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RESUMO

A Ciclosporina é amplamente utilizada em nosso pais como terapia de
imunossupressao crénica em transplantes de 6rgdos e nos tratamentos de doencas
auto-imunes. Ha evidéncias na literatura demonstrando que varios agentes
terapéuticos, incluindo a ciclosporina, podem ter a sua biodisponibilidade afetada
pela ingestdo concomitante de vinho tinto ou suco de pomelo. O mecanismo
predominante destas interagbes envolve a modulagcdo da atividade de enzimas do
sistema do citocromo P450 (CYP 450) e/ou da proteina de transporte a glicoproteina
P por estas substancias. A enzima P4503A4 (CYP3A4) do CYP 450, por exemplo, é
responsavel pela metabolizagado de varios medicamentos e pode ter a sua atuagao
modificada pela co-ingestdo de certos alimentos. Devido a sua vocagao vitivinicola,
€ freqlente o consumo de suco de uvas pretas na Regiao Sul, sobretudo no Vale
dos Vinhedos. Portanto, € de se esperar que muitos pacientes com indicacdo do uso
de ciclosporina oral sejam submetidos a co-administragao do suco deste referido tipo
de uva.

Sendo assim, neste estudo analisamos a potencial interferéncia da
administracdo concomitante do suco de uvas pretas nos parametros
farmacocinéticos da ciclosporina. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com numero de inscricao
07-319 e realizado na Unidade de Pesquisa Clinica do HCPA, Universidade Federal

do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.



Foram selecionados 12 individuos adultos do sexo masculino, voluntarios
saudaveis, que receberam ciclosporina na dose de 200 mg, os quais foram
randomizados em dois grupos: um grupo com a droga administrada com suco de
uvas pretas (Vinicola Aurora, Bento Gongalves, Brasil) e outro apenas com agua.
Ap6s uma semana de intervalo, os pacientes recebiam o tratamento no braco
alternativo. As doses foram administradas depois de 10 horas de jejum. Foram
estudados os seguintes parametros farmacocinéticos: pico de concentragdo no
plasma (Cnax), area sob a curva (AUC,..), clearance (CL/F), e o tempo de meia-vida
(t,). Amostras de sangue foram obtidas no intervalo de 12 horas apds a dose do
medicamento. O resultado de uma unica dose no estudo com voluntarios saudaveis
mostrou que o suco de uvas pretas produziu um decréscimo de 30% na AUC da
ciclosporina (de 3962 + 567 para 2771 £ 714 ng-h/mL) e 28% redugao no Cnax (de
943 + 167 para 679 + 152,5 ng/mL), sem mudancgas significativas no clearance e no
tempo de meia vida. Em conclusdo, o suco de uvas pretas diminuiu
significativamente a biodisponibilidade da ciclosporina, podendo comprometer o seu
efeito farmacodindmico e essa observacdo tem potencial relevancia na pratica
médica.

Palavras chaves: ciclosporina, suco de uva, transplante de 6rgaos.
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1. INTRODUCAO

O suco de uva, bem como todos os produtos provenientes da uva, possui
um importante papel econdmico na regidao da Serra Gaucha e em todo o Estado
do Rio Grande do Sul. No cenario mundial, o Brasil € o 21° pais em area
cultivada, 14° em producdo de uvas, 24° em exportagao de uva e o 10° pais em
exportacao de suco de uva (1).

O suco de uva produzido em muitos paises de tradicdo vinicola é
elaborado com uvas Vitis vinifera, tanto de cultivares brancas quanto tintas. Ja o
suco brasileiro é elaborado principalmente com uvas dos grupos Vitis labrusca.
Devido a facilidade de elaboragéo, caracteristicas organolépticas e ao seu valor
nutricional, o suco de uva pode contribuir na dieta alimentar (2).

O vinho tinto tem sido amplamente estudado pelos seus beneficios
antioxidantes, com potencial impacto em varias doengas cardiovasculares e
neoplasias (3, 4). O Suco de uva, por sua vez, também parece possuir efeitos
semelhantes, através da redugéo de danos oxidativos ao DNA (5, 6), além de ser
um inibidor da oxidagéo da LDL (7, 8).

Estas observagdes tém estimulado o consumo de vinho tinto e de suco de
uva. Os compostos responsaveis pela agao antioxidante do vinho, principalmente
os elaborados a partir das variedades tintas, assim como 0 suco, s&o o0s
polifendis, entre os quais se destacam a catequina, epicatequina e antocianidinas

(9-11). Estes compostos também sado encontrados nos vinhos brancos e no suco
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integral organico ou convencional (12) principalmente, apdés o processo de

pasteurizagao (13).

Ha varios exemplos na literatura quanto a interferéncia de elementos da
dieta nos parametros farmacocinéticos de medicamentos comumente utilizados
na rotina médica (14), Ha evidéncias de que o suco de pomelo, por exemplo,
possa interagir com varios agentes terapéuticos importantes, como a ciclosporina
(15). O mecanismo responsavel por esta interacao nao esta totalmente elucidado,
mas parece envolver a modulacdo da atividade de enzimas do citocromo P450
e/ou proteinas de transporte, como a glicoproteina P (16).

Estudos in vitro sugerem que o vinho tinto possa interferir com substratos
da CYP3A4, alterando os parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos da
ciclosporina (17). O vinho branco, por sua vez, nao parece afetar o clearance oral,
concentracao maxima ou disponibilidade sistémica da ciclosporina (18).

Em um estudo randomizado de cross-over, realizado em 12 voluntarios
sadios, os parametros farmacocinéticos da ciclosporina foram comparados entre
co-administragdo com agua ou vinho tinto (19). Os resultados demonstraram que
o vinho tinto causou um aumento de 50% no clearance oral da ciclosporina. A
area sob a curva de concentracao versus tempo (AUC) e o pico de concentragao
plasmatica (Cnax) foram reduzidos significativamente. Entretanto, a meia-vida
plasmatica da ciclosporina ndo foi afetada, o que sugere que o vinho tinto
diminuiu a absorgdo deste agente. Essas observagdes tém importantes
implicagdes clinicas, pois a ciclosporina possui um indice terapéutico baixo e a
sua co-administracdo na presenca de substancias que afetem a sua

biodisponibilidade podem ter repercussées no manejo dos pacientes e no risco de

13



rejeicdo de o6rgaos. Para citar um exemplo o hipérico ou a erva de Sao Joao
causou diminui¢des nas concentragcdes plasmaticas de ciclosporina ocasionando
a rejeicao de transplante cardiaco em dois pacientes (20).

Ainda que o consumo de suco de uvas pretas seja muito prevalecente em
nossa regiao, nao ha informagdes precisas quanto aos efeitos farmacocinéticos
de sua co-administracdo na presenca de ciclosporina oral. Neste sentido,
optamos por avaliarmos esse efeito em individuos saudaveis, para que nao
houvesse o risco de viés por outras interacdes medicamentosas comuns nos

individuos transplantados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Sao crescentes as evidéncias de que alimentos habitualmente ingeridos
podem ter profundos efeitos na eficacia terapéutica de certos farmacos. Ha cerca
de 20 anos, foi realizado um estudo para avaliar a possivel interacao entre a
ingestdo de alcool e um bloqueador de canal de calcio, a felodipina, um anti-
hipertensivo muito conhecido. Neste estudo, o suco de pomelo foi utilizado para
disfarcar o sabor do alcool e, assim, por acaso, foi descoberto que o suco de
pomelo poderia alterar os parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos deste
medicamento e, dessa maneira a sua biodisponibilidade oral (21).

A descoberta levou a publicagdo de varios artigos sobre a interagédo do
suco de pomelo com medicamentos, com énfase em diferentes aspectos:
mecanismos de interagao, constituintes do suco responsaveis pela interacéo e a
sua potencial relevancia clinica. Um uUnico copo de suco de pomelo pode causar
uma interagao de alta magnitude como aumentar mais de trés vezes a area sob a
curva (ASC) do diazepan, apenas para citar um importante benzodiazepinico
entre outros da familia de sedativos hipnéticos amplamente utilizados (22, 23). Tal
suco também demonstrou causar aumentos clinicamente significativos em mais
de 300% nas concentragdes sistémicas de alguns farmacos, entre os quais a

ciclosporina (24, 25).
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Uma imunossupressao mais seletiva e monitorada foi introduzida em 1983,
com a ciclosporina. Este agente € um poderoso imunossupressor, amplamente
utilizado para prevenir a rejeicdo de 6rgéos transplantados, o qual se tornou a
base do protocolo padréo, contra o qual, novas drogas imunossupressoras devem
ser testadas (26).

Diferentemente de outros agentes imunossupressores, a ciclosporina nao &
uma droga citotoxica e exerce seu efeito numa populagéo restrita de células
linféides, poupando células da linhagem mieldide, o que confere a ela
seletividade. O principal efeito da ciclosporina é o bloqueio da ativagao do gene
da interleucina 2 através da inibicdo da expressdo de genes de proteinas
nucleares envolvidas na ativacao celular e formacgao de linfécitos T citotdxicos
(27).

A farmacocinética da ciclosporina possui elevada variabilidade inter e intra-
individual, definida como a variabilidade observada nas concentracbes de
ciclosporina em dias diferentes, em um mesmo paciente, recebendo doses diarias
iguais. O conhecimento da farmacocinética da ciclosporina e da sua aplicagao
acumulou informagao para justificar a presenca de rejeicao ou toxicidade em
pacientes cuja concentragdo residual minima (Co) estava dentro dos limites
terapéuticos preconizados (28).

A area sob a curva (ASC) é o parametro farmacocinético que melhor
representa a exposig¢ao total a uma droga e que melhor se correlaciona com a
eficacia ou toxidade clinica (29). A inconsisténcia na absor¢cdo da ciclosporina
também esta relacionada a uma pior evolugdo do transplante em longo prazo. A
variabilidade intra-individual esta relacionada de forma independente com a

incidéncia de nefropatia crénica do transplante. Pacientes com variabilidade maior
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do que 20% apresentam risco significativamente maior do aquele cuja
variabilidade € menor (30). Nesse contexto, as associagdes entre farmacos ou
entre farmacos e alimentos que alterem a absorgcéo de ciclosporina podem ter
relevancia no uso clinico deste farmaco.

A ciclosporina circula associada a lipoproteinas e é extensivamente
metabolizada (99% da dose absorvida), sendo as enzimas do citocromo P450
(CYP450), especialmente a CYP3A, na parede do intestino delgado e no figado,
responsaveis pelo processo de eliminacdo do farmaco (31). A ciclosporina
também atua como substrato da glicoproteina P que é uma das proteinas de
efluxo existente na membrana do trato gastrintestinal. Desse modo, devido ao
efeito de primeira passagem sofrido pela ciclosporina, sua biodisponibilidade oral
€ baixa, cerca de 30%, com variabilidade inter-individual elevada entre 5 a 80% e
meia vida entre 6 e 24 horas (32).

Estudo em humanos visando determinar a influéncia do vinho tinto na
biodisponibilidade da ciclosporina foi conduzido por Tsunoda e colaboradores em
2001. No estudo, realizado com 12 voluntarios sadios observou-se um aumento
de 50% no clearance oral e uma diminuigdo de 30% na ASC da ciclosporina
administrada como formulagéo convencional (ndo-microemulsao) juntamente com
vinho tinto (19).

A concentragao plasmatica maxima (Cmsx) de ciclosporina decresceu de
1258 + 291 para 779 = 233 ug/L e o tempo para pico de concentragdo plasmatica
(Tmax) dobrou de 2,2 + 0,5 para 4,9 + 1,5 h quando comparou-se 0 grupo que
recebeu o farmaco com vinho tinto em comparagédo com o grupo controle, que
recebeu o farmaco com agua. A meia-vida do farmaco, no entanto, nao foi

alterada, sugerindo que o vinho tinto afeta a absorgdo, mas n&o a eliminagéo
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sistémica da ciclosporina. Segundo os autores, as hipoteses para explicar esse
resultado podem ser: indugao da glicoproteina P e/ou do CYP3A4 ou formagao de
complexo entre a ciclosporina e 0os compostos presentes no vinho tinto, que
impediriam a absorgéo do farmaco. Os resultados do estudo em humanos indicam
que a utilizagao de vinho tinto por pacientes que usam ciclosporina pode levar a
uma diminui¢ao significativa da biodisponibilidade do farmaco, produzindo niveis
plasmaticos insuficientes para a imunossupressdao e, consequentemente,
aumentando o risco de rejeicdo do enxerto.

Em outro estudo conduzido pelo mesmo grupo (33) foi demonstrado que o
vinho branco ndo afeta significativamente o clearance, o Cmax e a
biodisponibilidade da ciclosporina administrada pela via oral. Deste modo, os
autores concluiram que os resultados observados com o vinho tinto ndo sao
devidos ao alcool presente na bebida e sim aos metabdlitos secundarios da uva
preta encontrados no vinho tinto.

Ha informacdes limitadas na literatura sobre o efeito de sucos de frutas
industrializados em relagéo a atividade das enzimas do CYP450. O efeito inibitorio
da atividade enzimatica de alguns sucos de frutas comercializados foi avaliado
através de um marcador da CYP3A, o midazolan, em estudo in vitro utilizando
microssomas de figado humano. Os sucos de frutas investigados foram: amora,
framboesa preta, ameixa e uva silvestre; o suco de pomelo foi usado como
controle positivo e os sucos de roma e laranja como controles negativo. Entre os
sucos testados, o suco de amora mostrou-se 0 mais potente inibidor da CYP3A,
excetuando-se o suco de pomelo. A inibicdo foi dependente da quantidade de

suco de fruta adicionada na mistura incubada.
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O potencial inibitério da atividade da CYP3A humana foi na seguinte
ordem: pomelo > amora > uva silvestre > roma > framboesa preta (34). Os
resultados sugerem que, assim como o suco de pomelo, outros sucos de frutas
industrializados podem alterar a biodisponibilidade de farmacos que sofrem efeito
de primeira passagem e sao eliminados principalmente por metabolizacdo e/ou
sao substratos para a glicoproteina P, como é o caso da ciclosporina.

Nesse contexto, somente a avaliagéo in vivo da interferéncia do suco de
frutas na biodisponibilidade desses farmacos pode demonstrar a real dimensao da
relevancia clinica da interagcao farmaco-alimento determinada. Nesse sentido, os
resultados desse trabalho s&o de especial interesse para pacientes
transplantados, uma vez que a ingestao desse produto é bastante comum e existe
uma tendéncia crescente de consumo no cenario internacional por ser uma fonte

de polifenéis sem alcool.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar a influéncia do suco de uva preta na biodisponibilidade da
ciclosporina oral apdés a administragdao de dose Unica em voluntarios sadios,

comparativamente a sua co-administragdo com agua.

Objetivos Especificos

a) Determinar os parametros farmacocinéticos da ciclosporina na dose de 200
mg, co-administrado com agua em voluntarios sadios;

b) Determinar os parametros farmacocinéticos da ciclosporina na mesma
dose, co-administrado com suco de uva em voluntarios sadios.

c) Comparar a biodisponibilidade da ciclosporina oral na dose acima

mencionada apos co-administragdo com suco de uva ou com agua.
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Abstract

Background. The predominant mechanism for cyclosporine drug-drug and food-drug
interactions is thought to involve the modulation of the cytochrome P4503A4 (CYP3A4)
activity and/or interaction with P-glycoprotein drug transporter. This study explores purple
grape juice interference in cyclosporine pharmacokinetics following oral co-administration.
Methods. An ethically approved 2-period cross-over study with twelve health volunteers
randomly assigned to receive 200 mg cyclosporine soft-gel capsules administrated with purple
grape juice or water following 10 h overnight fasting was conducted.

Results. The results showed that purple grape juice causes a 30% decrease in cyclosporine
AUC (from 3962 + 567 to 2771 + 714 ng-h/mL) and 28% reduction in Cp.x (from 943 + 167
to 679 + 152,5 ng/mL) without significant changes in half-life and clearance.

Conclusions. A single purple grape juice co-administration significantly decreases
cyclosporine exposure, probably due top interference in drug absorption. Thus, caution may

be warranted to avoid the potential risk of graft rejection.

Key-words: cyclosporine; graft rejection; purple grape juice
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Introduction

Cyclosporine A is an immunosuppressant agent widely used to prevent rejection of
transplanted organs. This drug is extensively metabolized (99% of the absorbed dose) by
cytochrome P-450 enzymes (CYP450), especially CYP3A4, both at the small intestine
wall and the liver [1].

Cyclosporine is also a substrate to the gut wall efflux P-glycoprotein [2]. Thus, due
to the first-pass metabolism, cyclosporine vailability is low, about 30%, with a high inter-
individual variability [3]. Drug-drug and food-drug interactions that modify cyclosporine
absorption can cause a relevant impact in the clinical effect of this drug with a narrow
therapeutic window, potentially increasing the risk of graft rejection or nephrotoxicity. The
co-administration of grapefruit juice, for example, was shown to increase about three times
cyclosporine blood concentrations [4, 5].

The effect of wine and grapefruit juice on the enzymatic activity of CYP450 was
investigated in vitro by CHAN and coworkers [6]. The authors showed that red wine dry
extracts, as well as grapefruit juice, can inhibit CYP3A4 enzymatic activity in a
concentration-dependent manner. In contrast, white wine dry extracts did not show the
same effect. Notably, the flavonoid resveratrol, the main compound responsible for red
wine antioxidant activity, was not shown to be the main responsible for CYP3A4
enzymatic inhibition observed with red wine [7].

Human studies aiming to determine red wine influence on cyclosporine. An
exposure were conducted in healthy volunteers by TSUNODA and co-workers in 2001[8],
showing a 50% increase in clearance (CL/F) and a 30% decrease in area under the curve
(AUC), without significant change in half-life (t,). It suggested that red wine decreases

cyclosporine absorption, probably by inhibiting P-glycoprotein intestinal efflux. White
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wine, in contrast, did not affect significantly cyclosporine clearance, peak blood level
(Cmax) or bioavailability, strongly suggesting that the results observed with red wine are not
related to the alcohol present in the beverage, but to purple grape secondary metabolites
found in red wine [9].

There is limited information in the literature about the effects of industrialized fruit
juices on CYP450 enzyme activity. Hyumni and co-workers [10] investigated the potential
of some fruits juices to inhibit human microssomal CYP3A activity in vitro, using
midazolam as substrate. Among the tested juices, blackberry juice revealed to be the most
powerful CYP3A inhibitor, using grapefruit juice as positive control. The inhibitory effect
was dependent on the quantity of fruit juice added to the incubated mixture. The potential
human CYP3A inhibitory activity was as follows: grapefruit > blackberry > sylvan grape >
pomegranate > black raspberry [10].

The above mentioned results suggest that, in addition to the grapefruit juice, others
industrialized fruit juices can modify the bioavailability of drugs that suffer significant
first-pass effect, due to metabolization and/or P-glycoprotein efflux, such as cyclosporine .
However, only in vivo studies could determine the clinical impact of these in vitro
observations.

The polyphenolic composition of red wine and organic or conventional purple
grape juice is similar, especially after pasteurization [11]. Therefore, it can be expected that
the effect caused by red wine on cyclosporine bioavailability could also take place when
the drug is administered with purple grape juice. Therefore, the present clinical study was
designed to investigate the effect of a single purple grape juice administration on

cyclosporine oral bioavailability in healthy volunteers.
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Subjects and methods
Subjects

The study was approved by Hospital de Clinicas de Porto Alegre Ethics in Research
Committee (protocol 07-319). Twelve healthy male volunteers were enrolled in the study after
giving written informed consent [mean age of 20.6 years (range 19-23 years), mean weight of
73.8 kg (range 58.3-90.9 kg), mean height 175 cm (range 168-186 cm) and mean body mass
index (BMI) 24.7 kg/m2 (range 20.7-26.3 kg/mz)]. All subjects were healthy nonsmoking
adults with no evidence of medical disease and receiving no medications during the study
period. Male subjects were eligible if the results of the following exams were in the normal
range: vital signs (pulse rate, body temperature, and respiration rate), blood pressure,

hematology, blood biochemistry, hepatic function, and urinalysis.

Study design
The study followed a 2-period crossover design where the volunteers were randomly assigned
to receive 200 mg cyclosporine soft-gelatin capsules (Sandimmun Neoral® Novartis, R.P.
Scherer GmbH & Co. KG, Eberbach, Alemanha) with 200 mL of either purple grape juice
(pasteurized juice produced with grapes of three Vitis labrusca varieties: Isabella, Concord
and Bordo; Aurora Vinery - Bento Gongalves, Brazil) or water in the first day of the
experiment. Subjects fasted from 10 p.m. until 4 hours after dosing. A wash out period of one
week was observed before the second treatment was administered.

Volunteers were kept at HCPA Clinical Research Unit during the blood sampling
period. Blood samples were taken before and at 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 10 and 12 hours
after cyclosporine dosing. All meals received during the study day were standardized (snack I,

lunch, snack II). During each study day, subjects were not allowed to consume caffeine, grape
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juice and grapefruit juice. Whole blood was assayed to determined cyclosporine concentration
using a Emit®2000 Cyclosporine (Dade Behring Limited, Syva Company) specific

immunoassay.

Pharmacokinetic analysis

Pharmacokinetic parameters were determined by non-compartmental analysis from the
individual whole blood concentration-time curves after each treatment using Excel® 2003
software (Microsoft®): peak blood level (Ci.x) and time to peak level (tmax) were determined
by direct observation of the profiles; the elimination rate constant (k.) was estimate from the
terminal log-linear elimination phase using linear regression, and the t;, was determined by
In2/k.; the area under the blood concentration-time curves (AUCy..) were determined by
trapezoidal rule up to 12 h (AUCy.12) plus the extrapolated area (C,./k.) where C;, represents
the last measured blood concentration; and cyclosporine clearance (CL/F) was determined as

dose/AUC . [12]. Statistical analysis was performed using paired Student “t” test (o = 0.05).

Results

Figure 1 shows the blood concentration-time profiles after 200 mg of cyclosporine soft-gel
was administered to healthy volunteers with water or purple grape juice. Purple grape juice
significantly decreased cyclosporine AUC by 30% (3962 ng-h/mL + 567 to 2771 + 714
ng-h/mL, P < 0.05) and Cyax by 28% (943 + 167 to 679 + 152,5 ng/mL; P < 0.05). The effect
was observed in all volunteers (Figure 2). The time to peak blood level and elimination half-
life of the drug, however, were not affected by the grape juice (Table 1).

The decrease in AUC after juice administration was due to a 50% increase in clearance

(CL/F) observed (from 51.5 + 8.3 L/h with water to 77.0 £ 21.6 L/h with purple grape juice, P
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< 0.05). Because cyclosporine half-life was not affected, the alteration in clearance is
probably due to a 30% decrease in drug exposition, determined by the oral bioavailability,

after administration whit purple grape juice.

Discussion

Food-drug interactions have been well documented for cyclosporine, especially for grapefruit
juice and red wine. In the present study, we demonstrated that the co-administration of purple
grape juice decreased cyclosporine AUC by 30%, leading to a significantly decrease in its oral
bioavailability.

This alteration on cyclosporine bioavailability was not accompanied by a decrease in
half-life. It suggests that the interaction probably took place at the level of the gastrointestinal
wall, where the constituents of the purple grape juice were shown to increase the activity of
CYP450 and/or P-glycoprotein, rather than at the liver enzymatic system.

The above mentioned effect is particularly important for organ transplant patients who
receive lifelong immunosuppressive therapy. Because cyclosporine possesses a narrow
therapeutic index, small changes in concentrations can cause significant clinical effects and,
sometimes, serious consequences like solid organ transplant rejection, either acute or
subclinical if the levels became low, or at the other side, significant nephrotoxicity with
higher levels. Therefore, the combination of cyclosporine and purple grape juice should be
avoided, unless dose modifications to compensate the 30% decrease in cyclosporine oral
bioavailability are implemented.

It has been reported that red wine causes similar decreases in cyclosporine
concentration [8]. The difference between this study and that reported for red wine, besides

the intake of wine or grape juice, is that in the investigation of red wine effect on cyclosporine
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pharmacokinetics a standard formulation of cyclosporine was used, as opposed to the micro
emulsion formulation used in the present work (Sandimmun Neoral®, Novartis
Pharmaceuticals). The micro emulsion formulation is the more commonly used and in our
country, it is distributed by the government to organ transplant recipients.

The findings here reported have relevant implications to the clinical use of
cyclosporine in organ transplant recipients. Firstly it suggests that if cyclosporine is to be
ingested with purple grape juice caution should be taken to avoid significant drug level
variation according to the availability of the purple grape juice. Secondly, referring to the
method of cyclosporine drug level monitorization, it is interesting to observe that the widely
used through level determination would not detect the significant decrease in drug exposure
induced by purple grape juice and that the more challenging C2 (Cynax), determination would
be more accurate for such purpose [13].

Red wine and purple grape juice presented the same effect on cyclosporine
pharmacokinetics: AUC and Cy.x were decreased, whereas half-life was not changed
suggesting that juice and wine affects the absorption but not the systemic elimination of
cyclosporine. The mechanism by which red wine and purple grape juice modulates
cyclosporine absorption is currently unknown.

Metabolic food-drug interactions occur when a certain food alters the activity of a
drug-metabolizing enzyme. According to results obtained thus far, CYP3A4 and/or P-
glycoprotein appear to be key enzymes. Because fruit juices, alcoholic beverages, teas, and
herbal extracts are complex chemical mixtures, it is difficult to determine which compound or
compounds are responsible for the interaction with metabolizing enzymes [14].

Induction of CYP3A4 and/or P-glycoprotein in the intestine decreasing cyclosporine
concentrations is not likely with a single administration of purple grape juice, but activation

of CYP3A4 is a possible mechanism. In parallel, the polyphenolic compounds in purple grape
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juice may cause P-glycoprotein to be more efficient, increasing cyclosporine turn over in the
intestine, and thus lowering its absorption.

A number of constituents have been proposed to be involved in the interaction
between grape/grapefruit and drugs, although much of the data are controversial and it is
likely that no single component is responsible for the interaction in vivo, but probably a
combination of the effects of many constituents. Their complete identities and relative
contributions are to be further investigated [15].

Our results point out an important finding for patients in therapy with cyclosporine
because at the moment the consumption of red wine and purple grape juice has increased due
to their alleged health benefits. Our findings indicate that the intake of cyclosporine with
purple grape juice decrease the drug bioavailability in 30% and could lead to blood levels
lower than the drug therapeutic window. An interval of at least 2 hours between drug intake
and purple juice drinking is recommended. The risk/benefit ratio of consuming purple grape
juice and optimal cyclosporine therapy has yet to be determined. Nonetheless, clinicians and
organ transplanted patients may be aware of this potential clinically relevant interaction and

should exercise caution when purple grape juice is taking simultaneously with the medication.
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Table 1: Cyclosporine pharmacokinetic parameters after oral administration of 200 mg soft-gel capsule with

water or purple grape juice to healthy volunteers®

Pharmacokinetic Parameters Water Purple Grape Juice
ke (h™) 0.21 +0.07 0.18 + 0.04

t’ (h) 3.7+1.1 4.1+0.8
AUC (ng-h/mL) 3970 + 567 2771 + 714%*
Ciax (ng/mL) 943 + 167 679 £152,5%
tmax (h) 1.75+£0.75 1.71+£0.75
CL/F (L/h) 51.3£8.3 77.0+£21.6

*Mean + SD; *P < 0.05
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Legends for figures

Fig. 1. Mean cyclosporine blood concentration-time profiles after administration of 200 mg
soft gel capsule with water or purple grape juice (Mean £ SEM, n = 12 volunteers).

Fig. A. Changes in CL/F observed with purple grape juice

Fig. B. Changes in AUCy.,, observed with purple grape juice

Fig. C. Changes in Cy,.x observed with purple grape juice
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Detectou-se que o0 suco de uvas pretas diminuu em 30% a
biodisponibilidade oral da ciclosporina. A partir de investigacdao, nao foi
encontrado nenhum estudo sequer na literatura que tenha investigado a influéncia
do suco de uvas pretas na farmacocinética da ciclosporina. Nossos resultados
foram exatamente os mesmos encontrados por outros autores que analisaram a
influéncia do vinho tinto na biodisponibilidade oral da ciclosporina. Em nosso
estudo, utilizaram-se capsulas gelatinosas de micro-emulsdo, por ser a
formulacao farmacéutica que apresenta uma absorcdo maior e mais estavel. Esta
foi aprovada para uso clinico em 1995 e é utilizada na maior parte dos
tratamentos. A sua vantagem farmacocinética foi demonstrada em diversos
estudos clinicos que sugerem uma menor incidéncia de rejeicdo aguda, em
comparagao com pacientes que receberam a formulacédo standard, sem alterar a
seguranga do seu uso.

Em uma meta-andlise realizada por Shah (1999), analisando 46 artigos e
6.795 pacientes que fizeram uso da ciclosporina standard ou da micro-emulséao,
as sobrevidas do paciente e do enxerto foram similares. Os pacientes que
receberam a micro-emulsdo necessitaram doses menores de ciclosporina e
apresentaram menores taxas de rejeicdo, embora com maiores taxas de eventos
adversos.

Com base nos resultados de nosso estudo, torna-se imperativo que a
equipe médica oriente a populagao de transplantados quanto a estes efeitos da
co-administragdo de ciclosporina com suco de uvas pretas. A recomendagao é

toma-lo somente duas horas apds a ingestdo do medicamento, quando o farmaco
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ja atingiu a sua concentragdo maxima para manutengao da imunossupressao
necessaria e, entao, este entra na sua fase de eliminagao.

A bula da ciclosporina contém a informagao para nao fazer a ingestao de
suco de pomelo junto com o medicamento. Da mesma forma, sugerimos que
passe a constar a informagao sobre o efeito do suco de uva. Conforme sugerido
em estudo in vitro de Chan (17) e colaboradores (1997), os componentes do vinho
tinto responsaveis pela inibicio da CYP3A4 sdo naturalmente reversiveis,
diferentemente do suco de pomelo, que tem efeitos cumulativos no organismo
(14).

Além disto, estudos adicionais sdo necessarios para comprovar o efeito
protetor destas substancias presentes no suco de uva, ja estudadas em relagéo a
atividade cardioprotetora (35), uma vez que o dano renal é o principal efeito

adverso ocasionado pelo uso continuo de altas doses de ciclosporina (30).
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Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugbes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membraos do
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usell
e CEP-HCPA

Coordenadorado

50



Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

§ HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

RESOLUGAO

A Comisséo Cientifica @a Comiss&o de Pesquisa e Etica em Salide, que é reconhecida pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office

For Human Research Protections (OHRPYUSDHHS, como Institucional Review Board (IRBO00D921)
analisaram o projeto:

Projeto: 07-319

GILBERTO SCHWARTSMANN

Titulo: AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO SUCO DE UVAS PRETAS NA BIODISPONIBILIDADE
ORAL DA CICLOSPORINA

Data da Verséo:
ADENDO1 26/02/2008

Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, de

acorde com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especiaimente as Resolugoes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Salde.

Alegre, 06 de margo de 2008.

51



&
UFRGS

HOSPITAL DE

CLINICAS @

PORTO ALEGRE RS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO SUCO DE UVAS PRETAS NA BIODISPONIBILIDADE ORAL
DA CICLOSPORINA
Pesquisador Responsavel: Dr. Gilberto Schwartsmann

Por favor, leia atentamente este termo de consentimento livre e esclarecido. Use o tempo necessario
para lé-lo e para perguntar o maximo que desejar. Se houver palavras ou informagées que nao
estiverem claras, serd um prazer para a equipe do estudo explica-las a vocé.

INTRODUCAO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre um medicamento chamado
Ciclosporina que ¢ utilizado em pacientes que fazem transplante de ¢rgdos. Ele € usado para
prevenir a rejeigao dos érgéos transplantados. '

Estudos recentes mostraram que, se a Ciclosporina for ingerida com leite ou determinados
. sucos de frutas, ao invés de agua, a concentragio desta medicagfo no sangue é alterada. Neste
sentido iremos investigar o comportamento da ciclosporina quando ingerida com o suco de uva.

Seréo convidados a participar deste estudo voluntarios saudéveis que néo fazem uso de nenhuma
medicagao.

Os participantes do estudo serao entrevistados previamente para avaliagéo de seu estado de
saude pela Dr* Helena Andrade, na Zona 11 do HCPA, onde sera solicitado exames de sangue

para avaliar sua fungio renal e hepatica. Vocé serd acompanhado durante o estudo pela
Nutricionista Vera Freitas.

As coletas de sangue serdo feitas por um colaborador do laboratério de analises bioquimicas do
centro de pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Fua Famiro Barcelos, 2350  Largo Erluardo Z Faraco CEP0035-903 Forto Alegre FS Brasl
ChRY 87 020 517/0001-20 - Fone (51) 2101.8000 Fax (51) 2101.8001 - e-mail: hapa@hopaufrgsibr - www,hopa ufrgsbr
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PROPOSITO DO ESTUDO

- Avaliar o tempo em que a medicagao ciclosporina permanece em seu organismo através
de coletas de sangue.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar desse estudo, ira tomar duas doses do medicamento ciclosporina

na dose de 4mg/Kg com 300mL de suco de uva e apds uma semana com agua ou na ordem inversa
conforme sorteio que sera realizado.

- No primeiro dia, vocé realizara uma coleta de sangue em jejum (antes da medicacio e
permanecera em jejum até a 4h apas tomar o medicamento). A medicagdo sera tomada em jejum
de 8 h, com o suco de uva.
- Apos tomar a medicagédo serdo coletadas amostras de sangue 30 minutos apés, 1h, 1Th e 30
! minutos, 2h, 2h e 30 minutos, 3h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12 h, totalizando 12 amostras para cada um
dos dois dias do estudo.
Vocé recebera uma alimentacao padronizada pelo estudo no refeitorio do HCPA apés completar
4h da ingestao do medicamento.
- Na semana seguinte vocé coletara novamente uma amostra de sangue, tomara 300 ml de agua
junto com a segunda dose de ciclosporina, na mesma concentragéo utilizada no 1° dia do estudo e
repetiremos as mesmas coletas. O total de volume de sangue extraido nos dois dias do estudo sera
de aproximadamente 70 mi, este volume nao acarretara danos a sua saude;

POSSIVEIS DESCONFORTOS

Desconforto associado com a coleta de sangue incluem:
Dor, hematoma ou outro desconforto no local da pungéo.

Rua Ramiro Barcelos, 2350 Lango Euardo Z Faraco CEP90035-903 Rorto Alegre FS Brasil
ONRJ B7 020 517/0001-20 - Fizx (51) 2101.8001 - e-mal: hepa@hcpaufrgsbr - www.hcpaufrgabr
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POSSIVEIS EFEITOS COLATERAIS:

Os efeitos colaterais ao uso da ciclosporina estao associados aos pacientes que fazem uso regulare
continuo desta medicagao.

Nio estd previsto o aparecimento de efeitos colaterais em voluntarios saudaveis que utilizarao
apenas 2 doses desta medicacéo, com o intervalo de 1 semana entre uma dose e outra.

Na eventualidade de surgir qualquer efeito colateral, o participante sera avaliado pelo médico da
equipe.

Durante o estudo vocé n&o devera receber nenhuma medicagao prescrita por outro médico, a menos
que a equipe seja informada, ou no caso de alguma emergéncia.
Vocé ficara das 7h da manha até as 19h no HCPA, nos dois dias que faremos o estudo.

BENEFICIOS POTENCIAIS

Este estudo ndo trara beneficios diretos a vocs. As informagbes obtidas neste estudo poderéo, no
futuro, beneficiar outros pacientes uma vez que-com este estudo se obtera conhecimento mais
’ aprofundado sobre o comportamento da absorgo da Ciclosporina proporcionada pelo suco de uva.

DIREITO DO PACIENTE:

Vocé tem uma participagao voluntaria e pode descontinuar o tratamento em qualquer momento, sem
penalidades, ou perda de beneficios, ou mudanga no presente ou futuro cuidado.

COMPENSAGAO

Vocé ndo sera pago para paﬂicipér deste estudb. a

Fua Ramiro Baroslos, 2350 Largo Euando Z Faraco CEP90035-903 Rorto Alegre FS Bras)
CN\RJ 87 020 517/0001-20 - Fone (51) 2101.8000 Fexx (51) 2101.8001 - email: hepa@hcpautrgatr - wwaw,hopa ufrgebr
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CUSTOS

Vocé nao tera nenhum custo ao participar deste estudo.

REGISTROS MEDICOS

As informagbes coletadas como parte deste estudo serdo reveladas a outros pesquisadores e
médicos. Todavia, vocd ndo sera identificado em nenhum destes relatérios. Seu registro médico
podera ser consultado anonimamente por autoridades legaimente reconhecidas, ou por individuos

que trabalhem diretamente com o pesquisador responsavel por este tratamento, observando o
devido sigilo profissional.

COM QUEM DEVE ENTRAR EM CONTATO EM CASO DE DUVIDA
No caso de qualquer divida ou necessidade vocé podera entrar em contato com:

Nut. Vera Freitas Telefone: 51 — 91140419

Dr. Gilberto Schwartsmann Telefone: 51 - 21018012

Se vocé tiver davidas sobre seus direitos como um dos participantes no estudo, vocé podera entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pelo Fone:
51-2101.8304

Pedimos que caso vocé concorde em realizar o estudo, assine este consentimento de acordo com

a Resolugao do Conselho Nacional de Saude, de-outubro de 1996, que assegura a protegéo dos
pacientes envolvidos em pesquisa biomédica.

Fua Farmiro Baroelos, 2350 Largo Edluardo Z Faraco CEPS0035-908 Rorto Alegre FS Brasil
GNRJ 87 020 517/0001-20 - Fone (51) 21018000 Fax (51) 2101.8001 - e-mail: hapa@nhcparufrgabr - www.hepa Ufrgs br
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Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do HCPA que garantiu sua aprovagéo.

Eu, abaixo assinado, de nome confirmo que fui informado pelo
pesquisador ] quanto aos riscos, vantagens e possiveis
efeitos adversos que possam ser resultantes do estudo. Apresento pois meu livie consentimento

para participar deste estudo. Posso, a qualquer momento, optar por interrompé-lo sem motivo
especial e sem qualquer prejuizo aos cuidados que tenho o direito de receber. Receberei uma copia
da folha de informag&o e do consentimento informado assinado.

—

Assinatura do Paciente Participante

" Assinatura do Pesquisador Responsavel

Fua Rairo Barodos, 2350 Largo Eduardo Z Faraco CEP90035-908 Rurto Alegre FS Brasi]
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