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RESUMO

CARDOSO, J. L. C. Titulo Influéncia da exposicao crdonica a combustiveis
automotivos na atividade do CYP3A, CYP2C e CYP2D em ratos tratados com
farmacos quirais. 2012. 91f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2012.

A maioria dos agentes terapéuticos, frequentemente prescritos sdo formulados e
comercializados sob a forma racémica, embora para alguns deles, j4 tenha sido
demonstrado que os efeitos farmacolégicos e ou téxicos estejam relacionados
apenas a um dos enantibmeros. Além disso, é conhecido o fato de que os
enantibmeros podem apresentar perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos
diferentes. O estudo avaliou a influéncia da exposi¢do inalatéria ao vapor de
gasolina e ao etanol combustivel na farmacocinética enantiosseletiva dos farmacos
verapamil, ibuprofeno e fluoxetina. Ratos machos Wistar foram divididos em 09
grupos: controle, gasolina, etanol combustivel. A exposicdo aos solventes foi
realizada em camara de exposi¢cao do tipo apenas pelo nariz, durante 6 horas/dia,
cinco dias por semana, durante 6 semanas. A analise das AUCs foram calculadas
diretamente no intervalo de zero a infinito com base na Quadratura de Gauss-
Laguerre. As concentragbes correspondentes aos tempos foram estimadas por
interpolacéo polinomial. A comparagao dos valores de AUC e CI/f obtidos para cada
farmaco e para cada Grupo exposto e seu respectivo Controle, foi realizada através
da construcdo de Intervalos de Confianca, ao nivel de 95%. A farmacocinética do
verapamil, do ibuprofeno e da fluoxetina € enantiosseletiva. Os dados mostram que
a exposicao inalatéria de ratos ao etanol combustivel na concentracdo de 2 LEO-
STEL mostrou inducdo do CYP2C através da reducdo do AUC e do aumento do
clearance aparente do enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno, inibicdo do CYP2D indicada
pelo aumento da AUC e reducdo do clearance aparente do enantibmero (-)-(R)-
fluoxetina e inducdo do CYP3A evidenciada por reducdo dos valores de AUC e
aumento dos valores de clearance aparente de ambos os enantibmeros do
verapamil. A exposicao inalatéria de ratos a gasolina na concentragdo de 2-LEO-
TWA também mostrou inducdo do CYP2C denotada pela reducdo do AUC e do
aumento do clearance aparente de ambos os enantiomeros do ibuprofeno, inibicao
do CYP2D indicada pelo aumento dos valores de AUC e reducdo dos valores de
clearance aparente de ambos enantiomeros da fluoxetina e, em n&o alteragdo do
CYP3A evidenciada pela obtencdo de valores de AUC e clearance aparente do
verapamil similares aos do grupo controle.

Palavras-chave: verapamil, ibuprofeno, fluoxetina, etanol, gasolina, CYP3A, CYP2C,
CYP2D.



ABSTRACT

CARDOSO, J. L. C. Influence of chronic exposure to automotive fuels in the
activity of CYP3A, CYP2C, CYP2D in rats treated with chiral. 2012. 91f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Most therapeutic agents frequently used are formulated and sold under the racemic
form, although for some of them, it has been demonstrated that the pharmacological
or toxic and are associated only with one of the enantiomers. The study evaluated
the influence of inhalation exposure to vapor of gasoline and ethanol in the
enantioselective pharmacokinetics of the drug verapamil, ibuprofen and fluoxetine.
Male Wistar rats were divided into 09 groups: control, gasoline, ethanol. The
exposure was carried out in solvent exposure chamber by nose only exposure
system for 6 hours / day, five days per week for six weeks. The analysis of the AUC
were calculated directly in the range of zero to infinity on the basis of Quadrature
Gauss-Laguerre. The concentrations corresponding to the times were estimated by
polynomial interpolation. The comparison of AUC and CI/f obtained for each drug and
for each exposed group and its respective control, was accomplished through the
construction of confidence intervals, at 95%. In conclusion, the pharmacokinetics of
verapamil, ibuprofen and fluoxetine is enantioselective. The data show that inhalation
exposure of rats to ethanol at a concentration of 2-LEO STEL showed induction
CYP2C by reducing of the AUC and increase the apparent clearance of the
enantiomer (+)-(S)-ibuprofen, inhibition of CYP2D indicated AUC increase and the
reduction in the apparent clearance of the enantiomer (-)-(R)-fluoxetine and CYP3A
induction as evidenced by reduction in AUC and increase and the values of apparent
clearance of both enantiomers of verapamil. Inhalation exposure of rats to gasoline in
a concentration of 2-LEO-TWA also showed induction CYP2C denoted by the
reduction of AUC and increase and the apparent clearance of both enantiomers of
ibuprofen, inhibition of CYP2D indicated by the increase in AUC and reduction values
of apparent clearance of both enantiomers of fluoxetine and does not change the
CYP3A evidenced by obtaining AUC and apparent clearance of verapamil similar to
the control group.

Keywords: verapamil, ibuprofen, fluoxetine, ethanol, gasoline, CYP3A, CYP2C,
CYP2D.
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Os farmacos mais frequentemente prescritos sdo comercializados sob a
forma racémica, embora para alguns deles, ja tenha sido demonstrado que os
efeitos farmacolégicos e ou toxicos estejam relacionados apenas a um dos
enantidmeros. Além disso, € conhecido o fato de que os enantibmeros podem
apresentar perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos diferentes (HUTT, 2002; MC
CONATHY; OWENS, 2003; BROCKS, 2006; LU, 2007).

O controle da variabilidade interindividual na resposta terapéutica representa
um dos principais desafios da Farmacologia Clinica. Entre as principais causas
relacionadas a variabilidade interindividual incluem-se a indu¢cdo ou inibicdo de
enzimas envolvidas no metabolismo em funcdo de estados fisioldgicos, doengas,
polimorfismo genético, interagdo de farmacos ou ainda da exposigdo ocupacional a
agentes quimicos. A inducdo e a inibigdo enzimatica podem afetar os enantibmeros
de um farmaco quiral em diferentes extensdes, e sdo mais expressivas quando 0s
enantidbmeros sdo metabolizados por diferentes enzimas ou pelas mesmas enzimas
em diferentes velocidades (KARIN, 1996; KROEMER et al., 1996; MEHVAR,;
REYNOLDS, 1996; INGELMAN-SUNDERBERG, 2001; HUTZLER; TRACY, 2002).

O sistema enzimatico citocromo P450 (CYP) é o principal responsavel pela
eliminacao de farmacos e drogas, poluentes ambientais e outros xenobioticos
(BUSBY et al.,, 1999). O conhecimento das bases moleculares de indugéo ou
inibicdo do CYP tem obtido grandes progressos. Uma avaliagdo dos mecanismos de
conversdo metabdlica de 315 diferentes farmacos revelou que 56% deles séo
dependentes do CYP3A4, seguido pelo CYP2D6 (20%), CYP2C9/19 (15%),
CYP2E1, CYP2A6, CYP1A2 e outros ndo identificados. Todas essas isoformas
podem ser induzidas, exceto o CYP2D6, ou inibidas por diferentes substancias
podendo alterar o metabolismo de um farmaco quiral em diferentes extensdes
(KROEMER et al., 1996; BUSBY et al.,, 1999; INGELMAN-SUNDERBERG, 2001
HUTZLER; TRACY, 2002).

Entre as possibilidades de influéncia ambiental na modulagdo da atividade
dos CYP estd a exposicdo a agentes quimicos, particularmente aos solventes
organicos. Embora as exposicbes aos solventes sejam muito freqlentes, pela
amplitude do uso destas substancias, a potencial influéncia que possam exercer
sobre a farmacocinética tem sido pouco investigada.

Neste trabalho foram selecionadas algumas possibilidades de interagao entre

solventes e farmacos quirais para investigacao, representando trés grupos



Introdugéo | 3

importantes no uso clinico, que sdo o verapamil, anti-hipertensivo do grupo dos
antagonistas de canal de calcio, o ibuprofeno, do grupo dos antiinflamatérios néo
esterdides e a fluoxetina, do grupo dos antidepressivos.

O verapamil, [(3,4-dimetoxifeniletil)-metilamino-2-(3,4-dimetoxifenil)-2-isopropil
valeronitrila], € um antagonista de canal de calcio empregado no tratamento da arritmia,
angina e hipertens&o. E um composto quiral comercializado como mistura racémica dos
enantibmeros (+)-(R) e (-)-(S)-verapamil. O (-)-(S)-verapamil € 10 a 20 vezes mais
potente que o antipoda (+)-(R)-verapamil em termos de efeito cronotrépico na condugéo
atrioventricular no homem e em animais de experimentagéo (JOHNSON; AKERS, 1995;
LANKFORD; BAIl, 1995; STAGNI; GILLESPIE, 1995; BHATTI; FOSTER, 1997;
ASAFUL-ADJAYE; SHIU, 1998; PAGEL et al., 1998).

A farmacocinética do verapamil é enantiosseletiva na administragao oral ou
intravascular, tanto em homens como em ratos. Em ratos observa-se um acumulo
plasmatico do eutdmero (-)-(S)-verapamil (MATEUS et al., 2007). No entanto, as
razbes enantioméricas de concentragdes plasmaticas observadas no rato sao
opostas aquelas observadas em estudos clinicos (BHATTI; FOSTER, 1997).

No homem, o verapamil é eliminado essencialmente por metabolismo com
formagao do norverapamil, resultante da N-desmetilagao, e do D-617, resultante da
N-desalquilagdo. Esses dois metabdlitos iniciais sdo ainda metabolizados via CYP
dando origem a trés outros metabdlitos quirais descritos como D-620, PR-22 e PR-

25 (também conhecido como D-715), como mostra a Figura 1.

ChHs CHs
CHsO c— (CH2)— CH2)‘©§ ob*c— (CH2)3—N CH ‘©§’OCH3

HSC Cl—b PR24 HsC~ CH3

| RN
CHs N CHe \ /
CHsO C—(CH2)3—NH Hs
e e Ho—(zi :>—C—(CH2) —NH

\ »
D617 HC ™ CHe
(;— (cHe) —N CHz) OCHs
CHs eN Hc” e
Chs C—(CHZ)s NH Verapamil

H3C CHs
[D620]

obfc— (cHe) —N (che docm — Hobc— (CH2)3—N cm)*@?ocm

H3C CHs H3C CH3

Figura 1. Metabolismo do verapamil (TRACY et al., 1999).
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O CYP3A4 é o principal responsavel pela N-desalquilagdo com formagao dos
enantidbmeros (R) e (S)-norverapamil e (R) e (S)-D-617, embora o0 CYP1A2 e o
CYP3A5 também contribuam, em menor propor¢do, para a formacdo desses
metabdlitos. Estudos in vitro, empregando microssomos de figado humano,
demonstram que o CYP2C8 é capaz de metabolizar o verapamil com a mesma
eficiéncia que o CYP3A4. No entanto, o envolvimento desse sistema no
metabolismo in vivo do farmaco é de menor relevancia devido a baixa concentragao
do CYP2C8 no figado. A formacado do metabdlito D-620 é mediada pelos CYP3A4,
CYP3AS5 e CYP2C8 com predominancia na formagao do enantidmero (S)-D-620
principalmente pelo CYP3A5 e CYP2C8. Ja a formacédo do PR-22 é mediada pelo
CYP2C8 com o metabolismo do (R)-norverapamil formando (R)-PR-22 favorecido
sobre o (S)-PR-22. Dessa maneira, qualquer substancia capaz de interferir na
atividade dessas isoformas, pode alterar o metabolismo do verapamil (TRACY et al.,
1999).

Em ratos tratados com dose unica de verapamil, o enantibmero (+)-(R)-
verapamil apresenta maior clearance, indicando maior eliminagdo pré-sistémica, e
volume de distribuicdo 58% maior do que do (-)-(S)-verapamil, demonstrando
enantiosseletividade em todas as fases da farmacocinética (BHATTI; FOSTER,
1997).

O ibuprofeno é um farmaco do grupo dos antiinflamatérios nédo esterdidais,
comercializado na forma racémica (ITOH et al., 1997).

A farmacocinética do ibuprofeno é enantiosseletiva na administracéo oral e
intravascular em ratos, e varios estudos indicam que a atividade € maior para o
enantibmero (+)-(S)-ibuprofeno (ITOH et al.,, 1997; DAVIES, 1998; TENG et al.,
2003). A inversao quiral unidirecional é descrita do enantibmero (-)-(R)-ibuprofeno ao
enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno no homem, em ratos e em outras espécies animais
(KAISER et al., 1976; KNIHINICKI et al., 1989; RUDY et al.,1991; SATTARI; JAMALI,
1994).

Itoh et al. (1997) relatam a ocorréncia de inversado quiral unidirecional do (-)-
(R)-ibuprofeno ao (+)-(S)-ibuprofeno em ratos na extensédo de 54-58%. Teng et al.
(2003) relatam que em ratos tratados com ibuprofeno racémico por via oral na dose
25 mg/Kg a concentragéo plasmatica maxima é de 9,54 ug/mL para o enantibmero (-
)-(R)-ibuprofeno e de 24,1 ug/mL para o enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno, e maiores

valores de AUC para o enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno (97,9 vs 29,9 pg.h.mL™),
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enquanto a meia-vida de eliminagcao praticamente nao difere entre os enantibmeros
(-)-(R)-ibuprofeno e (+)-(S)-ibuprofeno (2,3 vs 2,1 h). Itoh et al. (1997) demonstram
que em ratos, apos 20 minutos da administracao intravenosa de ibuprofeno
racémico, a concentragao de (+)-(S)-ibuprofeno € maior do que o (-)-(R)-ibuprofeno.
Os autores também reportam que o enantidmero (-)-(R)-ibuprofeno apresenta maior
ligacao as proteinas plasmaticas e maior clearance.

O metabolismo do ibuprofeno em humanos ocorre em duas vias, que sao a
conjugacao com o acido glicurdnico e a via oxidativa. A glicuronidac&o é favorecida
para o enantidbmero (+)-(S)-ibuprofeno (GLOWKA; KARAZNIEWICZ, 2007). A maior
parte da oxidacdo do ibuprofeno resulta na formacédo do 2 hidroxi-ibuprofeno e 2
carboxi-ibuprofeno, metabdlitos com atividade farmacoldgica ainda n&o bem
definida. (TAN et al., 2002). O CYP2C9 é responsavel pela oxidagcéo do enantidmero
(+)-(S)-ibuprofeno, enquanto o CYP2C8 esta envolvido principalmente no
metabolismo do (-)-(R)-ibuprofeno (Fig 2) (GLOWKA; KARAZNIEWICZ, 2007).

OH

H,C— TH_ L'H;—<;\>—(iu—cu3 Hy,C— T—-—cu,-—@—&u—cu,
an

CH,0H COOH CHy COOH
(RR,SR,RS,SS)-3-hydroxyibuprofen (R,S)-2-hydroxyibuprofen

N /

—
H,C— cl‘u— CH, —<_>7(.'H—CH,
CH, i'oou

(R,S)-Ibuprofen

CH, / \
; J 4 /N . . J N\ -
Hy;C— CH— lil-l y CH— CH; H,C— (|'H-—CH CH—CH,

OH COOH COOH COOH

(RR,RS,SR,SS)-1-hydroxyibuprofea (RR,RS,SR,5S)-2-carboxyibuprofen

Figura 2. Metabolismo do ibuprofeno (GLOWKA; KARAZNIEWICZ, 2007).

A fluoxetina € um farmaco inibidor da recaptacéo de serotonina empregado

como mistura racémica no tratamento da depressdo (WONG et al.,, 1985;
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MARGOLIS et al., 2000). Wong et al. (1985) demonstraram que o enantidmero (+)-
(S)-fluoxetina é mais potente que o enantiébmero (-)-(R)-fluoxetina.

A disposigao cinética da fluoxetina em ratos tratados por via oral na dose de
10 mg/Kg foi relatada por Hui et al. (2007) como mistura enantiomérica. Os autores
reportam meia-vida de eliminacéo de 2,9 horas, concentragao plasmatica maxima de
0,26 pg/mL e biodisponibilidade de aproximadamente 90%.

A farmacocinética da fluoxetina é enantiosseletiva em ratos (maiores
concentragdes plasmaticas do enantidmero (+)-(S)) (GUO et al., 2002), em ovelhas
prenhes (razdes enantioméricas (+)-(S)/(-)(R) de AUC de 1,73) (KIM et al., 2003) e
em mulheres parturientes (razées enantioméricas (+)-(S)/(-)(R) de concentracdes no
plasma materno de 2,91) (KIM et al., 2005).

Em microssomos de figado humano, o CYP2D6 e o CYP2C9 contribuem para
a formacao do metabdlito N-desmetilado (-)-(R)-norfluoxetina, enquanto somente o
CYP2D6 é responsavel pela formacao do (+)-(S)-norfluoxetina (RING et al.,2001).

Os valores de clearance da fluoxetina para os enantibmeros (-)-(R)-fluoxetina
e (+)-(S)-fluoxetina diferem entre metabolizadores extensivos e metabolizadores
lentos do CYP2D6. Em metabolizadores extensivos do CYP2D6 os valores de
clearance sao respectivamente de 36 e 40 L/h para os enantibmeros (-)-(R)-
fluoxetina e (+)-(S)-fluoxetina. Em metabolizadores lentos do CYP2D6 os valores de
clearance sao respectivamente de 3 e 17 L/h para os enantiémeros (-)-(R)-fluoxetina
e (+)-(S)-fluoxetina (FJORDSIDE et al., 1999).

A fluoxetina é descrita como inibidor do CYP2D (LUCAS, 1992; GRAM, 1994).
Em estudos com microssomos de figado humano, o enantibmero (+)-(S)-fluoxetina é
5-6 vezes mais potente como inibidor do CYP2D do que o correspondente (-)-(R)-
fluoxetina (STEVENS; WRIGHTON, 1993). Em estudos in vitro, a fluoxetina também
¢ inibidora do CYP2C19, CYP3A e CYP2C9 (MARGOLIS et al., 2000).

A importancia com que os agentes quimicos passaram a integrar a vida do
homem pode ser evidenciada pelo seu numero, pela diversidade de usos e pela sua
onipresenca em quase todas as atividades humanas. Atualmente estdo recenseadas
no Toxline-ChemlIDplus, base de dados da Biblioteca Nacional de Medicina dos
Estados Unidos, cerca de 380000 substancias com as quais se produzem milhdes
de misturas e formulagdes (UNITED STATES, 2007).

A partir da década de 50 do século passado, boa parte dos esforcos da

Toxicologia esta voltada para a proposicdo de padrbées de exposicao para 0s
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agentes quimicos, cujo primeiro produto de amplo alcance foi a publicagao do livro
“‘Risk Assessment in the Federal Government: Managing the Process", que contém
as bases conceituais da avaliagdo e do gerenciamento do risco (disponivel em
http://www.nap.edu/catalog.php?record_id=366).

Para as exposigdes ocupacionais, o gerenciamento do risco é feito com base
nos Limites de Exposicdo Ocupacional (LEO), que sao padrées para manter a
exposicdo em niveis que possam ser considerados aceitaveis. Os LEO s&o
propostos por agéncias governamentais ou por organizagdes internacionais, entre as
quais a ACGIH-American Conference of Governmental Industrial Hygienists é
referéncia mundial. Trata-se de uma associagdao de higienistas de todo o mundo,
com sede nos Estados Unidos, que € propositora dos TLVs-Threshold Limit Values,
sua marca registrada (ACGIH, 2011).

Entre os agentes quimicos de grande importdncia quanto a exposigao
ocupacional humana, estdo os combustiveis automotivos em fungdo dos volumes
consumidos e da amplitude e das caracteristicas da sua distribuigao.

O etanol ndo tem, desde 2009, recomendacgao de limite de exposi¢cdo para a
média ponderada pelo tempo (TLV-TWA), sendo proposto apenas o limite aplicavel
as exposicdes de curta duragao (TLV-STEL), que é de 1880 mg/m3. Tal limite é
considerado suficiente para protecao contra a irritacdo do trato respiratério superior,
que é o efeito agudo mais critico do etanol.

O etanol é um dos mais peculiares compostos organicos contendo oxigénio,
dada a combinacdo de suas propriedades como solvente, germicida, anti-
congelante, combustivel, componente de bebidas, além da versatilidade como
intermediario quimico para outros produtos (KIRK, 1980). A obtencao industrial de
etanol se da pela sintese a partir do etileno, como subproduto de determinados
processos, ou por fermentacdo do agucar, celulose ou amido. No caso do Brasil, o
principal método para obtencdo de etanol baseia-se na fermentagcdo do caldo da
cana de acgucar (PEREIRA; ANDRADE, 1998).

O etanol ndo se acumula no organismo humano, sendo completamente
oxidado a CO; e agua em um breve intervalo de tempo. Menos de 10% do etanol
absorvido é excretado inalterado principalmente na urina, no ar exalado e no suor
(PEREIRA; ANDRADE, 1998). O metabolismo hepatico € responsavel pela
eliminagao de aproximadamente 90% do etanol absorvido, e € dependente da alcool
desidrogenase, catalase e do CYP2E1 (BRUCKNER, 2001).
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Busby et al. (1999), relatam que o etanol nas concentragdes de 0,1%, 0,3% e
1% em microssomos humanos, inibe de maneira dose dependente a atividade do
CYP1A1 (19 a 69%), do CYP2B6 (25 a 80%) e do CYP2C19 (28 a 72%). Klotz ;
Ammon (1998), relatam inducé&o do CYP2E1 na presenca de etanol.

Hamitouche et al. (2006) observaram que em microssomos hepaticos
humanos as isoformas CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9*1,
CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4 e
CYP4A11 metabolizam o etanol a acetaldeido em quantidades significativas, com
valores de Km ao redor de 10 mM. Observaram também que a inibi¢cao seletiva dos
CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1, CYP3A4 e CYP1A2 diminuem a oxidagao do etanol
em 8+1,2%, 7,6£1,6%, 11,9£2,1%, 19,8+1,9% e 16,3+3,9%, respectivamente.

A gasolina ocupa posigdo de destaque entre as substancias ambiental e
ocupacionalmente importantes, pelas quantidades utilizadas e pelas inumeras
possibilidades de exposicdo humana. A gasolina € um liquido limpido, volatil e com
um odor caracteristico. E um combustivel constituido basicamente por
hidrocarbonetos aromaticos, olefinicos e saturados e, em menor quantidade, por
substancias contendo enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio, entre outros (ACGIH,
2011). Com relagdo aos compostos aromaticos estao incluidos, principalmente, os
compostos denominados BTEX, que compreendem benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno e ainda ha um percentual de etanol atualmente adicionado a gasolina (SILVA,
2004; CATALUNA; SILVA., 2006).

A gasolina tem propriedades neurotoxica, nefrotoxica e possui potencial
carcinogenico (DENNISON et al., 2004). Chu et al. (2005), observaram diminuig&o
no crescimento, nefromegalia, problemas neuroldgicos e hematolégicos em ratos
expostos a uma mistura de etanol e gasolina. Ugwoke et al. (2005) observaram
diminuicao da fertilidade em ratos expostos a gasolina por inalagao.

Os efeitos da exposi¢cao a gasolina na atividade de enzimas CYP envolvidas
no metabolismo de farmacos ainda sdo poucos conhecidos. A administracao
interaperitoneal de gasolina a ratos (doses de 1 e 5 mL/kg) resulta em indugéo do
CYP2B (pentoxiresorufina desalquilase) (BRADY et al., 1990). Ida et al. (2000)
reportam redugdo da atividade de enzimas CYP (aminopirina N-desmetilase e
anilina-p-hidroxilase) e nao alteragao das enzimas UGT (bilirrubina glicuronidase) em
microssomos de figado de ratos expostos a gasolina durante 6 min em camara de

exposigcao nas concentragdes de 5-10%.
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A exposicdao aos combustiveis automotivos é caracteristicamente cronica
podendo alterar a atividade dos CYP e resultar em modificagcbes importantes na
disposicao cinética e no metabolismo dos farmacos em uso na clinica.

Estudos anteriores do grupo relatam que a exposi¢ao inalatéria de ratos ao
tolueno (Mateus et al., 2008) ou ao n-hexano (Mateus et al. (2010), em
concentracbes de 1 ou 2 LEO, resulta em perda da enantiosseletividade na
disposigéo cinética do verapamil administrado por via oral. A exposi¢ao inalatéria ao
metanol na concentragdo de 800 ppm (2 LEO), resulta em inibigdo no metabolismo
do eutbmero (+)-3R,5S-fluvastatina, o qual € metabolizado preferencialmente pelo
CYP2C, em ratos tratados com o farmaco racémico por via oral (CARDOSO, 2008).
A exposigao inalatoria de ratos ao etilbenzeno na concentragcéo de 400 ppm induz de
maneira ndo enantiosseletiva o metabolismo do metoprolol administrado por via oral
(GRACIANI, 2009).

Considerando as amplas possibilidades de exposicdo ocupacional e
ambiental aos combustiveis automotivos e considerando os dados anteriores do
grupo (Cardoso 2008; Mateus et al., 2008; Graciani 2009; Mateus et al., 2010) que
identificam indugao ou inibicdo de enzimas CYP na exposigao inalatoria a solventes,
o presente estudo visa avaliar a influéncia da exposicdo inalatéria ao etanol
combustivel ou a gasolina na atividade in vivo de enzimas CYP através da
administragcdao oral de fluoxetina, ibuprofeno e verapamil, farmacos com
metabolismo dependente, respectivamente, do CYP2D, CYP2C e CYP 3A.



2 OBJETIVOS
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O objetivo do estudo é investigar em ratos a influéncia da exposicao inalatéria
ao etanol combustivel ou a gasolina na farmacocinética dos enantibmeros do

verapamil, ibuprofeno e fluoxetina.

Os objetivos especificos incluem:

1- Desenvolver e validar o método de analise dos enantidmeros do ibuprofeno
em plasma de ratos com aplicacdo em estudos de disposi¢ao cinética.

2- Desenvolver e validar método de analise dos enantibmeros da fluoxetina
em plasma de ratos com aplicacdo em estudos de disposi¢ao cinética.

3- Avaliar a influéncia da exposi¢ao inalatéria ao etanol combustivel na
disposicao cinética enantiosseletiva do verapamil, ibuprofeno e fluoxetina em ratos.

4- Avaliar a influéncia da exposi¢cdo inalatéria a gasolina na disposi¢cao

cinética enantiosseletiva do verapamil, ibuprofeno e fluoxetina em ratos.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Exposigao aos solventes

Os animais foram expostos ao etanol combustivel ou gasolina em uma
camara do tipo NOES (Nose Only Exposure System), dotada de quarenta e quatro
portas, construida especialmente para o desenvolvimento do projeto.

Foi projetado um dispositivo para a exposi¢ao simultanea de até 42 animais,
permitindo a execucgédo dos experimentos em periodo de tempo compativel com o

disponivel para o projeto.

3.1.1 Construgao da camara de exposicao

A Camara de exposicao foi construida por usinagem de pecas de aco
inoxidavel, executada pela Oficina de Precisdo do Campus de Ribeirdao Preto da
Universidade de Sao Paulo, e sera descrita com o auxilio de uma sequéncia de
fotografias para facilitar a apresentagdo, de modo a mostrar cada componente do
sistema, e sua montagem progressiva, formando o equipamento e seus acessorios.

A base é constituida por um disco com uma abertura central e duas ranhuras
concéntricas onde se apoiam os anéis que formam a camara interna e externa do

equipamento.

Figura 3. Base da camara em que se vé o orificio central (1) para entrada da atmosfera experimental
e duas ranhuras concéntricas (2 e 3) onde se encaixam os anéis que formardo a camara interna e
externa.
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A camara interna recebe a atmosfera experimental, que ingressa pelo orificio
central, em sentido ascendente, e a distribui através de trompetes que dela partem

radialmente em direcao as portas de exposicao afixadas no anel externo.

Figura 4. Camara interna, onde se conectam os trompetes de distribuicdo da atmosfera em estudo
para as portas de exposi¢do. A) camara interna, B) trompetes, C) cAmara interna com um trompete
conectado, em sua posi¢ao sobre a base do dispositivo.

o o>
Figura 5. Montagem do anel externo e trompetes A) Vista do anel externo, com as portas de
exposicao, sobre a base B) montagem dos trompetes que distribuem a atmosfera para as portas de
exposicdo C) vista interna das camaras concéntricas D) montagem completa dos componentes
internos.
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O anel externo, com sua tampa, forma a camara externa que faz a exaustao
da atmosfera n&o inalada pelos animais e do ar que exalam, através de aspiracao

por uma abertura central na tampa da cadmara do equipamento.

Figura 6. Montagem da camara externa. A) detalhe da vedacdo B) tampa externa C) dispositivo
fechado.

A cada porta de exposicdo é acoplado um contentor que posiciona o animal
para que seja exposto apenas pelo nariz. O contentor cilindrico tem a ponta em ago
inox, com um furo central para exposi¢cao do nariz e “o’rings” para acoplamento na
camara. O corpo do contentor &€ de acrilico, assim como a tampa posterior

deslizante, para permitir ajuste ao tamanho do animal, como mostra a figura 7.
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R

Figura 7. Contentor e seu acoplamento ao sistema. A) corpo do contentor em que se vé o
acoplamento metélico, uma ranhura superior para ajustar a tampa posterior ao tamanho do animal e
permitir acesso ao seu dorso, e uma abertura inferior para escoar fezes e urina durante a exposigao.
B) detalhe do acoplamento do contentor a cdmara, C) detalhe da tampa de acrilico com a trava para
fixar o seu posicionamento e uma ranhura na parte oposta para exteriorizar a cauda do animal
permitindo a termorregulagéo e evitando a sua rotagdo dentro do contentor. D) Detalhe da parte do
contentor que se acopla a cAmara. E) detalhe da porta de exposigéo.

A geracgao da atmosfera experimental é feita em fluxo continuo através de um
dispositivo também construido artesanalmente. Um fluxo de ar comprimido é dividido
em duas correntes. A primeira vai para um borbulhador com agua destilada para
restaurar-lhe a umidade e a segunda recebe um fluxo controlado do solvente, sendo
a seguir recombinados e turbilhonados por estreitamento do tubo que conduz a
mistura para ingressar na camara de exposi¢ao. O estreitamento é feito de modo a
produzir numero de Reynolds superior a 2500, transformando o fluxo laminar em

turbilhonado.
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Na figura 8 apresentamos o sistema de geracao de atmosferas e uma breve

descricdo de seus componentes.

Figura 8. Dispositivo gerador da atmosfera experimental. A) O ar comprimido entra pelo rotametro
principal (1) e é dividido para os rotametros secundarios (2) e (3) que dirigem parte do fluxo principal
para o borbulhador umidificador do ar (4) e parte para o dispositivo onde recebe o solvente (6), o qual
€ bombeado continuamente por um bomba de infusdo (5), usando uma seringa “gas-tight” (7). B)
detalhe da tampa do dispositivo gerador da atmosfera: (1) capilar que traz o solvente, (2) entrada de
ar seco, (3) entrada de ar umido e (4) saida da mistura. C) entrada na camara de exposigéo (1) e, no
detalhe circundado em vermelho, o estreitamento do tubo para forgar o turbilhonamento e
homogeneizar a mistura solvente -ar.
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Na figura a seguir (figura 9) pode ser observada uma vista superior da camara
completamente montada. A peca no centro da tampa é a saida para exaustado, a
qual é controlada por uma bomba aspirante de vazao programavel em fungédo do
fluxo que ingressa, de modo a evitar pressdes positivas ou negativas no interior do
sistema. A camara possui 44 portas e capacidade para até 42 animais, considerando
a reserva de, no minimo, duas portas para monitoramento da atmosfera

experimental.

Figura 9. Camara para exposigao apenas pelo nariz.
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Na figura 10, apresentamos uma fotografia do equipamento em sua locacéo,

em uma sala de aproximadamente 14 m2, contigua ao biotério da disciplina de
Toxicologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. A sala é dotada de
climatizagao prépria, permitindo condigbes adequadas para que os animais fagam a

termorregulacao.

Figura 10. Locagéo da camara na sala do biotério da disciplina de Toxicologia.



Materiais e Métodos | 20

3.1.2 Validagao do equipamento

As amostras da atmosfera experimental foram coletadas em duas portas
diametralmente opostas para cada um dos dois planos da camara (superior e
inferior) em que se acoplam os contentores para os animais, de modo a possibilitar a
identificacdo da eventual formagao de gradientes de concentragao, tanto no plano
horizontal quanto no vertical. A validacdo do equipamento foi feita pela verificagao
das flutuagbes de concentracdo da atmosfera experimental entre as portas de
exposi¢cao (homogeneidade) e ao longo do tempo, durante um ciclo de exposi¢ao de
seis horas (estabilidade). Foram realizadas amostragens de 15 minutos, na primeira,
terceira e sexta horas de funcionamento da camara.

As amostras foram coletadas em tubos de carvao ativo 100X50 mg, usando

bombas de amostragem microprocessadas modelo 224-PCXR7 (SKC® Inc, Eighty
Four, PA, USA, ref. 226-01, lote 2000).

O etanol combustivel foi analisado apds dessor¢cao em dissulfeto de carbono
(Merck, Rio de Janeiro) contendo n-butanol (1uL/mL) como padrédo interno e injegao
em cromatégrafo a gas CG500 equipado com coluna Carbowax 20M sobre
Chromossorb WHP 1,8 m, (Instrumentos Cientificos CG Ltda), e detector por
ionizacdo em chama. O equipamento operou com forno de colunas em modo
isotérmico a 120°C, vaporizador a 200°C e detector a 220°C.

As analises de gasolina foram realizadas apds dessor¢édo em dissulfeto de
carbono (Merck, Rio de Janeiro), contendo metanol 2 yL/mL como padrao interno, e
injecdo em cromatdgrafo a gas CG500 equipado com coluna SP2100 a 20% +
Carbowax 1500 a 0,1% sobre Supelcoport (Intechrom Ltda., Sdo Paulo) e detector
por ionizagdo em chama, nas seguintes condi¢des: coluna a 50° C por 5min.,
aquecimento a 20°C/min. até 220°C, mantidos por 5 min., vaporizador a 220°C e
detector a 240°C.

3.2 Protocolo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP Protocolo-
CEP/FCF/CAr n° 39/2008 Anexo 1).

Foram utilizados ratos machos, Wistar, de 250 + 10 g, provenientes do
Biotério Central da UNESP - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.



Materiais e Métodos | 21

Antes dos experimentos, os animais permaneceram durante 3 dias no Biotério
Institucional em uma sala com controle de temperatura 20 £+ 1°C e controle de
umidade de 60 + 20%, e tiveram livre acesso a ragao e agua. Os animais foram
divididos em 9 grupos: controle verapamil, controle ibuprofeno, controle fluoxetina,
etanol combustivel+ verapamil, etanol combustivel+ ibuprofeno, etanol combustivel+

fluoxetina, gasolina+ verapamil, gasolina+ ibuprofeno e gasolina+fluoxetina.

- Exposigao controle: os animais foram imobilizados pelos contentores da
camara de exposicdao durante 6 horas/dia, cinco dias por semana, durante 6

semanas, expostos apenas ao ar.

- Exposigcdo ao etanol combustivel: os animais foram expostos por via
inalatéria ao vapor do etanol combustivel na concentracdo de 3.768,5 mg/m3
(equivalente a 2 vezes o LEQO), por 6 horas/dia, cinco dias por semana, durante 6
semanas.

A definicdo da concentracido de exposi¢cao ao etanol combustivel considerou a
informagcdo de que os seus efeitos a longo prazo em animais (cirrose hepatica,
alteragdes da fertilidade e do desenvolvimento da prole), em numerosos estudos,
ocorrem em exposigcao a concentragdes superiores a 10.000 ppm (18,8 g/m?). Ainda,
a concentracdo de etanol no ar que provoca irritagdo respiratéria em camundongos,
€ estimada em 13.000 ppm (ACGIH, 2011).

- Exposicao ao vapor de gasolina: os animais foram expostos por via
inalatéria ao vapor de gasolina, na concentragao de 1780 mg/m*® (equivalente a 2
vezes o LEQO), por 6 horas/dia, cinco dias por semana, durante 6 semanas.

A definicdo da concentragcdo de gasolina a ser inalada considerou o TLV-
STEL de 1480 mg/m?3, adotado como capaz de minimizar irritagcdo ocular, de
mucosas e a depressao do sistema nervoso central em humanos. Também, os
efeitos da exposigcdo cronica de ratos ao vapor de gasolina ocorrem em
concentragbes e tempos de exposi¢cao bastante superiores aos empregados no
presente estudo (ACGIH, 2001). Na concentragdo utilizada ndo foram observados

sinais de irritacdo, como coriza e hiperemia ocular nos animais expostos.
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- Grupo controle verapamil: Antes da ultima exposi¢cao ao ar, os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas e receberam cloridrato de verapamil racémico
dissolvido em agua na dose de 10 mg/Kg, por gavagem. As amostras de sangue
foram colhidas nos tempos 0, 20 e 40 minutos e 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5;4; 4,5, 5e 6
horas (MATEUS et al., 2007). De cada animal, foram coletadas trés amostras em
diferentes tempos (n=8 para cada tempo) através da excisdo de cerca de 0,3 mm da
porcao distal da cauda, apds vasodilatagao localizada por aquecimento a 42°C. Os

plasmas obtidos, apds centrifugagao, foram armazenados a -20 °C até a analise.

- Grupo exposto ao etanol combustivel + verapamil: Antes da ultima
exposicao ao etanol combustivel, os animais foram tratados com cloridrato de
verapamil racémico e as amostras de sangue foram colhidas e armazenadas de

acordo com o protocolo descrito para o grupo controle.

- Grupo exposto ao vapor de gasolina + verapamil: Antes da ultima
exposicao ao vapor de gasolina, os animais foram tratados com cloridrato de
verapamil racémico e as amostras de sangue foram colhidas e armazenadas de

acordo com o protocolo descrito para o grupo controle.

- Grupo controle ibuprofeno: Antes da ultima de exposi¢cao ao ar os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas, e receberam ibuprofeno racémico dissolvido
em polietilenoglicol/solucéo fisioldgica na propor¢cao de 70:30 na dose de 25 mg/Kg,
por gavagem. As mostras de sangue foram colhidas nos tempos 0, 15 e 30 minutos
e 1;2;4;,6,7 e 8 horas (TENG et al., 2003; NEWA et al., 2008). De cada animal,
foram coletadas trés amostras em diferentes tempos (n=8 para cada tempo) através
da excisdo de cerca de 0,3 mm da porgao distal da cauda, apds vasodilatagao
localizada por aquecimento a 42°C. Os plasmas obtidos, apos centrifugagéo, foram

armazenados a — 20 °C até a analise.

- Grupo exposto ao etanol combustivel + ibuprofeno: Antes da ultima
exposicdo ao etanol, os animais foram tratados com iburofeno racémico e as
amostras de sangue foram colhidas e armazenadas de acordo com o protocolo

descrito para o grupo controle.
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- Grupo exposto ao vapor de gasolina + ibuprofeno: Antes da ultima
exposicao ao vapor de gasolina, os animais foram tratados com iburofeno racémico
e as amostras de sangue foram colhidas e armazenadas de acordo com o protocolo

descrito para o grupo controle.

- Grupo controle fluoxetina: Antes da ultima de exposi¢cado ao ar os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas, e receberam fluoxetina racémica dissolvida
em polietilenoglicol/solucéo fisioldgica na propor¢édo de 70:30 na dose de 10 mg/Kg,
por gavagem. Amostras de sangue foram colhidas nos tempos 15 e 30 minutos e 1;
2; 3;4; 6 e 12 horas (HUI et al., 2007; UPRETI et al., 2007). De cada animal, foram
coletadas trés amostras em diferentes tempos (n=8 para cada tempo) através da
excisdo de cerca de 0,3 mm da porcao distal da cauda, apds vasodilatagao
localizada por aquecimento a 42°C. Os plasmas obtidos, apods centrifugagéo, foram

armazenados a — 20 °C até a analise.

- Grupo exposto ao etanol combustivel + fluoxetina: Antes da ultima
exposic¢ao ao etanol combustivel, os animais foram tratados com fluoxetina racémica
e as amostras de sangue foram colhidas e armazenadas de acordo com o protocolo

descrito para o grupo controle.

- Grupo exposto ao vapor de gasolina + fluoxetina: Antes da ultima
exposicao ao vapor de gasolina, os animais foram tratados com fluoxetina racémica
e as amostras de sangue foram colhidas e armazenadas de acordo com o protocolo

descrito para o grupo controle.

3.3 Analise dos enantiomeros do verapamil e norverapamil em plasma de rato

A analise dos enantibmeros do verapamil e norverapamil em plasma de ratos
foi realizada de acordo com o método desenvolvido e validado em estudo anterior do
grupo (MATEUS et al.,, 2007). O método emprega 100 uL de plasma, extragéo
liquido-liquido, separacdo dos enantidmeros na coluna de fase quiral Chiralpak AD®
e analise por LC-MS-MS.
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3.3.1 Reagentes e solugoes padrao

Foram utilizados os solventes grau HPLC hexano, isopropanol e etanol (Tedia
Way, Fairfield, Estados Unidos), acetato de aménio (J T Baker, Xalostoc, México),
dietilamina e hidroxido de sodio (Merck, Darmstadt, Alemanha).

A solugao estoque de cloridrato de verapamil e norverapamil racémico (99%,
Sigma Aldrich, St Louis, Estados Unidos) foi preparada na concentragao de 0,1 mg
de cada enantibmero/mL de metanol e posteriormente diluida nas seguintes
concentragdes 4; 20; 40; 100; 200; 400; 800 e 2000 ng de cada enantidmero/mL de
metanol. A paroxetina empregada como padrao interno (PI) foi gentilmente cedida
pelo laboratério Eurofarma (Sao Paulo, SP, Brasil) e foi preparada na concentragao

de 1 mg/mL de metanol. Todas as solugdes padrao foram armazenadas a -20°C.

3.3.2 Equipamentos

O sistema HPLC Shimadzu (Kyoto, Japéao) foi constituido por bomba modelo
LC-10AS e detector por espectrometria de massas Quattro Micro (Micromass,
Manchester, Reino Unido) operando com energia capilar de 3 kV, energia do cone
de 45 V, temperatura da fonte de 100° C e temperatura de dessolvatacdo de 200 °C.
O nitrogénio foi usado como gas nebulizador na vazéo de 350 L.h™. O argénio foi
usado como gas de colisdo na pressdo aproximada de 2,05 x 10> mbar. Para
registrar e integrar os picos foi empregado o programa MassLynx versdo 3,5
(Micromass, Manchester, Reino Unido).

A separagdo cromatografica do verapamil e do norverapamil foi obtida na
coluna Chiralpak®AD (Daicel Chemical Industries LTD., Exton, EUA) com particulas
de 10 um, (250 x 4 mm) com pré coluna CN Lichrospher® (Merck, Darmstadt,
Alemanha), particulas de 5um, (4 x 4 mm). A coluna foi mantida a 25°C em forno
Shimadzu (Kyoto, Japao) modelo CTO-10 AS VP. A fase movel foi constituida por
hexano, isopropanol, etanol e dietilamina (88:6:6:0.1 v/v/v/v) na vazdo de 1,35
mL/min e infusdo pds coluna composta de etanol: solucdo de acetato de aménio
20mM (95:5 v/v). Foi empregado o interfaceamento por electrospray. O modo de
ionizacdo das moléculas foi positivo com o equipamento operando em modo de
monitorizacdo seletiva de ions. Desta forma foram analisadas as seguintes
transicbes massa/carga (m/z): 330>192 para a paroxetina, 441>165 para os

enantidmeros do norverapamil e 455>165 para os enantidmeros do verapamil.
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3.3.3 Curvas de calibragao

Amostras de plasma branco (100 pL) fortificadas com 25 uL de cada uma das
solugdes padrao (4; 20; 40; 100; 200; 400; 800 e 2000 ng de cada enantidmero/mL
de metanol) foram submetidas aos procedimentos de extragdo e analise
cromatografica abaixo descritos. As razdes de altura padrao/PIl foram plotadas em
funcdo das concentracbes de verapamil e norverapamil em plasma (1-200 ng de

cada enantidmero/mL de plasma).

3.3.4 Extracao liquido-liquido

Aliquotas de 100 pL de plasma foram fortificadas com 25 pL de solugao de PI,
25 pL de solugdo de NaOH 2M e 2 mL de hexano. ApOs a agitagdo durante 2
minutos em agitador tipo vortex e centrifugagéo por 10 minutos a 1800 rpm, as fases
organicas (1,5 mL) foram transferidas para tubos cbnicos e evaporadas até a secura,
em sistema de evaporagcdo a vacuo (modelo RVC 2-25 CD plus, Martin Christ,
Germany) e os residuos retomados em 200 uL de fase movel
(hexano:isopropanol:etanol:dietilamina), dos quais 130 uL foram submetidos a

analise cromatografica.
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100 pL plasma

25 pL solucao paroxetina (PI)
25 pyL NaOH 2M
2000 uL hexano

Agitar 2 min em vortex
Centrifugar (1800g, 10 min)

Fase aquosa
(Desprezar)

Fase organica

Fase orgéanica (1,5mL)
Evaporar a secura

Retomar em 200 pL de fase
movel

Injetar 130 pL

Figura 11. Procedimento de extragao liquido-liquido do verapamil e norverapamil em plasma de ratos.
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3.4 Analise dos enantiomeros do ibuprofeno em plasma de ratos

3.4.1 Reagentes e solugées padrao

Foram utilizados os solventes grau HPLC acetonitrila e hexano (Tedia Way,
Fairfield, Estados Unidos), metanol (Sigma Aldrich, Alemanha), éter di-isopropilico
(Acros Organics, New Jersey, Estados Unidos), acetato de aménio e acido cloridrico
(J T Baker, Xalostoc, México).

A solucéo estoque de ibuprofeno racémico (98%, Sigma Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos) foi preparada na concentragao de 400 ug de cada enantidmero/mL
de metanol e posteriormente diluida nas seguintes concentragdes 0,2; 0,4; 0,8; 2; 4;
8; 16; 40; 80 e 200 upg de cada enantibmero/mL de metanol. A solugdo de
fenoprofeno (USP, Rockville, Estados Unidos) empregada como padrao interno (PI)
foi preparada na concentragédo de 32 ug/mL de metanol. Todas as solu¢des padréo

foram armazenadas a -20°C.

3.4.2 Equipamentos

O sistema HPLC Shimadzu (Kyoto, Jap&o) foi constituido por bomba modelo
LC-10AS e detector por espectrometria de massas Quattro Micro (Micromass,
Manchester, Reino Unido) operando com energia capilar de 3 kV, energia do cone
de 20 V, temperatura da fonte de 120° C e temperatura de dessolvatagdo de 200 °C.
O nitrogénio foi usado como gas nebulizador na vazdo de 350 L.h"'. O argénio foi
usado como gas de colisdo na pressao aproximada de 2,03 x 10~ mbar. Para
registrar e integrar os picos foi empregado o programa MassLynx versdo 3,5
(Micromass, Manchester, Reino Unido).

A separagdo cromatografica foi obtida na coluna Chirex® (Phenomenex,
Torrence, Estados Unidos), 250 x 4,6 mm com pré coluna C8 Lichrospher® 100
(Merck, Darmstadt, Alemanha), 4 x 4 mm e particulas de 5 um. A coluna foi mantida
a 25°C em forno Shimadzu (Kyoto, Japao) modelo CTO-10 AS VP. A fase mével foi
constituida por acetato de aménio 0,01 M em metanol na vazao de 1,1 mL/min. Foi
empregado o interfaceamento por electrospray. O modo de ionizagado das moléculas
foi negativo com o equipamento operando em modo de monitorizagao seletiva de
ions. Desta forma foram analisadas as seguintes transigdes massa/carga (m/z):

205>161 para o ibuprofeno e 240>197 para o fenoprofeno.
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3.4.3 Extracao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido foi realizada utilizando-se 200 pL de plasma, 25 uL
da solucdo de fenoprofeno (PIl), 100 yL de HCI 1M e 1 mL de acetonitrila. Apds a
agitacédo durante 2 minutos em agitador tipo vortex e centrifugagdo durante 5 min a
1800 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos com rolhas esmerilhadas
e extraidos com 5 mL de hexano:éter di-isopropilico (50:50, v/v). Apds 30 minutos de
extragdo em agitador horizontal (+ 250 ciclos/min) e centrifugagdo durante 10 min a
1800 rpm, os extratos organicos foram transferidos para tubos cdnicos,
concentrados até a secura em sistema de evaporagdo a vacuo (modelo RVC 2-25
CD plus, Martin Christ, Germany) e os residuos retomados em 100 uL de fase movel
(acetato de aménio 0,01M em metanol), dos quais 60 uL foram submetidos a analise

cromatografica.
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200 pLplasma
25 pL solugao fenoprofeno (PI)
100 yL HCI 1M
1000 L acetonitrila
5 mL hexano:éter di-isopropilico 50:50 (v/v)

Agitar 30 min em agitagao horizontal
Centrifugar (1800 rpm, 10 min)

Fase aquosa Fase organica
(Desprezar)

Fase organica (4 mL)
Evaporar a secura
Retomar em 100 puL

acetato de aménio 0,01M
em metanol

Injetar 60 pL

Figura 12. Procedimento de extragao liquido-liquido do ibuprofeno em plasma de ratos.
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3.4.4 Validagcdao do método de analise dos enantidbmeros do ibuprofeno em
plasma de ratos

O método de analise dos enantibmeros do ibuprofeno em plasma de ratos foi
validado com base na Resolucdo ANVISA Guia para validagcdo de métodos
analiticos e bioanaliticos, RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003). O
método foi validado com base nas concentragbes plasmaticas compativeis com a

aplicagao em estudos de farmacocinética em ratos.

3.4.4.1 Determinacao do efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado através da comparagao direta das alturas dos
picos do ibuprofeno e do fenoprofeno (Pl) injetados diretamente na fase movel, com
as alturas dos picos do ibuprofeno e do fenoprofeno (PI) adicionados a extratos de
plasma (processo de extracdo descrito no item 3.4.3) oriundos de um pool de

plasma de rato.

3.4.4.2 Curvas de calibragao

Amostras de plasma branco (200 uL) fortificadas com 25 uL de cada uma das
solugbes padrao (0,2; 0,4; 0,8; 2; 4; 8; 16; 40; 80; 200 e 400 ug de cada
enantibmero/mL de metanol) foram submetidas aos procedimentos de extragdo e
analise cromatografica acima descritos. As razbées de altura padrédo/Pl foram
plotadas em fungdo das concentragdes de ibuprofeno em plasma (0,025-50 ug de
cada enantidmero/mL de plasma) para o calculo das equagdes de regressao linear e

dos coeficientes de determinacéo.

3.4.4.3 Recuperagao

Para avaliar a eficiéncia do procedimento de extracdo amostras enriquecidas
com solugdes padrao de ibuprofeno (0,06; 20 e 40 ug de cada enantibmero/mL de
plasma) foram submetidas ao procedimento de extracdo descrito no item 3.4.3. As
concentragbes de ibuprofeno e Pl dessas amostras foram calculadas através da
comparagao direta com as alturas dos picos de solugcbes padrdo adicionadas a

extratos de plasma branco.
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3.4.4.4 Limite de quantificagao e linearidade

O limite de quantificacdo foi definido como a menor concentragdo analisada
com coeficiente de variagao inferior a 20% e com porcentagem de inexatidao inferior
a 15%. Assim, foram analisadas replicatas (n=10) de amostras de ibuprofeno em
plasma de rato na concentragédo de 0,025ug de cada enantibmero/mL de plasma.

A linearidade foi avaliada com amostras de plasma branco enriquecidas com
ibuprofeno no intervalo de concentragbes 0,025-50 ug de cada enantibmero/mL de
plasma. O método foi considerado linear até a maior concentracdo plasmatica

analisada que mostrou relagao linear com a resposta do detector.

3.4.4.5 Precisao e exatidao

A repetibilidade e a exatidao dos métodos foram avaliadas através de estudos
intra e inter-ensaios. As solugdes de ibuprofeno foram preparadas nas
concentragbes de 0,06; 20 e 40 pg de cada enantibmero/mL de plasma. Essas
solugcdes foram separadas em aliquotas e armazenadas a -20 °C até a analise.

Para a avaliagdo da precisdo e da exatiddo intra-ensaio foram analisadas 5
aliquotas dessas solugdes em um mesmo dia, ou seja, através de uma unica curva
de calibracgao.

Na avaliacdo da precisdo e da exatiddo inter-ensaios foram analisadas 5
aliquotas das solucdes de ibuprofeno durante 5 diferentes corridas em dias
consecutivos.

A avaliacdo da precisdo intra e inter-ensaios foram realizadas através do
calculo do coeficiente de variacdo dos resultados obtidos. Para que o método possa
ser referido de alta precisdo, o coeficiente de variagdo deve ser igual ou inferior a
15%. O desvio entre a concentragcdo experimental e a concentragao tedrica nao

deve exceder 15% para que o método possa ser considerado de alta exatidao.

3.4.4.6 Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades de ciclos de congelamento e
descongelamento, pds-processamento e estabilidade de curta. Para a avaliacéo da
estabilidade do ibuprofeno foram preparadas amostras enriquecidas com

concentragdes baixa e alta (0,06 e 40 ug de cada enantibmero/mL de plasma).
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Para verificar a estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento,
as amostras enriquecidas foram congeladas a -20°C por pelo menos 24 h, a seguir
foram descongeladas e congeladas novamente por 24 h, repetindo-se esse
processo até o terceiro ciclo de congelamento quando foram extraidas e analisadas.
Para a avaliagao da estabilidade pds-processamento, as amostras extraidas foram
mantidas no auto-injetor a 5°C durante 24 h antes da injecdo no sistema
cromatografico. Para a avaliacdo da estabilidade de curta duracdo as amostras
enriquecidas de plasma foram mantidas na bancada do laboratério em temperatura
ambiente durante 4 h. Para a avaliagcdo da estabilidade de longa duragéo as
amostras de plasma enriquecidas com ibuprofeno foram mantidas em freezer a -
20°C durante 12 meses.

Os resultados das estabilidades foram comparados com aqueles obtidos com

as amostras recém-preparadas e foram expressos em porcentagem de desvio.
3.5 Analise dos enantiomeros da fluoxetina em plasma de ratos

3.5.1 Reagentes e solugdes padrao

Os solventes utilizados grau HPLC foram etanol (Tedia, Way/Fairfield,
Estados Unidos), hexano (Acros Organics, New Jersey, Estados Unidos), alcool
isoamilico (Fisher Scientific) e metanol (Merk, Darmstadt, Alemanha). Foram ainda
utilizados acetato de aménio e hidréxido de sodio (J T Baker, Xalostoc, México).

Toda agua utilizada durante o experimento foi obtida em sistema de
purificagao Milli-Q® (Waters).

A solucdo estoque de fluoxetina racémica (TRC, Toronto, Canada) foi
preparada na concentragcdo de 1 mg de cada enantibmero/ml de metanol e
posteriormente diluida nas seguintes concentragées 4; 8; 40; 80; 200; 400; 800;
2000 e 4000 ng de cada enantibmero/mL de metanol. A solugdo de metoprolol
(tartarato de metoprolol 97%, Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) usado como
padrdo interno foi preparado na concentracdo de 20 pg/mL de metanol e
posteriormente diluida para a concentracéo de 0,4 ug/mL. Todas as solugdes padrao

foram armazenadas a -20°C.
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3.5.2 Equipamentos

O sistema HPLC Shimadzu (Kyoto, Japao) foi constituido por bomba modelo
LC-10AS e detector por espectrometria de massas Quattro Micro (Micromass,
Manchester, Reino Unido) operando com energia capilar de 3 kV, energia do cone
de 30 V, temperatura da fonte de 120° C e temperatura de dessolvatacdo de 200 °C.
O nitrogénio foi empregado como gas nebulizador na vazdo de 350 L.h™'. O argénio
foi usado como gas de colisdo na pressao aproximada de 2,05 x 10~% mbar. Para
registrar e integrar os picos foi empregado o programa MassLynx versdo 3,5
(Micromass, Manchester, Reino Unido).

A separacdo cromatografica foi obtida na coluna Astec Chirobiotic® V, 25 cm x
4,6 mm (Supelco, Torrence, Estados Unidos), com pré-coluna CN Lichospher® 100
(Merck, Darmstadt, Alemanha) 4x4 mm e particulas de 5 um. A coluna foi mantida
em forno Shimadzu (Kyoto, Japdo) modelo CTO-10 AS VP, a temperatura de 23°C.
A fase movel foi constituida por etanol: acetato de aménio 15mM (85:15%v/v) na
vazao de 1 mL/min. Foi empregado o interfaceamento por electrospray. O modo de
ionizacdo das moléculas foi positivo com o equipamento operando em modo de
monitorizagdo seletiva de ions. Desta forma foram analisadas as seguintes
transicbes massal/carga (m/z): 310>44 para a fluoxetina e 268>116 para o

metoprolol.

3.5.3 Extracao liquido-liquido

A extracgao liquido-liquido foi realizada em tubos plasticos utilizando-se 200 uL
de plasma, 25 pL de solugdo de metoprolol (0,4 ug/mL; padrao interno), 200 uL de
NaOH 2 M e 4 mL de hexano: alcool isoamilico (99:1; v/v). Apdés 30 minutos de
agitacédo horizontal (x 250 ciclos/min) e centrifugacdo durante 10 min a 2000g, os
extratos organicos foram transferidos para tubos conicos, concentrados até a secura
em sistema de evaporagdo a vacuo (modelo RVC 2-25 CD plus, Martin Christ,
Germany) e os residuos retomados em 150 uL de etanol: acetato de aménio 15 mM

(85:15 v/v), dos quais 120 pL foram submetidos a analise cromatografica.
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200 pL plasma
25 pL solugao metoprolol (PI)
200 yL NaOH2 M
4 mL hexano:alcool isoamilico 99:1(v/v)

Agitar 30 min
Centrifugar (2000 g, 10 min)

Fase aquosa
(Desprezar) Fase organica

Fase organica (3,5 mL)
Evaporar a secura
Retomar em 150 uL de

etanol:acetato de amoénio
15 mM

Injetar 120 pL

Figura 13. Procedimento de extragao liquido-liquido da fluoxetina em plasma de rato.
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3.5.4 Validacao do método de analise dos enantiomeros da fluoxetina em
plasma de ratos

O método de analise dos enantibmeros da fluoxetina em plasma de ratos foi
validado com base na Resolucdo ANVISA Guia para validagcdo de métodos
analiticos e bioanaliticos, RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (Brasil, 2003). O método
foi validado com base nas concentragdes plasmaticas compativeis com a aplicagcao

em estudos de farmacocinética em ratos.

3.5.4.1 Determinacao do efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado através da comparagao direta das alturas dos
picos da fluoxetina e do metoprolol (PI) injetados diretamente na fase movel, com as
alturas dos picos da fluoxetina e do metoprolol (PI) adicionados a extratos de plasma
branco (processo de extragao descrito no item 3.5.3) oriundos de um pool de plasma

de ratos Wistar.

3.5.4.2 Curvas de calibragao

Amostras de plasma branco (200 uL) fortificadas com 25 uL de cada uma das
solugbes padrao (4; 8; 40; 80; 200; 400; 800; 2000 e 4000 ng de cada
enantibmero/mL de metanol) foram submetidas aos procedimentos de extracdo e
analise cromatografica acima descrita. As razdes de altura padréao/PI foram plotadas
em funcdo das concentragdes para o calculo das equagdes de regresséao linear e
dos coeficientes de determinagao (0,5-500 ng de cada enantidmero da fluoxetina

/mL de plasma).

3.5.4.3 Recuperagao

Para avaliar a eficiéncia do procedimento de extracdo amostras enriquecidas
com solugdes padrédo de fluoxetina (1, 200 e 400 ng de cada enantidmero/mL de
plasma) foram submetidas ao procedimento de extragdo descrito no item 3.5.3. As
concentracdes de fluoxetina e Pl dessas amostras foram calculadas através da
comparagao direta com as alturas dos picos de solugbes padrdao adicionadas a

extratos de plasma branco.
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3.5.4.4 Limite de quantificagao e linearidade

O limite de quantificacdo foi definido como a menor concentragdo analisada
com coeficiente de variagao inferior a 20% e com porcentagem de inexatidao inferior
a 20%. Assim, foram analisadas replicatas (n=10) de amostras de fluoxetina em
plasma de rato na concentragédo de 0,5 ng de cada enantidmero/mL de plasma.

A linearidade foi avaliada com amostras de plasma branco enriquecidas com
fluoxetina no intervalo de concentragées 0,5-500 ng de cada enantibmero/mL de
plasma. O método foi considerado linear até a maior concentracdo plasmatica

analisada que mostrou relacao linear com a resposta do detector.

3.5.4.5 Precisao e exatidao

A repetibilidade e a exatidao dos métodos foram avaliadas através de estudos
intra e inter-ensaios. As solucdes de fluoxetina foram preparadas nas concentracdes
de 1, 200 e 400 ng de cada enantibmero/mL de plasma. Essas solugbes foram
separadas em aliquotas e armazenadas a -20 °C até a analise.

Para a avaliagado da precisdo e da exatiddo intra-ensaio foram analisadas 5
aliquotas dessas solu¢gées em um mesmo dia, ou seja, através de uma unica curva
de calibracgao.

Na avaliacdo da precisdo e da exatidao inter-ensaios foram analisadas 5
aliquotas das solugcbes de fluoxetina durante 5 diferentes corridas em dias
consecutivos.

A avaliagdo da precisdo intra e inter-ensaio foram realizadas através do
calculo do coeficiente de variacdo dos resultados obtidos. Para que o método possa
ser referido de alta precisdo, o coeficiente de variagdo deve ser igual ou inferior a
15%. O desvio entre a concentragcdo experimental e a concentragao tedrica nao

deve exceder 15% para que o método possa ser considerado de alta exatidao.

3.5.4.6 Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades de ciclos de congelamento e
descongelamento, pds-processamento e estabilidade de curta. Para a avaliacéo da
estabilidade da fluoxetina foram preparadas amostras enriquecidas com
concentragdes baixa e alta (1 e 400 ng de cada enantidbmero/mL de plasma).

Para verificar a estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento,

as amostras enriquecidas foram congeladas a -20°C por pelo menos 24 h, a seguir
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foram descongeladas e congeladas novamente por 24 h, repetindo-se esse
processo até o terceiro ciclo de congelamento quando foram extraidas e analisadas.
Para a avaliagdo da estabilidade pos-processamento, as amostras extraidas foram
mantidas no auto-injetor a 5°C durante 24 h antes da injecdo no sistema
cromatografico. Para a avaliagdo da estabilidade de curta duragdo as amostras
enriquecidas de plasma foram mantidas na bancada do laboratério em temperatura
ambiente durante 4 h.

Os resultados das estabilidades foram comparados com aqueles obtidos com

as amostras recém-preparadas e foram expressos em porcentagem de desvio.

3.6 Analise farmacocinética e analise estatistica

As areas sob as curvas de concentragdao plasmatica em fungcdo do tempo
(AUC) foram calculadas diretamente no intervalo de zero a infinito com base na
Quadratura de Gauss-Laguerre, a qual estima diretamente a area evitando a
extrapolagcéo ao infinito e as dificuldades decorrentes da estimagao da constante de
eliminagao. As concentragdes correspondentes aos tempos nao coincidentes com os
nods da quadratura foram estimadas por interpolagao polinomial (AMISAKI, 2001).

O clearance aparente (Cl/f) foi calculado com base na equagao
Cl/f=dose/AUC (RITSCHEL; KEARNS, 1999).

A comparacdo dos valores de AUC e CI/f obtidos para cada farmaco
(verapamil, ibuprofeno e fluoxetina) e para cada Grupo exposto aos combustiveis
automotivos (gasolina e etanol) e seu respectivo Controle, foi realizada através da
construcao de Intervalos de Confianga, ao nivel de 95%, para a diferenca entre os
respectivos valores de AUC e Cl/f. As variancias foram estimadas considerando que
a amostragem é esparsa, isto €, as amostras podem ser colhidas de um mesmo

animal, porém nao em todos os tempos (CAPELA et.al, 2012).



4 RESULTADOS
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4.1 Validagao da camara para etanol

A tabela 1 mostra os resultados individuais obtidos nas amostragens
realizadas, para a concentragdo pretendida de 3768,5 mg/m?3, equivalentes a duas
vezes o Limite de Exposigdo Ocupacional para o etanol. Considerando todas as
amostras, as médias, desvios-padrao e coeficientes de variagao (%) foram 3749,63
+ 85,34 mg/m3, CV=2,28 para as portas do plano inferior e de 3748,83 + 123,34
mg/m?3, CV= 3,29 para as portas do plano superior. As médias e desvios-padrao
geométricos foram 3748,79x/+1,0231 mg/m*® para as portas do plano inferior da
camara e 3752,10x/+1,0342 mg/m? para as portas do plano superior.

A comparacado da média obtida com as amostras coletadas no plano superior
com aquela obtida para o plano inferior resultou t= -0,0973; p=0,9263, indicando que

nao se forma gradiente de concentragéo no plano vertical da camara.

Tabela 1. Resultados da analise das concentragdes de etanol nas portas da camara
de exposicédo (mg/m3).

40 minutos 200 minutos 330 minutos

Plano coleta inferior superior inferior superior inferior superior
Amostra 1 (mg/m?® | 3694,80 3864,60 3623,10 3514,70 3720,00 3792,00
Amostra 2 (mg/m?) 3797,30 3785,30 3809,40 3818,10 3853,00 3748,30

Média (mg/m3) 3785,44 3691,36 3778,33
Desvio-padrao 69,80 148,16 50,17
CV (%) 1,80 4,01 1,32

A comparacdo entre as médias das concentracdes de etanol nas amostras
coletadas aos 40, 200 e 330 minutos resultaram em t= 1,067; p=0,364 para 40 vs
200 minutos, t=0,2464; p=0,8212 para 40 vs 330 minutos e t=1,202; p= 0,3155 para
200 vs 330 minutos, apontando que as diferengcas entre as médias nao sao

significativas.
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4.1.1 Validagao da camara para a gasolina

A tabela 2 mostra os resultados individuais obtidos nas amostragens
realizadas, para a concentragdo pretendida de 1780 mg/m3, equivalentes a duas
vezes o Limite de Exposigdo Ocupacional para a gasolina. Considerando todas as
amostras, as médias, desvios-padrdo e coeficientes de variacao (%) foram 1764,95
+ 164,43 mg/m3, CV=9,32 para as portas do plano inferior e de 1738,24 + 157,60
mg/m?3, CV= 9,07 para as portas do plano superior. As médias e desvios-padrao
geométricos foram 1758,57x/+1,1 mg/m? para as portas do plano inferior da camara
e 1732,4x/+1,09 mg/m? para as portas do plano superior.

A comparacado da média obtida com as amostras coletadas no plano superior
com aquela obtida para o plano inferior resultou t= -0,97; p=0,38, indicando que nao

se forma gradiente de concentragdo no plano vertical da camara.

Tabela 2. Resultados da analise das concentragdes de gasolina nas portas da
camara de exposi¢cao (mg/m?).

40 minutos 200 minutos 330 minutos
Plano coleta inferior superior inferior superior inferior superior
Amostra 1 1948,86 196543 1608,99 1691,66 1756,86 1697,80
Amostra 2 1575,27 1889,55 1878.05 1913,94 1659,44  1889,55
Média (mg/m?) 1844,78 1733,16 1750,91
Desvio-padrao 182,6 146,53 100,74
CV (%) 9,9 8,26 5,75

A comparagédo entre as meédias das concentragdes de gasolina nas amostras
coletadas aos 40, 200 e 330 minutos resultaram em t= 0,46; p=0,68 para 40 vs 200
minutos, t=0,69; p=0,54 para 40 vs 330 minutos e t=0,29; p= 0,38 para 200 vs 330

minutos, apontando que as diferengas entre médias ndo sao significativas.
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4.2 Analise dos enantiomeros do verapamil e norverapamil em plasma de rato
As Figuras 14 e 15 mostram respectivamente as curvas de calibragao para os

enantidmeros (-)-(S)-verapamil e (+)-(R)-verapamil em plasma de ratos.
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Figura 14. Curva de calibragdo para o enantiémero (-)-(S)-verapamil no intervalo de concentragdes
plasmaticas de 1- 200 ng/mL.
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Figura 15. Curva de calibragédo para o enantidmero (+)-(R)-verapamil no intervalo de concentragdes
plasmaticas de 1- 200 ng/mL.
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As Figuras 16 e 17 mostram respectivamente as curvas de calibragao para os

enantidbmeros do norverapamil (-)-(S)-norverapamil e (+)-(R)-norverapamil em
plasma de ratos.
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Figura 16. Curva de calibragdo para o enantibmero (-)-(S)-norverapamil no intervalo de
concentragdes plasmaticas de 1- 200 ng/mL.
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Figura 17. Curva de calibragcdo para o enantibmero (+)-(R)-norverapamil no intervalo de
concentragbes plasmaticas de 1- 200 ng/mL.
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A Figura 18 apresenta os cromatogramas que mostram a separagcdo dos

enantidmeros do verapamil e norverapamil em plasma de ratos.
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Figura 18. Analise dos enantibmeros do verapamil e norverapamil em plasma de ratos.
Cromatogramas referentes a (A) amostra de plasma de animal tratado com verapamil racémico (B)
amostra de plasma fortificada com verapamil e (C) amostra de plasma branco. Pico (1) (-)-(S)-
verapamil, (2) (+)-(R)-verapamil, (3) paroxetina (P1), (4) (-)-(S)-norverapamil, (5) (+)-(R)-norverapamil.
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A disposigao cinética dos enantibmeros (-)-(S)-verapamil e (+)-(R)-verapamil
nos grupos controle, etanol e gasolina tratados com verapamil racémico esta

apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Disposicao cinética dos enantidbmeros (-)-(S)-verapamil e (+)-(R)-verapamil
nos grupos controle, gasolina e etanol (n=8 para cada tempo de coleta). Dados
apresentados como média * desvio padrao.

AUC*(ng.h.mL™") ClIf(L.n"" .Kg™) AUC,/AUC,
Grupo controle
(-)-(S)-verapamil 333,95 54,39 14,97 + 2,44 3,64
(+)-(R)-verapamil 91,84 + 23,86 54,44 + 14,14
Grupo gasolina
(-)-(S)-verapamil 331,05 + 39,56 15,10 £ 1,80 4,10
(+)-(R)-verapamil 80,66 + 10,62 61,99 + 8,16
Grupo etanol
(-)-(S)-verapamil 122,81 + 24,54 40,71 + 8,14’ 3,64
(+)-(R)-verapamil 33,77 + 8,04’ 148,05 + 35,27

* p<0,05 (controle vs gasolina e controle vs etanol)
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A disposicao cinética dos enantibmeros (-)-(S)-norverapamil e (+)-(R)-
norverapamil nos grupos controle, etanol e gasolina tratados com verapamil

racémico esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Disposicao cinética dos enantidbmeros (-)-(S)-norverapamil e (+)-(R)-
norverapamil nos grupos controle, gasolina e etanol (n=8 para cada tempo de
coleta). Dados apresentados como média + desvio padrao.

AUC’"(ng.h.mL™) AUC/AUC,
Grupo controle
(-)-(S)-norverapamil 246,00 + 42,64 2,30
(+)-(R)-norverapamil 106,97 £ 21,78
Grupo gasolina
(-)-(S)-norverapamil 197,01 + 23,32 2,36
(+)-(R)-norverapamil 83,54 + 10,52°
Grupo etanol
(-)-(S)-norverapamil 80,20+ 16,24 1,85
(+)-(R)-norverapamil 43,39+ 7,99

* p<0,05 (controle vs gasolina e controle vs etanol)
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4.3 Analise dos enantidmeros do ibuprofeno em plasma de ratos
A Figura

enantidmeros do ibuprofeno em plasma de ratos.

19 apresenta o0s cromatogramas obtidos na analise

dos
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Figura 19. Analise dos enantidbmeros do ibuprofeno em plasma de ratos. Cromatogramas referentes a
(A) amostra de plasma branco, (B) amostra de plasma fortificada com ibuprofeno e (C) amostra de
plasma de animal tratado com ibuprofeno racémico. Pico (1) (-)-(R)-ibuprofeno, (2) (+)-(S)-ibuprofeno,

(3) (-)-(R)-fenoprofeno (PI), (4) (+)-(S)-fenoprofeno.
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As Figuras 20 e 21 mostram, respectivamente, as curvas de calibragao para

os enantibmeros (-)-(R)-ibuprofeno e (+)-(S)-ibuprofeno.

y=0,109126X+0,00104824
R? =0,997

Ruspones

ansamananssall L)
450 0

00 50 100 150 200 | | | |

250 30 3O 400

Figura 20. Curva de calibragdo para o enantidbmero (-)-(R)-ibuprofeno no intervalo de concentragbes
plasmaticas de 0,025-50 pyg/mL.
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Figura 21. Curva de calibragdo para o enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno no intervalo de concentragdes
plasmaticas de 0,025-50 pg/mL.
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O Efeito matriz para o ibuprofeno esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Efeito matriz para o ibuprofeno e padrdo interno (PI) em um pool de
plasma de ratos.

Concentragéo (ug/mL) Efeito Matriz (%)
(-)-(R) ibuprofeno (+)-(S) ibuprofeno PI
0,06 88,95 92,83 96,37
20 100,87 101,03

40 105,00 105,12
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A tabela 6 mostra os resultados obtidos nos testes de avaliagdo da
recuperacao absoluta, limite de quantificacao, linearidade, precisao e exatidao intra

e inter-ensaios dos enantidmeros do ibuprofeno em plasma de ratos.

Tabela 6. Limites de confianga do método de analise dos enantibmeros do
ibuprofeno em plasma de ratos.

(-)-(R)-ibuprofeno (+)-(S)-ibuprofeno
Recuperacio absoluta (%)
0,06 pg/mL 103 101
20 pg/mL 80 80
40 ug/mL 94 93
Linearidade (pg/mL) 0,025-50 0,025-50
Equacéo da reta 0,109126x+0,00104824 0,111279x+0,00216682
R? 0,997 0,998
Limite de Quantificagcado (ug/mL) 0,025 0,025
Precisao (CV %, n = 10) 7,32 11,15
Exatidao (Inexatiddo %) 10 0,10
Precisao interensaios (CV %)
0,06pg/mL (n = 5) 5,13 6,19
20 pg/mL (n = 5) 9,01 10,72
40 pg/mL (n = 5) 4,93 4,45
Preciséo intra-ensaio (CV %)
0,06 pg/mL (n =5) 10,36 6,61
20 pg/mL (n = 5) 5,50 4,48
40 yg/mL (n =5) 7,26 8,09
Exatidao interensaios
(Inexatidao %)
0,06 pg/mL (n = 5) 1,93 4,00
20 yg/mL (n =5) 1,67 -1,87
40ug/mL (n =5) -2,71 -2,68
Exatidao intra-ensaio
(Inexatidao %)
0,06 pg/mL (n =5) 4,00 1,00
20 pyg/mL (n =5) -11,36 -10,61
40pg/mL (n = 5) -7,25 -7,24

CV = coeficiente de variacdo [(desvio padrdo/ média) x 100]; R*=coeficiente de correlagao linear.
% Inexatidéo= [(Cops-Cadicionada)/CadicionadalX 100.
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Os dados obtidos no estudo da estabilidade dos enantidmeros do Ibuprofeno

em plasma de ratos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Estudo da estabilidade de curta duracao, ciclo
congelamento/descongelamento, pds processamento e longa duragao do método de
analise dos enantidmeros do ibuprofeno em plasma de ratos.

Curta Congelamento Pés Longa
Concentragao Duragao Descongelamento processamento duragao
(4h) (3 ciclos) (24h) (12 meses)
Desvio (%)
(0,06 pug/mL)
(-)-(R)-ibuprofeno 0,69 2,96 4,16 6,41
(+)-(S)-ibuprofeno 8,00 2,38 7,73 2,96
(40 pg/mL)
(-)-(R)-ibuprofeno 0,62 14,02 11,26 12,37

(+)-(S)-ibuprofeno 1,92 11,40 11,14 6,87
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A disposicao cinética dos enantidmeros (+)-(S)-ibuprofeno e (-)-(R)-ibuprofeno
nos grupos controle, etanol e gasolina tratados com ibuprofeno racémico esta

apresentada na Tabela 8.

Tabela 8. Disposicao cinética dos enantibmeros (+)-(S)-ibuprofeno e (-)-(R)-
ibuprofeno nos grupos controle, gasolina e etanol (n=8 para cada tempo de
coleta). Dados apresentados como média * desvio padrao.

AUC(ug.h.mL™)  clf (L.h".Kg™) AUCy/AUC,
Grupo controle
(+)-(S)-ibuprofeno 140,98 + 13,21 88,67 + 3,32 6,00
(-)-(R)-ibuprofeno 23,48 + 4,43 532,31 + 40,16
Grupo gasolina
(+)-(S)-ibuprofeno 46,74 + 4,70 267,43+ 10,76
(-)-(R)-ibuprofeno 15,98 + 2,98 782,38 + 58,39 2,92
Grupo etanol
(+)-(S)-ibuprofeno 72,45+ 10,09 172,54 + 9,62* 2,92
(-)-(R)-ibuprofeno 24,81+ 3,71 503,76 + 30,13

* p<0,05 (controle vs gasolina e controle vs etanol)
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4.4 Analise dos enantibmeros da fluoxetina em plasma de ratos

As Figuras 22, 23 e 24 apresentam os cromatogramas que mostram a

separacgao dos enantidmeros da fluoxetina em plasma de ratos.
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Figura 22. Cromatogramas referentes a (A) amostra de plasma branco.
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Figura 23. Analise dos enantibmeros da fluoxetina em plasma. Cromatogramas referentes a (B)
amostra de plasma fortificada com fluoxetina 50 ng/ml, pico 1 (+)-(S)-fluoxetina e 2 (-)-(R)-fluoxetina e
metoprolol (PI).
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Figura 24. Analise dos enantidmeros da fluoxetina em plasma. Cromatogramas referentes a (C)
amostra de plasma de rato tratado com fluoxetina racémica. Pico 1 (+)-(S)-fluoxetina e 2 (-)-(R)-

fluoxetina, 3 e 4 metoprolol (PI).
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A Figura 25 demonstra a analise do espectro de massas do ion produto (A) e
do ion molecular protonado (B) da fluoxetina.
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Figura 25. Espectro de massas do ion produto (A) e do ion molecular protonado (B) da fluoxetina.
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As Figuras 26 e 27 mostram respectivamente as curvas de calibragao para os

enantidmeros da fluoxetina em plasma de ratos.
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Figura 26. Curva de calibragédo para o enantidbmero (+)-(S)-fluoxetina no intervalo de concentracdes
plasmaticas de 0,5- 500 ng/mL.
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Figura 27. Curva de calibragédo para o enantidbmero (-)-(R)-fluoxetina no intervalo de concentracées
plasmaticas de 0,5- 500 ng/mL.
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O Efeito matriz para a fluoxetina esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9. Efeito matriz para a fluoxetina e padrao interno (PI) em um pool de plasma
de ratos.

Concentragao (ng/mL) Efeito Matriz (%)
(+)-(S) fluoxetina (-)-(R) fluoxetina PI
1 81,20 80,78 94,71
200 86,39 90,33

400 81,89 89,05
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A Tabela 10 mostra os resultados referentes aos estudos de recuperacéo,
limite de quantificacado, linearidade, precisdo e exatidao intra e inter-ensaios do

meétodo de analise dos enantidbmeros da fluoxetina em plasma de ratos.

Tabela 10. Limites de confianga do método de analise dos enantibmeros da
fluoxetina em plasma de ratos.

(+)-(S)-fluoxetina (-)-(R)-fluoxetina
Recuperacio absoluta (%)
1 ng/mL 87,60 96,27
200 ng/mL 84,33 79,67
400 ng/mL 81,40 70,79
Linearidade (ng/mL) 0,5-500 0,5-500
Equacéo da reta 0,0771619X+0,020 0,0782715X+0,02
8118 76739
R? 0,997 0,997
Limite de Quantificagdo (ng/mL) 0,50 0,50
Preciséo (CV %, n = 10) 9,21 9,73
Exatidao (Inexatidao %) -7,62 -5,35
Precisao interensaios (CV %)
1 ng/mL (n =5) 598 5.83
200 ng/mL (n = 5) 5,66 6,78
400 ng/mL (n = 5) 6,28 7,43
Precisao intra-ensaio (CV %)
1 ng/mL (n =5) 5,51 5,00
200 ng/mL (n = 5) 7,57 7,18
400 ng/mL (n =5) 3,18 3,19
Exatidao interensaios
(Inexatidao %)
1 ng/mL (n =5) -0,99 2,87
200 ng/mL (n = 5) 6,28 5,94
400 ng/mL (n =5) -1,70 -0,98
Exatidao intra-ensaio
(Inexatidao %)
1 ng/mL (n =5) 7,58 -8,74
200 ng/mL (n = 5) -11,71 -12,78
400 ng/mL (n = 5) -9,53 -10,74

CV = coeficiente de variagao [(desvio padrao/ média) x 100]; r=coeficiente de correlacao linear.
% Inexatidéo= [(Cobs'Cadicionada)/ Cadicionada]X 100.
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Os dados obtidos no estudo de estabilidade dos enantiomeros da fluoxetina

em plasma de ratos estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Estudo de estabiidade de curta duracdo e ciclos
congelamento/descongelamento e pds processamento para o método de analise dos
enantidmeros da fluoxetina em plasma de ratos.

Curta Congelamento Pés
Concentragao Duragao Descongelamento processamento
(4h) (3 ciclos) (24h)
Desvio (%)
(1 ng/mL)
(+)-(S)-fluoxetina 0,69 2,96 4,16
(-)-(R)-fluoxetina 8,00 2,38 7,73
(400 ng/mL)
(+)-(S)-fluoxetina 0,62 14,02 11,26

(-)-(R)-fluoxetina 1,92 11,40 11,14
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A disposigcao cinética dos enantiomeros (+)-(S)-fluoxetina e (-)-(R)-fluoxetina

nos grupos controle, etanol e gasolina tratados com fluoxetina racémica esta

apresentada na Tabela 12.

Tabela 12. Disposi¢cao cinética dos enantibmeros (+)-(S)-fluoxetina e (-)-(R)-
fluoxetina nos grupos controle, gasolina e etanol (n=8 para cada tempo de coleta).
Dados apresentados como média + desvio padrao.

AUC(ng.h.mL™)

Grupo controle
(+)-(S)-fluoxetina
(-)-(R)-fluoxetina
Grupo gasolina
(+)-(S)- fluoxetina
(-)-(R)- fluoxetina
Grupo etanol
(+)-(S)- fluoxetina
(-)-(R)- fluoxetina

650,91 + 182,54
386,48 + 130,90

923,33 + 201,70
857,71 + 196,96

766,05+ 103,38
555,09 + 86,22

Clif (L.h".Kg™) AUC,/AUC,
7,68 + 4,64
12,94 + 4,38 1,68
542 + 1,40
583+1,34 1,08
6,52+ 0,78 1,38
9,01+1,40

* p<0,05 (controle vs gasolina e controle vs etanol



5 DISCUSSAO
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O estudo reporta a influéncia da exposicado inalatéria de ratos ao etanol
combustivel e a gasolina (6 horas/dia, cinco dias por semana, durante 6 semanas)
na farmacocinética dos enantidmeros do verapamil, ibuprofeno e fluoxetina. A
execugao dos protocolos experimentais exigiu o desenvolvimento e a validagado dos
métodos de analise dos enantidbmeros do ibuprofeno e da fluoxetina em plasma de
ratos empregando LC-MS/MS, em funcao das exigéncias do emprego de baixos
volumes de plasma e da obtencdo de alta sensibilidade devido a administracdo de
doses unicas dos farmacos marcadores dos CYPs. Ressalta-se que o método de
analise do verapamil e seu metabdlito norverapamil foi desenvolvido e validado em
estudo anterior do grupo (MATEUS et al., 2007).

O estudo exigiu ainda a construgdo e a validagdo de uma camara de
exposicao com capacidade suficiente para a realizagdo dos experimentos de
exposicdo aos combustiveis em periodo razoavel de tempo. Nos ensaios de
validacdo da camara para exposi¢ao apenas pelo nariz, os coeficientes de variagao
apurados indicam que a variabilidade das concentracdes entre os planos da camara
(portas da camada superior e inferior) e entre as portas de exposicdo no mesmo
plano nao diferem expressivamente entre si. Também, ndo diferem entre si as
concentragcbes médias apuradas para cada tempo durante o ensaio de 6 horas
(Tabelas 1 e 2). Pode-se considerar, portanto, que o equipamento mostrou-se
adequado para manter a homogeneidade e a estabilidade das concentragbes de
ambos os combustiveis etanol e gasolina durante o tempo de experimentagao.

As vantagens dessa forma de exposicdo sao a utilizagdo de menor
quantidade de solvente e maior controle sobre a exposi¢ao, resultando maior
uniformidade, além de evitar a absor¢cao dos combustiveis automotivos por outras
vias (HOLANDER, 1988; KENNEDY; VALENTINE, 1994).

A analise dos enantibmeros do verapamil e do metabdlito norverapamil foi
conduzida com apenas 100 pyL de plasma, empregando LC-MS/MS e separagdo em
coluna de fase estacionaria quiral Chiralpak AD. O método desenvolvido e validado
por Mateus et al. (2007) mostrou-se rapido com tempos de retengdo de 12 minutos
para a eluicdo dos enantidmeros do verapamil e do norverapamil, com fase movel
constituida por hexano:etanol:isopropanol (88:6:6,v/v) e 0,1% de dietilamina. O
método mostrou linearidade de 1-250 ng de cada enantibmero do verapamil ou

norverapamil/mL de plasma de rato.
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Os resultados mostram que a disposicdo cinética do verapamil é
enantiosseletiva em ratos Wistar do grupo controle (Tabela 3) com acumulo
plasmatico do eutdmero (-)-(S)-verapamil e com razdo de AUC™™ de 3,64 (AUC™™
333,95 vs 91,84 ng.h.mL’). Tal acimulo plasmatico é conseqiiente do menor
clearance aparente do (-)-(S)-verapamil (14,97 vs 54,44 L.h" Kg'). Também se
observa enantiosseletividade na disposicao cinética do metabdlito norverapamil nos
animais do grupo controle (Tabela 4), com acumulo plasmatico do (-)-(S)-
norverapamil (AUC®™ 246,00 vs 106,97 ng.h.mL"), com razdo enantiomérica de
AUCgrde 2,30.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o estudo de Mateus et al. (2007),
0s quais reportam que na administracdo oral de verapamil racémico a ratos machos
Wistar (10 mg/kg) igualmente contidos em camara de exposigéo durante 6h/dia, por
5 dias consecutivos, ocorre acumulo plasmatico do eutdmero (-)-(S)-verapamil
(411,18 vs 173,81 ng.h.mL™") e do seu metabdlito (-)-(S)-norverapamil (180,04 vs
71,58 ng.h.mL™"). Hanada et al. (1998) relatam que as concentracdes de (-)-(S)-
verapamil em plasma de ratos sao aproximadamente o dobro daquelas observadas
para o enantibmero (+)-(R)-verapamil. Bhatti; Foster (1997) relatam que na
administracao oral de verapamil racémico a ratos Sprague-Dawley ocorre acumulo
plasmatico do eutébmero (-)-(S)-verapamil, sendo que o clearance do (+)-(R)
verapamil mostrou-se duas vezes maior do que o do seu antipoda. No presente
estudo observou se que o valor do clearance do (+)-(R)- verapamil é trés vezes
maior do que o do seu antipoda, devendo-se ressaltar, no entanto, que os animais
do presente estudo foram submetidos a uma condicido de estresse por seis semanas
na camara de exposicao.

As razbes enantioméricas de concentracbes plasmaticas encontradas no
presente estudo, com acumulo plasmatico do (-)-(S)-verapamil e do (-)-(S)-
norverapamil, sdo opostas aquelas observadas em estudos em humanos descritos
na literatura. Robinson; Mehvar (1996) observam que a diferengca das razdes
enantioméricas pode ser explicada pela ligagcdo do farmaco as proteinas
plasmaticas. As fragdes livres do (+)-(R)-verapamil e (+)-(R)-norverapamil sao
maiores em ratos do que aquelas observadas em estudos clinicos com humanos
(BHATTI; FOSTER, 1997).

A disposigao cinética do verapamil para os animais do grupo exposto ao

etanol combustivel, a semelhanga do observado para o grupo controle, é
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enantiosseletiva com acumulo plasmatico do eutémero (-)-(S)-verapamil, razéo
enantiomérica de AUCgr de 3,64 (AUC®” 122,81 vs 33,77 ng.h.mL") e maiores
valores de clearance em relagdo ao grupo controle para ambos os enantibmeros
(Tabela 3). Os dados apresentados mostram que a exposig¢ao inalatéria ao etanol
combustivel reduz a AUC®” e aumenta o clearance de ambos os enantiémeros do
verapamil em aproximadamente 2,7 vezes em relagdo ao grupo controle. Os dados
obtidos sugerem indugdo do CYP3A considerando que o CYP3A4 é€ o principal
responsavel pela N-desalquilagdo com formacgéo dos enantibmeros (+)-(R) e (-)-(S)-
norverapamil, embora o CYP1A2 e o CYP3A5 também contribuam, em menor
proporcgao, para a formagao desses metabdlitos (TRACY et al, 1999). Por outro lado,
os valores de AUC®” obtidos para ambos os enantidmeros do metabdlito
norverapamil mostraram-se menores no grupo exposto ao etanol quando
comparados ao grupo controle (Tabela 4). Ressalta-se que o norverapamil € um
metabdlito intermediario, cujo valor de AUC reflete ndo somente a sua formagao
dependente do CYP3A como também o metabolismo consecutivo para o metabdlito
D620, dependente do CYP3A4, CYP3A5 e CYP2CS8, ou para o metabdlito PR-22,
dependente do CYP2C8 (TRACY et al, 1999).

A disposicao cinética do verapamil para os animais do grupo exposto a
gasolina, a semelhanga do grupo controle, também apresenta enantiosseletivade
com acumulo plasmatico do eutdmero (-)-(S)-verapamil (razdo enantiomérica de
AUCgr de 4,10) e maiores valores de clearance aparente para o enantidbmero (+)-
(R)-verapamil (61,99 vs 15,10 L.h"".Kg') (Tabela 3). A exposicdo a gasolina néo
resultou em alteragdes significativas nos valores de AUC®” e clearance aparente de
ambos os enantidmeros do verapamil (Tabela 3), sugerindo que a exposigéao
inalatéria a gasolina durante 6 semanas nao altera a atividade do CYP3A. No
entanto, os dados mostram reducdo nos valores de AUC®” de ambos os
enantidbmeros do norverapamil (Tabela 4), provavelmente em fungéo da participagéo
do CYP2C8 no seu metabolismo ulterior (TRACY et al, 1999). A indugédo do CYP2C8
pela exposicado inalatéria a gasolina sera inferida no presente trabalho durante a
discussao dos resultados da farmacocinética do ibuprofeno.

A analise dos enantidmeros do ibuprofeno em plasma tem sido descrita por
HPLC com deteccédo por ultravioleta ou por espectrometria de massas (MS/MS),
empregando procedimentos de derivatizagdo com reagentes enantiomericamente
puros (WRIGHT et al.; 1992; KONDO et al.; 1994; TAN et al., 1997), adicdo de
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seletores quirais como B-ciclodextrinas na fase mével (HASSSAN et al.; 2008) ou
colunas com fases estacionarias quirais (AHN et al.; 1994; BONATO et al., 2003;
TENG et al.; 2003). Outros métodos empregando eletroforese capilar também séao
descritos (JABOR et al.; 2002; GLOWKA; KARAZNIEWICZ; 2007).

O método desenvolvido e validado no presente estudo empregando LC-
MS/MS acoplado a coluna de fase quiral mostrou-se sensivel para quantificar os
enantidmeros do ibuprofeno em apenas 200 uL de plasma, em concentragdes tao
baixas quanto 25 ng de cada enantibmero/mL. Os enantidbmeros do ibuprofeno foram
separados na coluna de fase quiral Chirex em 15 min, representando uma redugao
de cerca de 50% do tempo de corrida cromatografica relatado por Teng et al. (2003),
empregando a coluna Chiralpak AD-RH com fase mével constituida por mistura de
acetonitrila-agua-acido fosforico-trietilamina. A ordem de eluicdo dos enantibmeros,
na sequéncia (-)-(R)-ibuprofeno e (+)-(S)-ibuprofeno foi estabelecida com base no
estudo de Teng et al. (2003).

Os dados apresentados na Tabela 5 indicam que o efeito matriz é
praticamente ausente na analise dos enantibmeros do ibuprofeno e do padrao
interno (fenoprofeno). Os valores se mantiveram préximos a 100% quando foram
comparadas as alturas dos picos resultantes da injegao de solugdes padrao em fase
movel e de solugdes padrao adicionadas a extratos de pool de plasma branco de
ratos.

Os enantibmeros do ibuprofeno foram extraidos de aliquotas de 200 pL de
plasma, em pH acido, usando como solvente extrator a mistura hexano:éter di-
isopropilico (50:50,v/v). As recuperagdes obtidas para ambos os enantibmeros sao
maiores que 80% e independem da concentragdo no intervalo de 0,025-50ug de
cada enantibmero/mL de plasma (Tabela 6). Bonato et al. (2003) relatam
recuperacao entre 69% a 84% quando amostras de plasma humano sao extraidas
com hexano e acetato de etila (80:20, v/v). Teng et al. (2003) obtiveram recuperagéao
de 85% a 95% na anadlise dos enantibmeros do ibuprofeno em plasma de rato
usando como solvente extrator a mistura de 2,2,4-trimetilpentano e isopropanol
(95:5,v/v).

O limite de quantificagao de 25 ng de cada enantibmero do ibuprofeno/mL de
plasma (Tabela 6) permite situar o método desenvolvido como mais sensivel que o
método de Bonato et al. (2003) que também emprega coluna de fase quiral com

deteccdo por LC-MS/MS e infere limite de quantificagdo de 120 ng de cada
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enantidmero/mL de plasma a partir de extragdes de aliquotas de 500 uL de plasma
humano.

Os limites de quantificagdo obtidos no presente trabalho permitem a analise
de amostras de plasma de ratos coletadas até 8 horas apds a administracdo de dose
unica oral de 25 mg/kg de ibuprofeno racémico. O método mostrou linearidade no
intervalo de 0,025-50 pg de cada enantidbmero/mL de plasma de rato, com
coeficientes de correlagéo superiores a 0,99 (Figuras 20 e 21).

Nos estudos de precisdo intra e inter-ensaios, os coeficientes de variacio
obtidos s&o iguais ou inferiores a 15% (Tabela 6) o que indica a alta precisdo do
método analitico. Os resultados obtidos nos testes de exatiddao apresentados na
Tabela 6 estdo dentro do erro de 15%, demonstrando que o método além de preciso
é exato.

O ibuprofeno demonstrou estabilidade em plasma de ratos durante trés ciclos
de congelamento e descongelamento, durante 4h em temperatura ambiente, durante
24h no auto-injetor a 5° C e durante 6 meses em freezer a -20°C, tendo sido
revelados desvios inferiores a 15% na comparacdo com amostras recém preparadas
(Tabela 7).

Os animais do grupo controle tratados com dose unica oral de 25 mg/kg de
ibuprofeno racémico mostram valores de AUC®” maiores para o enantiémero (+)-(S)-
ibuprofeno em fungao da inversdo quiral unidirecional (23,48 vs 140,98 pg.h.mL™) e
valores de clearance aparente maiores para o (-)-(R)-ibuprofeno (532,31 vs 88,67
L.h".Kg™") (Tabela 8). Os dados obtidos estdo de acordo com os valores descritos
por Teng et al. (2003) (97,9 vs 29,9 pg.h.mL™) e Sattari; Jamali (1994) (85,3 vs 24,6
ug.h.mL™"), os quais também relatam valores de AUC®” maiores para o enantiémero
(+)-(S)-ibuprofeno.

Os resultados obtidos mostram razao enantiomérica (+)-(S)/(-)-(R)-ibuprofeno
de AUC de 6 para os animais do grupo controle (Tabela 8), enquanto Teng et al.
(2003) e Sattari; Jamali (1994) relatam razdes enantioméricas de 3,27 e 3,62,
respectivamente, em animais ndo submetidos a condi¢cao de estresse do presente
estudo.

Os valores de AUC®"(24,81 vs 72,45 pg.h.mL™) e os valores de clearance
aparente (503,76 vs 172,54 L.h™" . Kg™) observados no grupo de animais expostos ao
etanol combustivel, como também os valores de AUC® (15,98 vs 46,74 ug.h.mL") e

os valores de clearance aparente (782.38 vs 267.43 L.h"".Kg™') observados no grupo
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de animais expostos a gasolina, denunciam a observagao da inversao quiral
unidirecional do (-)-(R)-ibuprofeno para o (+)-(S)-ibuprofeno (Tabela 8).

A exposicdo inalatoria ao etanol combustivel reduziu significativamente os
valores de AUC®” do enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno e aumentou em duas vezes o
seu clearance aparente em relacdo ao controle. Considerando que o CYP2C9 é
responsavel pela oxidagao do enantidmero (+)-(S)-ibuprofeno, enquanto o CYP2C8
esta envolvido principalmente no metabolismo do (-)-(R)-ibuprofeno (GLOWKA,;
KARAZNIEWICZ, 2007), os dados do presente estudo permitem inferir que a
exposicao inalatodria ao etanol combustivel induz o CYPCO9.

De outro lado, os animais do grupo exposto a gasolina mostram redugao dos
valores de AUC®” e aumento do clearance aparente de ambos os enantidmeros do
ibuprofeno em relagédo ao controle (Tabela 8), sugerindo indugcédo do CYP2C8 e do
CYP2C9 envolvidos no metabolismo do ibuprofeno (GLOWKA; KARAZNIEWICZ,
2007).

A analise dos enantibmeros da fluoxetina em plasma tem sido descrita por
HPLC com deteccgao por ultravioleta, florescéncia ou por espectrometria de massas
(MS/MS) empregando procedimentos de derivatizagdo (GUO et al., 2003; YU et al,
2006) ou colunas com fases estacionarias quirais (OLSEN et al., 1998; BAKHTIAR;
TSE, 2000; GATTI et al, 2003; JIE et al., 2007; CHOW et al., 2011).

O presente estudo relata o desenvolvimento e a validagdo de um método de
analise dos enantidmeros da fluoxetina em plasma de ratos empregando LC-MS/MS
e com limite de quantificacdo de 0,5 ng de cada enantibmero/mL de plasma. O
método utiliza apenas 200 pyL de plasma e foi aplicado no estudo da influéncia da
exposicao inalatéria ao etanol combustivel e a gasolina na farmacocinética dos
enantidbmeros da fluoxetina.

Os enantibmeros da fluoxetina foram separados na coluna de fase quiral
Chirobiotic V, como anteriormente descrito por Bakhtiar; Tse (2000) e Borges et al.
(2009). Outras opgdes para a resolugdo dos enantidbmeros da fluoxetina observadas
na literatura sao as colunas de fases quirais OD-H (OLSEN et al.; 1998; ZHOU et al;
2005), OD-R (ZUCCARO et al.; 1998) e AGP (CHOW et al.; 2011). A ordem de
eluicdo dos enantidmeros da fluoxetina foi estabelecida com base no estudo de Guo
et al. (2002), os quais reportam maiores concentragdes plasmaticas do enantidmero

(+)-(S)-fluoxetina.
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A avaliagdo do efeito matriz (Tabela 9) na analise dos enantidbmeros da
fluoxetina e do padrao interno metoprolol em plasma de ratos mostra valores de
aproximadamente 85% quando foram comparadas as alturas dos picos resultantes
da inje¢ao de solugdes padrao em fase movel e de solugdes padrao adicionadas a
extratos de pool de plasma branco de ratos. No entanto, ressalta-se que a analise de
amostras de plasma com hemodlise deve ser evitada em funcdo de resultar em
significativo efeito matriz.

Os enantidmeros da fluoxetina foram extraidos de aliquotas de 200 uL de
plasma, em pH alcalino, usando como solvente extrator a mistura hexano: alcool
isoamilico (99:1,v/v). As recuperagdes obtidas para ambos os enantibmeros sao
maiores que 70% e independem da concentragdo no intervalo de 0,5-500 ng de
cada enantidmero/mL de plasma (Tabela 10).

Gatti et al. (2003) relatam recuperagcao entre 72-77% quando amostras de
plasma humano foram precipitadas com acetonitrila, extraidas com
hexano:isopropanol (97:3, v/v) e submetidas a um procedimento de clean up com
acido fosférico 20 mM. Unceta et al. (2007) mostram recuperagdo de 92-95% na
analise dos enantidmeros da fluoxetina em plasma de rato usando extracido em fase
sélida em colunas CN. Chow et al.(2011) mostram recuperag¢des de 107-122% na
extracdo de plasma de ovinos em meio basico com éter metil tert-butilico.

O volume de amostra de 200 pL de plasma e o limite de quantificacdo de 0,5
ng de cada enantidmero da fluoxetina/mL de plasma (Tabela 10), permitem situar o
método desenvolvido no presente estudo como mais sensivel que o método de
Chow et al. (2011) que também emprega coluna de fase quiral com detecgéo por
LC-MS/MS e infere limite de quantificagdo de 1 ng de cada enantibmero/mL de
plasma a partir de extracdes de aliquotas de 300 pL de plasma de ovino. O estudo
de Shen et al. (2002), empregando LC-MS/MS e aliquotas de 200 uL de plasma,
mostra limite de quantificagdo de 2 ng de cada enantidbmero/mL de plasma. O limite
de quantificagdo de 0,5 ng de cada enantidbmero da fluoxetina/mL de plasma permitiu
a analise de amostras de plasma de ratos coletadas até 12 horas apds a
administracao de dose unica oral de 10 mg/kg de fluoxetina racémica.

As curvas de calibragdo foram construidas empregando as razdes de alturas
padrao/padrdo interno versus as concentragcdes plasmaticas dos enantibmeros da
fluoxetina no intervalo de 0,5-500 ng de cada enantidmero/mL de plasma de rato,

com coeficientes de correlagao superiores a 0,99 (Figuras 26 e 27).
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Nos estudos de precisdo intra e inter-ensaios, os coeficientes de variagao
obtidos sdo iguais ou inferiores a 15% o que indica a alta precisdo do método
analitico. Os resultados obtidos nos testes de exatidao estdo dentro do erro aceitavel
de 15%, demonstrando que o método além de preciso é exato (Tabela 10).

A fluoxetina demonstrou estabilidade em plasma de rato durante trés ciclos de
congelamento e descongelamento, durante 4h em temperatura ambiente, apos o
processamento e durante 24h no auto-injetor a 5°C, ja que foram observados
desvios inferiores a 15% na comparacdo com as amostras recém-preparadas
(Tabela 11).

O método desenvolvido e validado no presente estudo permite a resolugao
direta dos enantidmeros da fluoxetina em coluna de fase quiral, emprega apenas
200 L de plasma e apresenta alta sensibilidade traduzida por limite de quantificagéo
de 0,5 ng de cada enantidmero/mL de plasma podendo ser aplicado no estudo de
disposicdo cinética dos enantibmeros da fluoxetina administrada como mistura
racémica em regime de dose unica oral a ratos.

Os animais do grupo controle mostram acumulo plasmatico (AUCO'°° 650,91 vs
386,48 ng.h.mL™" ) com menor valor de clearance aparente (7,68 vs 12,93 L.h™".Kg™")
para o enantibmero (+)-(S)-fluoxetina (Tabela 12). O acumulo plasmatico do
enantidmero (+)-(S)-fluoxetina esta de acordo com o estudo reportado por Guo et al.
(2002), embora no presente estudo os animais tenham sido submetidos a uma
condigao de estresse pela repetida contencéo (6h/dia) durante seis semanas.

Nos animais expostos ao etanol combustivel também observa-se acumulo
plasmatico (AUC®™ 766,05 vs 555,09 ng.h.mL") e menor valor de clearance
aparente (6,52 vs 9,01 L.h".Kg™) para o enantidmero (+)-(S)-fluoxetina (Tabela 12).
Foi observada diferenga em relagéo ao grupo controle apenas para o enantibmero (-
)-(R)-fluoxetina, sugerindo que o etanol combustivel inibe preferencialmente o
metabolismo do enantidmero (-)-(R)-fluoxetina, inibindo o CYP2D. Os valores de
clearance da fluoxetina para os enantidmeros (-)-(R)-fluoxetina e (+)-(S)-fluoxetina
diferem entre metabolizadores extensivos (36 e 40 L/h) e metabolizadores lentos (3
e 17 L/h) do CYP2D6 (FJORDSIDE et al.,1999), ou seja, o clearance do
enantibmero (-)-(R)-fluoxetina é reduzido em maior extensdo do que o do
correspondente (+)-(S)-fluoxetina em metabolizadores lentos do CYP2D6. Em outras
palavras, o clearance do enantidmero (-)-(R)-fluoxetina parece depender quase

exclusivamente do CYP2D.
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Busby et al. (1998) relatam que, em microssomos humanos, o etanol na
concentracdo de 0,1% inibe o CYP1A1, CYP2B6, CYP2C19, enquanto na
concentragédo de 0,3% inibe o CYP2D6. Li et al. (2010) relatam que a inibigdo do
etanol é dose dependente, e que em ratos o CYP2D e o CYP2E sao facilmente
inibidos por diferentes solventes.

Nos animais expostos & gasolina observa-se aumento dos valores de AUC*™
para ambos os enantidbmeros da fluoxetina, porém de forma mais acentuada para o
enantidmero (-)-(R)-fluoxetina, resultando em raz&o enantiomérica (+)-(S)/(-)-(R) de
AUC de aproximadamente 1 e portanto em perda da enantiosseletividade. Os dados
apresentados na Tabela 12 ainda mostram que a exposi¢ao crénica a gasolina reduz
o clearance do enantidmero (-)-(R)-fluoxetina em aproximadamente 55%, enquanto
o do enantibmero (+)-(S)-fluoxetina é reduzido em somente 30%. A reducgédo da
razao enantiomérica (+)-(S)/(-)-(R) de AUC nos animais expostos a gasolina sugere
inibicdo preponderante do CYP2D envolvido no metabolismo do enantidmero (-)-(R)-
fluoxetina, pois, os valores de clearance da fluoxetina para os enantibmeros (-)-(R)-
fluoxetina e (+)-(S)-fluoxetina diferem entre metabolizadores extensivos (36 e 40 L/h)
e metabolizadores lentos (3 e 17 L/h) do CYP2D6 (FJORDSIDE et al.,1999). Em
outras palavras, o clearance do enantidmero (-)-(R)-fluoxetina é reduzido em maior
extensédo do que o do correspondente (+)-(S)-fluoxetina em metabolizadores lentos
do CYP2D6.

Em conclusdo, a exposicao inalatéria de ratos ao etanol combustivel na
concentracado de 2 LEO-STEL (6 h/dia por 6 semanas) mostrou indugao do CYP2C
através da reducao do AUC e do aumento do clearance aparente do enantidbmero
(+)-(S)-ibuprofeno, inibicdo do CYP2D indicada pelo aumento da AUC e reducao do
clearance aparente do enantibmero (-)-(R)-fluoxetina e indugdo do CYP3A
evidenciada por redugao dos valores de AUC e aumento dos valores de clearance
aparente de ambos os enantidbmeros do verapamil. A exposicao inalatoria de ratos a
gasolina na concentracéo de 2-LEO-TWA (6h/dia por 6 semanas) também mostrou
inducdo do CYP2C denotada pela reducdo do AUC e do aumento do clearance
aparente de ambos os enantidbmeros do ibuprofeno, inibicdo do CYP2D indicada
pelo aumento dos valores de AUC e redugao dos valores de clearance aparente de
ambos enantibmeros da fluoxetina e, em n&o alteracdo do CYP3A evidenciada pela
obtencdo de valores de AUC e clearance aparente do verapamil similares aos do

grupo controle.
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1- O método desenvolvido e validado para a andlise dos enantidmeros do
ibuprofeno em plasma de ratos empregando LC-MS/MS mostrou-se sensivel,
preciso e exato para quantificar os enantidmeros do ibuprofeno em apenas 200 pL
de plasma.

2- O método desenvolvido e validado para a analise dos enantidmeros da
fluoxetina em plasma de ratos empregando LC-MS/MS mostrou-se sensivel, preciso
e exato para quantificar os enantidmeros da fluoxetina em apenas 200 pL de
plasma.

3- A exposicao inalatéria ao etanol combustivel na concentragado de 2 LEO-
STEL (6 h/dia por 6 semanas) mostrou indugdo do CYP2C através da reducao do
AUC e do aumento do clearance aparente do enantibmero (+)-(S)-ibuprofeno,
inibicdo do CYP2D indicada pelo aumento da AUC e reducao do clearance aparente
do enantibmero (-)-(R)-fluoxetina e, indugéo do CYP3A evidenciada por redugéo dos
valores de AUC e aumento dos valores de clearance aparente de ambos os
enantibmeros do verapamil.

4- A exposicao inalatéria a gasolina na concentragado de 2-LEO-TWA (6h/dia
por 6 semanas) mostrou indugdo do CYP2C denotada pela redugdo do AUC e do
aumento do clearance aparente de ambos os enantibmeros do ibuprofeno, inibicao
do CYP2D indicada pelo aumento dos valores de AUC e redugdo dos valores de
clearance aparente de ambos enantibmeros da fluoxetina e, em nao alteracdo do
CYP3A evidenciada pela obtencdo de valores de AUC, e clearance aparente do

verapamil similares aos do grupo controle.
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Apéndice A - Curvas de concentragcbes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do verapamil nos animais do grupo controle.
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Apéndice B - Curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo para o0s

enantidmeros do verapamil nos animais do grupo exposto ao etanol.
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Apéndice C - Curvas de concentragbes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do verapamil nos animais do grupo exposto a gasolina.
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Apéndice D - Curvas de concentragcbes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do norverapamil nos animais do grupo controle.
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Apéndice E - Curvas de concentragcbes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do norverapamil nos animais do grupo exposto ao etanol.
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Apéndice F - Curvas de concentracbes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do norverapamil nos animais do grupo exposto a gasolina.
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Apéndice G - Curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do ibuprofeno nos animais do grupo controle.

Concentragao plasmatica (ug/mL)
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Apéndice H - Curvas de concentracbes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do ibuprofeno nos animais do grupo exposto ao etanol.

Concentragao palsmatica (ug/mL)

22
20
18 ]
16 1
14 ]
12
10
8
6
2]
2]
0

—&— (-)-(R)-ibuprofeno
—8— (+)-(S)-ibuprofeno




Apéndice | 88

Apéndice | - Curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros do ibuprofeno nos animais do grupo exposto a gasolina.

Concentragao plasmatica (ug/mL)
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Apéndice J - Curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros da fluoxetina nos animais do grupo controle.
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Apéndice L - Curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros da fluoxetina nos animais do grupo exposto ao etanol.
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Apéndice M - Curvas de concentragdes plasmaticas versus tempo para os

enantidmeros da fluoxetina nos animais do grupo exposto a gasolina.
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.r.m UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - :
u nes 9{LIO DE MESQUITA FILHO” ! ‘
Campus de Araraguara !

L L RE TR

Protocolo CEP/FCF/CAr n® 39/2008

Interessado:  Jucilaine Lauren Cavalcanti Cardoso

Orientador:  Prof. Dr. Jose Salvador Lepera

Frojeto: Influéncia da exposigao cronica a combustiveis automotivos na
atividade do CYP3A, CYP2C9 e CYP2D em ratos tratados com
farmacos quirais

Parecer n® 43/2009 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considerou o
protocolo para uso de animais na pesquisa “Influéncia da exposi¢ao crénica
a combustiveis automotivos na atividade do CYP3A, CYP2C9 e CYP2D em
ratos tratados com farmacos quirais’, estruturado dentro dos principios
éticos na experimentagdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal — COBEA, manifestando-se FAVORAVEL & sua execugio.

O relatério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés

folhas (espaco 1,5 e letra 12) devera ser entregue em janeiro de 2012.

Araraquara, 16 de outubro de 2009.

T*f’/‘ﬂié; il

Prof <D ALIEELUQE EMDNTE
Coordenadora do CEP



