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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a transferéncia do nifedipino para o leite
materno no estado de equilibrio em lactantes hipertensas tratadas com comprimidos
de liberacdo controlada na dose de 20 mg a cada 12 horas. Nossa hipétese de
trabalho foi a de que o polimorfismo genético ABCG2 c¢.421C>A pudesse alterar a
razao de concentracao de nifedipino no leite/plasma (L/P) das lactantes portadoras
de pelo menos um alelo raro. Foram investigadas 15 pacientes com hipertenséo
arterial sistémica durante atendimento pré-natal no Servico de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao
Paulo. No periodo de quinze a trinta dias pos-natal e apds pelo menos 15 dias de
tratamento com o nifedipino (estado de equilibrio), foram coletadas simultaneamente
amostras de sangue e leite materno. As concentracfes de nifedipino plasmaticas e
no leite materno foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV). O método de determinacdo do nifedipino no
plasma foi linear no intervalo de 10 a 150 ng/mL e no leite de 5 a 100 ng/mL. Os
métodos mostraram detectabilidade, linearidade, precisdo, exatiddo e estabilidade
compativeis com a determinacdo do nifedipino em pacientes em uso crénico do
farmaco. A concentracdo de nifedipino no plasma das lactantes variou de 11,8 a
178,1 ng/mL (mediana: 46,0 ng/mL). A concentragdo no leite materno humano foi
similar a encontrada no plasma, variando de 5,2 a 93,8 ng/mL (mediana: 13,9
ng/mL). Nao houve correlagéo positiva entre a concentracdo de nifedipino no plasma
e no leite materno (p=0,3936). A razdo de concentracdes leite/plasma variou de 0,06
a 2,52 e ndo apresentou correlacdo com o indice de massa corpéreo (p=0,6290),
idade (p=0,1071) ou clearance de creatinina (p=0,4427). Nao houve influéncia de
ABCG2 421C>A nas 15 pacientes investigadas na razao L/P, mas a investigacao de

um numero maior de pacientes € necessaria para concluir essa analise.

Palavras-chave: Nifedipino. Leite materno. Lactantes. CLAE-UV.



ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the transfer rate of nifedipine to breast
milk in steady state in hypertensive lactant women, treated with 20 mg controlled
release nifedipine every 12 hours. Our working hypothesis was that the genetic
polymorphism ABCG2 c.421C>A could alter the breast milk/plasma concentration
ratio (M/P) of nifedipine in carriers of at least one mutant allele. Fifteen (15) lactant
patients from the Gynecologic and Obstetrics Service of Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, were investigated. In the period of 15 to
30 days after labor and at least 15 days on nifedipine treatment (steady state), blood
and breast milk samples were simultaneously collected. The concentrations of
nifedipine in plasma and in breast milk were analyzed by high performance liquid
chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV). The method of nifedipine
determination in plasma was linear, in the range of 10 to 150 ng/mL and in breast
milk in the range of 5 to 100 ng/mL. These methods showed detectability, linearity,
precision, accuracy and stability compatible with the determination of nifedipine in
chronic users of the drug. The plasma concentration of nifedipine in lactant patients
varied from 11.8 to 17 ng/mL (median: 46.0 ng/mL). The breast milk nifedipine
concentration was similar to plasma levels, varying from 5.2 to 93.8 ng/mL (median:
13 ng/mL). There was no positive correlation between breast milk and plasma
concentrations (p=0.3936). The ratio breast milk/plasma nifedipine concentrations
showed no correlations with the body mass index (p=0.6290), age (p=0.1071) or
creatinine clearance (p=0.4427). There was no influence of ABCG2 421C> A on the
15 patients investigated in the M/P ratio, but the investigation of a larger number of

patients is necessary to complete this analysis

Key-words: Nifedipine. Breast milk. Lactant. HPLC-UV.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensédo durante a gestacao

Uma das principais causas de mortes maternas em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento sdo as sindromes hipertensivas. De acordo com a Sociedade
Brasileira de Hipertensao (SBH), a primeira causa de morte materna direta no Brasil
€ a hipertensdo durante o periodo gestacional, correspondendo a 37% dos casos
(MAGEE & von DADELSZEN, 2004; LAURENTI et al., 2004; SBH, 2010).

A hipertensdo arterial na gestacdo é definida como a pressdo sanguinea
maior ou igual a 140/90 mmHg (BETHESDA, 2000; SBH, 2013), em duas afericbes
separadas por 4 ou 6 horas ao menos (SOLOMON & SELLY, 2011; SBH, 2013).
Outra maneira de diagnosticar hipertensdo na gestacdo € através do exame de
Monitoramento Ambulatorial da Pressao Arterial (MAPA) realizado durante 24 horas
(SBH, 2013). A hipertensao arterial durante a gravidez pode levar a complicacdes
perinatais, como restricdo do crescimento fetal, deslocamento prematuro da placenta
e morte fetal (JAIN, 1997).

Os quadros hipertensivos podem ser classificados como hipertensao cronica
ou pré-existente; hipertensdo gestacional; pré-eclampsia; eclampsia e hipertensdo
pré-natal ndo classificavel (NHLBI, 2000; NHLBI, 2004; SBH, 2013).

A hipertensdo pré-existente ou crbénica € a hipertensdo que precede a
gestacdo, ou que inicia antes da vigésima semana de gestacdo (BETHESDA, 2000;
KATTAH & GAROVIC, 2013; SBH, 2013) e que nao termina antes de doze semanas
apos o parto (NHBLI, 2004). Pode estar associada a proteindria e também é
considerada hipertensao crénica aquela diagnosticada pela primeira vez durante a
gestacdo mas que ndo termina apés o parto (SBH, 2013). O risco para exacerbacao
da hipertensdo arterial crbnica durante a gestacdo depende da gravidade da
hipertensdo associada ou ndo a outros fatores, como, obesidade, diabetes tipo 2,
doenca renal e a utilizagdo ou ndo de medicamentos anti-hipertensivos durante a
gestacao (SIBAI, 2001).

A hipertensdo gestacional se refere ao quadro hipertensivo induzido pela
gestacdo sem proteindria. Neste caso, a hipertensdo inicia-se ap0s a vigésima
semana de gestagcdo e normaliza até 42 dias pOs-parto. Se associada a proteinuria

significativa (300 mg/L, 500 mg/24h ou 2+) é classificada em pré-eclampsia.
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O diagnéstico clinico de pré-eclampsia pode ser dado de acordo com o0s
sintomas presentes na mae (hipertensdo, proteindria e/ou sintomas variados), e
também através de sindromes fetais como o crescimento intra-uterino retardado
(CIUR), ou ainda ambos (SIBAI, 2008). Ela ocorre em 5% a 8% das gestacfes e € a
principal causa de morte materna e perinatal nos paises em desenvolvimento, sendo
que os resultados gestacionais dependem da idade gestacional (IG) em que a
doenca é diagnosticada, da gravidade da doenca, da qualidade do atendimento e da
presenca de outras doencgas pré-existentes (SIBAI, 2005).

A eclampsia € o surgimento de convulsbes em pacientes com pré-eclampsia
ou hipertensdo gestacional. Este quadro esta associado ao aumento da mortalidade
materna e é frequentemente acompanhado de hemorragia cerebral (SIBAI, 2005).

Por fim, a hipertensdo pré-natal ndo classificavel é aquela diagnosticada
apos a vigésima semana de gestacdo sem confirmacédo de valores prévios. Apés a
gestacao € reclassificada como hipertensao gestacional com ou sem proteindria ou
reclassificada como hipertensdo pré-existente ou cronica (SBH, 2013).

O farmaco de primeira escolha para o tratamento da hipertensdo crbnica
durante o periodo gestacional é o a-metildopa por apresentar larga margem de
seguranca. O seu uso a longo prazo ndo foi associado a alteracdes fetais ou
neonatais, porém, ndo é indicado para gestantes com histérico de depresséo devido
ao seu efeito sedativo. Quando a paciente tem intolerancia ao a-metildopa, ou
guando o tratamento é insuficiente para o controle da hipertenséo, sao utilizados os
farmacos de segunda escolha, como nifedipino e hidralazina (SIBAI, 1996; JAMES &
PIERCY, 2004; MUGO et al., 2005; PODIMOW & AUGUST, 2011). O nifedipino é
segura e amplamente utilizada durante a gestacdo. Entretanto, apresentacdes sub-
linguais podem causar hipoperfuséo placentaria (MAGEE et al., 1999; BROWN et al.,
2000). Em estudo realizado em gestantes com pré-eclampsia que receberam
nifedipino versus placebo, houve significativa reducdo na presséo arterial das
pacientes, bem como nos valores de creatinina plasmatica, ureia e proteindria de 24
horas, sem a reducéo do fluxo sanguineo da artéria umbilical (KATTAH & GAROQOVIC,
2013).

A agéncia americana U.S. FDA (United States Food and Drug Administration)
propds classificacdo de risco para os farmacos anti-hipertensivos utilizados durante

a gestacéo e a lactacao (Tabela 1). O risco do uso de anti-hipertensivos na gestacao
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leva em consideracdo que na gestacdo esses medicamentos ndo devem

comprometer o fluxo sanguineo uteroplacentario (MUGO et al., 2005). Segundo o

estudo de Bayliss e colaboradores, 0s neonatos das gestantes tratadas com atenolol

até o terceiro més de gestacao tiveram pesos significativamente menores do que os

neonatos das gestantes que foram tratadas com bloqueadores de canais de calcio

(BAYLISS et al., 2002). Na classificacédo proposta pelo U.S. FDA, o atenolol recebe a

notacéo X.

Tabela 1 - Classificagao de risco dos medicamentos anti-hipertensivos utilizados na
gestacao e na lactacdo segundo o FDA.

Classe

Medicamentos

Significado

A

Nao ha registros na literatura.

Pindolol,
amilorida.

sotalol, clortalidona,

Nifedipino, hidralazina,
nitroprussiato de sédio, diazéxido,
metildopa, clonidina, propranolol,
metroprolol, esmolol, verapamil,
furosemida, bumetanida,
hidroclorotiazida, espironolactona.

Atenolol

*IECA, ARA**

Estudos controlados em mulheres
nao demonstram risco para o feto

no primeiro trimestre, ndo havendo
evidéncia de risco nos demais.

Estudos em animais nao
demonstraram risco fetal e nédo
existem estudos controlados em
mulheres no primeiro trimestre,
nao havendo evidéncia de risco
nos demais.

Estudos em animais nao revelaram
risco fetal, mas nao ha estudos
controlados em mulheres nem em
animais, e a droga deve ser
administrada quando o risco
potencial justificar o beneficio.

Ha evidéncia de risco fetal em
humanos, mas os beneficios sdo
aceitaveis, apesar dos riscos.

Estudos em animais e humanos
demonstraram anormalidades
fetais, sendo a droga
contraindicada em mulheres que
estao ou querem se tornar
gestantes.

*[ECA: Inibidores da enzima conversora de angiotensina.

*ARA: Antagonistas de receptor de angiotensina Il.
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1.2. Transferéncia de farmacos para o leite materno

O leite materno é o melhor alimento que pode ser oferecido para o lactente
devido a disponibilidade de nutrientes e substancias imunoativas. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude, (WHO da sigla em inglés “World Health
Organization”), a alimentacdo do recém-nascido deve ser iniciada dentro da primeira
hora do seu nascimento, uma vez que nesta fase a mae produz o colostro, que é
considerado um alimento perfeito para o bebé.

A prética da amamentacdo deve ser estendida até os dois anos de idade,
sendo que a partir dos seis meses a lactante pode complementar a alimentacao da
crianca com outros alimentos (DEL CIAMPO et al., 2007; WHO, 2016). Apesar da
exceléncia do leite materno € muito comum a recomendacdo médica de suspensao
da amamentacgao na vigéncia de tratamento medicamentoso da nutriz em funcéo da
auséncia de informacgdes sobre o risco de exposi¢cao da crianca durante o periodo de
lactacdo (CHAVES, 2007; BRASIL, 2010; SACHS, 2013).

Fundamentalmente todos os farmacos podem ser excretados para o leite
humano, sendo que, para a maioria deles o transporte ocorre por difuséo passiva. A
exposicdo de lactentes a farmacos presentes no leite materno dependera
essencialmente dos seguintes fatores: peso molecular, biodisponibilidade oral do
farmaco no trato gastrointestinal do lactente, concentracdo no plasma materno,
lipossolubilidade, grau de ionizacéo e afinidade as proteinas plasméaticas (COSTA &
DOMICIANO, 2008; ROWE et al., 2013).

A exposicdo do lactente pelo leite materno € estimada quantitativamente a
partir de algumas medidas como a razéo leite/plasma e a dose relativa no lactente. A
razao leite/plasma consiste na razdo entre a concentracdo do farmaco no plasma e
no leite materno em estado de equilibrio. A dose relativa no lactente é uma
estimativa da percentagem da concentracdo do farmaco transferida para o lactente
através do leite materno (BRASIL, 2010).

Para o atenolol e metoprolol, a razdo de concentracdo leite/plasma € acima
de 3. Entretanto as quantidades de atenolol e metoprolol acumuladas no leite
materno nao foram associadas a efeitos adversos nos lactentes (WHITE, 1985; HO
et al., 1999; EYAL et al., 2011). De acordo com Michael (1979), para uma paciente
tratada com 400 mg de labetalol diariamente durante cinco semanas a concentracéo
do labetalol no leite materno apos trés dias do parto é 29 ng/ml. Para o propranolol,
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a razao de concentracéo leite/plasma é de 0,43 (BAUER et al., 1981). O labetalol e
o propranolol possuem baixas concentracdes no leite materno, embora o propranolol
possua relativa solubilidade em lipidios (ATKINSON & BEGG, 1990). Os niveis de
diuréticos tiazidicos séo considerados baixos e seguros, porém estes agentes
parecem estar relacionados a reducgao na producédo do leite materno (HEALY, 1961;
WHITE, 1985). Os bloqueadores de canais de calcio como o nifedipino séo
transportados para o leite materno, porém, ndo causam efeitos adversos aos
lactentes (PODYMOW & AUGUST, 2011).

A concentracdo de captoprii mensurada no leite materno foi 1% da
concentracdo calculada no plasma. A dose relativa do captopril para um lactente de
5 kg é de aproximadamente 4,7 ug ou 0,9 ug/kg por dia (DEVLIN & FLEISS, 1981).
O metabdlito ativo do enalapril (enalaprilato) € encontrado em concentracées
clinicamente insignificantes no leite materno. Para um lactente que consuma de 500
mL a 850 mL de leite materno por dia, a dose total de enalaprilato transmitida a ele
através do leite sera 2 pug ao dia (SHANNON et al., 2000).

1.3. Nifedipino

O nifedipino (2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarboxilato de
dimetilo, prototipo do grupo das diidropiridinas, € um bloqueador dos canais de
calcio usado no tratamento da hipertensao, insuficiéncia cardiaca e arritmia cardiaca
(Figura 1). Seu mecanismo de acdo se da por inibicdo do influxo de ions de caélcio
pela membrana das células da musculatura lisa de vasos e do coragdo, sem alterar
as concentracdes de calcio no soro. Possui acdo vasodilatadora das artérias
coronarianas e é um dos principais medicamentos utilizados para o tratamento de
gestantes hipertensas crénicas em funcéo da sua atividade inibidora da liberacéo do
horménio antidiurético e redugcédo da resisténcia vascular sistémica (SOUSA et al.,
2006; GARBACZ, et al., 2009; PODYMOW & AUGUST, 2011; GIANNUBILO et al.,
2012; BRUNTON, 2012).
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Figura 1 — Formula estrutural do nifedipino: uma diidropiridina com um substituinte

aromatico na posicao 4.
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A farmacocinética do nifedipino é caracterizada por grande variabilidade
individual, principalmente com relacdo as concentracdes plasmaticas
(EHRENKRANZ, et al.,, 1989; MANNINEN & JUHAKOSKI, 1991; SOONS et al.,
1992; ITO et al., 2015). O inicio da acao do nifedipino ap6s administracdo oral de
comprimidos de liberacdo normal € de vinte minutos e apds administracdo sublingual
€ de um a cinco minutos (PAPATSONIS et. al, 2001; KATZUNG, 2012). Sua meia-
vida varia de 1,3 h para cpsulas administradas por via oral a 15,2 h apds a
administracdo oral de comprimidos de liberacdo controlada. O nifedipino é absorvida
principalmente a partir do jejuno e sua biodisponibilidade oral varia de 45 a 70%
(KATZUNG, 2012) em funcdo do metabolismo pré-sisttmico ndo linear
(SCHELLENS et al., 1991; ABOU-AUDA, et. al., 2000).

O nifedipino é biotransformado principalmente pela isoforma 3A4 do citocromo
P450 (CYP3A4) com formacdo dos metabdlitos polares e inativos deidronifedipino
(M-0), acido 2,6-dimetil-4-(-nitrofenil)-5-metoxicarbonil-3-piridinocarboxilico (M-I) e o
correspondente acido 2-hidroximetil-piridinocarboxilico (M-Il). Cerca de 70 a 80%
desses metabdlitos sdo excretados pelos rins e o restante € excretado nas fezes
(ABOU-AUDA et. al, 2000; PAPATSONIS et. al, 2001).

Um estudo realizado em onze gestantes hipertensas relatou concentracdes
de nifedipino de liberagdo normal no estado de equilibrio no soro materno, no soro
umbilical e no liquido amnidtico de 12,4+4,0, 8,6+2,3 e 2,5+1,2 ng/ml,
respectivamente. Em seis mulheres que tomaram 10 mg de nifedipino de liberacao

normal, trés vezes ao dia, os niveis de concentracdo do farmaco no leite materno
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variaram de menos que 1 a 10,3 pg/L em momentos variados entre 1 e 8 horas apos
a dose, com uma média de 3,5 pg/L (MANNINEN & JUHAKOSKI, 1991). O
clearance do nifedipino em gestantes hipertensas (2,0 + 0,8L/h/kg) € maior se
comparado a voluntarios sadios (0,49 + 0,09 L/h/kg) (PREVOST et al., 1992).

De acordo com a American Academy of Pediatrics (2001) o nifedipino é
compativel com a amamentacdo. Em seu livro, Dr. Hale classificou os medicamentos
em categorias de risco para uso a lactagdo. Os de nivel 1 (L1) sdo os mais seguros,
enquanto que os de nivel 5 (L5) s&o os contra-indicados. O nifedipino foi classificada
como nivel 2 (L2), sendo considerada segura. Os de nivel 3 (L3) sé&o considerados
moderamente seguros e o0s de nivel 4 (L4) sdo considerados possivelmente
perigosos (HALE, 2008).

ApG6s um parto pré-termo em vinte e seis semanas de gestacdo, uma lactante
hipertensa foi tratada por via oral com nifedipino de liberacdo normal na dose de 30
mg a cada 8 horas por 48 horas. Em seguida, 20 mg a cada 8 horas por 48 horas e,
em sequéncia, 10 mg a cada 8 horas por 36 horas. As concentracdes do nifedipino
no leite materno foram relacionadas com a dosagem administrada do farmaco e o
intervalo de tempo entre a dose e a coleta do leite materno. Foram observadas
concentracfes de 53,35 ng/mL 30 minutos apds dose de 30 mg, 16,35 ng/mL 1 hora
apos 20 mg e 12,89 ng/ml 30 minutos apés 10 mg. A meia-vida do nifedipino no leite
apos as trés doses foram 2,4 horas (30 mg), 3,1 horas (20 mg), e 1,4 horas (10 mg).
A quantidade de nifedipino ndo teve nenhum efeito na composicdo do leite materno
(EHRENKRANZ et al., 1989; BRIGGS et al., 2002).

O envolvimento de transportadores na transferéncia de farmacos do sangue
para o leite materno foi inicialmente descrito por Jonker e colaboradores (JONKER et
al., 2005). O transportador ABCG2/BCRP, membro da familia dos transportadores
do tipo ABC (ATP-binding cassete transporters), foi inicialmente descrito como fator
de resisténcia de células de cancer de mama para o tratamento com adriamicina e,
portanto, recebeu o nome de proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP, da
sigla em inglés para Breast Cancer Resistance Protein). Tratam-se de
transportadores presentes nas células do epitélio alveolar da glandula mamaéaria cuja
expressao aumenta significativamente durante a lactagcéo (Figura 2) (JONKER et al.,
2005; FROMM e KIM, 2004). Ensaios realizados em células de alta expresséo de
ABCG2/BCRP identificaram as 1,4-dihidropiridinas, nicardipina e nifedipino, como
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substratos de ABCG2/BCRP. Os autores ressaltam que por ser substrato do
transportador, o nifedipino apresenta potencial risco de exposi¢cao dos lactentes ao
nifedipino decorrente da excre¢do e acumulo do farmaco no leite materno (SHUKLA
et al.,, 2006). Recentemente, ensaios de transporte in vitro em monocamadas
celulares mostraram um avanco na previsibilidade da transferéncia de farmacos para
o leite, principalmente com relacdo aos substratos de ABCG2/BCRP (ITO et al.,
2015).

Figura 2 — Aumento do niumero de ABCG2/BCRP na célula epitelial dos alvéolos da

glandula mamaria quando em fase de lactacéao.
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Fonte: Elaborado pelo autor através do site: https://mindthegraph.com, acesso em jan.2017.

Ensaios realizados em células de alta expressdo de ABCG2/BCRP
identificaram as 1,4 dihidropiridinas, nicardipina e nifedipino, como substratos de
ABCG2/BCRP. Os autores ressaltam que por ser substrato do transportador, o
nifedipino apresenta potencial risco de exposicdo aos lactentes decorrente da
excrecdo e acumulo do nifedipino no leite materno (SHUKLA et al., 2006).

Os substratos de ABCG2/BCRP incluem ainda substancias endogenas (acido

félico, vitamina K3, riboflavina, acido urico, estradiol 17 glicuronideo e sulfato de
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dehidroepiandrosterona) e farmacos como o0s antiretrovirais (abacavir, aciclovir,
lamivudina e zidovudina), estatinas (atorvastatina, cerivastatina, pravastatina,
pitavastatina e rosuvastatina), antimicrobianos (ciprofloxacino, nitrofurantoina e
norfloxacino), bloqueadores de canais de célcio (diidropiridina, nitrendipina e
azidopina), farmacos usados no tratamento do cancer (topotecan, irinotecan,
etoposideo) entre outros (sulfoxido de albendazol, cimetidina, gliburida, diclofenaco
e sulfasalazina) (MERINO et al., 2005; WANG & MORRIS, 2007; zu
SCHWABEDISSEN & KROEMER, 2011).

O gene que codifica o transportador ABCG2/BCRP esta localizado no
cromossomo 4922, entre os marcadores D4S2462 e D4S1557 (ALLIKMETS et al.,
1998). O transportador ABCG2/BCRP €& expresso ndo apenas nas glandulas
mamarias, mas também na membrana apical dos enterdcitos, na membrana
sinusoidal dos hepatdcitos, nos rins, testiculos, placenta e barreira hematoenceféalica
(DOYLE et al., 1998; MALIEPAARD et al., 2001; SCHWABEDISSEN & KROEMER,
2011). A atividade do transportador nesses tecidos tem sido estudada por diversos
autores que investigam o papel de ABCG2/BCRP na absorcdo, distribuicdo e
eliminacao de farmacos (DOYLE, et al. 1998; TANAKA, et al. 2004; MERINO et al.,
2005). De fato, esses transportadores parecem estar envolvidos com o acumulo de
farmacos no leite materno. Os camundongos knockout para ABCG2/BCRP
apresentaram transferéncia reduzida dos substratos aciclovir, cimetidina e
nitrofurantoina para o leite materno (JONKER et al., 2005). O transportador
ABCG2/BCRP parece estar envolvido ainda na transferéncia de riboflavina (vitamina
B2) para o leite materno sendo que a razdo plasma:leite reduziu 22 vezes em
animais knockout para o transportador (van HERWARDEEN et al., 2007). Um estudo
recente revela que durante a lactacdo, os niveis de RNAm de ABCG2/BCRP
encontram-se aumentados nas glandulas mamarias de camundongos e a razéao de
concentracéo leite/plasma da cimetidina e aciclovir diminuiu significativamente em
camundongos knockout para ABCG2/BCRP (ITO et al., 2014). Recentemente,
ensaios de transporte in vitro em monocamadas celulares mostraram um avanco na
previsibilidade da transferéncia de farmacos para o leite, principalmente com relagéo
aos substratos de ABCG2/BCRP (ITO et al., 2015).

Estudos clinicos demonstram que polimorfismos do gene ABCG2/BCRP
podem interferir na atividade do transportador. O polimorfismo de base Unica
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c.421C>A, cuja frequéncia do alelo raro (A) € de 8% a 12% na populacéo
caucasiana, estd associado a menor expressdao de ABCG2/BCRP na placenta
humana, bem como aumento dos niveis plasmaticos de bicalutamida (KOBAYASHI
et al., 2005, HO et al., 2007; KIM et al., 2015). Embora ndo exista nenhum efeito
significativo associado entre o genétipo ¢.421C>A do tranportador ABCG2/BCRP e a
farmacocinética dos farmacos imatinibe (GARDNER et al., 2006), pravastatina (HO
et al., 2007) e nitrofurantoina (ADKISON et al., 2008), estudos clinicos em
farmacogenética demonstram aumento significativo na AUC dos substratos de
ABCG2/BCRP atorvastatina, fluvastatina, rosuvastatina (ZHANG et al., 2006),
sinvastatina, sulfasalazina, sunitinib em individuos homozigotos para o alelo mutante
no polimorfismo c.421C>A (421AA) se comparados com os individuos homozigotos
para o alelo selvagem (421CC) (YAMASAKI et al., 2008; TANAKA et al., 2015);
sendo que para a rosuvastatina, houve uma reduc¢do maior nos niveis de colesterol
LDL-C (low-density lipoprotein cholesterol) em pacientes homozigotos para o alelo
mutante (6,9%) quando comparados com pacientes que nao possuiam
polimorfismos (TOMLINSON et al., 2010). Li e colaboradores (2005) demonstraram
em um estudo farmacocinético que ha um aumento na concentracdo plasmatica do
gefitinibe em pacientes que carregam ao menos um alelo mutante na posi¢do 421 e
gue este aumento parece estar associado a reagOes adversas de diarreia em
pacientes tratados com 250mg do farmaco por via oral (LI et al., 2005; CUSATIS et
al., 2006). Apds administracdo intravenosa de diflomotocan, o0s pacientes
heterozigotos para o polimorfismo ¢c.421C>A tiveram um aumento significativo na
concentracdo plasmética e na AUC do farmaco quando comparados com pacientes
homozigotos para o alelo selvagem. Em contrapartida, houve uma significativa
diminuicAo na bionisponibilidade oral para o grupo mutado heterozigoto
(SPARREBOOM, et al., 2004).

Este mesmo polimorfismo c¢.421C>A estd relacionado com o aumento da
biodisponibilidade oral do substrato de ABCG2/BCRP topotecan, bem como com a
diminuicdo na AUC apoés administracao intravenosa do farmaco (SPARREBOOM et
al.,, 2005). A mutacdo 482R>G de arginina para glicina no transportador
ABCG2/BCRP pode aumentar o efluxo de etoposideo, ocasionando em maior
resisténcia ao tratamento com este farmaco (EDDABRA et al.,, 2012). Individuos

portadores do polimorfismo 1465T>C apresentam maior risco de desenvolver
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reacoes adversas ao substrato de ABCG2/BCRP telmisartan (DEPPE et al., 2014).
Existem varios estudos in vivo que demonstram o impacto farmacocinético das
variacdes genéticas do transportador ABCG2/BCRP (Tabela 2). Porém, nenhum
desses estudos demonstram o impacto de polimorfismos do transportador na
disposicéo cinética do nifedipino in vivo (FROMM & KIM, 2004).

Tabela 2 - Impacto das variagbes genéticas de ABCG2/BCRP na disposicéo

cinética de farmacos.

Polimorfismos Substrato Efeito Referéncia
421C>A Irinotecan Sem alteracdes na disposicéo HAN et al., 2007
34G>A cinética do SN 38 (metabdlito do

Irinotecan); fator preditivo para
diarreia grau lll.

15994C>T Imatinibe 1 expressédo de ABCG2/BCRP POONKUZHALI et
(rs7699188) em varios tecidos al., 2008
1 clearance do imatinibe
421C>A Sulfasalazina Sem alteracfes na cinética dos ADKISON et al.,
(revestimento  metabdlitos da sulfasalazina 2010
entérico) Sem influéncia dos inibidores
pantoprazol e famotidina
421C>A Sulfasalazina 1AUC, t1Cmax, |clearance em YAMASAKI et al.,
(liberagao homozigotos para o alelo raro 2008
imediata)
421C>A Rosuvastatina tAUC, 1Cmax, |eliminagdo oral ZHANG et al.,
2006.
421C>A Rosuvastatina 1144%AUC"” e 1131% Cpnaxem  KESKITALO et al.,
homozigotos para o alelo raro 2009
421C>A Pravastatina  Sem alteracdes na disposicao KESKITALO et al.,
cinética 2009

Considerando que o nifedipino € indicado para o tratamento da hipertensao
na gestacdo e lactacdo, que sua farmacocinética € caracterizada por grande
variabilidade, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a transferéncia do nifedipino
para o leite materno em lactantes hipertensas e investigar potenciais covariaveis

deste processo.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a razado de concentracdo de nifedipino no leite/plasma materno em
lactantes hipertensas atendidas no Servico de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo.

2.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente projeto incluem:

e Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para a determinacdo das
concentracfes de nifedipino em plasma e no leite materno por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

e Avaliacdo das variaveis demograficas e clinicas (peso, altura, indice de
massa corporeo, exames bioquimicos e hematolédgicos, comorbidades, uso de
medicamentos) das pacientes lactantes hipertensas incluidas no estudo.

e Avaliagdo do polimorfismo genético c.421C>A de ABCG2/BCRP e sua

influéncia na razédo de concentracao do nifedipino no leite/plasma materno.



Casuistica e Metodos / 24

3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Protocolo experimental

O presente projeto de pesquisa teve aprovacido dos Comités de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP
(parecer n° 1.317.466 — Anexo A) e do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da USP-HCFMRP (parecer n° 1.332596 — Anexo B). A
inclusdo das participantes no estudo se deu apdés a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo C). Foi garantida a liberdade dos
participantes da pesquisa em recusar a participar ou retirar o seu consentimento em
qualquer etapa da pesquisa, sem penalizacdo ao seu tratamento ou atendimento
hospitalar.

A etapa clinica do presente projeto foi desenvolvida sob a coordenacdo dos
Professores Dr. Geraldo Duarte, Professor Titular do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (DGO-FMRPUSP) e Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli, Professor Associado do
DGO-FMRPUSP.

3.1.2 Calculo do tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi obtido através do programa Power and
Sample Calculation versdo 2.1.30 (DUPONT & PLUMMER, 1997) com base na
variabilidade da concentracdo de nifedipino no leite materno previamente estudada
em gestantes hipertensas (MANNINEN & JUHAKOSKI, 1991). Neste estudo a média
+ desvio padrdo da concentracdo do nifedipino no leite materno em estado de
equilibrio foi 4,1 £ 0,8 ng/mL apés a administracao de nifedipino 10 mg, trés vezes
ao dia. Nossa hipo6tese de trabalho foi a de que o polimorfismo genético ABCG2
C.421C>A iria alterar em pelo menos 25% a concentracao de nifedipino no leite das
lactantes portadoras de pelo menos um alelo raro. Para o célculo do tamanho
amostral fixou-se o nivel de significancia em 5%, poder de 0,80. Estabeleceu-se uma
alocacdo 3,35:1 (Controle versus mutado) considerando a frequéncia do
polimorfismo ABCG2 c.421C>A de aproximadamente 12% (REFARGEN, 2016;
KOBAYASHI et al., 2005). Como pode ser observada, a inclusdo de 7 lactantes no

grupo experimental, constituido por pacientes portadores de pelo menos um alelo
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raro (homozigotos mutantes + heterozigotos), iria acarretar em poder do teste acima
de 80%. A Figura 3 mostra a variacado do poder do teste de acordo com o tamanho
amostral do grupo experimental. Foi calculado o tamanho amostral de 30 lactantes
hipertensas em uso de nifedipino no total (Grupo Controle + Experimental).
Considerando o total de 30 pacientes incluidos no estudo e com base na frequéncia
alélica do polimorfismo ABCG2 c.421C>A, espera-se encontrar dentro do total 30

pacientes, 7 pacientes no grupo experimental e 23 pacientes no grupo controle.

Figura 3 — Estudo do tamanho amostral (grupo experimental) em relacdo ao poder

do teste
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Fonte: Extraido do programa Power and Sample Calculation versao 2.1.30 (DUPONT & PLUMMER,
1997).

3.1.1. Critérios de inclusdo

Foram investigadas lactantes com hipertensao crénica (n=65) que nao faziam
uso de inibidores de ABCG2/BCRP (omeprazol, pantoprazol, ritonavir, saquinavir,
imatinibe, efavirenz, nicardipina, abacavir, tacrolimus, ciclosporina A, canabidiol)
uma vez que esse transportador parece interferir na transferéncia do nifedipino para
o leite materno; pacientes que nao possuiam nefropatias ou hepatopatias cronicas
com idade de 18 a 45 anos. As pacientes foram recrutadas durante o periodo da
gestagdo no Ambulatério de Gravidez de Alto Risco do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do HC-FMRPUSP enquanto faziam o acompanhamento

pré-natal (Figura 4).
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Figura 4 — Diagrama de Fluxo CONSORT (Consolidated Standards of Reporting

Trials).
[ Recrutamento ]
Pacientes recrutadas (n = 65)
[ Acompanhamento ]
Pacientes excluidas do estudo
(n = 46)
l Perdas ou exclusao secundarias
(n=4)
- Apresentaram reacfes adversas ao
medicamento e foram descontinuadas l
da intervencéo (n = 18)
- PA normalizou apés o parto (n = 16) [ Andlise ]
- Interromperam o aleitamento materno
durante o estudo (n = 12)
- Desistiram da pesquisa (ndo puderam Participantes que concluiram o estudo
voltar para as coletas (n = 4) (n= 15)

Fonte: Elaborado pelo autor baseado no diagrama de flixo CONSORT

(Consolidated Standards of Reporting Trials). PA: pressao arterial.
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3.1.2. Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo as pacientes que apresentaram reacfes adversas
ao medicamento (n=18); as pacientes cuja pressdo arterial normalizou apds o parto
(n=16); as pacientes que interromperam o aleitamento materno durante a realizagao
do estudo (n=12); e houve perdas das pacientes que nao concordaram com O
retorno ou que nao tinham condicdes de retornar ao hospital para a realizacdo do

protocolo clinico (n=4) (Figura 4).

3.2. Protocolo Clinico

As gestantes com hipertenséo arterial crénica incluidas na investigacao foram
submetidas a avaliacao clinica (histéria médica e exame fisico) e s6 foram incluidas
no estudo apds receberem informacfes sobre o protocolo clinico assim como os
seus possiveis riscos, e apdés concordarem em participar do estudo assinando o
TCLE.

No periodo de quinze a trinta dias pos-natal, durante a lactagdo, as lactantes
hipertensas em uso de nifedipino (Adalat Retard®, lote: BXH85G1, Bayer) foram
convidadas a comparecerem a Unidade de Pesquisa Clinica (UPC) do HC-
FMRPUSP em jejum de oito horas, para a coleta das seguintes amostras:

1. sangue venoso em tubo contendo heparina (6 mL) para andlise da
concentracdo plasmatica de nifedipino;

2. sangue venoso em tubo sem anticoagulante (4 mL) para a determinacéo de
parametros bioquimicos (AST, ALT, albumina, ureia, creatinina sérica,
glicemia);

3. leite materno em volume de até 10 mL.

O clearance de creatinina foi determinado pela equacdo de Cockcroft e Gault
(equacéo 1) corrigida pela superficie corporal (SC) de 1,73 m? (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2002).

(140 —idade) < peso 1,73 1)
72 x creatinina sérica SC

Clearance de creatinina =

Apols a coleta das amostras as pacientes receberam café da manha na UPC
do HC-FMRPUSP. As amostras de sangue para a analise da concentracdo

plasmatica de nifedipino foram centrifugadas imediatamente apés a coleta. O plasma
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obtido ap6s a centrifugacdo, bem como as amostras de leite materno foram

armazenadas a -70° C até o momento da analise.

3.3. Anédlise do nifedipino em plasma e leite materno por cromatografia

liguida de alta eficiéncia com deteccéo por ultravioleta

3.3.1. Condicdes cromatograficas

O padréo nifedipino foi adquirido da Sigma Aldrich® (98%, St Lous, MO, EUA).
Os solventes metanol e éter dietilico sdo grau CLAE e os reagentes hidroxido de
sédio (Synth®, Diadema, Brasil), fosfato de potassio monobasico (Synth®, Diadema,
Brasil) e hidrogenofosfato dissédico (Synth®, Diadema, Brasil) sdo grau analitico.
Toda a agua utilizada durante o experimento foi obtida em sistema de purificacéo
Mili-Q Plus (Milipore®, Belford, MA, EUA).

A andlise do nifedipino no plasma e no leite materno foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV),
utilizando cromatografo Perkin Elmer, composto de um sistema quarternario de
bombas Flexar LC Pump e detector Flexar UV/VIS, operando no comprimento de
onda de 238 nm. Foi utilizada a coluna LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 pum,
125x4 mm, Merck, Darmstadt, Alemanha) e fase movel constituida por mistura de
tampéao fosfato 0,020 mol/L (pH 4,8):metanol na propor¢éo 40:60 (v/v) para a andlise
em plasma e na propor¢ao 35:65 (v/v) para a analise em leite materno na vazao de 1
mL/min.

As andlises foram realizadas em sala com o auxilio de luz amarela e todas as
amostras foram mantidas em condicbes de protecdo da luz em funcdo da
fotossensibilidade do nifedipino (MARTENS et al., 1994).

3.3.2. Preparo das solucdes padréo

3.3.2.1. Plasma

A solucdo padrao estoque nifedipino foi preparada na concentragédo de 1
mg/mL em metanol. A partir dessa solugdo foram realizadas sucessivas diluigdes
para obtencdo das soluc¢des de uso nas concentragdes 200, 500, 1000, 1500, 2000

e 3000 ng/mL de metanol. O padrdo interno diazepam foi preparado na



Casuistica e Metodos / 29

concentracdo de 1 mg/mL em metanol e posteriormente diluido na concentracao de

1500 ng/mL em metanol.

3.3.2.2. Leite Materno

A solucéo estoque do padréao de nifedipino foi preparada na concentracéo de
1 mg/mL em metanol. A partir dessa solucéo foram realizadas sucessivas diluicdes
para obtencdo das solugdes de uso nas concentra¢cdes 200, 400, 1000, 2000, 3000
e 4000 ng/mL de metanol. A solucdo estoque de fenacetina (padréo interno) foi
preparada na concentracdo de 1 mg/mL em metanol e posteriormente diluida na

concentracdo de 50 pg/mL em metanol.

3.3.3. Processamento da amostra
3.3.3.1. Plasma

Aliguotas de 1 mL de plasma foram enriquecidas com 50 pL da solucao
contendo padrao interno (diazepam, 1500 ng/mL em metanol), 200 pL de solucéo de
hidréxido de sédio 0,1 M e apOs agitacdo em vortex por dez segundos, foram
adicionados 3 mL do solvente extrator (éter dietilico). As amostras foram agitadas
durante vinte minutos em mesa agitadora reciprocante (TE-240 Tecnal, 130 = 10
ciclos/min), centrifugadas por dez minutos a 2000 x g. A fase organica (2 mL) de
cada amostra foi transferida para microtubos de 2 mL e evaporada a secura em
sistema de banho seco a 40° C. O residuo foi reconstituido em 120 pL da fase movel

e 50 uL foram submetidos a andlise cromatografica (Figura 5).
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Figura 5 — Procedimento de extracédo liquido-liquido do nifedipino em plasma
humano.

Agitacdo por 20 min;

Centrifugacdo 1800 x g

Evaporar a secura

Reconstituir em 120 pL de fase
movel

Sistema CLAE-UV

PI: padrao interno; CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia por detecgdo em ultravioleta.
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3.3.3.2. Leite materno

Aliguotas de 2 mL de leite materno foram enriquecidas com 50 pL da solucéo
contendo padrao interno (fenacetina, 50 pg/mL em metanol) e agitadas em vortex
por dez segundos. Apds o condicionamento dos cartuchos com 4 mL de metanol e 4
mL de &gua, as amostras foram submetidas a extracdo em fase solida em cartuchos
Chromabond® Cy5 (500 mg, 3 mL). A lavagem das amostras foi feita com 4 mL de
agua e 2 mL de metanol a 40% em agua. Subsequentemente o nifedipino e o padréo
interno foram eluidos utilizando 2 mL de metanol a 95% em agua. Logo apos o
eluato foi seco em um sistema de vacuo durante 90 min & 60° C. Todo 0 processo

de extracdo em fase sdlida foi realizado sob vacuo a 30 psi (Figura 6).
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Figura 6 — Procedimento de extracdo em fase sélida do nifedipino em leite materno
humano.

Agitacao por 10 segundos em vortex;

Condicionamento dos cartuchos com
4 ml de metanol e 4 ml de agua.

Lavagem dos cartuchos com 4 ml de
agua e 2 ml de metanol a 40% em
agua.

Eluicao do nifedipino e do PI com 2 ml
de metanol 95% em agua

Secura em sistema de vacuo durante
90 min a 60°C

Reconstituir em 120 pL de fase movel,
e agitar por 30 segundos

Sistema CLAE-UV
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3.3.4. Validacao

O processo de validacdo atendeu as recomendaces da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para a validacdo de métodos bioanaliticos (BRASIL,
2012). O objetivo desses procedimentos foi avaliar se os métodos bioanaliticos
poderiam ser aplicados na quantificacdo do nifedipino em plasma e leite materno de
lactantes hipertensas. Conforme recomendacéo da legislacéo vigente, os seguintes
parametros foram avaliados: seletividade, efeito residual, linearidade, precisdo e
exatidao intra e interensaios e estabilidade do nifedipino em plasma e leite materno
em temperatura ambiente (curta duracdo), apds ciclos de congelamento e

descongelamento, pds-processamento e longa duracao.

3.3.4.1. Seletividade

7

Seletividade € a capacidade do método de analisar o analito e o padréao
interno na presenca dos componentes enddégenos comuns a matriz biolégica de
interesse. Para a avaliacdo da seletividade do método em plasma foram utilizadas
amostras de plasma branco obtidas de oito fontes distintas, sendo quatro normais,
duas lipémicas e duas hemolisadas. Para a avaliagcdo da seletividade do método
bioanalitico em leite materno foram utilizadas amostras de 6 fontes distintas. Para
que um método seja considerado seletivo, respostas de picos interferentes préximos
ao tempo de retencao do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito e
respostas de picos interferentes préximos ao tempo de retencdo do padréo interno
(PI) inferiores a 5% da resposta do Pl quando amostras branco sdo comparadas as

amostras do limite inferior de quantificagéo (LIQ).

3.3.4.2. Efeito Residual

O ensaio de efeito residual objetiva avaliar se ha contaminac¢des residuais
entre duas injecdes cromatograficas subsequentes. Este ensaio foi avaliado através
de trés injecbes da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas logo apoés a
injecdo de amostra processada no limite superior de quantificacdo (LSQ). As
respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito devem ser
inferiores a 20% e as respostas de picos interferentes no tempo de retencéo do PI

inferiores a 5% quando comparados a amostra processada do LIQ.
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3.3.4.3. Linearidade

A curva analitica para avaliacdo de linearidade foi construida a partir da razao
das areas do pico do analito/PI versus a concentracdo nominal do analito. Foram
construidas e avaliadas trés curvas analiticas incluindo a anélise da amostra branco,
da amostra zero e seis mostras de diferentes concentracées do padrao adicionadas
de PI. Para a aceitacdo da curva foram utilizados os critérios definidos pela
Resolucdo RDC n° 27, 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012). A linearidade do
método foi dada através da utilizacdo da regresséo linear ordinaria.

Para o método utilizando do plasma humano, aliquotas de 1 mL de plasma
branco enriquecidas com 50 pL da solugédo padrao foram utilizadas. As amostras
foram extraidas e analisadas como descrito anteriormente (itens 3.3.3.1 e 3.3.1).
Foram construidas e avaliadas trés curvas de calibracdo com concentracdes finais
de 10, 25, 50, 75, 100 e 150 ng/mL de nifedipino em plasma.

Para o método em leite materno humano, aliquotas de 2 mL de leite branco
enriquecidas com 50 yL da solugdo padréo foram utilizadas. As amostras foram
extraidas e analisadas conforme descricdo nos itens 3.3.3.2 e 3.3.1. Foram
construidas e avaliadas trés curvas de calibracdo concentracdes finais de 5, 10, 25,

50, 75 e 100 ng/mL de nifedipino em leite materno.

3.3.4.4. Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas em uma mesma corrida
(intra-ensaios) e em trés corridas diferentes (inter-ensaios). Os controles de
qualidade limite inferior de quantificacdo (LIQ), controle de qualidade de baixa
concentracdo (CQB), controle de qualidade de média concentracdo (CQM), controle
de qualidade de alta concentracdo (CQA) e controle de qualidade de diluicdo (CQD)
foram analisados em 5 replicatas. A precisdo é adequada quando o coeficiente de
variacdo (CV) néo for superior a 15%, exceto para a menor concentracdo, para a

qual é aceitavel o CV de até 20%. O CV foi determinado conforme a Equagéo 2

Desvio padrao x 100 (2)

CV = = - -
Concentragao média experimental
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A exatidao intra-ensaios e inter-ensaios foi determinada através do calculo do
erro padrdo relativo (EPR), o qual deve apresentar valores inferiores a + 15% do
valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual se admitem valores inferiores a = 20%

do valor nominal. O EPR é calculado conforme a equacao 3.

EPR — (Concentragcédo média experimental — Valor nominal) x 100 (3)

Valor nominal

3.3.4.5. Recuperacao

Para determinar a eficiéncia do procedimento de extracdo (ou recuperacao)
foram comparadas areas de padrbes ndo extraidos aqueles extraidos da matriz
biologica (plasma ou leite materno) na mesma concentracdo, de acordo com a

equacao 4.

Padrao extraido 4)
R% = — — % 100
Padréo ndo extraido

3.3.4.6. Estabilidade

A estabilidade do nifedipino foi analisada usando amostras de CQB e CQA
analisadas em triplicada. A concentracdo das amostras foi determinada por curva
analitica recém-preparada. A estabilidade é demonstrada quando a média das
concentracdes obtidas em relacdo ao valor nominal ndo apresentar desvio superior a
15%. A estabilidade do analito na matriz biolégica foi demonstrada por meio dos
estudos de estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento,
estabilidade de curta duracéo, estabilidade de longa duracédo e estabilidade pGs-

processamento.

3.3.4.6.1. Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento

Amostras CQB e CQA foram utilizadas para avaliar a estabilidade apos ciclos
de congelamento e descongelamento. As amostras foram congeladas a -20° C e
mantidas por 24 horas. Na sequéncia, as amostras foram descongeladas até
atingirem temperatura ambiente. ApdOs atingirem a temperatura ambiente, as

mesmas foram congeladas novamente sob as mesmas condigdes anteriores. Esse



Casuistica e Metodos / 36

procedimento foi repetido por trés ciclos e apds o ultimo ciclo de congelamento e

descongelamento as amostras foram analisadas.

3.3.4.6.2. Estabilidade de curta duracao

No estudo de estabilidade de curta duracdo, as amostras foram processadas
e analisadas ap0s permanecerem a temperatura ambiente por tempo superior ao
utilizado durante o estudo. Para este estudo as amostras permaneceram por 6 horas

em temperatura ambiente e entdo foram processadas e analisadas.

3.3.4.6.3. Estabilidade de p&s-processamento

As amostras dos controles de qualidade de baixa e alta concentracdo foram
submetidas as mesmas condi¢bes de andlises utilizadas no estudo, porém por
periodo superior a duracdo da corrida analitica. Neste estudo, antes de realizar a
analise, as amostras processadas foram mantidas dentro do autoinjetor por um

periodo de 24 horas a temperatura de 18° C.

3.3.4.6.4. Estabilidade de longa duragao

As amostras dos controles de qualidade de baixa e alta foram armazenadas
por um periodo superior ao intervalo de tempo entre a coleta das amostras e a
andlise. Para esse teste os controles de qualidade foram mantidos por trés meses a

temperatura de -20° C e entdo analisados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validacdo dos métodos bioanaliticos para plasma e leite materno

No presente estudo, foram desenvolvidos e validados métodos de analise do
nifedipino em plasma e em leite materno por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgdo por ultravioleta. Foram realizados testes para a selecdo do
comprimento de onda com base em dados da literatura (236-238 nm) e os melhores
cromatogramas foram observados com as analises realizadas a 238 nm
(JANKOWSKI & LAMPARCZYK, 1994; NIOPAS & DAFTSIOS, 2003).

41.1 Plasma

O diazepam foi empregado como padrao interno por ser extraido nas mesmas
condicdes de preparo de amostra e apresentar tempo de retencao ser préximo ao do
analito de interesse (nifedipino). Os parametros de validagcdo do método bioanalitico
para a determinacao nifedipino em plasma humano foram apresentados na Tabela
2.

Os cromatogramas de uma amostra de plasma branco (A) e de uma amostra
enriquecida com o padrao certificado do nifedipino (B) foram apresentados na
Figura 6. O método foi considerado seletivo, visto que picos com tempo de retencéo
(tr) proximo ao do analito de interesse (nifedipino; tg 9,6 min) apresentaram areas
inferiores a 20% da area do LIQ (Figura 7). Da mesma forma, ndo ha picos
interferentes no tg do Pl (6,3 min) com &rea superior a 5% da resposta do PI.
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Figura 7 — Cromatogramas referentes a extracao do nifedipino em plasma humano.
O cromatograma (A) refere-se ao plasma branco e o cromatograma (B) ao plasma
enriquecido com nifedipino na concentracédo de 150 ng/mL (1) e padréo interno (2).

A)

2

l /\,»k/\\)\RAN\ /\f]\/\’/x s e N\

Condig6es cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (125x4 mm, 5
um, Merck); Fase mdvel: tampao fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (40:60, v/v), na vazao de 1
mL/min; A = 238 nm.

B)

A linearidade do método de andlise do nifedipino em plasma humano foi
avaliada através da analise de trés curvas analiticas, incluindo a analise da amostra
branco (sem analito e padrao interno) e da amostra zero (apenas padrao interno). As
curvas foram construidas utilizando aliguotas de 1 mL de plasma branco
enriquecidas com 50 pL de solugdo padrdo de cada solucdo padrdao de uso do
nifedipino, resultando nas concentracées finais de 10, 25, 50, 75, 100 e 150 ng/mL
de plasma. Foi observada linearidade na faixa de concentracdes de 10 a 150 ng/mL
com coeficiente de determinacado (r?) de 0,9809 e porcentagem de erro inferiores a
15 % (Figura 8). Por tanto o método foi considerado linear pois os resultados obtidos

estdo dentro dos limites especificados pela RDC n° 27/2012.
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Figura 8 — (A) Curva analitica em triplicata do método de andlise do nifedipino em
plasma humano por CLAE-UV no intervalo de concentracdes de 10 a 150 ng/mL de
plasma. (B) Plote da porcentagem de erro versus concentracao.
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Condig6es cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (125x4 mm, 5
pm, Merck); Fase movel: tampao fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (40:60, v/v), na vazdo de 1
mL/min; A =238 nm.

O Ilimite inferior de quantificacdo (LIQ) foi definido como a menor
concentracdo analisada (10 ng/mL) a qual apresentou coeficiente de variacdo e erro
padréo relativo inferiores a 20%. O LIQ de 10 ng/mL apresentou precisao intra e
interensaios e exatidao intra e interensaios com coeficientes de variacdo e erro
padrao relativo inferiores a 15%, respectivamente.

A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida
(intraensaios) e em trés corridas diferentes (interensaios) atraveés da analise em
quintuplicatas dos controles de qualidade LIQ (10 ng/mL), CQB (25 ng/mL), CQM
(75 ng/mL), CQA (120 ng/mL) e CQD (300 ng/mL). A preciséo intra e interensaios
foi avaliada através do coeficiente de variacdo, o qual ndo apresentou valores
superiores a 15%, incluindo o LIQ, para o qual é aceitavel CV de até 20% (Tabela
2). A exatidao intraensaio e interensaio foi determinada através do erro padrdo
relativo (EPR) o qual apresentou valores inferiores a +15% do valor nominal para
todas as concentracdes analisadas. Os resultados obtidos mostram que o método &

preciso e exato.

A estabilidade foi demonstrada apo6s ciclos de congelamento e
descongelamento, estudo de curta duragdo e pos-processamento. Amostras dos
controles de qualidade CQB (25 ng/mL) e CQA (120 ng/mL) foram preparadas e
analisadas em triplicata e uma curva analitica recém preparada foi utilizada para

determinar a concentragcao das amostras. A estabilidade foi demonstrada, pois a
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média das concentracfes obtidas nos diferentes estudos em relacdo ao valor

nominal ndo apresentou desvios superiores a 15% (Tabela 3).

Tabela 3 — Limites de confianga do método de andlise do nifedipino em plasma
humano por LC-UV.

Nifedipino
Linearidade (10 — 150 ng/mL) y=0,0072x + 0,0674
r? 0,9809
Precisédo Interensaios (CV%, n=15)
LIQ (10 ng/mL) 14,9
CQB (25 ng/mL) 12,1
CQM (75 ng/mL) 13,4
CQA (120 ng/mL) 8,0
CQD (300 ng/mL) 13,1
Preciséo Intra-ensaio (CV%, n=5)
LIQ (10 ng/mL) 13,1
CQB (25 ng/mL) 10,5
CQM (75 ng/mL) 7,8
CQA (120 ng/mL) 15
CQD (300 ng/mL) 7,5
Exatiddo Interensaios (EPR%, n=15)
LIQ (10 ng/mL) -7,9
CQB (25 ng/mL) -7,1
CQM (75 ng/mL) 0,3
CQA (120 ng/mL) -6,3
CQD (300 ng/mL) 4,6
Exatiddo Intra-ensaio (EPR%, n=5)
LIQ (10 ng/mL) -14,4
CQB (25 ng/mL) -3,3
CQM (75 ng/mL) 11,6
CQA (120 ng/mL) 1,7
CQD (300 ng/mL) 14,7
Estabilidade (EPR%, n=3)
Curta Duracéao (6h a 23° C)
CQB (10 ng/mL) -5,6
CQA (120 ng/mL) 0,7
Pds-processamento (24h a 18° C)
CQB (10 ng/mL) -5,1
CQA (120 ng/mL) -5,5
Congelamento/descongelamento (3 ciclos)
CQB (10 ng/mL) -7,6
CQA (120 ng/mL) -5,8

CV = coeficiente de variacao [(desvio padrdo/média) x 100]; r = coeficiente de correlacéo linear, %
Inexatiddo = [(concentracdo obtida — concentracdo real)/concentracdo real] x 100; LIQ: limite de
quantificacdo; CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo; CQM: controle de qualidade de
média concentracdo; CQA: controle de qualidade de alta concentragdo; CQD: controle de qualidade
de diluigé&o.
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4.1.2 Leite materno

A fenacetina foi selecionada como padréo interno em funcdo do fator de
retencdo proximo ao do analito de interesse; por estar bem resolvido do mesmo nas
condi¢cdes cromatogréficas selecionadas; e por ser extraida do leite materno nas
mesmas condicdes de preparo de amostra. O uso da coluna LiChrospher® 100 RP-
18 capeada e da fase moével tampéo fosfato 0,020mol/L pH 4,8:metanol (35:65, v/v)
resultou na observacéo dos tempos de retencdo de 3,6 minutos para nifedipino e 2,1
minutos para o padrao interno.

O método para analise de nifedipino em leite materno humano foi validado
conforme as recomendacfes da resolugcdo RDC N° 27, de 17 de maio de 2012 da
ANVISA (BRASIL, 2012). Foram avaliados os parametros seletividade, efeito
residual, linearidade, limite de quantificacdo, precisao e exatidao intra e interensaios
e estabilidade em matriz biologica.

A Figura 9 corresponde aos cromatogramas da extracdo em leite branco (A) e
leite enriquecido com nifedipino na concentracdo de 5 ng/mL de leite e padrdo
interno (fenacetina). Em funcéo da auséncia de picos interferentes no tg do nifedipino
com area superior a 20% do LIQ e auséncia de picos interferentes no tg do Pl com

area superior a 5% da area do PI, o método foi considerado seletivo.
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Figura 9 — Cromatogramas referentes a extracdo do nifedipino em leite materno
humano. O cromatograma (A) refere-se ao leite branco e o cromatograma (B) ao
leite enriquecido padréo interno (1) e nifedipino na concentracéo de 5 ng/mL (2).
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CondicBes cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 pm, 125x4
mm, Merck); Fase mével: tampao fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (35:65, v/v), na vazao de 1
mL/min; A =238 nm.

A linearidade do método de analise do nifedipino em leite humano foi avaliada
através da andlise de trés curvas analiticas, incluindo a analise da amostra branco
(sem analito e padrao interno) e da amostra zero (apenas padrdo interno). As curvas
foram construidas utilizando aliquotas de 2 mL de leite branco enriquecidas com 50
uL de solucdo padrao de cada solucdo padrdao de uso do nifedipino, resultando nas
concentracoes finais de 5, 10, 25, 50, 75 e 100 ng/mL de leite. As amostras foram
extraidas e analisadas conforme o item 3.7.3. Foi observada linearidade na faixa de
concentragcdes de 5 a 100 ng/mL com coeficiente de determinacao (r) de 0,9938 e

% de erro inferiores a 15 % (Figura 10).
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Figura 10 — (A) Curva analitica do método de andlise do nifedipino em leite humano
no intervalo de concentracdes de 5 a 100 ng/mL de leite. (B) Plote da porcentagem
de erro versus concentracdo do método de analise do nifedipino em leite materno
por CLAE-UV.
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Condicdes cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 um, 125x4
mm, Merck); Fase mével: tampao fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (35:65, v/v), na vazao de 1
mL/min; A =238 nm.

O limite inferior de quantificagdo (LIQ) foi definido como a menor
concentracdo analisada (5 ng/mL) a qual apresentou coeficiente de variacao e erro
padrao relativo inferiores a 20%. O LIQ de 5 ng/mL apresentou preciséo intra e
interensaios e exatidao intra e interensaios com coeficientes de variacdo e erro
padréo relativo inferiores a 15%, respectivamente.

A precisdo e exatiddo intraensaios e interensaios foram avaliadas por
determinacdes em quintuplicatas da concentracdo de nifedipino nos controles de
qualidade LIQ (5 ng/mL), CQB (10 ng/mL), CQM (50 ng/mL) e CQA (75 ng/mL). Na
avaliacdo da precisédo intracorrida e intercorrida, os coeficientes de variagcao foram
inferiores a 15% para todas as amostras, incluindo o LIQ, para o qual é aceitavel CV
de até 20% (Tabela 3). Portanto, o método foi considerado preciso. O método
também foi considerado exato, pois os erros padrao relativos (EPR) foram inferiores
a £15% do valor nominal para todas as concentracdes analisadas.

A estabilidade foi demonstrada apos ciclos de congelamento e
descongelamento, estudo de curta duracdo e pos-processamento. Amostras dos
controles de qualidade CQB (10 ng/mL) e CQA (75 ng/mL) foram preparadas e

analisadas em triplicata e uma curva analitica recém preparada foi utilizada para



Resullados e Discussio / 44

determinar a concentracdo das amostras. A estabilidade do nifedipino foi
demonstrada nas condicbes do meétodo desenvolvido, pois a média das
concentragdes obtidas em relagdo ao valor nominal ndo apresentou desvio superior
a 15% (Tabela 4).
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Tabela 4 — Limites de confian¢ca do método de anélise do nifedipino em leite materno
humano por LC-UV.

Nifedipino
Linearidade (5 — 100 ng/mL) y=0,001x-0, 001
r? 0,9938
Precisédo Interensaios (CV%, n=15)
LIQ (5 ng/mL) 10,9
CQB (10 ng/mL) 4,5
CQM (50 ng/mL) 4,3
CQA (75 ng/mL) 3,1
Precisao Intra-ensaio (CV%, n=5)
LIQ (5 ng/mL) 11,1
CQB (10 ng/mL) 1.4
CQM (50 ng/mL) 4,4
CQA (75 ng/mL) 1,2
Exatiddo Interensaios (EPR%, n=15)
LIQ (5 ng/mL) -4.7
CQB (10 ng/mL) -2,7
CQM (50 ng/mL) -1,4
CQA (75 ng/mL) -2,2
Exatid&o Intra-ensaio (EPR%, n=5)
LIQ (5 ng/mL) -2
CQB (10 ng/mL) -0,2
CQM (50 ng/mL) 1,0
CQA (75 ng/mL) 2,6
Estabilidade (EPR%, n=3)
Curta Duracao (6h a 23° C)
CQB (10 ng/mL) -1,9
CQA (75 ng/mL) -0,1
Pés-processamento (24h a 18° C)
CQB (10 ng/mL) -0,5
CQA (75ng/mL) 0,2
Congelamento/descongelamento (3 ciclos)
CQB (10 ng/mL) 1,0
CQA (75 ng/mL) 0,3

CV = coeficiente de variacéo [(desvio padrdo/média) x 100]; r = coeficiente de correlagéo linear, %
Inexatiddo = [(concentragcdo obtida — concentracdo real)/concentracdo real] x 100; LIQ: limite de
quantificacdo; CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo; CQM: controle de qualidade de
média concentracdo; CQA: controle de qualidade de alta concentracao.
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4.2 Etapa Clinica

Foram recrutadas para participarem do estudo um total de 65 pacientes
gestantes hipertensas atendidas no Ambulatério de Gravidez de Alto Risco do DGO-
FMRPUSP, durante o acompanhamento pré-natal. Houve um grande numero de
participantes que ndo concluiram o estudo pelas seguintes razdes: a) apresentaram
reacoes adversas ao medicamento, como taquicardia e dor de cabeca (n=18) ao
substituir o medicamento anti-hipertensivo metildopa pelo medicamento do estudo
nifedipino — estas pacientes foram excluidas do estudo, e tiveram a terapia
farmacoldgica alterada para o tratamento de primeira escolha (metildopa); b)
pressao arterial foi normalizada apdés o parto (n=16); c) participantes que
interromperam o aleitamento materno antes da realizacdo do estudo (n=12); e d)
participantes que ndo concordaram com o retorno ou nao tiveram condi¢cdes de ir até

o hospital para a realizacdo das coletas (n=4).

Na Tabela 5 constam os dados clinicos das pacientes que concluiram o
protocolo da pesquisa, bem como a idade gestacional no momento do parto, o tipo
de parto e os medicamentos associados no momento da coleta das amostras de
sangue e leite maternos. A idade das pacientes variou de 23 a 39 anos. O indice de
massa corpéreo no momento do recrutamento das pacientes variou 23,0 a 45,9
kg/m?. De acordo com a classificacdo de IMC conforme a semana gestacional
(ATALAH et al., 1997), verifica-se que a maioria das pacientes que concluiram o
estudo apresentavam obesidade (n=9, 60%) ou sobrepeso (n=4, 27%). O indice tdo
elevado de sobrepeso e obesidade entre as gestantes investigadas justifica-se por
serem gestantes atendidas no Ambulatério de Gravidez de Alto Risco, do DGO-
FMRPUSP, sendo que as principais causas de risco na gestacdo sdo o diabetes, a
obesidade e a hipertenséo.

Os medicamentos mais frequentemente usados pelas lactantes que
concluiram o estudo foram metildopa, salbutamol, levotiroxina sédica, metformina,
furosemida, sertralina, propranolol e fluoxetina. Nenhum dos medicamentos listados
acima é descrito como inibidor de ABCG2/BCRP e, portanto, ndo ha dados na
literatura que mostrem gque o uso desses medicamentos pode alterar a transferéncia
do nifedipino para o leite materno. Apds o parto, as pacientes hipertensas incluidas
no protocolo tiveram o antihipertensivo metildopa substituido pelo antihipertensivo

nifedipino sob supervisao clinica dos Professores Doutores Ricardo de Carvalho
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Cavalli e Geraldo Duarte para a realizacdo do projeto de pesquisa. Ao iniciar o
tratamento com o nifedipino, 18 pacientes entre 65 investigadas apresentaram
taquicardia e dor de cabeca. Para essas pacientes, o protocolo clinico foi
interrompido, com retorno a terapia farmacoldgica anti-hipertensiva usando a
metildopa. Todas as intervencbes farmacologicas foram realizadas sob
responsabilidade dos coordenadores clinicos do projeto (Profs. Drs. RCC e GD) e

sua equipe.
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Tabela 5 — Dados clinicos das lactantes que concluiram o estudo (n=15)

Pacientes Idade Comorbidades IMC Classificacao de Idade Idade Tipo de Medicamentos
(anos) (kg/mz) IMC por semana Gestacional no gestacional parto associados
gestacional* recrutamento* no parto
1 36 A 28,8 Sobrepeso 36s 38s Normal -
2 23 A 40,7 Obesidade 35s4d 39s Normal 2
3 33 a, b 26,9 Sobrepeso 22's 38s6d Normal 1,4
4 38 a,c 31,4 Sobrepeso 33s2d 39s Normal 1
5 37 a,defg 36,4 Obesidade 36s6d 38s2d Cesarea 3,8
6 23 a, h 23,0 Peso adequado 25s2d 38s4d Normal -
7 29 A 28,1 Sobrepeso 17s6d 29s Cesarea -
8 39 a, i 34,7 Obesidade 36s 38s2d Cesarea 5,6
9 38 A 33,6 Obesidade 29s4d 39s2d Cesarea -
10 27 A 37,8 Obesidade 33s 39s1d Normal -
11 35 A 36,4 Obesidade 38s 39s Cesarea 1
12 31 a, | 25,3 Peso adequado 27 s 28 s Cesérea 7
13 28 A 35,2 Obesidade 28 s 29 s Cesarea -
14 29 A 45,9 Obesidade 36s5d 38s6d Cesarea -
15 34 a, | 37,2 Obesidade 14s1d 39s2d Normal -

IMC: indice de massa corporal; (semanas-s; dias-d).

Medicamentos associados: 1: metildopa; 2: salbutamol nifedipino; 3: levotiroxina sddica; 4: metformina; 5: furosemida; 6: sertralina; 7: propranolol; 8: fluoxetina.
Doencas maternas: a: HAS; b: diabetes; c: dislipidemia; d: sindrome do péanico; e: depresséo; f: leiomiomatose; g: osteoartrite; h: anemia,; i: hipotireoidismo, j: pré-
eclampsia.

*Classificagcdo de IMC por semana gestacional segundo Atalah et al., 1997.
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Pacientes AST ALT Albumina Ureia Creatinina *Cl creatinina  Glicemia Na* K* Proteindria
(UL)  (UlL) (g/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (mL/min/1,73m? (mg/dL) (mEg/L) (mEq/L) 24h
(mg/24h)
1 17 9 - 13 0,66 107 80 134,5 4,2 28,2
2 13 8 3,5 14 0,73 153 83 135,4 3,7 -
3 14,3 1,7 3,2 20 0,75 96 113 135,6 3,78 278,3
4 17,9 6,1 3 41 1,05 78 67 136,9 4,3 -
5 17,9 - - 6 0,61 131 81 137,6 3,2 -
6 13 10 3,7 13 0,55 172 90 135 4 140,2
7 17,9 30 3,8 37 0,93 112 88 133,7 4,2 5416,7
8 19,8 8 3,9 23 0,81 100 84 140,2 4,6 607,5
9 13,9 13,2 - 14 0,64 142 78 136,7 4 185,7
10 16,2 17 - 15 0,61 174 81 136,5 3,9 124,3
11 18,94 22,39 3,7 18,6 0,51 158 63 138,93 4,06 53,7
12 1493 6,53 2,69 26,38 0,68 104 144 139,51 4,21 3885,4
13 10,56 7,84 3,71 26,02 0,72 124 81 137,62 4,66 3339,8
14 18,4 34,9 3,3 21 0,7 140 83 139 4,3 161,5
15 8,5 6,5 3,8 17 0,8 115 87 143,7 4,1 131,9

Valores de referéncia: AST: até 38 U/L; ALT: até 31 U/L; albumina: 3,5-4,8 g/dL; uréia: 10-50 mg/dL; creatinina: 0,70-1,5 mg/dL; Na": 135-145 mEq/L; K" 3,5-
5,0 mEq/L; proteindria: 30-140 mg/24h. *Clearance de creatinina foi determinado pela equacédo de Cockcroft e Gault corrigida pela superficie corporal (SC)
de 1,73 m? (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002).
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A concentracdo de nifedipino no plasma das lactantes hipertensas (n=15)
tratadas com doses multiplas de 20 mg a cada 12 horas variou de 11,8 a 178,1
ng/mL, com valor mediano de 46,0 ng/mL. Os valores de concentracdo plasmatica
observados no presente estudo sdo compativeis com resultados previamente
publicados na literatura em estudo de farmacocinética de doses mudltiplas
(SILBERSCHMIDT et al., 2007). Cabe ressaltar que as pacientes foram tratadas
com comprimidos de liberacdo controlada (Adalat retard®) e que as coletas foram
realizadas no vale em estado de equilibrio. A meia-vida do nifedipino varia de 4,3 a
5,0 horas em gestantes hipertensas com e sem diabetes apds a administracdo de
dose Unica de comprimidos 20 mg de liberacdo controlada (FILGUEIRA et al., 2017).
Portanto, o periodo de 15 dias de tratamento, € suficiente para alcancar o estado de
equilibrio (> 6 meias-vidas do farmaco). Estudos anteriores mostraram que a
concentracdo de nifedipino 12 horas apds uma dose Unica de 20 mg de comprimidos
de liberacdo controlada resultaram em concentracdes plasmaticas de
aproximadamente 10 ng/mL em gestantes hipertensas com ou sem diabetes mellitus
tipo 2 (FILGUEIRA et al., 2017).

O nifedipino foi detectada em todas as amostras de leite materno coletadas
das pacientes lactantes hipertensas. A concentracdo de nifedipino no leite materno
humano foi similar a encontrada no plasma, variando de 4,8 a 93,8 ng/mL, com
valores medianos de 13,9 ng/mL (Tabela 6). Em seis mulheres que tomaram 10 mg
de nifedipino de liberacdo normal, trés vezes ao dia, os niveis de concentracédo do
farmaco no leite materno variaram de menos que 1 a 10,3 pug/L em momentos
variados entre 1 e 8 horas apds a dose, com uma média de 3,5 pg/L (MANNINEN &
JUHAKOSKI, 1991). A razdo da concentracao do nifedipino leite/plasma apresentou
grande variabilidade, com valores na faixa de 0,06 a 2,52 (Tabela 7).

N&o houve correlacdo positiva entre as concentracdes de nifedipino no
plasma e no leite materno (Spearman r = -0,2377; 1C95%: -0,6778 a 0,3278; p
=0,3936). Em estudos anteriores, a quantidade de nifedipino excretada no leite
materno apresentou correlacdo positiva com a dose diaria de nifedipino, e
representou 0,00038 e 0,0027% da dose ingerida pela mde (EHRENKRANZ et al.,
1988). Considerando que aproximadamente 90% do nifedipino no plasma encontra-
se ligada a proteinas plasmaticas, acredita-se que uma melhor correlagdo com a

concentracdo do nifedipino no leite materno seria observada com a concentracao
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livre do farmaco no plasma (EHRENKRANZ et al., 1988). Uma das limitacdes deste

estudo é que a concentracéo livre do nifedipino nao foi investigada até o momento.

Tabela 7. Concentracdo de nifedipino no plasma e leite maternos nas pacientes
investigadas no estudo e gendtipos das pacientes para o polimorfismo c.421C>A
(n=15)

Concentracéo Concentracéo

Pacientes plasmética no leite materno Razao Genotipo
L/P ABCG2/BCRP
(ng/mL) (ng/mL)

1 49,7 4,8 0,10 CcC
2 53,2 74,8 1,40 CA
3 44,3 58,5 1,32 CcC
4 46,9 13,1 0,28 CcC
5 178,1 10,5 0,06 CcC
6 54,8 40,2 0,73 CcC
7 38,0 93,8 2,47 CA
8 71,0 5,2 0,07 CcC
9 46,0 57,2 1,24 CcC
10 11,8 11,8 1,00 CA
11 43,3 25,6 0,59 CA
12 14,6 55 0,37 CcC
13 73,8 10,5 0,14 CA
14 13,9 13,9 1,00 CcC
15 12,9 32,4 2,52 CA

Média 50,1 30,5 0,9

Desvio

padréo 40,6 28,3 0,8

Mediana 46,0 13,9 0,73
Percentil
25-75 26,3-54,0 10,5-48,7 0,21-1,28

CC = homozigoto para o alelo selvagem (n=9); CA = heterozigoto (n=6); AA = homozigoto para o
alelo raro (n=0).

Assumindo a ingestdo diaria de 150 mL/kg/dia de leite materno pelo
lactente e considerando a concentragcdo maxima encontrada de 93,8 ng/mL de
nifedipino no leite materno, a quantidade diaria maxima ingerida pelo lactente é de
0,014 mg/kg/dia. Dado que as doses terapéuticas recomendadas para o tratamento
da hipertenséo em criangas variam de 0,25 a 0,5 mg/kg/dia (MEYERS e SIU, 2011),
a exposicdo diaria dos lactentes é equivalente a apenas 5,6% da menor dose

terapéutica recomendada para criangas. Entretanto, cabe ressaltar que os dados de
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seguranca do nifedipino séo relativos a criancas (2 a 12 anos) e a exposicdo do
lactente ao farmaco pode ocorrer desde o nascimento.

Dados de ontogenia de CYP3A4, principal isoforma que metaboliza o
nifedipino, mostram que neonatos (até 1 més) e bebés com 1 ano apresentam,
respectivamente, até 20% e 70% da atividade dos adultos. Por outro lado, farmacos
metabolizados por CYP3A4 em adultos, tem seu metabolismo mediado pela
isoforma CYP3A7 em neonatos, e esta uUltima tem sua expressao reduzida ao longo
do desenvolvimento em detrimento do aumento da expressdo de CYP3A4
(JOHNSON et al., 2008; STROUGO et al., 2014).

Também n&o houve correlacao entre a razdo de concentracdo do nifedipino
leite/plasma com o indice de massa corpéreo (Spearman r = 0,1360; 1C95%: -0,4185
a 0,6166; p=0,6290), com clearance de creatinina (Spearman r = 0,2145; 1C95%: -
0,3494-0,6643; p =0,4427), ou com a idade das pacientes (Spearman r = -0,4328;
IC95%: -0,7802 a 0,1188; p=0,1071).

O diabetes tipo 2 controlado ndo altera a disposicao cinética e nem
transferéncia placentaria do nifedipino em gestantes hipertensas (FILGUEIRA et al.,
2017). Entretanto, dados da literatura mostram que ratos com diabetes experimental
induzida pela estreptozotocina apresentam aumento da permeabilidade intestinal da
glibenclamida, sugerindo reducdo de efluxo mediado pela atividade de Bcrp
intestinal (LIU et al., 2012). Ratos com diabetes experimental induzido por
estreptozotocina e dieta rica em gorduras apresentaram reducdo na expressao de
Bcrp hepético e intestinal, avaliado pela reducdo na expressdo de RNAm de Bcrp
(XU et al., 2014). No presente estudo apenas uma paciente lactante, dentre as 15
que concluiram o protocolo clinico, era diabética. Logo, nao foi possivel investigar
neste estudo se o diabetes é covariavel na transferéncia do nifedipino para o leite
materno.

Os valores medianos (percentil 25-75) encontrados para o genétipo CC
(homozigoto selvagem) foram 0,4 (0,1-1,0); e para o gendtipo CA (heterozigoto)
foram 1,2 (0,7-2,2). Considerando o valor de p = 0,0989 para o teste de Mann-
Whitney, ndo houve diferenca entre os genétipos de ABCG2 para a razédo L/P
(Figura 11), porém acreditamos que a inclusdo de um numero maior de pacientes

pode resultar em diferencas significativamente estatisticas.
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Figura 11 — Influéncia de ABCG2 ¢.421C>A na razdo da concentracdo do

nifedipino no leite/plasma maternos.
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Outras limitacBes deste estudo s&do: pequeno numero de lactantes que
concluiram o estudo (n=15) apesar do relevante nimero de pacientes recrutadas;
auséncia de dados de genotipagem para o polimorfismo de base Unica c.421C>A em
ABCG2/BCRP, cuja frequéncia € de 12% na populacéo brasileira. O conhecimento
da variabilidade na transferéncia do nifedipino para o leite materno em lactantes
hipertensas, bem como a identificacdo das potenciais covariaveis deste processo
podera contribuir na avaliacdo da exposicao de lactentes a este e outros substratos
de ABCG2/BCRP bem como na elaboracéo de estratégias de intervencéo que visem

reduzir a exposicao de lactentes a medicamentos.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos de anélise do
nifedipino em plasma e leite materno humanos por CLAE-UV. Os métodos
apresentaram parametros de validacdo (precisdo, exatidao, linearidade,
detectabilidade e estabilidade) compativeis com a aplicacdo em estudos de
disposicdo cinética de doses multiplas. A transferéncia do nifedipino para o leite
materno foi investigada em lactantes hipertensas, sendo que a razao leite/plasma
variou de 0,06 a 2,52. Nao houve influéncia de ABCG2 421C>A nas 15 pacientes
investigadas na razdo L/P, mas a futura investigacdo de um numero maior de

pacientes sera realizada para a conclusdo dessa andlise.
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Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP (parecer n°1.317.466)

#% FACULDADES DE CIENCIAS
unesp

FARMACEUTICAS DO w e
CAMPUS DE ARARAQUARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: .Influéncia de polimorfismos gendticos de ABCGZBCRP no fransporie da nifedipina
para o lelte materneo em lactantes hiperiensas.

Pesquisador: Blanca Nayra Malfard

Area Temdtica: Gendtica Humana:
({Trata-se de pesquisa envolvends Gendtica Humana que ndo necassita de andlise
élica por pare da CONEF:);

Verslo: 1

CAAE: 50856415.6.0000.5435

Instituigdo Propanente: Faculdade de Clénclas Farmacéuticas do CAmpus de Ararsguara da UNESE
Patrocinador Principal: Financiaments Propao

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 1.317.486

Apresentacio do Projeto:

0 projeto descreve o tema proposio de maneira clara e objetiva. Encontra-se adequads quanto & forma e &
apresentacio.

Objetive da Pesquisa:

Adequato

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Adequado

Comentirios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Adequade

Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequade

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O Coordenador do Comité de Etica em Pesguisa, desta Faculdade, aprovou ad-referendum as adequagies
feilas no protocols do projeto de pesquisa “Influgncia de polimorfismo genéticos de

Emdonepn: Rodova Araraguana Jad, bom 1

Badrro:  Campus Universibng CEP: 14 8010502
WF: 5P Mumicipéo: SRARADUARA,
Telefene: (163301 -6857 E-mail: seafieclfarurespty

Fagiraii da 21
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FACULDADES DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DO

CAMPUS DE ARARAQUARA

Continuagie do Passe: 1.317.463
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. @2 Plabaforma

ABCGHBCRF na transferéncia da nifedipina para o lelte matemo em leciantes hipertensas®, apresentado
pela pesquisadera Bianca Mayra Malfard, sob orlentagBo da Professora Doutora Matilla Valadares de
Moraes, do Departamento de Principios Atives Matursis e toxcologla desta Faculdade.

Us Relatdrios Parcais deverdo ser entregues em MAKD de 2016, NOVEMBRO de 2016; MAID de 2017 e o
Felatdrio Final junto aos Termos de Consentimento Livre Esclarecido (ofiginals e sssingdos em todas as
folhas) devero ser entregues em SETEMBRO de 2017, em formulario para este fim.

Consideracbes Finais a eritério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos doecumentos abaixo relacionados:

Tipo Docurnento Arguivi Postageam Aibor Suacio
Informagdes Basicas| PO_INFORMAGODES_BASIGAS_DO_P | 1112015 ACEID
(ROJETO 823483 paf 09.18.23
Folha de Rosio Folha_de_rosto FCF_UNESP pdf 0591172015 |Blanca Nayra Halraﬂ Anaiin
19:38:08
Outros Folhadesceitel |PC _pdt 0811172015 |Blanca Nayra Halruﬂ Acedio
_ 19:38:56
Ouitros redainrio_SAME pdf 0591172015 |Blanca Nayra Malt Anadin
193314
Ouitros Carta_proponenta_co_participante pdf 0591172015 |Blanca Nayra Malt Anadin
19:31:54
[ Cgamento CNCamente. 0ocs 0/ 11/2015 |Blanca Nayra Mal ACEID
192707
Progeto Detalhado ! | Progeto_mestrade doc 091172015 |Blanca Nayra Malfars] Aceiio
Brochura 19224:57
||:|msﬂFa|:lnr
TCLE f Termos de | TCLE _nifedipina paf 01172015 |Blanca Nayra Malfars) Acedio
Azzentimento § 19:24:04
Jusiificativa de
Ausencia
Declaracio de oficiy DGO pdf 091172015 |Blanca Nayra Malt Acedin
%uls&drxas 19:231:31
ragan de AUlDrizacho_para_reallzacac_da_pesqul 0901112015 |Blanca Mayra Maltara]  Acein
Inatitulgio & sa_FCF_UNESPE pdf 1904 ¥
Cronograima Cronograma.docx 091172015 |Blanca Nayra Malraﬂ Acedio
19:08:36
Situacho do Parecer:

Emdarepn: Rododa Araregana Jad, ko1

Badre: Campus Universitdng CEP: 14 807502
F: 5P Mumicipsn: ARARADLGRS
Tololone:  |15)3301-E857

E-mail: staffclarurasp.

Fiigira 0 da 23
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% FACULDADES DE CIENCIAS
UNeSP ©  rarmaceuTicas o QReraa o™

CAMPUS DE ARARAQUARA
Ciontinagho da Passar: 1317468
Aprovado
Mecessita Apreclagio da CONEP:

Mao

ARARACUARA, 11 de Novembro de 2015

Assinado por:
Adriano Mondini
(Coordenadar)

Emdurefn: Rodowa Ararecguara Jad, o 1
Badro:  Campus Universi&no

F: 5P Mundcipdn: ARARADLGRS,
Telefena:  |16)3301.-6857

CEP: 14800802

E-mail: staffclarrasp e

Fiigira (0 da 23
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ANEXO B — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da USP-HCFMRP
(parecer n° 1.332596)

® HOSPITAL DAS CLINICAS DA
- FACULDADE DE MEDICINA DE W p
use-mpeirA0  RIBEIRAO PRETO DA USP -

| e b - SR S

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Infleéncia de pollmorfismos genéticos de ABCGZBCRP no transporte da nifediping
para o lelte matemo em lactantes hiperensas.

Pesquisader: Blanca Mayra Malfara

Area Temética: Gendtica Humana:
({Trata-se de pesquisa envolvends Gendtica Humana que ndo necessita de andlise
ética por pante da CONER:);

Versfo: 1

CAAE: 5085641563001 5440

Instituigio Proponente: Faculdade de Clénclas Farmacéuticas do CAmpus de Ararsguara da UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Pripdo

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 1.332.596

Apresentacio do Projeto:
De acordo com o parecer da Instituicdo Proponente.

Objetive da Pesquisa:
De acordo com o parecer da Inatituigdo Proponente.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
De acordo com o parecer 4a Instituigdo Proponents.

Comentirios & Consideragbes sobre a Pesguisa:
De acordo com o parecer 4a Instituigdo Proponents.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
Apresentou cara de anuéncia do responsdvel pelo local de coleta no HOFMRP-USP,

Recomendagbes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
0O CEP tamou cincla e concorda com o parecer da Instiulcdo Proponente.

Emdarels: CAMPUS UNIVERSITARIO

Ealro: MONTE ALEGRE CEP: 14 04B-200
F: 5P Mumicipén: REEIRAD PRETO
Telefene:  (16)3602-2228 Fax: [IE)3S33-1144 E=mail: copfifcrpusp.br
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S HOSPITAL DAS CLINICAS DA
= FACULDADE DE MEDICINA DE '%"m“‘“
usp-miserA0  RIBEIRAO PRETO DA USP -

Cortinuacis di Pasnses: 1350 508

Consideragbes Finais a critério do CEP:

"0 CEP do HC & da FMRP-USP concorda com o pareces éfico emitido pelo CEF da Institulgio Proponente,
que cumgre as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especlal a Resolugdo CHS 4661 2. Diante disso, o
HCFMRP-USF, como institulgio co-paricipante do referido projeto de peaquisa, estd cdente de suss oo-
responsabllidades e de seu compromisso no resguardo da seguranca & bem-estar dos sujeltos desta
pesquisa, dispondo de infra-estrutura necessérla para a garantla de tal seguranca & bem-estar®.

Este parecer foi elaborade baseado nos documenios abaiwo relacionados:

[ Tipo Docurnento Arquive Postagem ALitor Siuacko
Informagtes Basicas| PO_INFORMAGDES _BASICAS DO P | 10711/2015 ACemo
do Projeto ROUETO 633483 paf 09-18:23
Folha de Rosio Folha_de_rosto FCF_UNESP.pdi 0941172015 |Blanca Mayra Malt Acedin
19:38:08
[Cutros Folhadeacellel PG pdl 09/11/2015 | Blanca Mayra Hal-l'aﬂ Acein
_ 19:36.56
Outros relatorio SAME.pdf 09/11/2015 |Blanca Mayra Malf Aceiin
1893314
Ouitros Carta_proponente_co_paricipante pdf 091172015 |Blanca Mayra Halrnﬂ Acedio
19:31:54
Orgamanbo Orcamenio.doce 0941172015 |Blanca Mayra Halrnﬂ Acedin
193707
Progeto Detalhado /| Progeto_mestrado.doc 091172015 |Blanca Mayra Malfars] Aceiio
Brochura 19:224:37
FELE]‘ ?Eﬂ'ﬂﬁ de | TGLE_nifedipina pdi 09711/2015 | Blanca Mayra Maltersd]  Acenn
Assentimento / 19224:04
Justificativa de
AUSENCA
Declaracio de oficay (30 pdf 091172015 |Blanca Mayra Malt Acedio
ulsadores 18281:31
%m;ﬂn de AUIDNZACA0_para_reallzacas_da_pesqu| O09711/2015 |Blanca Mayra Maliars]  Aceio
Inadiuicho & gsa_FCF_UNESP.pdf 1900Ed 7
Cronograma Cronograma.docs 0941172015 |Blanca Mayra Halraﬂ Acedin
1900836
Situacio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mo

Emderepn: CAMPUS UMNERSITARIO

Badre: MONTE ALEGRE CEP: 14 048-500
UF: 5P Municipdn: REBEIRAD PRETO
Telelene: (153E02-2228 Fax: (1E)3533-1144 E=mail: oepfDhcrpusp b

FPagira iz da 31
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S HOSPITAL DAS CLINICAS DA

FACULDADE DE MEDICINA DE W
use-miBeiRA0  RIBEIRAQ PRETO DA USP -

Continesiche do Pasaoar 1342 508

RIBEIRAD PRETO, 23 de Movembro de 2015

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Coordenador)

Erderegn:  CAMPUS UMIVERSITARIO
Eiadro:  MONTE ALEGRE CEF: 14048500

WF: 5P Municipén: FIEEIRAD PRETO

Telefone:  |(16)3602-2228 Fax: [1E13E33-1144 E-mail: cepcrpusp b

Pagera 0 4a 31
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAD PRETO
LUMIVERSIDADE DE SAO PAULO, Campus Universitrio Monbe Alegre — Ribeirdo Preto - 3P

PESQUISA CIENTIFICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
HOME DA PESQUNSA: Influéncia de polimorfismos gendticos de ABCG2BCRP na transferéncia da rifedipina para o leite matemo em

lactantes hipariensas.

Mome da Pacienls:
Data de nasamenio____{___/ Ragisim efou Documenio da Identificacso:

PESQUISADORES RESPONSAVERS: Bianca Mayra Malfara (FCF-UNESF), Profa. Dra. Natilia Valadares de Moraes (FCF-UNESF).

RESPONSAVEIS CLINICOS: Prof. Dr. Geraldo Duarie (FMRP-USP), Prof. Dr. Ricardo de Carvalha Cavall (FMRP-LISP).

OBSERVAGOES: Projeto Integrada entre a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP [FMRP-USP) & a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESF (FCF-UNESF).

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dedarg que em ___f___f____ fui comidada e concordel wolurdariamente am participar, como paciente, do projeto de
pesquiza acima referido. Fui devidamenie informada em detalhes pelo responsawval da pasguisa que o estudo implica em que eu me
submeta a procadimentos, exameas complementares & fralamentos davidamanda plansjados, conforme texio a seguir:

A nifedipinag & um remédio aceilo para o uso durania 3 gravidaz @ a amameniagio para fralar & pressdo artenal. A nifedipina
pode passar para o leile maiemo durante a amamentagdo. O presenie esiudo visa avaliar a influéncia dos genes (codigo genglico) do
sau orgarismo na quantidade de nifedipina que passa para o leile da mae. Como a senhara tem indicagio medica para usar a
nifedipina para fralar & pressdo alia, a sua colaboragio serd imporiante para avaliarmos & exposigEo do bebd ao remédio nifedipina.

licialmanie. no momeanio em que a senhora for alendida pelo madico duranbe o seu peé-nalal vocd sera avaliada por um
profissional, sob responsabilidads dos Professares Or. Geraldo Duarte e DOr. Ricando de Carvalho Cavall, no ambulabno de
hipertansio na gesiacdo. Depois de 15 a 30 dizs apds o nasamento do seu bebé e enquanio astiver amamentanda, a senhara serd
convidads 3 participar daste protocole da pesquisa. Pare isso, serdo coletadas as seguinbas amosiras gpds jejumn de B horas iniciado
as 23 horas: lkeitle matarno (10mL, equivalentas a 2 colheres de sopa) e sangue [1BmL, equivalentzs a 4 colheres de sopa). Essas
amasiras serd0 usadas para avaliarmos 3 quanidade do remédio nifedipina no sangua & no leite materno. A amaostra de sangue sera
usada fambém para @ avaliagio das fungdes do sew corpo @ para avaliagdo dos genes. A avaliacSo dos genes poderd explicar &
disinibuicio do remédia nifediping no seu corpa. O volume iotal de sangue a ser coletada & 1BmL. Este volume ndo & grande, pois
reprasenta manas da 1% do volume iotal de sangue do adulio, ndo representando nenhum risco.

0= r=cos envolvidos com 3 sua parficipagdo no projgio 530 aqusles decomentes de uma cokla de sangue, gue =30
hemaioma a dar na local da pungio. Porianio, o procedimenta que realizaremos & saguro.

A sua colaboragio iara como benefidos o conhedmento de como os gemes influenciam na ransferéncia do remédio
nifedipina para o leite materno. A sua parficipagao podard auxiliar na elaboracdo da fuburas estraiégias de infervangio para reduzir &
axpasizio dos bebés 3 remédics w=ados na laciacdo coma a nifedipina.

Eu, ghaien Essinado, tendo recebido as
informaides acima, e ciente dos meus dirsiios abaixo relagonados, concordo am paticipar:

1. O compromisso de ma proporcionar informagao stualizada duranie o astudo, ainda que esle possa afetar minha vontade
de confinuar participanda;

2. A berdada de refirar meu consenfimenta 3 qualguer momento & deixar da participar do estudo sam que isso raga
prejuizo 3 conbinuagao do mau cuidado & ratamenio;

J. A garantia de receber a resposta a qualquer pargunta ou esclarecimento a qualquer divida acerca dos benefidios,
procadimentos & riscos ocasionados pela ratamento & qua serei submetida;

4. Agarantia de acesso aos resultados dos exames realizados duranie o estudo.
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5 = pesguizadores s& comprometem a manter sigilo da sua parfigpacao & de publicar os resultados da pesguisa pama a
comunidade méadica e dantifica pertinanta;

6. A disponibilidade da fretamento médico e a indenizagio que legalments bera direito, por parte da Instituigio & salds, am
caso da danos que a justiiguem, diretamente causados pela pesquisa.

7. Este documento & emitida em duas vias, sando que uma dessas vias ficard com o parfidpante da pesquisa & a oulra
COMm O pasquisadar.

Tenho ciéncia do exposio adma & deseo o produto como método terapéutico recomendado palos madicos que subscrevem
aste documenio.

Rib=irdo Pratn, de de 2016
Bianca Mayra Malfara Prof. Dr. Geraldo Duarte
Pesquisador Responsawal Coardenador Clinec
CRF-5P: 68574, CPF: 392 004 B08-01 CRM 34958, CPF: 061.151.586-34
Dire. Matalia Valadares de Morass Prof. Dr. Ricardo de Canvalho Cavalli
Pesquisador Responsaval Coardenador Clinico
CRF-5P: 67348, CPF: 318.183.798-54 CRM 91680, CPF: T05.704.008-78

Participants da pesguisa ou responsavel legal
ldentificagdo:;

Contato: Bianca Nayra Malfard: (16) 99815 6090, e-mail: bia_malfaraidlyshoo.com. br
FCF-UMESP, Dapt. da Principios Alivos Naturais e Toxicologia, Rodovia Araraguara-Jad, kon 01, 14801-802, Araraquara, 5P - Brasil

Dra. Malglia Valadares de Moraes: (18) 3301 4583, (16) %8211 8363, e-mail: nmoraesgicke unesp b
FCF-UMESP, Dwapt. da Principios Alivos Maturais & Taxicologia, Rodovia Araraguara-Jad, lem 01, 14801-802, Araraquara, 5P - Brasil

[Or. Garalda Duarie: (18)36022588, e-mail: gduarte@fmmp.w=p.br
FMRP-USP, Depl. da Ginecologia & Obstetrica, Av. Bandeiranbes, 3800, 14043-500, Riberdo Prato, 5P - Brasi

Comité da Efica em Pesquisa da FMRP-USP: (16) 3602 2278
Comité de Efica em Pesquisa da FCF-UNESP: (163301 4857

TESTEMUNHAS MAD LIGADAS A PESOUISA:

i-

Assinalura Henlificagio

Assingiura Henlificagdio



