar sequelas oftalmoldgicas, incluindo diplopia, perda da acuidade
visual, visdo de tunel e midriase. O restabelecimento da visdo pode ocorrer de
forma rapida, mas também pode levar meses. Dados de toxicidade ocular foram
relatados com o uso de doses crbnicas de 1000 mg de HCQ. A toxicidade na
retina nessa dose tem prevaléncia aumentada em 1%, associando-se a perda
irreversivel da visdo, mesmo apoés a suspensdo do medicamento (BROWNING.
2002). Entende-se que o mecanismo de toxicidade ocular induzida por CQ e
HCQ naretina esteja associada a intera¢éo das aminoquinolinas com a melanina
(YUSUF et al. 2017).

Para o tratamento de individuos intoxicados por HCQ recomenda-se a
descontaminacao, estabilizacao de arritmias cardiacas e suporte hemodinamico
(MCBETH et al. 2015). Os critérios para a transferéncia do paciente intoxicado
por aminoquinolinas para a unidade de terapia intensiva (UTI), consiste em
hipotensao sistémica persistente, arritmias ventriculares, coma e persisténcia de
hipoglicemia (JONES et al. 2017).

2.1.3 Disposicéo cinética

De acordo com o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB), a HCQ
€ um farmaco de classe |, ou seja, possui alta solubilidade e alta permeabilidade.
Farmacos pertencentes a essa classe sdo bem absorvidos apés administracédo
oral e sua taxa de absor¢céo em geral € maior que a de eliminagdo (AMIDON et al.
1995). A biodisponibilidade oral de HCQ como mistura enantiomérica € 67-74% e
apresenta um volume de distribuicdo extremamente elevado de 5.522 L. Devido a
sua alta lipofilicidade e lisossomotropismo, a HCQ pode atravessar membranas
celulares e se acumular nos lisossomos, onde acaba interrompendo funcgoes
celulares significativas (PONTICELLI e MARONI. 2016).
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A HCQ liga-se as proteinas no plasma de forma enantiosseletiva. Liga-se
principalmente a a1-glicoproteina acida (MCLACHLAN et al. 1993; BROCKS et
al. 1994). Apés dose oral de 155 mg, a concentracdo maxima (Cmax) no plasma
foi de 50,3 ng/mL, e o tempo de observacéo da concentracdo maxima (Tmax) de
3,74 horas. Apos doses intravenosas de 155 mg, a Cmax no sangue variou de
1161 a 2436 ng/mL com valor médio de 1918 ng/mL (FDA, 2019).

O metabolismo hepético de HCQ resulta em trés metabdlitos quirais,
sendo eles desetilhidroxicloroquina (DHCQ), desetilcloroquina (DCQ) e
bisdesetilcloroquina (BDCQ). A HCQ € eliminada na urina humana na forma dos
metabdlitos DCQ e DHCQ, e em menor propor¢do, BDCQ. (OLIVEIRA. 2007;
MCLACHLAN. 1991). As enzimas CYP2D6, CYP2C8, CYP3A4 sé&o as principais
responsaveis pela N-desetilacdode HCQ (TANAKA et al. 2004). Estudos de
metabolismo in vitro em microssomas hepaticos humanos identificaram as
enzimas CYP2C8, CYP3A4 CYP3A5 e CYP2D6 como as principais isoformas
responsaveis pela N-desetilacdo da cloroquina (CQ). Em razéo da similaridade
estrutural com HCQ, e da identidade estrutural do principal metabdlito DCQ entre
as duas 4-aminoquinolinas, acredita-se que as mesmas enzimas contribuam
para o metabolismo de CQ e HCQ (KIM et al. 2003). Dados de modelagem in
silico, estudos em microssomas hepéticos com inibidores especificos e dados
de metabolismo usando enzimas recombinantes sugerem que a contribuicdo de
CYP3A4, CYP2D6 e CYP2CS8 é de 17%, 19% e 37%, respectivamente (ZHANG
et al. 2021).
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Figura 2. Metabolismo hepatico da HCQ. A isoforma CYP2D6 é responsavel pela
desalquilacdo da HCQ em DCQ e DHCQ. Outras isoformas também responsaveis por
essa etapa do metabolismo ndo foram identificadas até o momento. Fonte: Préprio
autor. Figura preparada em BioRender (https://biorender.com/)

Os dados da enantiosseletividade na disposicéo cinética da HCQ ainda
sdo limitados. A absorgédo dos enantidbmeros de HCQ nao foi enantiosseletiva e
a fracdo absorvida (Fa) de R-HCQ e S-HCQ foi calculada em 74% e 77%,
respectivamente (MCLACHLAN. 1994). Apd6s a administracdo de dose Unica de
200 mg de sulfato de rac-HCQ foi observada AUC no sangue de 3948 + 351
ng*h/mL para R-HCQ e 2208+343 ng*h/mL para S-HCQ. As concentragdes
sanguineas maximas (Cmax) de 84 + 22 ng/mL para R-HCQ e 52 + 14ng/mL para
S-HCQ (DUCHARME et al. 1995).

A ligagéo a proteinas plasmaéticas foi avaliada in vitro utilizando 40 g/L de
albumina sérica humana, sendo 37% R-HCQ e 64% para S-HCQ (MCLACHLAN
et al. 1993). Além disso, o mesmo estudo relata a ligacdo a al-glicoproteina
acida de 41% para R-HCQ e 29% para S-HCQ utilizando 0,7 g/L de ail-
glicoproteina acida.

O clearance total no sangue em voluntarios sadios foi de 19,6 L/h para R-
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HCQ e de 35,1 L/h para S-HCQ (DUCHARME et al. 1995). A meia- vida de HCQ
administrada por via oral é estimada em 537 horas ou 22,4 dias no sangue. Apos
infusdo intravenosa de 155 mg, HCQ possui meia-vida de cerca de 40 dias (FDA.
2017). O clearance nao renal calculado a partir de dados no sangue, que se
acredita ser essencialmente hepatico, foi de 17,8 L/h e 30,49 L/h para R-HCQ e
S-HCQ, respectivamente. O clearance renal calculado a partir dos dados em
sangue foi de 1,79 L/h para R-HCQ e 4,61 L/h para S-HCQ (DUCHARME et al.
1995). Observou-se ainda que a razdo enantiomérica R/S na excregao urinaria
esta correlacionada com a razdo plasmatica, o que indica que a excre¢ao urinaria
nao contribui para a diferenca na disposi¢do cinética entre R-HCQ e S-HCQ
(BROCKS et al. 1994).

Um estudo experimental mostrou que a AR reduziu o clearance dos
enantidomeros da HCQ por aumento na ligacéo as proteinas plasmaticas (EMAMI
et al. 1998). Em consonancia com essas observacdes, pacientes com AR
apresentaram concentracdes sanguineas de ambos enantibmeros de HCQ
maiores quando comparados a voluntarios sadios (TETT et al. 1994). Outro
estudo realizado em pacientes com AR, mostrou que o clearance renal de S-HCQ
foi cerca de 2 vezes o clearance renal de R-HCQ de forma similar ao que é
observado para voluntarios sadios (MCLACHLAN et al. 1993).

Um trabalho buscou identificar potenciais pares de interacdo farmaco-
farmaco (DDIs) de HCQ clinicamente relevantes com base em dados de

interacdo do Food and Drug Administration (FDA) e da Drug Interaction

Flockhart TableTM (https://drug-interactions.medicine.iu.edu/MainTable.aspx)

pela identificagéo de inibidores fortes, fracos e moderados. O estudo sugeriu um
total de 423 pares de DDI envolvendo a HCQ (BISWAS e ROY 2021). Entende-
se que em razao da similaridade estrutural entre HCQ e CQ, os potenciais DDIs
identificados para HCQ podem ser esperadas para CQ. A pesquisa concluiu que
ha pelo menos 29 pares de DDI que devem ser considerados clinicamente
graves e devem ser monitorados em pacientes que fazem uso de HCQ (BISWAS
e ROY. 2021). Uma pesquisa retrospectiva realizada durante 3 anos avaliou
prescricbes médicas de idosos do norte da Europa em uso de HCQ para
identificar possiveis interagbes medicamentosas envolvendo o farmaco.
Destacou-se que a amiodarona coadministrada com HCQ pode aumentar o
efeito do antiarritmico (VELASCO-GONZALEZ et al. 2020). Além disso, uma
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analise relacionou a sindrome do QT longo em paciente com insuficiéncia
cardiaca com a coadministracdo de amiodarona e HCQ, uma vez que ao iniciar
o tratamento de lipus com HCQ ocorriam episodios de fibrilac&o atrial. O estudo
prop6s que a HCQ atua na corrente ativa de despolarizagdo dos canais iGnicos
e nas correntes dos ions de calcio (MIRANDA-AQUINO et al. 2018).

2.2 Metabolismo de HCQ mediado por enzimas CYP
2.2.1 CYP2D6

O isoforma 2D6 do sistema citocromo P450 (CYP) D6 é uma enzima
essencial na metabolizacdo de diversos farmacos, e responsavel pela
metabolizacao de cerca de 20% dos medicamentos hoje comercializados, como
a codeina, amitriptilina, fluvoxamina, risperidona, paroxetina, dextrometorfano,
entre outros. CYP2D6 é expressa tanto no figado quanto em 6rgdos extra-
hepaticos como cérebro e intestino (YU et al. 2004). Fen6tipos metabolizadores
de CYP2D6 séo classificados atraves dos niveis de atividade enzimética, e
podem ser atribuidos como metabolizador lento (PM), metabolizador
intermediario (IM), metabolizador normal (NM) e metabolizador ultrarrapido
(UM). A frequéncia desses fenoétipos sdo de 2, 3, 92 e 5% em populacbes dos
Estados Unidos, respectivamente, podendo variar em diferentes grupos étnicos
(GAEDIGK et al. 2017). No Brasil, o estudo realizado pela Rede Nacional de
Farmacogenética (Refargen) com 1034 adultos sadios de ambos os sexos
classificados como brancos, pardos e pretos das regides Norte, Nordeste
Sudeste e Sul mostrou que a frequéncia do alelo CYP2D6*2 foi de 19,5%, e a
frequéncia do alelo CYP2D6*3 foi de 0,8% (REFARGEN www.refargen.org.br).

O gene CYP2D6 é altamente polimérfico e possui mais de 100 alelos com

variacdes ja descritos pelo Pharmacogene Variation (PharmVar), e algumas
dessas variacdes estdo relacionadas a alteracGes funcionais ja bem definidas
(RENY e FONTANA. 2015). Esses polimorfismos podem estar relacionados a
alelos nulos de CYP2D6, e carregam uma expressao pequena da proteina
CYP2D6 ou até mesmo proteinas ndo funcionais, e estes, sao considerados
PM'’s, contrariamente, multiplas cépias do gene CYP2D6 pode ser caracterizado
como UM’s (ZANGER et al. 2004). As variantes CYP2D6 *3 *4 *5 e 6* estdo
associadas a enzima nao funcional (YOKOTA et al. 1993; SUNBERG-
INGELMAN. 2005). As variagdes CYP2D6*10, *17 e *41 est&o relacionadas a
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atividade enzimatica reduzida (KANE et al. 2020). A variacdo correspondente ao
alelo *17 é mais frequente em africanos, enquanto a variacédo correspondente ao
alelo *10 é encontrada com maior frequéncia em caucasianos (BRADFORD,
2002).

Além de farmacos, a isoforma tem como substrato neurotoxinas
envolvidas no surgimento da doenca de Parkinson (HIROI et al. 1998). Portanto,
sabe-se que individuos portadores de alelos CYP2D6 nao funcionais expressam
maior vulnerabilidade a doenca de Parkinson, isso inclui populacdes
caucasianas britanicas (LU et al. 2014). A atividade de CYP2D6 no cérebro esta
relacionada a producéo de neurotransmissores enddégenos como a dopamina e
a serotonina. (KIRCHHEINER et al. 2011).

A atividade de CYP2D6 na presenca de potentes indutores enzimaticos
do sistema P450 como a rifampicina ou fenobarbital ndo € induzida, e por isso,
considera-se esse gene como nao induzivel (PAN et al. 2017). Contudo, estudos
mostram que o metabolismo de farmacos substratos de CYP2D6 aumentam no
periodo gestacional, num exemplo atipico de inducdo enzimatica (PAN et al.
2017). Essa atividade foi descrita pela primeira vez em 1983, onde a
biodisponibilidade de metoprolol (substrato de CYP2D6) que era de 80% em néo
gestantes reduziu para 20% no periodo da gestacéo e 40% no periodo pés-parto
(HOGSTEDT et al. 1983). Posteriormente, um estudo relatou que o clearance
sistémico do metoprolol ap6s administracao intravenosa aumentou de 26% para
97% durante a gravidez (HOGSTEDT et al. 1985). Outro trabalho mostrou que a
razao metabdlica plasméatica dextrometorfano/dextorfano foi reduzida em 53%
apos administracdo oral durante o periodo de gravidez (WADELIUS, et al. 1997).
Com isso, identificou-se que a atividade de HNF4a (regulador da expresséo
basal de CYP2D6) obteve aumento significante na gravidez quando comparado
ao periodo antes da gestacédo e pds-parto em camundongos humanizados (KOH
et al. 2014). Com base nesses relatos, pode-se dizer que ha aumento
consideravel no metabolismo de farmacos substratos de CYP2D6 em mulheres

gravidas.

2.2.2 CYP2C8

A subfamilia CYP2C compde-se de quatro genes, CYP2C18, CYP2C19,
CYP2C9 e CYP2C8 agrupados em 390 kb no cromossomo 10g23.3. A enzima
CYP2C8 possui capacidade de metabolizar diversos farmacos disponiveis
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clinicamente incluindo antidiabéticos, anti-inflamatorios néo esteroides (AINES),
antimalaricos, quimioterapicos, entre diversas outras classes (DALY et al. 2007,
XIAOPING et al. 2013; ZANGER e SCHWAB. 2013). Além das classes de
farmacos, CYP2C8 também é responsavel pelos processos de metabolizacao
do acido araquidbnico e acido retindico (ZELDIN et al. 1996; MCSORLEY e
DALY. 2000). Embora a isoforma CYP2C8 possua sequéncia mais proxima de
CYP2C9, curiosamente CYP2C8 compartilha substratos com a isoforma
CYP3A4 (TOTA e RETTIE, 2005).

Mesmo que essa subfamilia apresente caracteristicas polimérficas
demonstradas clinicamente, ainda ha conflitos sobre efeitos de polimorfismos
genéticos relacionados a CYP2C8. Um estudo demonstrou que o clearance de
substratos de CYP2C8 como repaglinida, rosiglitazona e pioglitazona foi maior
em homozigotos e heterozigotos do alelo CYP2C8*3 (KIRCHHEINER, et al.
2006; NIEMI et al. 2005; TORNIO et al. 2008). Entretanto, estudos in vitro
contradizem esses dados, uma vez que o alelo CYP2C8*3 foi associado com
reducdo da atividade enzimatica in vitro para os substratos acido hialurénico,
amodiaquina e o paclitaxel quando comparado ao alelo selvagem (BAHADUR et
al. 2002; DAl et al. 2001; DALY et al. 2007).

Nenhuma variante com cépias duplicadas ou triplicadas de gene CYP2C8
foi identificada (DAI et al. 2001). Os alelos CYP2C8 *2 estdo associados a
reducao de atividade enzimética in vitro, sendo o alelo *2 mais frequente em afro-
americanos. De certo modo, isso pode estar relacionado com as diferentes
concentracfes de CQ e DCQ em populacdes africanas (AQUILANTE et al.
2013). Um estudo utilizando microssomas hepaticos humanos apontou que 0s
niveis séricos alterados de bilirrubina estavam possivelmente relacionados a
diminuic&o dos niveis da proteina CYP2C8 e sua atividade enzimatica (THOMAS
et al. 2015). Também foi identificado que h&d uma possivel inducédo de CYP2C8
pelo 1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina (POPC) (THOMAS et al. 2013).

2.2.3 CYP3A4

A CYP3A4 é altamente expressa no figado e intestino humanos,
portanto, & considerada uma enzima de grande relevancia, responsavel pela
metabolizacdo de 30% a 40% de todos os farmacos hoje utilizados na pratica

clinica (ZANGER et a. 2008). Dentre esses farmacos podem se destacar a
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eritromicina, tamoxifeno, benzodiazepinicos, opioides, estatinas, dentre muitos
outros (BU, 2006; LIU et al. 2007). CYP3A4 também é responsavel pelo
metabolismo de alguns esteroides enddégenos como a testosterona,
progesterona, cortisol e acidos biliares (PATKI et al. 2003; BODIN et al. 2005).
O primeiro polimorfismo de CYP3A4 publicado foi relacionado a variante
CYP3A4*3. Essa variacdo € mais frequente em populacdes africanas (KLEIN e
ZANGER, 2006). Embora a atividade de CYP3A4 tenha uma grande
variabilidade entre os individuos, ndo existem marcadores genéticos que
possam caracterizar subgrupos. Portanto, a farmacogenética tem um potencial
limitado na personalizacdo da dosagem para substratos de CYP3A4.

Sabe-se que os inibidores de CYP3A sdo clinicamente descritos na
literatura, sendo eles, antibiticos, agentes anti-HIV, antidepressivos
bloqueadores de canais de célcio e demais compostos fitoterapicos e diéticos
(ZHOU. 2008). Os substratos de CYP3A4 sinvastatina e lovastatina quando
administrados com inibidor de CYP3A4 como a claritromicina apresentam um
aumento superior a 5 vezes na AUC (LI et al. 2015). Em razdo dessa importante
interacdo farmaco-farmaco, o uso de estatinas e claritromicina simultaneamente
estd associado a inumeros efeitos adversos induzidos por estatinas,
principalmente na musculatura esquelética (PATEL et al. 2013). Outro estudo
demonstrou que a inibicdo de CYP3A4 intestinal pela claritromicina reduziu o
clearance do midazolam em pacientes idosos (QUINNEY et al. 2008). O uso
concomitante de claritromicina e do substrato colchicina estd associado a
maiores ricos de intoxicacdes por colchicina (ZAPATA et al. 2020). Estudos de
interacao farmaco-farmaco realizados por modelagem e simulagédo sugerem que
ritonavir pode interagir fortemente com HCQ, uma vez que ritonavir € um forte
inibidor de CYP3A4 e fraco inibidor de CYP2D6 (ZHANG et al. 2021).

2.3 Farmacocinética baseada em Fisiologia (PBPK)
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Figura 3. Modelo farmacocinético baseada em fisiologia (PBPK) simplificado com
compartimentos que representam tecidos conectados pelo fluxo sanguineo (Q). Na
figura esta ilustrada a administrac@o intravenosa (IV) e a administracdo oral. Fonte:
Proprio autor.Figura preparada com BioRender (https://biorender.com/)

Embora os aspectos teéricos da modelagem PBPK ndo sejam recentes
(TEORELL, 1937; BISCHOFF et al. 1971), essa abordagem assumiu um formato
contemporaneo nas Ultimas décadas com a utilizacdo de softwares para
modelagem e simulacao. As aplicagcbes da modelagem PBPK séo diversas e a
ferramenta pode ser usada desde as etapas iniciais do desenvolvimento de
farmacos, mas também para a personalizacdo da terapia farmacol6gica em
populacdes especiais. Trata-se de uma abordagem farmacoldgica quantitativa
utilizada para modelar processos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo de farmacos e toxicantes em seres humanos e em modelos de
experimentagcdo. Uma vez que um modelo se mostra adequado para
determinado objetivo, este pode ser usado para simular cenarios nao
investigados anteriormente (JAMEI et al. 2009; JONES e ROWLAND-YEO,
2013). O modelo estrutural de corpo inteiro em PBPK envolve os principais
orgaos como o figado, cérebro, coracédo, trato gastrointestinal, pulmdes, rins,
tecido adiposo entre outros. Os tecidos sdo conectados pelo sangue arterial e
sangue venoso de forma a representar os mecanismos fisiolégicos de absorcéo,

distribuicdo, metabolismo e excrecdo dos farmacos. Sao considerados ainda
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o volume de cada tecido, sua composi¢ao, presenca de enzimas de metabolismo
e o fluxo sanguineo (Q) que chega em cada tecido (Figura 3).

Em alguns casos, modelos reduzidos podem ser usados para agrupar
tecidos com propriedades de taxa de fluxo sanguineo similares de forma
combinada para reduzir o numero de compartimentos e a complexidade geral do
modelo (NESTOROV, 1998). A distribuicdo para cada tecido € limitada pela taxa
de perfusdo sanguinea ou limitada pela permeabilidade. A cinética limitada pela
taxa de perfusdo em geral aplica-se a pequenas moléculas lipofilicas, uma vez
que o fluxo sanguineo para o tecido € o fator limitante para a distribuicdo. Esse
tipo de modelo demonstra que em estado estacionario, a concentragao total do
farmaco no tecido estd em equilibrio com a concentracao total do farmaco na
circulacao, enquanto a concentracdo de farmaco livre é igual. J& a distribuicdo
limitada pela permeabilidade aplica-se principalmente para moléculas polares
e/ou de tamanho maior, onde a permeabilidade através da membrana celular é o
processo limitante da distribuicdo. Neste caso, o tecido € definido por dois
compartimentos que representam o espaco intracelular e extracelular separados
por uma membrana que atua como uma barreira difusional. Provavelmente esse
modelo quando em estado estacionario, também alcancara o equilibrio, onde a
concentracdo de farmaco livre serd igual, porém, neste mesmo modelo o tempo
para atingir o equilibrio € dependente da permeabilidade especificado farmaco.
Portanto, se os processos de transporte ativo estéo incluidos para entrada ou
saida do espaco intracelular, as concentragdes livres neste espagco podem ser
maiores ou menores do que no espaco extracelular, respectivamente (JONES e
ROWLAND-YEO, 2013).

Dentre inUmeros beneficios da modelagem PBPK pode-se destacar a
estrutura fisiolégica desses modelos, o que simplifica a inclusdo de outros
mecanismos como por exemplo o processo de transporte ativo para os tecidos.
O transporte ativo de farmacos pode ser incorporado ao modelo em varios
tecidos diferentes como o figado e intestino se dados de abundancia relativa de
transportadores e dados cinética in vitro e/ou dados clinicos estiverem
disponiveis (JONES e ROWLAND-YEO. 2013).

A modelagem PBPK é considerada uma ferramenta relevante para
descrever e realizar predicbes de forma quantitativa de possiveis interacdes
farmaco-farmaco (DDIs). Essa abordagem vem sendo aplicada no

desenvolvimento de medicamentos, e é recomendada pela Food and Drug
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Administration (FDA) dos EUA e pela EMA para o0 esboco de ensaios clinicos de
DDlIs e em populagdes especiais. Sendo assim,ao enviar uma requisi¢éo de novo
de medicamento (NDA), os investigadores podem usar simulacdes PBPK para
preencher as lacunas clinicas que séo consideradas desconhecidas(PERRY et
al. 2020). A agéncia reguladora americana publicou recomendacdes sobre o
formato e o conteddo dos dados de modelagem e simulagdo PBPK em
submissdes regulatorias (FDA, 2019). A agéncia reguladora europeia divulgou
recomendacdes para os relatérios de estudos contendo modelagem PBPK.
Dentre as recomendacg0es, sugere-se a apresentacao de relatorio detalhado do
modelo, abrangendo parametros especificos do composto, a visdo geral do
processo de construcdo do modelo, as andlises de sensibilidade, e também
argumentacdes sobre o0 impacto regulatério juntamente com todos os resultados
e informacdes relevantes (EMA, 2018).

Diante do exposto, este trabalho se favoreceu da modelagem e simulacao
PBPK como ferramenta para compreensdo da enantiosseletividade na
disposicédo cinética de HCQ. A construcdo dos modelos para um par de
compostos com propriedades fisico-quimicas idénticas incluindo peso molecular,
coeficiente de particdo octanol/agua e constante de dissociacdo de &cidos e
bases, mas com propriedades de ligagdo no sangue e disposi¢cdo cinética

diferentes € um desafio de modelagem pouco explorado até hoje.

3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver modelo PBPK para R-HCQ e para
S-HCQ para buscar identificar a enantiosseletividade de HCQ e de redes

complexas de interacdo farmaco-farmaco-gene.

Objetivos especificos

e Construir modelos PBPK para os enantibmeros R-HCQ e S-HCQ para
administracao intravenosa e oral.

e Validar o modelo externamente usando dados de disposi¢cdo cinética
enantiosseletiva previamente publicados na literatura.

e Aplicacdo do modelo para investigar os efeitos de polimorfismos
genéticos de CYP2C8 e CYP2D6 na disposicéo cinética de R- e S-HCQ.

e Aplicacdo do modelo para investigar redes complexas de interacao
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farmaco-farmaco-gene.

3 MATERIAIS E METODOS
4.1 Software

A modelagem em PBPK foi desenvolvida com o simulador SIMCYP
versdo 21 (CERTARA, Princeton, NJ, EUA). O simulador SIMCYP é constituido
por uma plataforma de banco de dados para modelagem mecanistica ‘bottom-
up’ e simulagdo dos processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo de farmacos em individuos saudaveis e populacfes especiais (JAMEI
et al. 2009). Os parametros anatdomicos e fisiolégicos como fluxo sanguineo em
diferentes tecidos, volumes dos érgaos, composicao tecidual, permeabilidade,
expressdo de enzimas de metabolismo e a dependéncia desses fatores em
relacdo ao peso corporeo, sexo e idade foram fornecidos pelas bibliotecas do

simulador.
41.1 Desenvolvimento de modelos PBPK

As etapas de construcédo e validacdo do modelo estédo descritas na Figura
4. O desenvolvimento do modelo de R-HCQ e S-HCQ favoreceu-se do modelo
previamente descrito para HCQ como mistura enantiomérica (ZHANG et al.
2021) e incorporou dados disponiveis da farmacocinética enantiosseletiva de
HCQ (MCLACHLANEet al. 1994; DUCHARME et al. 1995; MIDHA et al. 1996;
TETT et al. 1998). Os parametros fisico-quimicos e os parametros bioldgicos de
R-HCQ e S-HCQ usados na construcdo do modelo PBPK encontram-se
descritos na Tabela 2.

A fracdao livre no plasma (Fu) foi descrita em estudo in vitro (MCLACHLAN
et al. 1993) com valores de 0,63 para R-HCQ e 0,36 para S-HCQ. Logo, a ligagéo
a proteinas plasmaticas representa uma importante fonte de variabilidade na
farmacocinética entre os enantidbmeros R- e S-HCQ.

O clearance plasmaético foi estimado a partir do clearance intravenoso
sanguineo. Essa etapa se fez necessaria uma vez que o simulador requer dados
dos parametros farmacocinéticos em plasma como dado de entrada no modelo.
Logo, os valores de clearance plasmatico foram calculados a partir da equacao 1
(TOUOTAIN e BOUSQUET-MELOU. 2014), onde “B/P” descreve a razdo de
concentragdo sangue/plasma e H € a propor¢cdo de globulos vermelhos no
sangue (hematdcrito).
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Clsanguineo Cl sanguineo
B/P "~ 1+ H (conc. glébulos vermelhos) — 1

Clplasmatico =

Eq.1

Na construcdo dos modelos dos enantiomeros R-HCQ e S-HCQ foram
avaliados trés métodos para predicao da distribuicdo disponiveis no simulador:
meétodo corrigido de Poulin e Theil (método 1), Rodgers e Rowland (método 2),
e Rodgers e Rowland com permeabilidade ibnica (método 3). Usando o modelo
de distribuicdo (método 3), foi possivel predizer os valores de 97,89 L/kg para R-
HCQ e 54,07 L/kg para S-HCQ. Esses valores sdo compativeis com aqueles
observados para a mistura enantiomérica em plasma em pacientes com COVID-
19 ou voluntarios sadios (MUNSTER et al. 2002; ZAHR et al. 2021)

A distribuicdo subcelular foi utilizada para capturar a distribuicdo
lisossomal de HCQ. Foram considerados os principais 0rgaos que contribuem
para o sequestro lisossomal de HCQ como rins, pulmdes e figado, visto que
esses tecidos apresentam maiores quantidades de lisossomos (MACINTYRE e
CUTLER. 1988).

O levantamento bibliogréafico realizado com base em 2 estudos clinicos
independentes sugere que o clearance plasmatico hepatico ndo €
enantiosseletivo. Dados de clearance renal (CLr) e clearance total (CLt) em
sangue foram revisados da literatura (DUCHARME et al. 1995; MCLACHLAN et
al. 1994) (Tabela 2). Diante disso foi realizado o célculo para a obtencédo do
clearance nao-renal (CLnr) € assumiu-se que o CLnr € igual ao clearance
hepatico (CLn) (Equacdo 2). Os dados da Tabela 2 sugerem auséncia de
enantiosseletividade no clearance hepatico de HCQ, o que justifica 0 uso da
extrapolagdo retrograda a partir da contribuicdo enzimatica para CYP2CS8,
CYP2D6 e CYP3A4 previamente descrita na literatura (ZHANG et al. 2021). Para
a extrapolagéo retrograda, o clearance renal foi fixado em 15,4 L/h para R-HCQ
e 23,0 L/h para S-HCQ conforme observado nos estudos in vivo (TETT et al.
1994; DUCHARME et al. 1995).

ClNR == ClH = ClT - ClR Eq2
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Tabela 1. Parametros utilizados para a construgcéo dos enantibmeros de HCQ
Log p: Coeficiente de particdo. pKa: Constante de dissociacdo acida. Vss: Volume aparente de

Parametros R-HCQ S-HCQ Referéncia
Propriedades fisico-quimicas
Peso molecular (g/mol) 335,87 335,87 PubChem Compound
Log P 3,84 3,84 PubChem Compound
Tipo de composto Base diprética Base diprética PubChem Compound
pKa gg; ES?: g gg; EBEZ 3 PubChem Compound
Propriedades de ligagdo no sangue

Tett et al. 1998. Dados
Raz&o sangue:plasma (B/P) 8,6 5 estimados para os

enantidbmeros

Fracéo livre no plasma 0,63 0,36 McLachlan et al. 1993
Absorcgao
Modelo 12 ordem 12 ordem
Fracéo absorvida (Fa) 0,74 (30%) 0,77 (30%) McLachlan et al., 1994
Ka (1/h) 0,3 (30%) 0,3 (30%) Ajustados p\e;i:/zi)os dados in
Lag time (h) 0,5 (30%) 0,5 (30%)
Distribuicdo
Modelo PBPK de corpo inteiro PBPK de corpo inteiro
Vss (L/kg) 97,89 54,07 Valor predito
Distribuicio subcelular ativada ativada Rodgers et al., 2005
Kp scalar 0,44 0,44
Método de predicdo Método 3 Método 3 Rodgers et al. 2005
Eliminacao
Clearance Cinética enzimética Cinética enziméatica

Cltotal,ulasma (L/h)

CLint.cypzcs (ML/min/pmol)
% contribuicdo CYP2C8
CLint.cypzps (ML/min/pmol
% contribuicdo CYP2D6
CLint,cypsas (ML/min/pmol)
% contribuicdo CYP3A4

Clint,agicionaiim (ML/min/mg proteina)

Clearance renal tipico (L/h)

130,45
0,927
46,4
1,001
24,0
0,061
20,7

3,232

15,4

175,7
1,96
44,2

2,308
22,9

0,129
19,8

10,554

23,0

Midha et al. 1996
Extrapolagao retrograda

Extrapolacéo retrograda
Extrapolagéo retrégrada

Identificac@o de parametro
para capturar os dados
Caélculo baseado em dados
plasmaticos
Ducharme et al. 1995

distribuicdo em estado estacionario. CLint: clearance intrinseco Ka
time: tempo de latencia

: constante de absorcéo. Lag
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Tabela 2. Revisédo de dados da literatura dos valores de clearance total, renal e hepético
dos enantiomeros da HCQ em plasma e em sangue.

% em % em
Ref. R-HCQ relagéo S-HCQ relagéo R/S Matriz Fonte
ao Clr ao Clr

CLr 1,14 L/h 8,2% 2,46L/h 8,2% 0,46 Observado

McLachlan Sangue,
cLr etal. 1993  139/n - 25,1 L/h - 0,55 v Observado
CLn 12,76 L/h 91,8% 22,64 L/h 90,2% 0,56 Calculado

Estimado

CLr 9,8 L/h 12,3 L/h 0,79 com B/P

McLachlan Plasma,
CLt et al. 1993 119,5L/h - 127 L/h - 0,94 v Observado
CL~ 109,7 L/h 91,8 % 114,7 L/h 90,3% 0,95 Calculado
CLr 1,79 L/h 9,1 % 4,61 L/h 13,13% 0,38 Observado

Ducharme Sangue,
CcLw/F etal.1995 196 /n - 35,1 L/h - 0,56 oral  Opservado
CLw/F 17,8 L/h 90,8% 30,49 L/h 86,8% 0,58 Calculado
CLr 15,4 L/h 8,9 % 23,05 L/h 13,13% 0,66 Estimado
CLyF Ducharme oo 6 i . 1755 Lih : 0,06 rlasma  pcervado

et al. 1995 oral

0,

CLWF 153,2 L/h 90’? A 152451h  868% 1,00 Calculado

4.1.2 Dados clinicos S-HCQ e R-HCQ

O desempenho do modelo PBPK foi verificado comparando os dados
simulados com dados os observados in vivo apés a administracdo oral e
intravenosa em voluntarios adultos saudaveis ou pacientes com artrite
reumatoide. A posologia administrada em pacientes adultos por via oral ou
intravenosa € de 200 mg de sulfato de HCQ que corresponde a 155 mg de HCQ
base livre, ou 77,5 mg de cada enantibmero (Tabela 3). Os perfis de
concentracdo de R-HCQ e S-HCQ no sangue observados foram extraidos por
meio da ferramenta WebPlotDigitalizer (https://automeris.io/WebPlotDigitizer/).
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Tabela 3. Resumos dos dados de estudos clinicos usados para a verificacdo dos
modelos PBPK de R-HCQ e S-HCQ

Compostoevia ) Regime de Idade  Duragéo do % de
de Administragéo (mg) Populagéo doses n (anos) estudo mulheres  Ref.
Oral Voluntério
R-HCQ 77,5 sadio Unica 24 20-36 168h 0 2
Oral Voluntério
R-HCOQ 77,5 sadio Unica 72 19-50 77 dias 0 3
Paciente
v 77,5 com artrite Unica 9 50+16 32h 77,7 1
R-HCQ reumatoide
Oral Voluntério
S-HCQ 77,5 sadio Unica 24 20-36 168h 0 2
Oral Voluntéario
S-HCQ 77,5 sadio Gnica 72 19-50 77 dias 0 3
Paciente
v 77,5 com artrite Gnica 32 50+16 32h 77,7 1
S-HCQ reumatoide

McLachlan et al. 19941, Ducharme et al.19952, Midha et al. 19963

4.1.3 Analise da previsibilidade do modelo

A performance dos modelos foi avaliada graficamente comparando as
concentracOes observadas e simuladas. Outra forma de avaliacédo a qualificacéo
do modelo baseou-se nas comparacfes dos parametros farmacocinéticos

observados e preditos, considerando a area sob a curva de concentracéo

plasmatica-tempo (AUCO't), concentragdo sanguinea/plasmatica maxima
(Cmax) e tempo para observacdo da concentracdo sanguinea/plasmatica
maxima (tmax). Os valores de entrada e o desenho do estudo para cada
simulacéo foram baseados nos dados dos estudos clinicos publicados, incluindo
idade, dose administrada, duragdo do estudo, e propor¢cdo de homens e
mulheres. O desempenho das simula¢des foi avaliado pelo erro médio (mean
fold error, MFE) para os parametros PK (AUC, Cmax e tmax) usando a equacao
3. O modelo PBPK foi considerado com desempenho adequado quando todos
0s parametros preditos se encontravam dentro de duas vezes o valor observado
correspondente (MFE 0,5-2,0) (GUO et al. 2013).

arametro predito
MFE = p p

parametro observado Eq. 3

Outro critério para avaliar o modelo foi através do calculo da média do
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erro (AFE, sigla em inglés para average fold error), que corresponde a um
indicador do viés da previsdo (Equacdo 4). Modelos com predicbes sem viés,
tem AFE igual a 1. Valores subestimados sao definidos por AFE abaixo de 1 e
valores superestimados sdo definidos por AFE maior que 1. Em geral, as
predices sdo consideradas satisfatérias quando AFE estiver entre 0,8-1,25.
PredicOes aceitaveis sao consideradas com AFE entre 0,5-0,8 ou 1,25-2,0 e ruim

qguando AFE esta entre 0-0,5 ou >2.

1 Pred;
AFE = 10%Zlog—0bsi Eg. 4

O célculo do erro médio absoluto (AAFE, sigla em inglés para absolute
avera fold error) converte os valores negativos dos erros log-transformados,
avaliando a dispersao das predic6es (Equacédo 5). Os valores de AAFE podem
variar entre 1 e infinito. Predi¢cfes satisfatérias sdo aquelas com AAFE inferior a
1,25, aceitaveis quando AAFE estiver entre 1,25 e 2 e ruins quando AAFE for

acima de 2.

1 Pred;

AAFE = 107208555,

4.1.4 Simulacdo do efeito de polimorfismos genéticos de CYP2D6

A simulacdo para analisar a disposicao cinética dos enantibmeros em
diferentes fenétipos de CYP2D6 foi realizada atribuindo uma frequéncia igual a
1 para cada fendtipo, incluindo metabolizadores lentos, normais e ultrarrapidos.
De acordo com a tabela de diplotipo-fendtipo de CYP2D6 disponivel pela Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium of the Pharmacogenomics
Research Network (CPIC), o fenétipo (PM) é aquele cujo o score de atividade é
igual a 0, que é atribuido aos alelos *3, *4, *6 e *7 entre outros. Sao considerados
(NM) aqueles que possuem atividade entre 0,25 a 2, comumente atribuidos aos
carreadores dos alelos *1, *2, *8, *9, *10 entre outros (LEE et al. 2016). O score
de atividade acima de 2 é atribuido aos UMs, sendo alguns deles carreadores
de multiplas cépias de alelos funcionais como *1/*1x2 ou *1/*2x=3, *2/*2x2 ou
*2/*2x23. A abundancia média de CYP2D6 foi definida como 18,180 pmol/mg
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proteina para UMs, 0 pmol/mg proteina para PMs e 9,400 pmol/mg proteina para
0os NMs, conforme a biblioteca do simulador. A simulacéo foi realizada com um
total de 1000 individuos, sendo 10 ensaios com 100 voluntérios com idades entre
20 e 50 anos, sendo 50% de mulheres. A simulacao foi realizada considerando

a observacéao das concentracfes em sangue durante 216 horas.

4.1.5 Simulacdo do efeito de polimorfismos genéticos de CYP2C8

A simulacdo para analisar a disposicdo cinética dos enantibmeros em
diferentes fenétipos de CYP2C8 foi realizada atribuindo frequéncia igual a 1 para
cada um dos fenétipos (metabolizadores lentos e normais). Segundo o CPIC, as
variacfes alélicas no gene CYP2C8 ndo estdo claramente associadas com a
variabilidade na atividade funcional da proteina clinicamente. Com tudo, dados
in vitro demonstram que variacdo no alelo CYP2C8*3 reduz a atividade
enzimatica para certos substratos, como o acido araquidonico (DAl et al. 2021). A
abundancia média de CYP2CS8 foi atribuida 0 PMs e 24 pmol/mg proteina para
NMs. A simulacéo do efeito de CYP2C8 na disposicéo cinética de R-HCQ e S-
HCQ foi realizada num total de 1000 individuos, sendo 10 ensaios com 100
voluntarios com idades entre 20 e 50 anos, considerando 50% de mulheres. O
perfil de concentracdo sanguinea versus tempo foi simulado pelo periodo de 216

horas ap6s a administracao.

4.1.6 Simulagéo do efeito da claritromicina como inibidor de CYP3A4

O farmaco inibidor de CYP3A4 claritromicina (CLTR) foi proposto para
avaliar o impacto da atividade de CYP3A4 na disposicdo cinética dos
enantibmeros foi a claritromicina (CLTR). A simulacéo foi realizada com um total
de 100 individuos no total, sendo 10 ensaios com 10 voluntarios cada, e duragéo
de 216 horas. A dose uUnica administrada de claritromicina foi de 250 mg. Os
dados especificos do farmaco CLTR estdo disponiveis na biblioteca do
simulador.

Foram simuladas ainda situacbes complexas que nao podem ser
facilmente avaliadas em estudos clinicos, como a presenca simultanea de
polimorfismos genéticos nos genes CYP2D6 e CYP2CS8 e o efeito da inibigéo de
CYP3A4 em diferentes fenétipos para CYP2C8 e CYP2D6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram desenvolvidos modelos PBPK para predizer os
perfis de concentracédo de R-HCQ e S-HCQ no sangue e seus parametros PK.
Os modelos foram construidos a partir de dados de estudos clinicos e ensaios in
vitro que investigaram a enantiosseletividade na disposicao cinética de HCQ. Em
razao da inexisténcia de dados de metabolismo in vitro para os enantiomeros de
HCQ isoladamente, foi utilizada a estratégia da extrapolacdo retrograda para
propor dados de cinética enzimatica. Essa estratégia baseou-se na observacao
de que o clearance hepatico de HCQ em plasma ndo é enantiosseletivo,
diferentemente do clearance hepético no sangue como observado na Tabela 2.
Graficamente, a capacidade preditiva do modelo se mostrou adequada para
capturar o perfil de concentracdo sanguinea dos enantiomeros R-HCQ e de S-
HCQ tanto apdés administracdo intravenosa (MCLACHLAN et al. 1994), como
apos administracao oral (DUCHARME et al. 1995; 1994; MIDHA et al. 1996).

Como j& esperado, os valores de peso molecular, log P e pKa séo
idénticos para rac-HCQ, R-HCQ e S-HCQ (PubChem Compound,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Hydroxychloroguine). A HCQ é um

farmaco de elevada lipofilicidade com coeficiente de particdo octanol:agua (log
P) de 3,84. De acordo com a sistema de classificacdo biofarmacéutica (BCS,
Biopharmaceutics Classification System), € um farmaco de classe 1, ou seja, tem
elevada solubilidade e elevada permeabilidade (AMIDON et al. 1995). A fracéo
absorvida (Fa) € de 0,74 para R-HCQ e de 0,77 para S-HCQ em pacientes com
AR (MCLACHLAN et al. 1994). Logo, em raz&o da elevada permeabilidade e Fa
similar, ndo se espera que as diferencas nas concentracdes sanguineas entre
0s enantibmeros sejam atribuidas ao processo de absor¢cdo. Nos modelos PBPK
desenvolvidos, a Fa predita foi de 0,77 para R-HCQ e S-HCQ usando o modelo
de absorcdo de primeira ordem. Portanto, o modelo de primeira ordem se
mostrou adequado para capturar o processo a absorcao de HCQ.

A enantiosseletividade na distribuicdo dos enantibmeros da HCQ se
justifica, pelo menos parcialmente, em raz&o dos diferentes valores de fracao
livre no plasma e razéo de concentracdo sangue:plasma. O enantiomero S-HCQ
liga-se mais fortemente as proteinas plasmaticas. A fracao livre no plasma (Fu)
de R-HCQ e S-HCQ é de 0,63 e 0,36, respectivamente (FURST, 2016). A razéo
de concentracdo de HCQ sangue:plasma é de 7,2 para mistura enantiomérica

(TETT et al. 1989), o que indica que a HCQ se encontra principalmente nas


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Hydroxychloroquine

38

células do sangue em detrimento do plasma. Considerando a razdo de Cmax
sanguineo R/S-HCQ foi de 1,61 (DUCHARME et al. 1995), razdo R/S de 1,7 para
a razao de concentragédo sangue:plasma (MCLACHLAN et al. 1994), arazéo B/P
foi estimada em 8,6 para R-HCQ e 5,0 para S-HCQ. Apds administragdo oral de
dose Unica e intravenosa de rac-HCQ, as concentracdes sanguineas de R-HCQ
sdo maiores quando comparadas a S-HCQ o que pode ser explicado pela
distribuicdo enantiosseletiva da HCQ para as células do sangue (DUCHARME
et al. 1995; MCLACHLAN et al. 1994; MIDHA et al. 1996).

A disposicao cinética da HCQ é comumente descrita na literatura com
dados de concentracdo sanguinea e parametros farmacocinéticos determinados
a partir do sangue, como AUC, concentracdo sanguinea maxima e clearance
sanguineo total (DUCHARME et al. 1995; LIU et al. 2012). Todavia, outros
trabalhos descrevem a cinética de HCQ no plasma (FAN et al. 2015). As
simulacdes neste estudo foram realizadas para determinacdo de perfis de
concentracdo sanguinea (DUCHARME et al. 1995; MCLACHLAN et al. 1994;
MIDHA et al. 1996). A parametrizacdo do modelo PBPK no simulador Simcyp
exigiu a conversdo de parametros PK sanguineos em parametros plasmaticos,
como a conversao apresentada na Equacao 1.

A elevada distribuicdo da HCQ pode ser explicada pelo sequestro
lisossomal, um fendmeno ja descrito previamente para as aminoquinolinas
(MACINTYRE e CUTLER. 1988). Por ser uma base diprética em pH fisioldgico,
a HCQ pode acumular-se nos lisossomos em concentracdes de até 50.000 vezes
maior que as concentragdes citossolicas e extracelulares (DERENDORF. 2020).
Os lisossomos séo organelas intracelulares ligadas as membranas, e contém
enzimas digestivas que atuam na digestéo intracelular. As funcdes de fagocitose
e autofagia em macréfagos estéo diretamente associadas a atividade lisossomal
para degradar ou reciclar materiais intra ou extracelulares. O pH lisossomal é de
cerca de 4,5 — 5,0, enquanto o pH citossélico varia de 7,0 — 7,5. Logo, a
concentracdo de protons nos lisossomos é cerca de 1000 vezes maior que no
citosol (APPELQVIST et al. 2013). Os lisossomos sao encontrados em grande
abundancia no figado, pulmdes, rins e baco. O sequestro de farmacos nos
lisossomos ocorre principalmente para bases fracas que se ionizam
preferencialmente no pH acido lisossomal. Em razdo da baixa permeabilidade
de compostos ionizados, esses compostos ficam aprisionados na estrutura

lisossomal o que contribui para o aumento da distribuicdo desses farmacos,
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principalmente para tecidos com elevado conteudo lisossomal (MACINTYRE e
CUTLER. 1988).

A distribuicdo subcelular com o aprisionamento de HCQ no figado, rins e
pulmdes foi incluida no modelo usando o método 3 de distribuicdo, com
permeabilidade i6nica. O fator de escalonamento do coeficiente de particao
tecido:plasma (Kp scalar) foi fixado em 0,44 para R- e S-HCQ para um melhor
ajuste dos dados in vivo. Com a incorporacéo da distribuicdo subcelular a AUC
de R-HCQ variou de 4578 para 4498 ng.h/mL apdés administracéo oral de 77,5
mg de R-HCQ. Para S-HCQ, a AUC foi de 2135 para 2126 ng.h/mL. Os valores
de Cmax de R-HCQ e S-HCQ séo mais sensiveis a incorporacao da distribuicdo
subcelular em lisossomos e variando de 116,31 ng/mL para 92,43 ng/mL e
101,57 para 82,46 ng/mL demostrando um aumento no volume de distribuicdo
(Figura 5). Embora a incorporacdo da distribuicdo subcelular ndo tenha um
impacto tao significativo no perfil de concentracées no sangue, ha um aumento
consideravel no coeficiente de particdo tecido:plasma nos tecidos com alto
conteudo lisossomal. Para esses tecidos, houve um aumento do coeficiente de
particdo tecido:sangue (Kp) para R-HCQ de 135, 337 e 87 para 373, 662 e 123
nos rins, figado e pulmdes, respectivamente, alterando significativamente a
exposicao local.

Em resumo, a incorporacao da distribuicdo lisossomal, elevada particéo
tecido:sangue e o significativo sequestro das aminoquinolinas nas células
vermelhas no sangue contribuem para a elevada distribuicdo das
aminoquinolinas. Ha que se considerar que o sitio de acado das aminoquinolinas
depende da indicacao terapéutica. Embora ndo exista uma descricdo detalhada
do mecanismo e local de acdo da HCQ na maléria, acredita-se que o figado e as
células do sangue sejam os tecidos alvo, uma vez que o ciclo do parasita no
hospedeiro humano ocorre nesses tecidos. Coincidentemente, estes séo tecidos
de acumulo de HCQ no homem. No tratamento da artrite, acredita-se que 0s
monacitos e linfécitos representam tecidos alvo para HCQ. Dados de distribuicéo
celular in vitro sugerem que HCQ tem captacéo celular superior pra essas células
no sangue em comparagao com os eritrocitos (BROCKS et al. 1994).

Um estudo de modelagem e simulacao explorou a distribuicéo tecidual da
CQ em ratos de forma mecanistica incorporando o compartimento lisossomal
para descrever o acumulo tecidual de CQ. Os dados mostraram acumulo de CQ
nos tecidos hepatico, pulmonar, rins e bago, tecidos com elevado contetudo de
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lisossomos. O modelo se mostrou bastante Util na compreenséo da distribuicéo
de CQ, um fator importante para explicar a elevada distribuicdo de CQ (LIU e
JUSKO et al. 2021).
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Figura 5. Perfis de concentracdo sanguinea versus tempo apos administragéo oral de
R-HCQ (A) e S-HCQ (B) antes e ap0s inserir a distribuicdo subcelular. A linha em
vermelho representa a simulagdo antes de incorporar a distribuicdo subcelular no
modelo e a linha em preto apos inserir a distribuicdo subcelular. As linhas pontilhadas
representam os percentis 5° e 95°.

As aminoquinolinas HCQ e CQ, estruturalmente muito semelhantes,
compartiiham as mesmas vias metabdlicas. Ambas sdo metabolizadas
principalmente por CYP2C8, CYP2D6 e CYP3A4 e em menor proporgao via
CYP1A2 (RENDIC et al. 2020; PROJEAN et al. 2003; KIM et al. 2003). A
contribuicdo de CYP2C8, CYP2D6 e CYP3A4 na eliminacdo de HCQ foi
estimada em 37,3, 19,3 e 16,7% (ZHANG et al. 2021). Sabe-se que a auséncia
de dados de cinética enzimatica para os enantibmeros de HCQ s&o uma limitacao
na construcéo desse modelo. Entretanto, uma vez que o clearance hepatico no
plasma para ambos enantibmeros é similar, ndo se acredita que o metabolismo
seja uma razao para a farmacocinética enantiosseletiva no sangue. Simulacdes
com o modelo PBPK mostram que embora diferenca significativa na exposicéo
no sangue seja observada entre R- e S-HCQ, a exposi¢cao no plasma € similar
entre os enantidmeros (Figura 6). A modelagem e simulacdo PBPK sugere que
a distribuicdo, e ndo o clearance, €& o0 principal determinante da
enantiosseletividade. Tal observacédo nao é trivial uma vez que o sangue € a
matriz preferencialmente amostrada em estudos PK para as aminoquinolinas.

A contribuigc&o do clearance renal foi fixado em 8,9 % para R-HCQ e 13,1
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% para S-HCQ conforme observado em estudos in vivo (TETT et al. 1994;
DUCHARME et al. 1995). Portanto, os modelos PBPK semi-mecanisticos aqui
desenvolvidos para R- e S-HCQ refletem satisfatoriamente o balango de massas
da HCQ com relacgéo a fracao absorvida, metabolizada e excretada inalterada na

urina.
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Figura 6. Perfis de concentracdo dos enantibmeros R-HCQ e S-HCQ. O grafico A
representa os dados no plasma e o gréafico B representa os dados em sangue. R-HCQ
€ representado pelas linhas vermelhas e S-HCQ é representado pelas linhas azuis. As
linhas pontilhadas representam os percentis 5° e 95°.

Considerando que o fluxo sanguineo hepatico € de cerca de 60 L/h, e 0
clearance hepatico no sangue € de 12,76 L/h e 22,6 L/h para R-HCQ e S-HCQ
(MCLACHLAN et al. 1993), podemos afirmar que R-HCQ e S-HCQ séo
considerados farmacos de baixa raz8o de extracdo hepatica (En). Assim, uma
vez que o clearance hepdtico para farmacos de baixa En é dependente
principalmente do clearance intrinseco e da fracdo livre no sangue, e
considerando a elevada razdo sangue:plasma, podemos inferir que a elevada
distribuicdo do farmaco para as células do sangue limita o clearance hepatico de
HCQ. Ao se estimar o clearance plasmatico hepatico para ambos enantibmeros,
ndo é observada diferenca significativa entre R- e S-HCQ. Tal observagéo
contradiz os dados de Cardoso e Bonato (2009) que sugeriram metabolismo in
vitro enantiosseletivo, com R-HCQ sendo preferencialmente metabolizado
(CARDOSO e BONATO. 2009). Entretanto, os autores ndo determinaram a
fracao do farmaco livre no meio microssomal que pode alterar consideravelmente
os resultados do experimento. Além disso, os autores também nao determinaram
0s parametros de cinética enzimatica Km e Vmax para caracterizar o
metabolismo de R-HCQ e S-HCQ.
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A verificacdo dos modelos PBPK para R-HCQ e S-HCQ foi realizada por
simulacdes nas mesmas condi¢cdes dos estudos da literatura, considerando a
dose administrada, porcentagem de mulheres e idade dos sujeitos de pesquisa
(DUCHARME et al. 1995; MCLACHLAN et al. 1994; MIDHA et al. 1996). As
simulacdes PBPK para R-HCQ e S-HCQ no sangue apés administracdo oral ou
intravenosa apresentaram MFE dentro do critério de 0,5 — 2,0. Os valores de
AFE encontram-se dentro de 0,8-1,25, mostrando que o modelo estimou com
acurécia os parametros PK AUC e Cmax. Os valores de AAFE também sugeriram
gue as simulacdes descrevem os dados observados de forma satisfatéria, uma

vez que encontram-se no intervalo de 1-1,25.



Tabela 4. Resumos dos dados de estudos clinicos usados com os enantibmeros de HCQ. A tabela apresenta os dados preditos,observados

e o erro médio (MFE, mean fold error) em relagédo as caracteristicas cinéticas abordadas.
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Via de . AUC AUC ) . Cmax

T Matriz Dose (mg) <€ A observada ~ Cmaxpredita  gncervada  vEE AUC ('\:AFE
composto ' (ng.h/mL) (ng/mL) (ng/mL) max
R-HCQ Sangue,0a168h 775 1 3976,18 3948 90,23 84 1,01 1,22
oral ,

RTICQ Sangue, 0 a 168h 175 2 4028,91 424516 90,88 164,55 0,94 0,55
R-HCQIV sangue, 0 a 32h 75 3 2636,09 3444,49 : : 0,76 .
AFE 0,90 0,81
AAFE 1,11 1,22
SHEQ Sangue, 0 a 168h 175 1 1966,36 2208 79,81 52 0,89 15
oral ;

SHeQ Sangue, Oa 168h 175 2 2000,89 2813,74 80,48 105,96 0,71 0,75
S-HCQ IV Sangue, Oa 32h 775 3 1959,79 1875,2 - - 1 -
AFE 0,85 1,06
AAFE 1,16 1,06

AFE: média do erro (sigla em inglés para average fold error); AAFE: media absoluta do erro (sigla em inglés para absolute average fold error);
Ducharme et al.1995%, Midha et al.19962 McLachlan et al. 1994, 19963
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Para avaliar a capacidade do modelo em predizer a enantiosseletividade
na disposicao cinética de HCQ, foi realizado o célculo de razdo R-HCQ/S-HCQ
tanto para os dados simulados quanto para os dados observados (Tabela 5). Os
resultados mostram que a razdo R/S para AUC predita/observada variaram de
0,73 a 1,34 em trés estudos independentes, sugerindo que o0 modelo consegue
predizer de forma adequada a disposi¢ao cinética enantiosseletiva de HCQ.

O modelo PBPK final de R-HCQ e S-HCQ foi aplicado para simular o efeito
de polimorfismos genéticos de CYP2D6 e CYP2C8. PMs de CYP2D6
apresentaram aumento na AUC de R-HCQ e S-HCQ de 1,3 vezes em relagéo
NMs de CYP2D6. UMs de CYP2D6 apresentaram reducao de 0,9 vezes na AUC
de R-HCQ e S-HCQ (Tabela 6). Embora estudos in vitro ndo tenham sido
realizados para caracterizar de forma quantitativa a cinética enzimatica por
enzimas CYP para os enantibmeros de HCQ, evidéncias clinicas sugerem a
participacdo dessas isoformas no metabolismo de HCQ. Polimorfismos
genéticos nas isoformas CYP2D6, foram analisados em 194 pacientes coreanos
com lapus eritematosos em uso de HCQ. A razdo [DHCQ]:[HCQ] foi maior em
pacientes com gen6tipo G/G do polimorfismo CYP2D6*10 (rs1065852), ou seja,
em carreadores do alelo selvagem (LEE et al. 2016). A frequéncia do alelo
variante CYP2D6*10 é elevada em individuos asiaticos (78%) (LLERENA et al.
2014). Em razao da reducéo da expressao de CYP2D6 em carreadores do alelo
CYP2D6*10, individuos asiaticos estdo associados a maior exposi¢cdo a HCQ.
Simulagdes PBPK com potenciais inibidores de CYP2D6 foram realizadas para
investigar DDIs. A quinidina foi empregada como forte inibidor de CYP2D6 e
ritonavir como fraco inibidor de CYP2D6. Quando HCQ (em dose de ataque de
600 mg 2 vezes ao dia seguidas de doses de manutencao de 200 mg 2 vezes
ao dia por 4 dias) € coadministrado com quinidina em doses multiplas, observou-
se um discreto aumento de 19% na exposicao sistémica de HCQ em voluntarios
saudaveis de 20 a 50 anos. Logo, o efeito encontrado neste estudo de simulagéo
para a reducdo da atividade de CYP2D6 relacionada a farmacogenética se
assemelha ao efeito de inibicdo de CYP2D6 em modelo PBPK para a mistura
enantiomérica. Em idosos com idade avancada, por outro lado, a administracéo
simultdnea com quinidina resultou em aumento de 50% na AUC quando

comparado aos individuos em uso de HCQ apenas (ZHANG et al. 2021).
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Tabela 5. Razbes R-HCQ/S-HCQ dos parametros farmacocinéticos AUC (AUCR) e
Cmax (CmaxR) preditas e observadas

Matriz/via de AUCR AUCR AUCR CmaxR CmaxR

administragéo ' predita observada pred/obs  predita observada CmaxR pred/obs

Sangue,
administracéo 1 2,02 1,78 1,13 1,13 1,61 0,7
oral

Sangue,

administracéo 2 2,01 15 1,34 1,12 1,55 0,72
oral

Sangue,

administrag&o IV 3 134 1.83 0.73 ) ) )

1Ducharme et al. 1995; 2Midha et al. 1996; 3McLachlan et al. 1994;
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Figura 10. Simulagéo do efeito da atividade de CYP2D6 na disposicao cinética de R-
HCQ (A) e S-HCQ (B) no sangue apos administracao oral. A linha em verde representa
metabolizadores ultrarrdpidos (UM) de CYP2D6; a linha em preto representa o0s
metabolizadores normais (NM); a linha vermelha representa os metabolizadores lentos
de CYP2D6 (PM). As linhas tracejadas representam os valores de percentis 5° e 95°
para CYP2D6 NM.
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CYP2C8 NM e a linha vermelha representa CYP2C8 PM. As linhas tracejadas
representam os percentis 5° e 95° para CYP2C8 NM.
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HCQ (B) versus tempo em relacdo ao efeito da administracdo de claritromicina como
inibidor de CYP3A4. A linha em preto representa somente os enantiomeros, a linha na
cor azul representa os enantibmeros com a presenca do inibidor, ja as linhas tracejadas
representam os valores de percentis 5° e 95° em relacdo a concentracdo dos

enantibmeros unicamente.
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linha na cor vermelha representa os PM de CYP2CS, e a linha na cor azul representa
fen6tipos PM de CYP2C8 na presenca do inibidor de CYP3A4, ja as linhas tracejadas
representam os valores de percentis 5° e 95° em relacdo aos individuos NM de CYP2C8.
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Figura 15. Comparacgédo entre os perfis de concentragédo sanguinea de R-HCQ (A) e S-
HCQ (B) versus tempo de fenétipos PM de CYP2C8 e CYP2D6 com a presenca de
inibidor de CYP3A4 ap6s administracdo oral. A linha em preto representa os NM de
CYP2C8 e CYP2D6 e a linha na cor vermelha representa os PM de CYP2C8 e CYP2D6,
e a linha na cor azul representa fenétipos PM de CYP2C8 e CYP2D6 na presenca do
inibidor de CYP3A4, ja as linhas tracejadas representam os valores de percentis 5° e 95°
em relacdo aos individuos NM de CYP2C8 e CYP2D6.
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Tabela 6. Parametros PK preditos de R-HCQ de S-HCQ em diferentes fenotipos de
CYP2C8 e CYP2D6

(-)-R-HCQ (+)-S-HCQ
Fendtipo AUC (ng/mL.h) Cmax (ng/mL) AUC (ng/mL.h) Cmax (ng/mL)
4202,5+1912,9 99,8+26,1 1888,28+882 87,5+24,9
CYP2D6 NM 4031,47 99,6 1827,7 85,5
(1718,5-7691,4) (56,4-135,8) (766,1-3342,9) (46,5-124,4)
5305,7+2062,4 104,3424,1 2441,2+1016,8 93,9+22,8
CYP2D6 PM 5130,4 105,4 2299 94,7
(2540,1-8819,2) (65,1-142,3) (1141,7-1440,8) (57,2-130,3)
3780,8+£1561 99,3+24,6 1706,9+716,5 85,7+22,9
CYP2D6 UM 3608,6 98,6 1576,1 86,6
(1634,5-6462,5) (59,5-141,3) (720,5-2927,5) (50,4-124,1)
4202,5+1912,9 99,8+26,1 4202,5+1912,9 99,8+26,1
CYP2C8 NM 4031,4 99,6 4031,47 99,6
(1718,5-7691,4) (56,4-135,8) (1718,5-7691,4) (56,4-135,8)
6553,4+1916,7 107,9+24,4 3111,8+1016,9 100,3+£20,3
CYP2C8 PM 6550,7 108,1 3067,8 99,8
(3503,7-9494,9) (76,9-139,2) (1544,1-4725,6) (70,7-130)
CYP2D6- 8898,3+2242,3 111,1426,5 4487+1306,5 106,6+25,6
CYP2C8 PM 8794,6 109,8 4368,6 104,8
(5977,7-12416,7) (76,2-153,2) (2771,8-6770,2) (73,6-148,1)
CYP2C8 PM+ 7152,6+£2147,7 108,2+21,5 3388,5+1167,8 100,8+20,5
inibidor de 7173,1 108,3 3399,5 100,1
CYP3A4 (3655,6-10563,4) (77,1-140,6) (1559,5-5418,1) (71,2-132,3)
CyPooo., 98457124392 111,4426,5 5064,9+1474,5 107+25,7
+ inibidor de 9687,8 110,3 4952,6 105,1
CYP3A4 (6607,2-13839) (76,3-153,2) (2939,7-7584,6) (73,7-147,7)
CYP2D6- 4440,6+2061,5 100,1+26,2 1975,4+932,9 88125
CYP2C8 NM + 4172,9 99,9 1877,8 86,1
inibidor de (1739,2-7934,3) (57,1-136,7) (751,1-3455,2) (46,3-124,4)
CYP3A4

Dados apresentados como média + desvio padrao; mediana (percentil 5 - 95)
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Tabela 7. Razdes dos fenotipos/fenotipos e fenotipos-inibidor/fenétipos dos parametros
farmacocinéticos simulados.

R-HCQ S-HCQ
Fendtipo AUC Cmax AUC Cmax
CYP2D6 PM/NM 1,26 1 1,29 0,93
CYP2D6 UM/NM 0,89 0,99 0,90 0,97
CYP2C8 PM/NM 1,55 1,08 1,64 1,21
CYP2D6-CYP2C8
PM/CYP2D6- 2,11 1,11 2,37 1,21
CYP2C8 NM
CYP2C8 PM+ 1,70 1,08 1,79 1,15
inibidor CYP3A4/NM
CYP2D6-CYP2C8
PM+ inibidor de 2,34 115 2,68 121
CYP3A4/NM
CYP2D6-CYP2C8
PM + inibidor de 1,05 1,00 1,04 1,00
CYP3A4 /CYP2D6-
CYP2C8 NM

As simulac¢des PBPK para o fen6tipo PM de CYP2C8 mostraram aumento
de 1,5 na AUC do R-HCQ e 1,6 de S-HCQ em relacdo a individuos com fenétipo
NM CYP2C8. Os alelos CYP2C8 *2, *3, *4 e *8 demonstraram reducdo do
metabolismo de alguns substratos dependentes de CYP2CS8 in vitro. O alelo *2
€ mais frequente em afro-americanos e o alelo *3 possui maior frequéncia em
caucasianos (AQUILANTE et al. 2013). Um estudo avaliou os efeitos da
correlacdo gendtipo-fendtipo dos alelos CYP2C8*2, *3 e *4 no metabolismo dos
enantibmeros de ibuprofeno em sistemas de expressao em células de inseto
assistidas por baculovirus. O estudo demonstrou que o clearance intrinseco de
ibuprofeno foi menor para CYP2C8*3 e CYP2C8*4 (YU et al. 2013). Mutacdes
genéticas no gene CYP2C8 identificadas em humanos possuem um impacto
funcional no clearance de substratos, como ibuprofeno, repaglinida, pioglitazona
e rosiglitazona (LAl et al. 2009). Uma vez que os dados in vivo e in vitro
disponiveis para as variantes de CYP2C8 e seu impacto funcional sdo limitados,
estes alelos ndo sao associados a determinados fendtipos, como
metabolizadores lentos e ultrarrdpidos (AQUILANTE et al. 2013). Simulactes
PBPK foram realizadas com genfibrozil como inibidor de CYP2C8 em diferentes

cenarios de DDIs com HCQ. Quando gemfibrozil (600 mg/2 vezes ao dia) €
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administrado simultaneamente HCQ (em dose de ataque de 600 mg 2 vezes ao
dia seguidas de doses de manutencao de 200 mg 2 vezes ao dia por 4 dias) houve
aumento de cerca de 20% em AUC de HCQ em relacédo a administracdo de HCQ
apenas individuos adultos saudaveis. Porém, em idosos com idade de 85 a 95
anos, a interagdo gemfibrozil +HCQ resultou em aumento médio de 56% quando
comparado a sujeitos tratados com HCQapenas (ZHANG et al. 2021).
Simula¢gbes também foram realizadas em um cenario PMs para CYP2C8 e
CYP2D6. Um aumento de 2 vezes na AUC foi observado para o enantibmero R-
HCQ e aumento de 2,3 para o enantiomero S-HCQ em relacdo a NM de CYP2C8
e CYP2D6, sugerindo uma interacdo farmaco-gene moderada nessa
subpopulacao.

O efeito de um inibidor de CYP3A4 na disposicao cinética de R- e S-HCQ
foi investigado através da administracéo simultanea de CLTR. A coadministracdo
de CLTR e HCQ resultou em aumento muito discreto na AUC, sem relevancia
clinica, em razdo da pequena contribuicdo de CYP3A4 no metabolismo de HCQ
em relacdo as demais enzimas CYP. Por fim, simulacdes em piores cenarios
foram investigados avaliando popula¢des com fendétipo PM para CYP2C8 na
presenca do inibidor de CYP3A4 que resultou em aumento de 1,7 na AUC para
ambos enantidmeros em relacéo aos sujeitos CYP2C8 NM. Foi avaliada ainda a
coadministracdo de CLTR e HCQ em PM para CYP2C8 e para CYP2D6. Neste
cenario, com o0 prejuizo no metabolismo de todas as principais vias de
metabolismo de R-HCQ e S-HCQ, a AUC de R-HCQ e S-HCQ resultou em
aumento de 2,34 e 2,68, respectivamente.

Dados da relacdo exposicdo e toxicidade sdo escassos para HCQ. A
literatura descreve relatos de intoxicacdes agudas, onde concentracoes
plasmaticas foram de 9,87 mg/L apos 2 horas, 4,53 mg/L apos 10 horas, e 0,64
mg/L ap6s 68 horas em uma paciente que ingeriu cerca de 1200 mg de HCQ
(JORDAN et al. 1999). Nao h& na literatura muitos casos de sobredose por HCQ.
Entretanto, toxicidade grave foi relatada em pacientes com niveis plasmaticos
variando de 0,64 a 6,1 mg/L, e casos fatais com niveis de 48 mg/L e 104 mg/L
no sangue post-mortem (GRAHAM. 1960; MILLER e FIECHTNER. 1989;
KEMMENOE. 1990). Um estudo demonstrou que pacientes portadores de artrite
reumatoide (AR) e que faziam terapia com HCQ ha 6 meses com doses 3000
mg por semana de rac-HCQ apresentaram concentracdo de R-HCQ e S-HCQ

de aproximadamente 1000 ng/mL e 800 ng/mL, respectivamente (TETT et al.
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1994). Com tudo, ndo ha informacdes precisas na literatura em relagdo a
toxicidade para os enantiomeros de HCQ (MCLACHLAN et al. 1993).

Um estudo realizado com 143 pacientes administrou 200 mg e 400 mg de
HCQ uma vez ao dia e descreveram que a concentracdo de 1000 ng/mL foi
considerada satisfatéria na redugéo do LES e apontaram que doses de 400 mg
nao resultou em melhora adicional quando comparados a dose de 200 mg
(COSTEDOAT-CHALUMEAU et al. 2006). Outro estudo conduzido com
pacientes portadores de AR considerou que doses de 200 mg ao dia foram
suficientes para reducao significativa da dor em repouso e em movimento, e que
doses de 400 mg ao dia ndo resultaram em melhora na terapia (TELL et al. 2000).
Os estudos disponiveis mostram que a relagdo PKPD para as diferentes
indicacdes terapéuticas de HCQ ainda ndo estdo bem definidas. Dados
farmacodinamicos descritos para cada enantibmero sdo praticamente
inexistentes. Também n&o esta claro se a exposi¢cao sistémica pode ser preditiva
da toxicidade de HCQ. Logo, as implicagbes do modelo para ajuste e otimizacéo
de doses requerem novas pesquisas que explorem os alvos farmacocinéticos
associados com a eficacia e seguranca.

O estudo desenvolvido neste trabalho tem limitagées. Os modelos PBPK
desenvolvidos assumiram que a contribuicdo enzimatica de CYP2D6, CYP2C8
e CYP3A4 é igual entre os enantibmeros em razao da observacao de clearance
plasmatico ndo enantiosseletivo. Entretanto, para futuro refinamento do modelo,
estudos de metabolismo in vitro sdo necessarios para caracterizar a cinética
enziméatica de R- e S-HCQ. O numero de estudos clinicos que investigaram a
disposicédo cinética enantiosseletiva de HCQ é limitado, o que restringiu a
verificacdo do modelo aos estudos disponiveis. Por fim, as implicacdes do
modelo para ajuste de dose sao restritas, uma vez que o0s alvos moleculares
farmacoldgicos ou relacionados a seguranca nédo estdo bem caracterizados, bem

como as relacdes PKPD.

6 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu realizar com confianga simulac¢des dos perfis
de concentracdo no sangue e parametros PK dos enantibmeros de HCQ em
relacéo aos dados da literatura. A predicdo da enantiosseletividade na disposicéo
cinética de HCQ foi considerada satisfatéria. Os modelos PBPK desenvolvidos
para R-HCQ e S-HCQ e verificados externamente foram empregados para
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avaliar o efeito de polimorfismos genéticos. As simulagbes realizadas com
sujeitos PM para CYP2D6 ou sujeitos PM para CYP2C8 mostraram aumento
discreto de AUC em comparacao aos NM. Ja os sujeitos CYP2C8 PM e CYP2D6
PM mostraram aumento de cerca de 2 vezes na AUC. O modelo foi ainda
aplicado para realizar predicdes de cendrios clinicos pouco provaveis em
estudos clinicos, como a avaliacdo de interac6es complexas farmaco-farmaco-

gene.
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