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RESUMO

A epilepsia € uma patologia caracterizada por crises convulsivas recorrentes,
que ocorrem em decorréncia de descargas elétricas excessivas que acometem
os neurdnios. A doenga € de incidéncia mundial, acometendo cerca de cinquenta
milhbes de pessoas, sendo de maior prevaléncia em paises em
desenvolvimento. Cerca de 30% desses pacientes n&o respondem ao
tratamento, que pode ser devido a influéncia dos transportadores na
farmacocinética dos farmacos antiepilépticos. O principal transportador de efluxo
responsavel por essa resisténcia € a glicoproteina-P (P-gp), presente
especialmente na barreira hematoencefdlica. Uma vez que os farmacos
antiepilépticos sdo substratos da P-gp, estes sofrem agdo de efluxo,
ocasionando alteragdes farmacocinéticas, ou concentragdes subterapéuticas no
sistema nervoso central (SNC), ja que esse € o0 seu principal sitio de agéo
farmacoldgica. Diante do exposto, o presente trabalho se propbs a avaliar a
farmacocinética de farmacos antiepilépticos e a fexofenadina, comparando-se
animais controle e ratos epilépticos induzidos pelo modelo da pilocarpina. O uso
de inibidores da P-gp (verapamil), como possivel alternativa terapéutica, também
foi avaliado. Para o grupo tratado com fexofenadina com inibidor da P-gp,
observou-se no AUC®3" que houve uma redugdo no grupo controle (223,9 vs.
154,9ng.h/mL) e no grupo epiléptico (136,4 vs. 71,3ng.h/mL). Para a
farmacocinética da carbamazepina nao foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos controle e epiléptico, tampouco no uso do inibidor da P-gp, o que
pode ser explicado pelo fato da carbamazepina ndo ser um substrato ideal da P-
gp em ratos. Para a farmacocinética do fenobarbital foi observado aumento do
AUC®* no grupo epiléptico em relagdo ao controle (20804 vs. 8789,5ng.h/mL),
porém, ao se administrar o inibidor da P-gp para o grupo epiléptico esse
parametro foi reduzido (20804 vs. 11713ng.h/mL). Para a farmacocinética da
fenitoina também foi observado aumento do AUC®> para o grupo epiléptico
frente ao controle (9860,2 vs. 2393,4ng.h/mL) e redugdo de AUC®* ao se
administrar o inibidor (9860,2 vs. 5823,9ng.h/mL). O aumento da disponibilidade
plasmatica é reflexo da redugao de entrada do farmaco para o SNC, por aumento
da expressao da P-gp, relacionado diretamente a indugdo da epilepsia e a
pilocarpina na barreira hematoencefalica, acarretando maior quantidade de
farmaco na circulagdo. Porém, ao se administrar o inibidor, a atividade de efluxo
do transportador € bloqueada, permitindo maior distribuicdo do farmaco e assim
reduzindo sua concentracdo plasmatica. Esses resultados apontam o uso do
inibidor da P-gp como alternativa promissora para o tratamento da epilepsia
refrataria; ressalta-se que a refratariedade ao tratamento € um mecanismo
complexo e multifatorial.

Palavras-chave: Epilepsia; Transportadores; Antiepilépticos; Farmacocinética.



ABSTRACT

Epilepsy is a pathology characterized by recurrent seizures that occur as a result
of excessive electrical discharges that affect brain cells. The disease has a
worldwide incidence, affecting about fifty million people, being more prevalent in
developing countries. About 30% of these patients do not respond to treatment,
which may be due to the influence of transporters on the pharmacokinetics of
antiepileptic drugs. The main efflux transporter responsible for this resistance is
the P-glycoprotein (P-gp), especially present in the blood-brain barrier. Since
antiepileptic drugs are P-gp substrates, they undergo efflux action, causing
pharmacokinetic changes, or subtherapeutic concentrations in the central
nervous system (CNS), since this is their main site of pharmacological action.
Given the above, the present study aimed to evaluate the pharmacokinetics of
antiepileptic drugs and fexofenadine, comparing control animals and epileptic
rats induced by the pilocarpine model. The use of P-gp inhibitors (verapamil), as
a possible therapeutic alternative, was also evaluated. For the group treated with
fexofenadine with P-gp inhibitor, it was observed in the AUC%3"that there was a
reduction in the control group (223.9 vs. 154.9ng.h/mL) and in the epileptic group
(136.4 vs. 71.3ng.h/mL). For carbamazepine pharmacokinetics, no statistical
differences were observed between the control and epileptic groups, nor in the
use of P-gp inhibitor, which can be explained by the fact that carbamazepine is
not an ideal substrate for P-gp in rats. For the pharmacokinetics of phenobarbital,
an increase in AUC%>* was observed in the epileptic group compared to the
control (20804 vs. 8789.5ng.h/mL), however, when administering the P-gp
inhibitor to the epileptic group, this parameter was reduced (20804 vs.
11713ng.h/mL). For the pharmacokinetics of phenytoin, an increase in AUC%*
was also observed for the epileptic group compared to the control (9860.2 vs.
2393.4ng.h/mL) and a reduction in AUCO-J when administering the inhibitor
(9860.2 vs. 5823.9ng.h/mL). The increase in plasma availability reflects the
reduction in drug entry into the CNS, due to increased P-gp expression, directly
related to the induction of epilepsy and pilocarpine in the blood-brain barrier,
causing a greater amount of drug in the circulation. However, when the inhibitor
is administered, the efflux activity of the transporter is blocked, allowing greater
distribution of the drug and thus reducing its plasma concentration. These results
point to the use of P-gp inhibitor as a promising alternative for the treatment of
refractory epilepsy; it is noteworthy that treatment refractoriness is a complex and
multifactorial mechanism.

Keywords: Epilepsy; Transporters; Antiepileptics; Pharmacokinetics.
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1 INTRODUGAO

A epilepsia é uma patologia com incidéncia mundial, que afeta entre 1 a
3% da populagao, e é um dos transtornos neurolégicos de maior prevaléncia. A
patologia é caracterizada por crises recorrentes espontaneas, caracterizadas por
breves episddios de movimento involuntario denominado crises convulsivas, e
ocorrem devido a descargas elétricas excessivas, que acometem os neurénios.
O tratamento € crucial para melhorar as condi¢des de vida dos pacientes, porém,
cerca de 30% dos pacientes com epilepsia ndo apresentam respostas ao
tratamento medicamentoso (WHO, 2021).

A patologia é complexa e de dificil analise dos mecanismos envolvidos.
Foram desenvolvidos modelos animais para melhor compreensdo da mesma e,
estes simulam sintomas, alteragdes bioquimicas e fisiolégicas. Dentre os
modelos de indugao de epilepsia existem cepas geneticamente susceptiveis a
epilepsia, ou seja, que possuem background genético para desenvolvimento da
epilepsia, dentre elas o grupo WAR, e formas de indugédo quimica, com agentes
que induzem a patologia, como a pilocarpina (KANDATRAVICIUS, 2014).

Os transportadores, como, por exemplo, a glicoproteina P (P-gp), que esta
presente na barreira hematoencefalica, intestino, rins e outros 6rgaos, exerce
atividade de efluxo, podem alterar a farmacocinética de varios compostos,
impedindo a entrada de substancias, como os medicamentos, em érgéos e
tecidos especificos. Este transportador pode alterar a farmacocinética de
farmacos, como por exemplo, da digoxina, que tem sua biodisponibilidade
diminuida quando administrada juntamente com a rifampicina (que € um indutor
da expressao de P-gp). A expressdo da P-gp também pode estar alterada em
algumas patologias, como o cancer e a epilepsia (GREINER et al., 1999; LUND;
PETERSEN; DALHOFF, 2017).

Este estudo avaliou a influéncia de inibidores da P-gp frente ao
medicamento fexofenadina, que é farmaco marcador da atividade da P-gp. Esta
avaliacao tém a finalidade de verificar uma possivel alternativa terapéutica para
os pacientes refratarios, uma vez que a inibicao deste transportador de efluxo na
barreira hematoencefalica podera permitir a entrada do farmaco ao SNC,
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permitindo a sua agao farmacoldgica.

Além disso, realizou-se a avaliacdo farmacocinética de farmacos
utilizados para tratamento da epilepsia, como a carbamazepina, o fenobarbital e
a fenitoina. Esses farmacos utilizados no tratamento da epilepsia sdo substratos
da P-gp. Por isso, a avaliagao farmacocinética, comparando-se animais controle
e epilépticos, bem como a avaliagao do uso do inibidor da P-gp como alternativa
terapéutica, visando compreender a disposicdo cinética de farmacos
clinicamente utilizados no tratamento da epilepsia, e o envolvimento da P-gp e
sua inibicdo em parametros farmacocinéticos, auxiliando o entendimento de
mecanismos envolvidos em casos de resisténcia a terapia farmacologica na

epilepsia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPILEPSIA

A epilepsia € um grave disturbio neurolégico, sendo um dos mais comuns
no mundo. A ocorréncia da epilepsia € maior em pessoas idosas, porém pode
acometer todas as faixas etarias, inclusive neonatos e criangas, nas quais
complicagcbes obstétricas e infecgdes neonatais podem levar ao
desenvolvimento da doenca (BRODIE; SCHACHTER; KWAN, 2012). Em suma,
esta patologia afeta pacientes de todas as idades, ragas, classes sociais e
localizagbes geograficas. Ela é uma doenca encefdlica caracterizada pela
predisposicdo em gerar crises convulsivas e por trazer consequéncia
neurobioldgicas, sociais, cognitivas e psicolédgicas, afetando a qualidade de vida
dos pacientes (BEGHI, 2020).

Este disturbio acomete cerca de cinquenta milhdes de pessoas no mundo.
Individuos acometidos necessitam de tratamento, sendo que 30% destes
pacientes apresentam crises refratarias, que nao tem resposta ao tratamento
disponivel; aproximadamente 80% destes casos ocorrem em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. A epilepsia representa um impacto
significativo na economia, visto que resulta em perdas de produtividade, além de
necessitar maiores cuidados em saude, e pode levar a morte. Nos paises em
desenvolvimento, onde as condigdes de saude sdo mais precarias, a doenca
atinge todas as idades. Quando a patologia acomete individuos em idade laboral,
estes ficam limitados, sem poder trabalhar em muitas areas devido as limitagcoes
impostas pela doenca. Além de todos estes problemas, a epilepsia ainda € alvo
de discriminagao e preconceito; algumas pessoas nao procuram tratamento para
que nao sejam identificadas com a enfermidade (WHO, 2021).

Fiest et al. (2017), avaliaram a epidemiologia da doenca e determinaram
a taxa de prevaléncia desta patologia em 0,64% da populagao mundial, sendo
que nos paises em desenvolvimento apresentam maior prevaléncia de casos. A
incidéncia de novos casos é de 0,06% a cada ano: a idade mais acometida séo

adolescentes e adultos jovens, com os homens sendo os mais acometidos,
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porém o autor relata que as mulheres em alguns paises podem nao ter sido
relatadas nos casos por questdes de preconceito.

A epilepsia € uma patologia complexa e, anualmente, muitas descobertas
sdo feitas a seu respeito. Tudo isso se reflete na dificuldade em se definir tipos
e classifica-las, assim, a liga internacional contra a epilepsia (/nternational
League Against Epilepsy - ILAE) tenta atualizar periodicamente a definicdo da
epilepsia. A definicdo vigente no momento é que esta patologia pode ser
confirmada em pacientes apds estes apresentarem duas crises espontaneas em
um intervalo maior que 48 horas, uma crise espontanea e risco de pelo menos
60% de ocorréncia de uma nova crise, desde que a segunda crise ocorra em um
periodo maximo de 10 anos. Considera-se um individuo livre da patologia caso
ele ndo tenha apresentado mais nenhuma crise em um intervalo maior que 10
anos desde a ultima crise e estando a pelo menos 5 anos sem usar medicamento
antiepiléptico (ILAE, 2017).

As crises que acometem os pacientes com epilepsia sao breves episodios
de movimentos involuntarios, que ocorrem de maneira espontanea. Estas crises
podem comprometer uma regido delimitada do cérebro (focal) ou todo o cérebro
(generalizada), e sdo denominadas crises convulsivas. Por vezes, pode ocorrer
perda de consciéncia e de controle da fungédo intestinal ou da bexiga
(FERNANDES, 2013; SCHEFFER et al., 2017). As crises convulsivas séo
resultado de descargas elétricas excessivas, que acometem 0s neurdnios,
podendo ocorrer em diferentes areas do cérebro. A frequéncia pode ser variavel,
podendo ocorrer uma vez ao ano, ou varias vezes ao dia. Podem ser
caracterizadas em idiopaticas, quando a causa n&o € conhecida, ou em epilepsia
secundaria ou sintomatica, quando sua causa € devido a danos cerebrais,
traumas, acidentes vasculares cerebrais, tumores cerebrais, dentre outros
(SCHEFFER et al., 2017).

As crises convulsivas sao fendbmenos definidos bioquimicamente pelo
desequilibrio entre os neurotransmissores inibitorios e excitatérios, dentre eles,
os principais sdo GABA e glutamato, respectivamente (NOMURA et al., 2017).

Ao se analisar o foco epiléptico de pacientes, notou-se uma diminuicao
nos receptores GABAA. Medi¢des das concentracdes extracelulares de GABA
em pacientes, durante a crise, demonstraram que a concentragdao do

neurotransmissor aumenta 84 vezes em relagdo ao nivel basal. Porém, um
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aumento nos niveis do neurotransmissor inibitério em determinadas areas do
SNC também pode ser pro-epileptogénico, originando casos de crises de
auséncia (NOMURA et al., 2017).

O aumento do glutamato no meio extracelular do SNC pode ocorrer
relacionado a problemas em enzimas e transportadores (glutamato sintetase e
transportadores de glutamato/aspartato, respectivamente) pertencentes ao ciclo
do glutamato/glutamina, que € a principal rota de captagdo e metabolizagdo do
glutamato. Este aumento na concentragdo de glutamato causa aumento na
transmissao glutamatérgica, contribuindo para subsequente status epiléptico. No
equilibrio entre o neurotransmissor inibitério (GABA) e o neurotransmissor
excitatorio (glutamato), ocorre o predominio da resposta excitatoria do
glutamato. Alguns receptores de glutamato também sao mais expressos em
modelos animais de inducéo (ALBRECHT: ZIELINSKA, 2017).

Devido ao desequilibrio de estimulos excitatorios e inibitérios em
neurdnios de areas especificas, pode ocorrer morte neuronal. Na tentativa de
reorganizagao, ocorre o surgimento de novas conexdes neuronais, muitas vezes
desorganizadas, que podem gerar crises convulsivas espontaneas. Toda essa
reorganizagao leva ao surgimento de acumulo de proteinas neurodegenerativas
(como a B-amiloide e proteina Tau), neurogénese, inflamagdes, mudangas na
excitabilidade e transmissdo elétrica por alteragbes na expressdo e
funcionamento de canais i6bnicos, mudangas nas caracteristicas de liberagao e
captagcdo de neurotransmissores e cascatas de sinalizacdo celular, com
consequente déficit cognitivo e motor (THIJS et al., 2019).

Outras causas recorrentes que podem levar ao desenvolvimento de
epilepsia sao: anomalia cerebral durante o desenvolvimento, traumatismo
craniano, hemorragia, andxia durante o parto, tumores, infecgéo cerebral, crises
febris prolongadas (FERNANDES, 2013).

O tratamento da epilepsia é crucial para melhorar a qualidade de vida dos
pacientes, pois simples atos como dirigir, apresentam restricdo para estes
individuos. O inicio do tratamento €& conflitante, havendo recomendacgdes
distintas: para inicio apds a primeira crise convulsiva, enquanto ha grupos que
defendem que s6 se pode considerar que a epilepsia foi instalada e deve ser
tratada apds a segunda crise convulsiva. O medicamento antiepiléptico a ser

utilizado deve combinar seguranca e eficacia no tratamento, com o minimo de
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efeitos colaterais (PERUCCA; TOMSON, 2011).

Existem diversos farmacos para o tratamento da epilepsia; nem todos
apresentam a eficacia desejada, e alguns apresentam muitos efeitos adversos.
A escolha é feita pelo tipo e frequéncia da crise, idade e estilo de vida. Os
farmacos mais utilizados no tratamento s&o: carbamazepina, fenobarbital,
fenitoina e lamotrigina. Em casos em que o paciente ndo responde ao
tratamento, a primeira alternativa € o aumento da dose, que pode gerar efeitos
adversos, principalmente em idosos. A segunda alternativa é utilizar politerapia;
ainda assim pode haver insucesso. Nas crises refratarias, a remogéao cirurgica
do foco epiléptico € uma alternativa ao tratamento (PERUCCA; TOMSON, 2011;
FERNANDES, 2013). O paciente pode ser considerado refratario apos dois
anticonvulsivantes falharem no tratamento das crises convulsivas (LE et al.,
2021).

Outros tratamentos com anti-inflamatoérios, corticoides e imunoglobulinas
foram testados e apresentaram resultados variaveis, como no caso do estudo de
Brunson et al. (2001), que avaliou o tratamento por corticotrofina (ACTH), e este
mostrou-se protetor, pois inativou horménios que sao indutores da epilepsia.
Porém, no estudo de Verhelst et al. (2005), foi demonstrado que o tratamento
com corticoides e imunoglobulinas ndo foi eficaz no controle de crises
convulsivas em criangas com resisténcia ao tratamento medicamentoso, além
de ndo demonstrar ser seguro (VEZZANI et al., 2011).

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na refratariedade do
tratamento é primordial para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas para
a melhora da qualidade de vida dos pacientes. Existem diversas hipéteses para
a refratariedade, como as hipoteses dos transportadores de membrana,
farmacocinética, variagdo genética, vias neurais e a do alvo farmacoldgico
(Figura 1). Porém, é importante salientar que esses mecanismos ndo ocorrem
de maneira individual, ou seja, pode coexistir mais de uma hipétese/condigdo em
um mesmo paciente (TANG, HARTZ, BAUER, 2017; JANMOHAMED, BRODIE,
KWAN, 2019; LOSCHER et al., 2020; LUKAWSKI, CZUCZWARB, 2021).
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Figura 1 - Hip6teses dos mecanismos da epilepsia refrataria.
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Fonte: adaptado de TANG; HARTZ; BAUER, 2017.

A hipotese farmacocinética propde que ocorre superexpressao de
transportadores de efluxo em 6rgaos periféricos como: intestino, figado e rins,
diminui a concentracdo plasmatica de anticonvulsivantes, reduzindo a
quantidade de farmaco disponivel para atravessar a barreira hematoencefalica
e realizar a atividade farmacolégica. Essa superexpressao dos transportadores
de efluxo também ocorre na barreira hematoencefalica, reduzindo a entrada dos
anticonvulsivantes no SNC (LAZAROWSKI et al., 2007; JANMOHAMED,
BRODIE, KWAN, 2019).

A hipétese das vias neurais propde que as crises convulsivas ocasionam
uma degeneragao nos neurdnios, com um consequente rearranjo das sinapses,
prejudicando o acesso dos farmacos ao alvo farmacoldgico, e a formagéo de

ligagbes neuronais excitatorias (FANG et al., 2011). A hipétese da variagao
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genética associa a mutacdo de genes a alteragcbes na farmacocinética e
farmacodinémica que levam a farmacorresisténcia (SCHMIDT; LOSCHER, 2011;
LUKAWSKI, CZUCZWARB, 2021). Muitas destas mutacdes ocorrem em genes
responsaveis pelas subunidades de canais i0Gnicos, causando
hiperexcitabilidade, ou redugdo nos mecanismos inibitorios, causando a
recorréncia das crises convulsivas. Por isso, o diagndstico genético da epilepsia
pode auxiliar os pacientes a terem um tratamento personalizado, melhorando o
tratamento (ORSINI; ZARA; STRIANO, 2018).

A hipotese do alvo farmacolégico sugere que ocorram alteragdes nos
canais ibnicos e receptores de neurotransmissores que resultam em uma menor
sensibilidade do farmaco pelo sitio de ac¢ado, levando a refratariedade (REMY,
BECK, 2006; LOSCHER et al., 2020).

Por fim, a hipotese do transportador € a causa mais aceita atualmente,
em que a superexpressao da glicoproteina-P na barreira hematoencefalica reduz
a entrada dos anticonvulsivantes ao SNC, levando a refratariedade ao
tratamento da epilepsia, a medida que os farmacos utilizados sejam substratos
da P-gp (KWAN; BRODIE, 2005; ZAVALA-TECUAPETLA et al., 2019). Ressalta-
se que os medicamentos utilizados no tratamento para epilepsia sdo substratos
destes transportadores, e alguns sdao até mesmo indutores desses
transportadores (ILAE, 2017; REMY et al., 2003). Os estudos genéticos tém sido
realizados para auxiliar no entendimento da causa da refratariedade. Alguns
estudos demonstraram a correlacdo entre variagdes no gene ABCB1 (gene
responsavel pela expressdao da P-gp) com a refratariedade ao tratamento:
porém, essa relagdo ainda nao esta bem definida (LI; LIU; WANG, 2015;
BALESTRINI; SISODIYA, 2018; LE et al., 2021).

Outra teoria estudada recentemente sobre a farmacorresisténcia
correlaciona o aumento da expressédo da P-gp a efeitos inflamatérios, uma vez
que o glutamato liberado durante as crises convulsivas € capaz de ativar a via
da COX-2, que leva a uma superexpressao da P-gp (ENRIQUE, et al., 2019).

A ineficacia de alguns farmacos no tratamento acaba causando
dificuldades em funcgdes psicossociais do paciente, trazendo restricbes ao estilo
de vida, baixo desempenho académico e declinio na autoestima, além de
apresentar uma maior mortalidade (STEPIEN et al., 2012).

Uma alternativa para os pacientes refratarios € a remocéao cirurgica do
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foco epiléptico. A remocgéao cirurgica pode fazer com que os pacientes fiquem
livres de crises convulsivas, sendo que aproximadamente 60% n&o voltam a
apresentar quadros convulsivos, enquanto os pacientes tratados com
medicamento, apenas 10% n&o voltam a apresentar o quadro no periodo de 1
ano (ENGEL et al., 2003).

2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INDUGCAO DE EPILEPSIA EM
RATOS

A epilepsia é uma patologia complexa e de dificil analise, uma vez que
estudos em humanos sao limitados. Devido a dificuldade destes estudos serem
realizados em humanos, foram desenvolvidos modelos animais para o estudo da
epilepsia. Esses modelos animais simulam sintomas, altera¢des bioquimicas e
fisiolégicas que acometem os pacientes com epilepsia. Os modelos
experimentais também s&o uteis para a realizagdo de testes com novos
candidatos a farmacos anticonvulsivantes, para avaliar sua seguranca e eficacia
em estagios pré-clinicos (KANDATRAVICIUS et al., 2014).

Um dos modelos animais capazes de induzir o status epilepticus em
roedores, utilizam os quimioconvulsivantes pilocarpina ou acido cainico. Estes
modelos produziram lesdes no hipocampo, que sdo semelhantes as que ocorrem
em humanos com epilepsia do lobo temporal (ELT). O acido cainico é um
analogo do L-glutamato é um agonista dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos: quando administrado sistemicamente, ou via intracerebral, causa
despolarizagdo neuronal e, consequentemente, o desenvolvimento de crises
convulsivas (BEN-ARI et al, 1979). Observou-se que a administracado
intracerebral do acido cainico causou menor mortalidade em ratos, quando
comparada a administracdo sistémica; este modelo é de dificil execugao na
pratica. Notou-se também que, ao se administrar 9mg/kg de acido cainico aos
ratos, dentre os sobreviventes, cerca de 93% deles desenvolveram status
epilepticus e destes, 80% desenvolveram crises espontaneas (TAUCK,
NADLER, 1985; HELLIER et al., 1998; SHARMA et al., 2007). A pilocarpina,

utilizada para indugao de epilepsia em ratos e camundongos, € um agonista dos
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receptores muscarinicos. A administracdo de pilorcapina ativa receptores
muscarinicos, inicialmente, mas a propagacdo/manutencéo da crise € causada
pelo desequilibrio de neurotransmissores excitatérios e inibitérios do SNC,
incluindo glutamato e GABA, respectivamente (TURSKI et al., 1984;
CAVALHEIRO, 1995). Este processo de indugéo da epilepsia com a pilocarpina
culmina em alteragdes histopatologicas no cérebro, principalmente no neocortex,
que mimetizam as caracteristicas histopatoldgicas de humanos que possuem a
patologia (TURSKI et al., 1984; CAVALHEIRO, 1995). Tanto o acido cainico,
quanto a pilorcapina apresentam como desvantagem a alta mortalidade em
animais, que pode ser reduzida com: redugédo da dose, reducéo de intervalos
e/ou administracao por via intracerebral (TURSKI et al., 1984; HELLIER et al.,
1998; SHARMA et al., 2007, CASTRO et al., 2011). Estes modelos de indugao
por quimioconvulsivantes se mostraram bem eficazes para avaliagdo de
farmacos anticonvulsivantes, como benzodiazepinicos e barbituricos durante o
status epilepticus. (LEITE, GARCIA-CAIRASCO, CAVALHEIRO, 2002). Enrique
et al. (2017), desenvolveram um modelo animal de epilepsia farmacoresistente,
por meio da administragdo de acido mercaptopropidénico durante 23 dias
consecutivos em camundongos. Nesse modelo foi observado o aumento da
expressado da P-gp na barreira hematoencefalica, principalmente ao redor de
vasos sanguineos.

A estimulagao elétrica € um modelo de indugédo de epilepsia em animais
que possui a vantagem de apresentar uma baixa mortalidade e alta
reprodutibilidade da inducdo, além de possuir uma facil aplicacdo no caso da
inducdo de epilepsia aguda, quando comparado aos quimioconvulsivantes,
porém esta metodologia € trabalhosa e de alto custo para o estudo da epilepsia
cronica (KANDATRAVICIUS et al., 2014). Dentre os modelos por estimulacao
elétrica, esta a indugao por eletrochoque, que consiste na utilizacdo de eletrodos,
que séo introduzidos no rato (orelha ou intracerebral, por exemplo), e produzem
uma descarga elétrica capaz de desencadear a crise. Foi demonstrado que a
colocacao dos eletrodos nas orelhas dos ratos produz melhores resultados
(BROWNING, NELSON, 1985). Outro modelo elétrico de indugao de epilepsia €
0 kindling ou abrasamento, que se refere a um fenémeno de estimulacao de crise
por repetidas estimulagdes elétricas em uma regido do cérebro, sendo este o
modelo de estimulacido elétrica mais utilizado atualmente (RACINE, ROSE,
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BURNHAN, 1977; PINEL, ROVNER, 1978; SLOVITER et al., 2007). Os danos
causados pela crise epiléptica podem ser ocasionados por morte celular e danos
aos neurbnios e sinapses, podendo causar além da atrofia, um quadro de
epilepsia intratavel. Portanto o progresso da doenga pode causar a deterioracéo
intelectual (AVANZINI et al., 2013).

Ainda, existe 0 modelo por injuria/trauma de indugdo de epilepsia; neste,
0s animais sao submetidos a situagdes como: impacto traumatico no cérebro,
hipéxia, hipertermia, AVC, neurocisticercose, dentre outros. Apds esta
exposicdo, o animal desenvolve crises convulsivas. E o modelo menos utilizado
atualmente (SIMONATO et al., 2017).

Além dos modelos citados acima, outro modelo experimental bem descrito
na literatura € formado por cepas geneticamente susceptiveis a epilepsia, ou
seja, que possuem background genético para desenvolvimento da epilepsia,
quando ativado por um estimulo, que na maioria das vezes sao estimulos
sonoros, feitos por som de alta intensidade (120dB e 60Hz). Inicialmente, a
inducdo das crises audiogénicas leva a crises do tipo tonico-clénicas, com
origem no tronco encefalico. O som de alta intensidade passa de estimulo
mecanico a estimulo elétrico nas células cocleares; o estimulo elétrico chega ao
coliculo inferior, onde a crise é iniciada, culminando na ativacdo do tronco
encefalico. Quando esses estimulos sonoros sao feitos de forma repetida
também se configura o kindling audiogénico. As crises deixam de apresentar
caracteristicas mesencefalicas, devido ao recrutamento de areas limbicas, como
hipocampo e amigdala e, assim, os animais passam a ter crises tipicas da ELT
(MORAES, GALVIS-ALONSO, GARCIA-CAIRASCO, 2000; DORETTO et al.,
2003; GALVIS-ALONSO, OLIVEIRA, GARCIA-CAIRASCO, 2004). Estudos com
esse modelo tem aumentado nos ultimos tempos, ja que as alteragdes
moleculares ocorrem desde seu nascimento e, portanto, sdo susceptiveis ao
desenvolvimento da epilepsia. A limitagdo deste grupo € a necessidade de um
gatilho para ativar as crises, pois ndo ocorrem crises espontaneas. Por outro
lado, a vantagem é que esse estimulo pode ser sonoro, e neste grupo sao
facilmente avaliadas alteragdes comportamentais, celulares, moleculares,
hormonais e metabdlicas. No Brasil, este modelo de animais com
susceptibilidade ao desenvolvimento da epilepsia foi criado pelo grupo do Prof.

Dr. Norberto Garcia-Cairasco e denomina-se a Wistar Audiogenic Rats (WARs)
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(DORETTO et al., 2003; ROMCY-PEREIRA, GARCIA-CAIRASCO, 2003;
UMEOKA et al., 2011).

2.3 TRANSPORTADORES

Dentre os transportadores de influxo esta o polipeptideo transportador de
anions organicos (OATP); este é subdividido em 11 membros da familia e
localizam-se nos mais variados tecidos, como rins, figado, intestino e barreira
hematoencefalica.

Os OATP apresentam grande importancia na absorc¢do intestinal, no
metabolismo e clearance hepatico (pela entrada e saida dos hepatdcitos), na
distribuicdo para tecidos e na excrecgao renal. Os transportadores irdo determinar
o efeito farmacologico ou téxico das substancias, pela entrada do farmaco no
tecido e caso ocorra seu acumulo no organismo (GIACOMINI; SUGIYAMA,
2010).

Outros transportadores de influxo sdo o transportador de cations
organicos (OCT) e o transportador de anions organicos (OAT). O OCT é dividido
em OCT 1 OCT 2 e OCT 3, sendo que os OCT 1 e 2 estdo mais expressos em
orgaos excretores (figado e rins, respectivamente), o OCT 3 esta mais presente
no epitélio intestinal, além de figado e rins. Os substratos dos OCT séo os
cations, porém os substratos destes e dos OATP sdo bem semelhantes e
sobrepbem-se aos outros. Os OATs sao divididos em OAT 1, OAT 2, OAT 3 e
OAT 4. O OAT 1 é mais expresso nos rins, OAT 2 no figado, OAT 3 e 4 no figado
e rins. Eles apresentam como substratos as moléculas anidnicas (GIACOMINI et
al., 2010).

Dentre os transportadores de efluxo, esta a glicoproteina-P (P-gp),
inicialmente descoberta na década de 1970 quando se observou a resisténcia
ao tratamento ao cancer (JULIANO; LING, 1976). Esta € uma proteina
transmembrana de 170 kDa, codificada pelos genes MDR1 e MDR2 (multi-drug
resistance). Para seu funcionamento, utiliza o ATP como fonte de energia,

fazendo a expulsdo das moléculas contra gradiente de concentragao (o farmaco
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se liga ao sitio ativo da P-gp, na sequéncia o ATP se liga a enzima, onde é clivado
pela ATPase e isso promove a mudanga conformacional da enzima, e liberagéo
da substancia na parte extracelular). A P-gp esta presente no figado, intestino,
rins, barreira hematoencefalica e placenta. Devido a sua fungao de efluxo e, por
estar presente em varias partes do organismo, a P-gp faz um papel protetor do
organismo, promovendo a excre¢cdo de farmacos na urina, bile e trato
gastrointestinal, também diminuindo a absorgéo, além de impedir o acesso a
compartimentos como o sistema nervoso central, protegendo-o da entrada de
substancias diversas (ALLER et al., 2009; O'BRIEN et al., 2012).

Os farmacos administrados por vias extra ou intravasculares passam por
varios mecanismos de transporte dentro do organismo, desde a absorgéo
(quando em via extracelular) até a eliminagdo. Alguns dos responsaveis por
estes movimentos sdo os transportadores, que s&o proteinas presentes em
membranas celulares e realizam o transporte de substancias, sendo estes
divididos em transportadores de influxo (levam as substancias para dentro das
células) e transportadores de efluxo (expulsam as substancias para fora das
células), sendo entdo importantes em processos de absorgao, distribuicao e
eliminacdo de diversos farmacos. Por estarem presentes em varios érgaos e
tecidos do corpo humano, como intestino delgado, figado e rins, estes podem
alterar a biodisponibilidade dos farmacos. Ainda, estdo presentes em outros
locais, como a barreira hematoencefalica e placenta, onde desempenham
funcao protetora, controlando o acesso das substancias e toxicantes ao SNC e
ao feto, respectivamente (KONIG; MULLER; FROMM, 2013).

No figado, alguns transportadores desempenham o papel de carregar as
substancias para dentro do hepatdcito, para que possam ser metabolizadas e
auxiliam na secregéo para a bile, enquanto nos rins auxiliam na secre¢ao das
substancias a favor da eliminagcdo, para a urina em formacdo. Nestes
transportadores podem ocorrer interagdes, como por exemplo, competicdo entre
dois farmacos pelo transportador e interagdes entre farmacos e alimentos. Estas
interacdes podem causar a inibicado do transportador e impedir que um farmaco,
que é substrato do transportador, adentre na célula via transportador (influxo),
ou que seja expulso pelo transportador (efluxo). Também pode ocorrer a indugéo
da atividade do transportador que consequentemente aumentara a absorgao
(influxo) ou a excregéo (efluxo) (MULLER; FROMM, 2011). Dresser et al. (2002),
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avaliaram que o suco de toranja (grapefruit) € capaz de causar a inibicao de
transportadores no intestino, como a P-gp, resultando em aumento da
biodisponibilidade oral da fexofenadina.

A farmacologia clinica durante muitos anos focou em metabolismo de fase
| e fase Il para prever a eliminagao de xenobidticos e variabilidade na resposta.
Entretanto, recentemente passou a reconhecer que a disposi¢cao cinética de
farmacos € também dependente da expressdo e atividade de proteinas
transportadoras de farmacos nas células (DE MORAES; LAURETTI,
LANCHOTE, 2014).

Diversas substancias sdo substratos da P-gp, e, algumas ainda podem
ser inibidores ou indutores da atividade do transportador. Quando ocorre a
inibicdo da P-gp no intestino e rins (a inibicdo pode ser competitiva no sitio ou
impedindo a hidrélise do ATP), esta deixa de atuar na prote¢gao do organismo em
eliminar o farmaco (xenobibtico) e assim pode ser observado aumento em
concentracdes plasmaticas de substancias por ela transportadas. Uma maior
concentracao plasmatica pode causar toxicidade ao individuo; ja quando ocorre
a inducédo, havera aumento em sua expressao e/ou atividade. Caso a indugao
ocorra em intestino e rins, havera diminuicido da concentracdo plasmatica da
substancia. A P-gp pode causar a resisténcia ao tratamento medicamentoso,
pois se houver aumento da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica a
biodisponibilidade sera aumentada, porém o acesso ao SNC estara diminuido,
impedindo o sucesso farmacolégico. Os préprios antiepilépticos podem causar
aumento na expressdo da P-gp, mas isso ainda ndo estd completamente
elucidado (STEPIEN et al., 2012, LUND; PETERSEN; DALHOFF, 2017).

A expressao da P-gp também pode estar alterada em algumas patologias,
como cancer, em que a expressao de P-gp € aumentada e com isso o tratamento
nao € satisfatério, pois ha a resisténcia ao tratamento (GOTTESMAN; FOJO;
BATES, 2002).

Em tecidos do SNC de pacientes epilépticos submetidos a cirurgia, foi
observado aumento da expressdo de P-gp em comparagao a individuos
saudaveis, além de maior expressao da P-gp na barreira hematoencefalica em
pacientes epilépticos (ZHANG et al., 2012).

Abaixo, na Figura 2, estdo representados alguns transportadores em

variados tecidos do organismo humano.
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Figura 2 — Os transportadores atuando nos tecidos do organismo humano. Em A
sua atividade no intestino, em B sua atividade no figado, em C sua
atividade nos rins e em D sua atividade na barreira hematoencefalica.
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Fonte: Adaptado de KONIG; MULLER; FROMM, 2013.

Greiner (1999) demonstraram que a biodisponibilidade de digoxina estava
diminuida quando esta foi administrada juntamente com a rifampicina. Isto se
deu pelo aumento da expressdo de P-gp, comprovado por técnicas de
imunoistoquimica e western blotting, uma vez que a rifampicina é indutora da P-
gp e aumentou sua expressao no epitélio intestinal, e com isso a digoxina sofreu
de forma pronunciada os efeitos de efluxo desta proteina, ja que é substrato da
P-gp.

Lazarowski et al. (2004a), notaram um aumento da expressao da P-gp
cerebral apds a indugao da epilepsia com acido mercaptopropiénico (MP) em

ratos. Seus achados indicam que as crises epilépticas causam liberacdo de
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transmissores, que ativam o gene responsavel pela expressdo de P-gp (MDR-
1), e isto causou hiperexpressao da proteina, levando a casos de refratariedade
no tratamento.

Potschka e Loésher (2001a) demonstraram diminuigdo no efeito da
fenitoina em controlar as crises convulsivas em ratos submetidos ao kindling
elétrico, devido ao aumento da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica.

A P-gp esta mais expressa na barreira hematoencefalica, principalmente
no endotélio cerebrovascular, onde desempenha a funcao protetora da barreira
hematoencefalica. Kwan e Brodie, (2002) demonstraram que a estimulagao
audiogénica em ratos com background genético (GEPRs - genetically epilepsy -
prone rats) aumentou a expressao da P-gp em regides cerebrais como o cortex
e o0 hipocampo. Devido a estes achados, faz-se necessario avaliar se estas
alteragbes também ocorrem em cepas, como os WARSs, para se chegar a uma
conclusao sobre o aumento de expressdo da P-gp desempenhar a resisténcia
ao tratamento na epilepsia.

Elkhayat et al. (2017), demonstraram o aumento da expressao de P-gp
em criangas com resisténcia ao tratamento da epilepsia, em comparagao com
aquelas que respondiam ao tratamento. Porém, quando realizaram um estudo
que utilizaram verapamil como inibidor da P-gp para estas criangas com
resisténcia, e compararam com outro grupo que recebeu placebo, ndo se obteve
diferenga nas crises relatadas em ambos os grupos.

Hartz et al. (2017), realizaram estudos induzindo a epilepsia com
pilocarpina; foram isolados vasos sanguineos dos animais e também
compararam com tecido cerebral humano. O primeiro achado foi de que o
glutamato induz o0 aumento da expressao de P-gp, quando exposto a pilocarpina.
Outro achado, foi que o status epilepticus induzido por pilocarpina também
induziu o aumento da expressao de P-gp. Por fim, concluiram que este aumento
da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica em modelos experimentais
sao comparaveis aos achados em tecidos humanos, correlacionando estes a
possivel causa da refratariedade.

Lazarowski et al. (2006), demonstraram o aumento da P-gp também nos
orgaos excretores, em casos de epilepsia refrataria, e ndo apenas na barreira
hematoencefalica. Para isso, foi utilizado %°*™Tc-MIBI, uma substancia marcadora

da atividade de efluxo da P-gp que ndo é metabolizada, e que pode ser
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observado por cintilografia. Foi observado um aumento da concentragcéo desta
substancia marcadora de P-gp em 6rgaos como figado e rins.

Enrique et al. (2017), em modelo animal de epilepsia resistente ao
tratamento, criado pela administragao de acido mercaptopropiénico, observaram
o0 aumento da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica, principalmente
ao redor de vasos sanguineos. No estudo também foi avaliado o efeito dos
anticonvulsivantes fenitoina, fenobarbital e carbamazepina; houve resisténcia ao
tratamento farmacoldgico com a fenitoina e o fenobarbital. Uma vez que a
fenitoina e o fenobarbital sdo substratos da P-gp, foi avaliado o seu uso
juntamente com um inibidor da P-gp, a nimodipina. A associagdo com o inibidor
da P-gp conseguiu reduzir parcialmente a resisténcia ao fenobarbital e
completamente a resisténcia a fenitoina. Ja a carbamazepina, como nao é um
substrato da P-gp, mostrou-se efetiva durante todo o experimento, néo
apresentando resisténcia (ENRIQUE, et al., 2017).

Enrique et al. (2019), avaliaram o uso de anti-inflamatérios associados aos
anticonvulsivantes, como alternativa terapéutica para a refratariedade do
tratamento. Como resultado, eles observaram que o uso do anti-inflamatério
levou a diminuigdo na expressdo da P-gp, sendo que os niveis deste
transportador ficaram menores do que em animais sem epilepsia. Além disso, o
efeito anticonvulsivante da fenitoina foi aumentado em comparacédo ao grupo
que nao recebeu o anti-inflamatoério; dentre os anti-inflamatorios avaliados,

aquele que mais se destacou foi 0 acido sebacico (ENRIQUE, et al., 2019).

2.4 FEXOFENADINA

A fexofenadina (Figura 3) € um farmaco anti-histaminico, que age como
antagonista dos receptores H1, ligando-se ao receptor e o inativando, diminuindo
assim o numero de receptores aos quais a histamina pode se ligar. Sua molécula
apresenta propriedades zwitteribnicas, apresentando as conformagdes R e S,
com as duas formas ativas; e € comercializada na forma de racemato. Apresenta

dois pKa’s: 4,25 e 9,53. E minimamente metabolizada pelo figado, ndo sendo
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encontrado nenhum metabdlito. Ainda, apresenta rapida absorgao, atingindo
Cmax (Concentracdo Plasmatica Maxima) entre 1 a 3 horas em humanos; se liga
entre 60 - 70% as proteinas plasmaticas (MING; KNIGHT; THAKKER, 2011).

Figura 3 — Estrutura molecular de fexofenadina.

CHj
CHs

COCH

OH

OH

Fonte: Do autor.

A terfenadina é metabolizada a fexofenadina. O FDA (Food and Drug
Administration) determinou a substituicdo da terfenadina pela fexofenadina, pois
esta possui menos efeitos adversos que seu precursor, uma vez que quando a
terfenadina € administrada juntamente com algum inibidor do citocromo P450
(exemplo eritromicina e cetoconazol), ocorre acumulo da terfenadina no
organismo e aparecimento de efeitos cardiotoxicos como arritmias (FERREIRA
et al., 2009).

A substancia apresenta excrecao majoritariamente na forma inalterada,
sendo apenas 5% metabolizada: predomina a excregao nas fezes (80%), 10%
na urina e 5% em outras vias. A meia-vida, apés multiplas doses, é de 11-16
horas em humanos. Em idosos, o Cmax € a area sob a curva (AUC%®) sdo
aumentados (CHEN; HSU, 2014).

A fexofenadina é considerada um farmaco marcador da atividade in vivo
da P-gp. Cvetkovic et al. (1999), demonstraram que, além da P-gp, a
fexofenadina também é substrato do OATP. Portanto, a fexofenadina tém sua
disposicgao cinética influenciada pelo OATP, que é transportador de influxo, e pela
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P-gp, que é de efluxo.

Estudos demonstram que quando a atividade de P-gp esta reduzida,
devido a acgéo de inibidores do transportador como verapamil, ciclosporina e
quinidina, ocorre a diminuicdo do efluxo do fexofenadina pelo transportador,
ocasionando o aumento da absor¢cdo e consequentemente da concentragao
plasmatica. Porém, quando a atividade do transportador esta aumentada, por
acao de indutores como clotrimazol, isosafrol, midazolam, fenobarbital,
rifampicina, carbamazepina, entre outros, a absor¢cdo da fexofenadina é
diminuida, pois o transportador promove maior efluxo de fexofenadina para o
lumen intestinal, e assim, sua absor¢ao e concentracao plasmatica diminuem
(SMITH; GUMS, 2009).

2.5 FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

2.5.1 Carbamazepina

A carbamazepina € um antidepressivo ftriciclico, sendo um dos
antiepilépticos mais consumidos no mundo. Seu mecanismo de agao se da por
meio da estabilizacdo da membrana hiperexcitada neuronal, impedindo a
propagacao do potencial de agao excitatorios. Esta estabilizagdo se da por meio
do bloqueio de canais ibnicos de sédio. A carbamazepina € lentamente
absorvida, atingindo o Cmax entre 4 - 8 horas em humanos, é metabolizada pelo
citocromo P450, sendo eliminada principalmente em sua forma biotransformada
(RITTER et al., 2020). Um dos metabdlitos é a carbamazepina epoxido, que €
um metabdlito que apresenta atividade. A carbamazepina é indutora de enzimas
metabolizadoras, em especial CYP 3A4 e também pode induzir aumento da
expressao da P-gp (DARWEESH, KHAMIS, EL-ELIMAT, 2020).

Em estudo com criangas que apresentavam epilepsia refrataria, analisou-
se 0 sangue destes individuos por 25 dias, e, em 33% das analises foi

encontrado nivel subterapéutico em pacientes que foram submetidos ao
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tratamento com carbamazepina. Isto pode ter ocorrido pelo aumento da
expressédo da P-gp na barreira hematoencefalica e pelo aumento da excregéo
em orgéos como o figado (onde a P-gp também atua excretando as substancias
para a bile), com possivel aumento da atividade de CYP3A4; estes dois efeitos
ocasionaram um aumento na detoxificacao, resultando concentracdes reduzidas
do farmaco na circulagao (LAZAROWSKI et al., 2004b).

Graumlich et al., (1999) demonstraram que a farmacocinética da
carbamazepina alterou-se em ratos do tipo GEPR. A meia-vida apresentou
reducao quando comparada ao grupo controle. Os autores nao conseguiram
uma explicagdo para tal achado, mas provavelmente o fato da P-gp impedir o
acesso do farmaco ao SNC fez com que o medicamento fosse mais

metabolizado e excretado, e desta forma reduziu-se o AUC.

2.5.2 Fenitoina

O mecanismo de acgéo de fenitoina ndo € completamente elucidado, mas
sabe-se que ela possui acdo sobre a condutancia dos canais ibnicos, inibicao
dos canais de calcio, elevacdo do potencial de membrana e aumento dos niveis
de GABA. Sua farmacocinética € nao linear, e sua metabolizagao a converte em
forma hidroxilada, favorecendo sua eliminagcédo (DELLA PASCHOA et al., 1997).

Em um estudo sobre criancas que apresentavam epilepsia refrataria, ao
analisar o sangue dos pacientes que utilizaram fenitoina, em 40% das analises
foi encontrado nivel subterapéutico da mesma. A causa disso foi relacionada ao
aumento da expressao de P-gp na barreira hematoencefalica e aumento do
CYP3A4 (LAZAROWSKI et al., 2004b).

2.5.3 Fenobarbital

O fenobarbital & anticonvulsivante, hipnético e sedativo, utilizado por
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pacientes para o tratamento de crises convulsivas. Seu mecanismo de acao é
semelhante aos benzodiazepinicos, ou seja, aumenta a atividade do
neurotransmissor GABA, estabilizando a membrana neuronal (RITTER et al.,
2020) e aumentando a duragao média do canal aberto devido aumento do influxo
do ion CI, isto leva a hiperpolarizacdo da membrana celular do neurénio pés-
sinaptico. Assim, é possivel impedir a transmissdo da atividade epiléptica
(PASTORE, OFUCHI, NISHIYAMA, 2007).

Esse farmaco ¢é altamente lipossoluvel e por isso € distribuido para todo o
organismo, principalmente o SNC. Cerca de 80% da sua dose é absorvida pelo
trato gastrointestinal; posteriormente é metabolizado no figado e excretado pelos
rins na sua forma inalterada. Sua meia-vida plasmatica € de 40 - 70 horas para
criancas e de 50 - 140 horas em adultos, sendo que para pacientes idosos ou
com insuficiéncias renal ou hepatica esses valores podem ser exacerbados. A
longa meia-vida do farmaco garante, primeiramente, a administragéo de apenas
uma dose ao dia, além de proteger contra possiveis crises de abstinéncia, caso
a ingestao seja interrompida (KWAN, BRODIE, 2004; TEIXEIRA-DA-SILVA et al.,
2020).
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3 JUSTIFICATIVA

A epilepsia € uma patologia com incidéncia mundial, mas de maior
prevaléncia em paises em desenvolvimento. Cerca de cinquenta milhdes de
pessoas no mundo estdo acometidas por esta patologia. Pacientes que possuem
epilepsia, em alguns casos, ndo apresentam respostas ao tratamento e s&o
denominados pacientes refratarios. Uma possivel causa para esta resisténcia ao
tratamento sao os transportadores, como por exemplo, a glicoproteina P (P-gp).
AP-gp é um transportador de efluxo que esta presente principalmente na barreira
hematoencefalica; uma vez que farmacos antiepilépticos sao substratos da P-
gp, isto pode ocasionar alteragbes farmacocinéticas, ou concentragdes
subterapéuticas no local de agéo. Por este motivo, utilizando-se animais controle
e animais epilépticos, foi realizada a avaliagdo farmacocinética com o uso
concomitante de inibidores da P-gp na farmacocinética da fexofenadina (farmaco
marcador da atividade da P-gp) e, posteriormente, o efeito da inibicdo da P-gp
foi avaliado para farmacocinética de anticonvulsivantes, utilizados para
tratamento da epilepsia, com o intuito de se verificar a influéncia da atividade P-
gp sobre os mesmos. E esperado que devido ao aumento da expressao da P-gp
na barreira hematoencefalica, aconteca represamento do farmaco no sangue
periférico dos animais epilépticos. Com a administragao do inibidor, espera-se

que ocorra alteragao nos parametros farmacocinéticos.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Avaliar a farmacocinética de farmacos antiepilépticos em ratos sadios e
em modelo experimental de epilepsia, com o intuito de analisar a relagao entre

a atividade da P-gp e a farmacocinética dos antiepilépticos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacao da farmacocinética nos grupos controle e epiléptico induzido por

pilocarpina, e associagao com o inibidor da P-gp para os farmacos:
a) Fexofenadina;

c) Fenobarbital;

)
b) Carbamazepina;
)
d)

Fenitoina.
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5 METODOLOGIA

5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram utilizados animais da raga Wistar, obtidos do Biotério Central da
UNIFAL-MG. O tamanho amostral foi de 8 (n=8) para cada grupo avaliado). O
modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da UNIFAL/MG,
pelo Protocolo n°® 32/2017 (Anexo I).

Inicialmente os animais foram submetidos ao protocolo de indugcéo de
Status Epilepticus (SE) por pilocarpina. Apds 7 dias da indugdo, os animais
passaram por um procedimento cirurgico de canulagdo, para inser¢ao de uma
canula em veia jugular no animal para realizagdo de colheitas de sangue nos
intervalos propostos.

Apos o procedimento, o animal permaneceu em recuperacédo até o dia
seguinte, quando entdo foram administrados os farmacos e realizadas as
colheitas nos tempos propostos. Pelas céanulas foram coletados
aproximadamente 500 pL de sangue; este mesmo volume foi reposto com salina,
para evitar alteracdo da volemia e consequentemente da concentracéo
sanguinea.

Os grupos foram subdivididos conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Estratificagdo dos grupos experimentais para cada farmaco analisado (n=8
por grupo). O inibidor da P-gp utilizado foi o verapamil.
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Fonte: Do autor.

5.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE INDUGCAO DE EPILEPSIA EM
RATOS

Os animais foram pesados no dia do experimento, e aqueles que estavam
com peso entre 150-200g foram utilizados, pois 0s animais jovens exibem maior
suscetibilidade a indugcéao de crises, exigindo doses menores, além de ter uma
maior taxa de sobrevivéncia comparado aos animais adultos (LEITE et al., 1996).
Os animais receberam a injecdo de brometo de metil-escopolamina
intraperitoneal (i.p. 20mg/kg) com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais
periféricos da pilocarpina. Apés um intervalo de 30 minutos, a pilocarpina (i.p.
280mg/kg) foi administrada ao animais do grupo epiléptico, enquanto que para
os animais controle foi administrada salina em volumes similares ao grupo
pilocarpina. A dose de pilocarpina foi otimizada para se obter maior razdo de
sobrevivéncia dos animais, visto que a dose descrita na literatura, de 320mg/kg,

associou-se a grande mortalidade (cerca de 75%), entao a dose foi reduzida para
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280mg/kg, dose essa que induziu os animais ao SE e apresentou taxa de
mortalidade de 30%. Apos o inicio das crises convulsivas, que foram
identificadas pelo movimento das orelhas e mastigagao involuntarios, observou-
se a evolugao do SE de acordo com os parametros de Pinel e Rovner, (1978)
(Tabela 1). Os animais foram mantidos em SE por 90 minutos (tempo minimo
para que ocorra a epileptogénese (TURSKI et al., 1984; CAVALHEIRO, 1995),
sendo que a cada 15 minutos foi administrado 0,5mL de soro fisiolégico glicosado
por gavagem para reposi¢cao de liquidos. Apdés 90 minutos, todos os animais
(controle e pilocarpina) foram submetidos a administracdo de diazepam (i.p 5

mg/kg) para controle das crises (Tabela 2).

Tabela 1 - Gravidade da crise limbica ou crises que mimetizam a epilepsia do

lobo temporal.

Gravidade da crise Comportamento
00 Imobilidade
01 Automatismo facial
02 Mioclonias de cabeca e pescogo
03 Comportamentos anteriores e clonias de patas
anteriores
04 Comportamentos anteriores e elevagao sobre as

patas posteriores

05 Comportamentos anteriores e elevagao e queda
06 Elevacao e queda (= 3 vezes)

07 Comportamentos anteriores + corrida

08 Comportamentos anteriores + corrida = convulsao

tbnica-clonica

Fonte: adaptado de Pinel e Rovner, 1978.
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Tabela 2 - Farmacos utilizados para o protocolo de indugao da epilepsia, agao e

tempo de administragao.

Farmaco Acéao Tempo
Brometo de metil- Antagonista muscarinico 30 minutos
escopolamina (20mg/kg) periférico

Pilocarpina (280 mg/kg) Agonista muscarinico (agente 90 minutos a partir do

epileptomimético) inicio do SE
Diazepam (5 mg/kg) Inibidor de GABA (cessar a apo6s 90 minutos do inicio
crise) do SE

Fonte: Do autor.

Os animais permaneceram por 7 dias em recuperagao (com reposi¢ao de
liquido e nutrientes) apds a indugao do SE para recuperagao total, e entdo foram

submetidos ao procedimento de canulagéo da veia jugular.

5.3 PROTOCOLO DE CANULAGAO DA VEIA JUGULAR

Para isso, animal foi pesado e em seguida foi anestesiado com cloridrato
de cetamina (0,1mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,05mg/kg), conforme protocolo
da UFSCAR, 2015. Apds a sedagao iniciou-se o procedimento cirurgico de
canulagao da veia jugular (HARMS; OJEDA, 1974).

O animal foi fixado em uma plataforma com seu abdémen para cima e
bracos abertos para facilitar a cirurgia. Entao foi feita uma pequena incisao na
regido da clavicula do rato, onde a veia jugular se encontra pulsante logo abaixo
do musculo do animal. Em seguida, foi feita a perfuragcado da veia com auxilio de
uma agulha, e esta saiu pelo musculo onde foi fixada a canula. Entéo, retirou-se
a agulha da extremidade da canula e com o auxilio de pingas movimentou-se a
canula para que ela ficasse no interior da veia e o sangue fluisse por ela. A canula

foi presa no musculo através de um ponto, para que ela ficasse fixada e nao
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saisse da luz da veia. A outra extremidade da canula foi passada, com a ajuda
de um trocater, pela pele do rato para que saisse no dorso do mesmo. Foram
feitas suturas para fechar a incis&o. Assim, a canula foi fixada na parte posterior.
ApOs posicionamento da canula, foi verificado o sucesso em obter sangue, se
houvesse falha, poder-se-ia reposicionar. Apds o procedimento o animal ficou
em recuperagao, em caixas individuais, até o dia seguinte, quando ent&do foram
administrados os farmacos e realizadas as colheitas nos tempos propostos.
Pelas canulas foram coletados cerca de 500 yL de sangue, e este mesmo
volume foi reposto com salina, para evitar que altere a concentragao sanguinea

e para permitir que o animal aguentasse todas as coletas.

5.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE METODOLOGIAS
BIOANALITICAS DE ANALISE DOS FARMACOS EM PLASMA

5.4.1 Fexofenadina

Para a analise da fexofenadina foi utilizado um método ja previamente
validado no grupo (Placido et al., 2017).

Em resumo, o preparo de amostra foi realizado através de clean-up com
solvente organico. Para os calibradores foram pipetados 25uL de padréo de
fexofenadina nas concentragdes de 80, 100, 200, 400, 1000 e 2000ng de
fexofenadina por mL de acetonitrila, que equivalem a 20, 25, 50, 100, 250 e
500ng de fexofenadina por mL de plasma e 25uL de padrao interno (losartana)
na concentragdo de 250ng/mL, foram levados a secura e retomados em 100uL
de plasma branco (que representa a matriz de trabalho isenta do analito). Entao
para calibradores e amostras, (100uL) foram adicionados 1000uL acetonitrila
(Merck®), em eppendorf. Essa mistura foi agitada em vortex (Thermolyne®,
modelo Max Mix Il) por 1 min e em seguida, centrifugada por 20 minutos a
22000G em microcentrifuga (marca Mini spin® modelo Mini spin plus -
Eppendorf®). Entdo, 900uL do sobrenadante foram transferidos para um tubo de

ensaio, o qual foi levado a secura em concentrador a vacuo (Labconco®, modelo
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Centrivap® concentrator), ressuspendido em 50uL de fase movel, transferidos
para vials contendo inserts e 25 pL foram injetados no equipamento. A curva
analitica foi formada pelos pontos: 20, 25, 50, 100, 250 e 500ng de fexofenadina
por mL de plasma. Os controles de qualidade foram preparados nas
concentragbes de 25ng/mL para o CQ baixo, 200ng/mL para o CQ médio e
375ng/mL para o CQ alto.

A fase movel foi constituida por uma mistura de acetonitrila: metanol:
acetato de aménio 10mM (45:45:10 v:v.v), bombeados em fluxo de 0,4mL/min,
com volume de inje¢cao de 25uL, com coluna de separagcdo C18, Shimadzu,
modelo Shim-pack ODSPhenyl®, de dimensdes 3mm x 100mm x 2,2um. As
condicdes iniciais foram otimizadas pelo equipamento; a fonte de ionizacao
utilizada foi a ESI. Os ions do fenobarbital foram monitorados no modo positivo,
nas respectivas transicoes m/z de 502>484, 466 e 171, sendo a transicédo
502>171 de maior intensidade, e os do padrdo interno nas transicées m/z de
423>207, 192 e 235, sendo a transi¢cao 423>207 de maior intensidade.

5.4.2 Carbamazepina

Para a analise da carbamazepina foi utilizado um método ja previamente
validado em nosso grupo de pesquisa (Costa et al., 2016).

Em resumo, utilizou-se a extragao liquido-liquido para preparo das
amostras e quantificagdo por UHPLC-MS/MS. A 200uL de plasma adiciona-se
25uL de PI (diazepam na concentragcao de 500 ng/mL), 0,1g de cloreto de sodio
(NaCl), 200ul de tampao acetato (1M) pH= 4,6 e 3 mL de mistura éter dietilico:
acetato de etila (6:4, v/v). Agitou-se por 15 minutos em agitador vertical (1500
rom) (IKA® Vibraxx) e centrifugou-se a 1800 g por 15 minutos (Novatécnica® NT-
811). Aliquotas de 2mL da fase organica foram levadas a secura, em
concentradora de amostras (Labconco®, modelo Centrivap® concentrator), em
temperatura de 60°C, ressuspendidas em 200uL de fase mével para posterior
injegdo de 100uL no UHPLC-MS/MS (Shimadzu®). A curva analitica foi formada
pelos pontos: 1, 5, 10, 50, 100, 200, 500 e 1000ng de carbamazepina por mL de
plasma. Os controles de qualidade foram preparados nas concentracbes de
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1ng/mL para o CQ baixo, 500ng/mL para o CQ médio e 1000ng/mL para o CQ
alto.

A fase movel foi constituida por uma solugdo de acetonitrila: tampéao
formiato de aménio 2mM, 75:25v/v bombeados em fluxo de 0,2mL/min, com
volume de inje¢ao de 100uL, com coluna de separacao C18, Shimadzu, modelo
Shim-pack ODSPhenyl®, de dimensées 3mm x 100mm x 2,2um. As condigdes
iniciais foram otimizadas pelo equipamento; a fonte de ionizagdo utilizada foi a
ESI. Os ions da carbamazepina foram monitorados no modo positivo, nas
respectivas transigdes m/z de 236,80>193,90, 193,00 e 191,85 e os do padrao
interno nas transicdées m/z de 285,00>154,00, 192,95 e 221,95.

5.4.3 Fenobarbital

O método de analise do fenobarbital em plasma de rato foi desenvolvido
baseado inicialmente no método de Hassib ef al. (2018).

O preparo das amostras foi realizado através de um extragao liquido-
liquido, sendo o solvente extrator uma mistura de acetato de etila : hexano
(30:70) (Exodo Cientifica®). Em resumo, para os calibradores foram pipetados
25uL de padrao de fenobarbital nas concentragdes de 100, 200, 400, 1000, 2000,
4000 e 10000ng de fenobarbital por mL de metanol, que equivalem a 25, 50, 100,
250, 500, 1000 e 2500ng de fenobarbital por mL de plasma e 25uL de padrao
interno (quetiapina) na concentragdo de 1000ng/mL, foram secos e retomados
em 100uL de plasma branco (que representa a matriz de trabalho isenta do
analito). Para as amostras (100uL) e calibradores foram adicionados 4mL do
solvente extrator, em tubo de ensaio. Essa mistura foi agitada em agitador de
tubos (Ika®) por 10 min e em seguida, recuperou-se 3mL do sobrenadante para
outro tubo de ensaio. Esse tubo foi levado para uma concentradora a vacuo
(Labconco®, modelo Centrivap® concentrator) para a secagem. Apos a completa
secagem, ressuspendeu-se em 50uL de fase movel e esse volume foi transferido
para vials contendo inserts e 25 uL foram injetados no equipamento. A curva
analitica foi formada pelos pontos: 25, 50, 100, 250, 500, 1000 e 2500ng de
fenobarbital por mL de plasma. Os controles de qualidade foram preparados nas
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concentragcbes de 50ng/mL para o CQ baixo, 250ng/mL para o CQ médio e
2500ng/mL para o CQ alto.

A fase moével foi constituida por uma solugdo de metanol : acetato de
amoénio 10mM (90:10 v:v), bombeados em fluxo de 0,4mL/min, com volume de
injecdo de 25uL, com coluna de separagdo C18 (4,6 mm X 150 mm X 5 pym,
LiChrospher®). As condigdes iniciais foram otimizadas pelo equipamento; a fonte
de ionizacao utilizada foi a ESI, os ions do fenobarbital foram monitorados no
modo negativo, nas respectivas transicoées m/z de 231>42, 188 e 85, sendo a
transicdo 231>188 de maior intensidade, e o padrao interno na transicdo m/z de
384>253, 221 e 210, sendo a transicdo 384>253 de maior intensidade.

5.4.4 Fenitoina

O método de andlise em plasma de rato foi desenvolvido baseado
inicialmente no método de Hassib et al. (2018).

O preparo das amostras foi realizado através de extracao liquido-liquido,
sendo o solvente extrator uma mistura de acetato de etila : hexano (30:70)
(Exodo Cientifica). Em resumo, para os calibradores foram pipetados 25uL de
padrao de fenitoina nas concentragées de 100, 200, 400, 1000, 2000 e 4000ng
de fenitoina por mL de metanol, que equivalem a 25, 50, 100, 250, 500 e 1000ng
de fenitoina por mL de plasma e 25uL de padrdo interno (ibuprofeno) na
concentragdo de 1000ng/mL, foram secos e retomados em 100uL de plasma
branco (que representa a matriz de trabalho isenta do analito). Para as amostras
(100pL) e calibradores foram adicionados 4mL do solvente extrator, em tubo de
ensaio. Essa mistura foi agitada em agitador de tubos (lka®) por 10 min e em
seguida, retirou-se 3mL do sobrenadante e transferiu-se para outro tubo de
ensaio. Esse tubo foi levado para uma concentradora a vacuo (Labconco®,
modelo Centrivap® concentrator) para a secagem. Apds a completa secagem,
ressuspendeu-se em 100 uL de fase mével e esse volume foi transferido para
vials contendo inserts e 25 L foram injetados no equipamento. A curva analitica
foi formada pelos pontos: 25, 50, 100, 250, 500 e 1000ng de fenitoina por mL de
plasma. Os controles de qualidade foram preparados nas concentragdes de
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100ng/mL para o CQ baixo, 250ng/mL para o CQ médio e 500ng/mL para o CQ
alto.

A fase movel foi constituida por uma solugao de acetonitrila : acetato de
amoénio 10mM (50:50 v:v), bombeados em fluxo de 0,4mL/min, com volume de
injecdo de 25uL, com coluna de separagdo C18 (4,6 mm X 150 mm X 5 um,
LiChrospher®). As condigdes iniciais foram otimizadas pelo equipamento; a fonte
de ionizagao utilizada foi a ESI, os ions do padrdo foram monitorados no modo
negativo, nas respectivas transicbes m/z de 250,9>102, 180 e 75, sendo a
transicdo 250,9>102 de maior intensidade, e o padrao interno na transigdo m/z
de 205>161.

5.4.5 Validagao dos métodos bioanaliticos para analise de fenobarbital e
fenitoina em plasma de rato

Os métodos analiticos foram validados conforme especificacbes da
ANVISA na RDC n° 27 de maio de 2012 (BRASIL, 2012), nos seguintes
parametros: precisdo, exatidao, linearidade, efeito matriz, efeito residual e
estabilidades, para confirmar sua adequagao e confiabilidade para a analise

proposta.

5451 Efeito Matriz

Efeito matriz € um estudo realizado para verificar se algum componente
presente na matriz bioldgica causa interferéncia na resposta do farmaco ou
padrado interno na analise.

Para este teste foram analisadas, em triplicata, amostras de matrizes
biolégicas processadas e posteriormente adicionadas dos analitos e do Pl em
concentracdes iguais aos controles de qualidade de baixa concentragéo (CQB)
e controle de qualidade de alta concentragao (CQA). O coeficiente de variagéo

(CV) dos Fatores de matrizes normalizados (FMNs) relativos a todas as amostras
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deve ser inferior a 15% (BRASIL, 2012).
A formula utilizada para o calculo do fator de matriz normalizado esta

demonstrada a seguir:

FMN= Resposta do analito em matriz/resposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solugéo/resposta do Pl em solugao

5452 Linearidade

Alinearidade permite avaliar se o sinal emitido pelo equipamento aumenta
com o aumento da concentragdo do analito presente na amostra, em uma
proporgao linear. Para sua realizagao foram adicionados 25uL do padrdao do
farmaco na concentragcdo apropriada, e 25uL de Pl nas concentracbes das
curvas analiticas. Os calibradores foram processados conforme o preparo de
amostra descrito nos itens 5.3.3 e 5.3.4 e os resultados foram plotados em

grafico, e avaliou-se o0 R?, que deve ser maior ou igual a 0,98 (BRASIL, 2012).

5.4.5.3 Precisao e exatidao

A precisao avalia o grau de repetibilidade do método entre os resultados
obtidos para uma mesma concentracao, ou seja, o quanto os resultados estao
proximos entre si para a mesma concentragdo. E dividido em precisdo intra-dia
(um unico dia) e precisao interdias (minimo de 3 dias diferentes). Foram
avaliados por meio do controle de qualidade de baixa concentracao (CQB),
controle de qualidade de média concentragao (CQM) e controle de qualidade de
alta concentracdo (CQA). A exatidao expressa a proximidade dos resultados
obtidos ao valor nominal e foi realizado da mesma forma que a preciséao.

A preciséao é expressa pelo coeficiente de variagéo (CV) ou desvio padréao
relativo (DPR), e seu valor ndo deve ser superior a 15% entre as replicatas,

exceto para o LIQ que é até 20%. Para a exatidao foi avaliada através de calculo
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do erro padrao relativo (EPR), os valores para cada concentragdo ndao podiam
ser superiores a 15%, exceto para o LIQ que poderia ser 20% (BRASIL, 2012).
A preciséo e exatiddo intra-dia foram realizadas em um mesmo dia, enquanto a
interdias foi realizada em 3 dias. As amostras foram fortificadas com padrdao em
cada uma das concentracdes (CQB, CQM, CQA) e passaram pelo procedimento

de preparo de amostra, conforme descrito nos itens 5.3.3 € 5.3.4.

CV ou DPR (%)= (Desvio padrao x 100)/ Média

Inexatiddo (%)= [(concentragdo média determinada - concentragao

nominal) x100]/ Concentragdo nominal

5.4.5.4 Limite inferior de quantificagéo (LIQ)

O LIQ representa a menor concentracdo que o método pode quantificar
com precisao e exatidao. O coeficiente de variagao deve ser inferior a 20%. Sua

determinacao foi realizada por meio de 6 replicatas.

5.4.5.5 Limite de detecgao

O limite de deteccao é a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob
as condicdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2012).

Este parametro é calculado conforme a féormula:

LD =Dpax3

IC

Sendo, Dpa (desvio padréo do intercepto com o eixo Y da curva analitica)

e IC (inclinagao da curva analitica).
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5.4.5.6 Estabilidade

A estabilidade foi avaliada com o intuito de garantir que o analito se
manteve estavel nas condigdes de preparo, analise e estocagem das amostras.
Para isso, foi avaliada a estabilidade do padrao frente a estabilidade pds-
processamento e estabilidade de curta duragdo. A estabilidade é garantida
quando ndo ocorrer um desvio superior a 15% da média das concentracdes

obtidas em relagdo a amostras recém-preparadas (BRASIL, 2012).

5.4.5.6.1 Estabilidade de curta duragéo

Amostras foram fortificadas com padrdes nas concentracées do CQB e
CQA, em quadruplicata, foram deixadas em repouso em condi¢cdes normais do
laboratério (temperatura, umidade e luminosidade) durante o tempo necessario
para preparo das amostras. Em seguida foram submetidas ao preparo de
amostra conforme itens 5.3.3 € 5.3.4 e analisadas. Os resultados obtidos foram
comparados a amostras recém-preparadas e a variacdo deve ser menor que
15%.

5.4.5.6.2 Estabilidade pos-processamento

Amostras de plasma foram fortificadas com padrées nas concentragdes
do CQB e CQA, em quadruplicata, foram submetidas ao preparo de amostra
conforme descrito nos itens 5.3.3 e 5.3.4, porém foram analisadas pelo
equipamento somente apds o término de todas as outras amostras. Os
resultados obtidos foram comparados com amostras recém-preparadas e a

variagao deve ser menor que 15%.
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545.7 Efeito residual

Efeito residual (carryover) avalia se ha contaminagéo proveniente de
analises anteriores, as quais podem levar ao aparecimento e aumento do sinal
do analito ou padrdo interno. Para a analise, foram analisadas 3 inje¢cdes de
amostra branco, sendo uma antes e duas apos a inje¢ao do limite superior de
quantificacdo (LSQ) e avalia se houve aparecimento de sinal do analito no

branco.

5.5 PROTOCOLOS PARA AVALIACAO FARMACOCINETICA

Foi realizada a avaliagdo farmacocinética para os grupos controle com
inibidor, epiléptico e epiléptico com inibidor, sendo os grupos epilépticos
formados por animais induzidos quimicamente pelo modelo da pilocarpina,
conforme item 5.2. Cada grupo foi composto por 8 animais da ragca Wistar
provenientes do Biotério Central da UNIFAL-MG.

Os grupos foram mantidos no laboratério de experimentacao, onde foram
submetidos ao ciclo do claro e escuro de 12 horas e tiveram agua e comida ad
libitum. Todos os animais foram pesados, e aqueles que estiveram com peso
entre 200 — 2509 foram submetidos ao procedimento cirurgico para a insergao
de uma canula na veia jugular. No dia seguinte a cirurgia de canulagao, foi

administrado os farmacos, conforme os protocolos.

5.5.1 Fexofenadina

Foi administrado o verapamil na dose de 10mg/kg (BANSAL et al., 2009)
(para os grupos com inibidor), e apds 2 horas foi administrada a fexofenadina
por gavagem na dose de 10mg/kg (PHATAK et al., 2008) de peso do animal.

Entao foram realizadas colheitas de 0,5mL de sangue, e este mesmo volume foi
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reposto com salina. Os tempos de colheita foram: 0,25; 0,5; 1; 1,25; 2; 3; 4; 6; 8;
12 horas. O sangue foi centrifugado e o plasma foi separado e armazenado a -

80°C até o momento da analise.

5.5.2 Carbamazepina

Foi administrado a carbamazepina por gavagem na dose de 25mg/kg de
peso do animal (Costa et al., 2016). Entdo foram realizadas colheitas de 0,5mL
de sangue, e este mesmo volume foi reposto com salina. Os tempos de colheita
foram: 0,08; 0,33; 0,66; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8 horas. O sangue foi centrifugado e o
plasma foi separado e armazenado a -80°C até o momento da analise. Para os
animais tratados com o inibidor, primeiramente foi administrado o verapamil na
dose de 10mg/kg (BANSAL et al., 2009); apds duas horas da administragao do
verapamil, foi administrado a carbamazepina nas mesmas condigdes dos grupos
sem inibidores, e realizou-se as colheitas nos mesmos tempos do grupo sem

inibidor.

5.5.3 Fenobarbital

Foi administrado o fenobarbital por gavagem na dose de 40mg/kg de peso
do animal (BRANDT et al., 2004). Entdo foram realizadas colheitas de 0,5mL de
sangue, e este mesmo volume foi reposto com salina. Os tempos de colheita
foram: 0,08; 0,25; 0,30; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8 horas. O sangue foi centrifugado e o
plasma foi separado e armazenado a -80°C até o momento da anélise. Para os
animais tratados com o inibidor, primeiramente foi administrado o verapamil na
dose de 10mg/kg (BANSAL et al., 2009); apos duas horas da administragéo do
verapamil, foi administrado o fenobarbital nas mesmas condi¢ées dos grupos
sem inibidores, e realizou-se as colheitas nos mesmos tempos do grupo sem

inibidor.
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5.5.4 Fenitoina

Foi administrado a fenitoina por gavagem na dose de 30mg/kg de peso
do animal (POTSCHKA; LOSCHER, 2001b; HOCHT et al., 2007). Ent&o foram
realizadas colheitas de 0,5mL de sangue, e este mesmo volume foi reposto com
salina. Os tempos de colheita foram: 0,08; 0,25; 0,30; 0,45; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6
horas. O sangue foi centrifugado e o plasma foi separado e armazenado a -80°C
até o momento da anadlise. Para os animais tratados com o inibidor,
primeiramente foi administrado o verapamil na dose de 10mg/kg (BANSAL et al.,
2009); ap6s duas horas da administragdo do verapamil, foi administrado a
fenitoina nas mesmas condi¢gdes dos grupos sem inibidores, e realizou-se as

colheitas nos mesmos tempos do grupo sem inibidor.

5.6 ANALISE FARMACOCINETICA

ApoOs determinagdo bioanalitica por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia da concentracdao dos farmacos presentes em plasma, foi realizada a
modelagem farmacocinética. Para isso foi utilizado o add-in PKSolver para Excel
(Microsoft®) (ZHANG et al., 2010). Os dados de concentragédo plasmatica em
funcdo do tempo apods a administracdo oral foram analisados por modelo n&o-
compartimental; foram obtidos os parametros: area sob a curva (AUC®),

clearance, meia vida (t1/2), Cmax € Tmax.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa
GraphPad Instat® para a obtengdo da mediana e do intervalo de confianga 95%
(IC 95%).

O teste de Mann-Whitney bicaudado para dados ndo pareados e n&o
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paramétricos foi utilizado para comparar os parametros farmacocinéticos da
fexofenadina nos grupos controle com inibidor, pilocarpina e pilocarpina com
inibidor, nivel de confianga fixado em p=<0,05.

O teste de Mann-Whitney bicaudado para dados ndo pareados e nao
paramétricos também foi utilizado para a comparagao da farmacocinética da
carbamazepina, fenobarbital e fenitoina entre os grupos: controle, controle com

inibidor, epiléptico e epiléptico com inibidor, nivel de confianga fixado em p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DOS METODOS DE
ANALISE EM PLASMA DE RATOS

6.1.1 Fenobarbital

O método analitico desenvolvido no UHPLC-MS/MS para a quantificacao
de fenobarbital foi validado conforme as especificagdes da RDC 27/2012 da
ANVISA (BRASIL, 2012). O cromatograma obtido esta mostrado na Figura 5. O
tempo de eluicdo do fenobarbital foi aproximadamente 3 minutos e do padréo

interno em torno de 4 minutos.
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Figura 5 - Cromatogramas obtidos na analise do fenobarbital em plasma de rato
por UHPLC-MS/MS. Em I: cromatograma referente a calibrador na
concentragédo de 2500ng de fenobarbital por mL de plasma de rato. O
pico A refere-se ao Pl e o pico B ao fenobarbital. Em II: cromatograma
referente a amostra de animal tratado, no tempo de colheita de 4h. O
pico A refere-se ao Pl e o pico B ao fenobarbital.
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Fonte: Do autor.
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6.1.1.1 Efeito matriz

A avaliacado deste efeito para os controles de qualidade baixo (CQB) e alto
(CQA), mostrou o método desenvolvido para o fenobarbital ndo apresentou
efeito matriz. Os coeficientes de variacdo (CV) obtidos para o CQB foram de
2,8% € 9,7%, para o CQA; portanto estdo dentro dos limites aceitaveis pela RDC
27/2012, que sao até 15% (BRASIL, 2012).

6.1.1.2 Linearidade

De acordo com a RDC 27/2012, para a aceitagdo da linearidade é
necessario que a menor concentracado nominal tenha desvio menor ou igual a
20%, as demais concentracdes ndo tenham desvio superior a 15% em relacao
ao valor nominal. Além disso, € necessario que no minimo 75% dos padrbes de
calibracéo estejam adequados ao acima disposto, e, que no minimo seis padrdes
de concentracgdes distintas sejam utilizados. O limite inferior de detecgao (LIQ) e
o limite superior de quantificagdo (LSQ) também devem atender as exigéncias
anteriores (BRASIL, 2012). A relagédo entre concentracao e resposta foi definida
por meio de uma curva analitica, representada por uma equacao de primeiro
grau, no intervalo de 25 a 2500ng/mL de fenobarbital em plasma.

Os dados da curva analitica estdo demonstrados na Tabela 3. A Figura 6
representa a curva analitica, com seis réplicas para cada ponto. O valor do
coeficiente de correlagao linear foi superior a 0,99, sendo que o critério de
aceitagao para o coeficiente é de que ele seja maior ou igual a 0,98; indicando

adequada linearidade na faixa de trabalho.

Tabela 3 - Dados obtidos da equacao linear do fenobarbital

Parametro Valor
Coeficiente angular (a) 0,0024
Coeficiente linear (b) -0,0001
Coeficiente de correlagao linear (r) 0,9912

Fonte: Do autor.
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Figura 6 — Curva analitica para o fenobarbital em plasma de rato.
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Fonte: Do autor.

6.1.1.3 Precisao, exatidao e limite inferior de quantificagao

Foram determinadas precisdo e exatidao intra e intercorridas (Tabela 4)
para os controles baixo (CQB), médio (CQM) e alto (CQA) e para o LIQ. Os
resultados de precisao e exatidao estdo de acordo com os valores aceitos pela
RDC 27/2012, (até 15% de variagdo) mostrando que o método é preciso e exato
(BRASIL, 2012).

O LIQ do método desenvolvido foi de 25ng/mL. O coeficiente de variagao
foi menor que 20%, o que é exigido pela RDC 27/2012 (BRASIL, 2012). Os dados

obtidos estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores de DPR (CV) (%) e EPR (inexatidao) (%) intra-dia e interdias
para precisao e exatidao para fenobarbital em plasma de ratos.

LIQ CQB CcQMm CQA
(25ng/mL)  (50ng/mL) (250ng/mL) (2500ng/mL)
Intra-dias  Precis&o 14,2 54 3,9 6,9
n=6 (DPR%)
Exatidao 17,6 7,3 10,8 0,2
(EPR%)
Interdias  Preciséo 16,7 9,5 6,7 50
n=3 (DPR%)
Exatidao 10,1 2,7 8,2 0,5
(EPR%)

DPR = [(SD/média)x100]
EPR = [(Cobtida - Cnominal)/Cnominal]X1 00

Fonte: Do autor.

6.1.1.4 Limite de deteccéo

O limite de deteccdo calculado de acordo com o item 5.3.5.6 foi de
0,1ng/mL, estando adequado aos valores obtidos com as amostras reais no

estudo.

6.1.1.5 Estabilidades

A estabilidade do analito em plasma foi demonstrada para curta duragao
e pos-processamento, visto que ndao se observou desvio superior a 15% da
média das concentragdes obtidas dos testes de estabilidade com relagdo ao
valor nominal dos CQB e CQA recém-preparados. Os estudos de estabilidade
de ciclos de congelamento e longa duragao nao foram realizados pois a amostra

so6 foi descongelada para analise e a analise foi realizada em intervalo reduzido
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de tempo, apds a colheita das amostras. Os resultados obtidos referentes aos

testes estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Dados referentes aos testes de estabilidade de curta duragao e pés-
processamento. Dados expressos com coeficiente de variagao (CV

%).
Amostra Curta duragao Pds-processamento
CQB (50ng/mL) 12,2 13,4
CQA (2500ng/mL) 10,0 59

Legenda: CQB: controle de qualidade baixo;
CQA: controle de qualidade alto;

CV = [(SD/média)x100]

Fonte: Do autor.

6.1.1.6 Efeito residual

Para a analise de efeito residual, foram realizadas 3 injecbes de amostra
branco, sendo uma antes e duas apos a injecdo do limite superior de
quantificacdo (LSQ 2500 ng/ml de plasma). Por meio deste teste, foi possivel
observar que o fenobarbital ndo apresentou efeito residual significativo na

analise, quando se comparou o branco ao LIQ (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito residual no método bioanalitico desenvolvido para quantificagdo de
fenobarbital em plasma de rato por UHPLC-MS/MS Em A limite inferior de
quantificacdo (25ng/mL). Em B o branco, ambos na mesma escala
(x10.000).

(10,000}
F-Fenobarbital 231,20+168,05(-) CE: 12,0

A

0,0 1,0 20 3.0 40 5.0 8,0 7.0 min
(10,000}

1,00 §2:Fenobarbital 231,20=188,05(-) CE: 12,0

0,754

0,50 B

0,25

D'DD_ T 1 T T T T T .
0.0 1,0 2.0 3.0 40 5.0 6,0 7.0 min

Fonte: Do autor.

6.1.2 Fenitoina

O método analitico desenvolvido no UHPLC-MS/MS para a quantificacao
de fenitoina em plasma foi validado conforme as especificagdes da RDC 27/2012
da ANVISA (BRASIL, 2012). O cromatograma obtido pode ser observado na
Figura 8. O tempo de eluicdo da fenitoina foi aproximadamente 4,5 minutos e do

padrao interno em torno de 3,5 minutos.
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Figura 8 — Cromatogramas obtidos na analise da fenitoina em plasma de rato
por UHPLC-MS/MS. Em I: cromatograma referente a calibrador na
concentragédo de 500ng de fenitoina por mL de plasma de rato. O pico
A refere-se ao Pl e o pico B a fenitoina. Em Il: cromatograma referente
a amostra do animal tratado, no tempo de colheita de 1h. O pico A

____ refere-se ao Pl e o pico B a fenitoina.

204100 205,00-161,150)@7 (1

[

10.926 250,90=102,05-)@2 (1

min
2273129 205,00=161,15-)@1 (1
A
Il I
0335 250,90=102,05(-)@2 (1

min

Fonte: Do autor.
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6.1.2.1 Efeito matriz

A avaliacado deste efeito para os controles de qualidade baixo (CQB) e alto
(CQA), o método desenvolvido para a fenitoina ndo apresentou efeito matriz. Os
coeficientes de variagéo (CV) obtidos para o CQB foram de 8,2% e 4,3% para
CQA, portanto dentro dos limites aceitaveis pela RDC 27/2012, que sao até 15%
(BRASIL, 2012).

6.1.2.2 Linearidade

A relacao entre concentracdo e resposta foi definida por meio de uma
curva analitica, representada por uma equagao de primeiro grau, no intervalo de
25 a 1000ng de fenitoina por mL de plasma.

Os dados da curva analitica estdo demonstrados na Tabela 6. A Figura 9
representa a curva analitica, para qual foram feitas seis réplicas para cada ponto.
O valor do coeficiente de correlacao linear foi superior a 0,99, sendo que o critério
de aceitacao para o coeficiente é de que ele seja maior ou igual a 0,98; indicando

adequada linearidade na faixa de trabalho.

Tabela 6 - Dados obtidos da equacao linear da fenitoina.

Parametro Valor
Coeficiente angular (a) 0,0002
Coeficiente linear (b) 0,0053
Coeficiente de correlagao linear (r) 0,9957

Fonte: Do autor.
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Figura 9 — Curva analitica para a fenitoina em plasma de rato.
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Fonte: Do autor.

6.1.2.3 Precisao, exatidao e limite inferior de quantificacéo

Foram determinadas preciséo e exatidao intra e intercorridas (Tabela 7)
para os controles de qualidade baixo (CQB), médio (CQM), alto (CQA) e para o
LIQ. Os resultados de precisao e exatidao estdo em acordo com os valores
aceitos pela RDC 27/2012, (até 15% de variagao) mostrando que o método €
preciso e exato (BRASIL, 2012).

O LIQ do método desenvolvido foi de 25ng/mL. O coeficiente de variagao
foi menor que 20%, o que é exigido pela RDC 27/2012 (BRASIL, 2012). Os dados

obtidos estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Valores de DPR (CV) (%) e EPR (inexatidao) (%) intra-dia e interdias

para precisao e exatidao para fenitoina em plasma de ratos.

LIQ CQB cQMm CQA
(25ng/mL)  (100ng/mL) (250ng/mL) (500ng/mL)
Intra-dias  Precis&o 14,0 6,8 4,8 4,4
n=6 (DPR%)
Exatidao 1,5 5,3 13,9 3,1
(EPR%)
Interdias  Preciséo 14,5 12.1 14,4 8,8
n=3 (DPR%)
Exatidao 7.9 5.7 3,0 1,7
(EPR%)

DPR = [(SD/média)x100]
EPR = [(Cobtida - Cnominal)/Cnominal]X1 00

Fonte: Do autor.

6.1.2.4 Limite de detecgao

O limite de deteccdo calculado de acordo com o item 5.3.5.6 foi de
16,8ng/mL, estando adequado aos valores obtidos com as amostras reais no

estudo.

6.1.2.5 Estabilidade

A estabilidade do analito em plasma foi demonstrada para os testes de
curta duragao e pos-processamento, visto que nao se observou desvio superior
a 15% da média das concentracdes obtidas para os testes de estabilidade, com
relacdo ao valor nominal dos CQB e CQA recém-preparados. Os estudos de
estabilidade de ciclos de congelamento e longa duragdo nao foram realizados

pois a amostra sé foi descongelada para analise e a analise foi realizada em
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intervalo reduzido de tempo, apds a colheita das amostras. Os resultados obtidos

referentes aos testes estao descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados referentes aos testes de estabilidade de curta duragao e pés-
processamento. Dados expressos com coeficiente de variagao (CV

%).
Amostra Curta duragao Pds-processamento
CQB (50ng/mL) 11,5 14,4
CQA (2500ng/mL) 13,0 13,6

Legenda: CQB: controle de qualidade baixo;
CQA: controle de qualidade alto;

CV = [(SD/média)x100]

Fonte: Do autor.

6.1.2.6 Efeito residual

Para avaliacao do efeito residual, foram analisadas 3 injecbes de amostra
branco, sendo uma antes e duas apos a inje¢cdo do limite superior de
quantificacdo (LSQ — 1000 ng/ml de plasma). Por meio deste teste, foi possivel
observar que a fenitoina ndo apresentou efeito residual significativo na analise,

quando se comparou o branco ao LIQ (Figura 10).
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- Efeito residual para o método bioanalitico desenvolvido para quantificacdo
de fenitoina em plasma de rato por UHPLC-MS/MS Em A limite inferior de
quantificacdo (25ng/mL). Em B o branco, ambos em mesma escala

(x10.000).
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min
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Fonte: Do autor.

6.2 FARMACOCINETICA

6.2.1 Fexofenadina

Este trabalho de doutorado foi realizado em continuacido ao mestrado
realizado pelo préprio autor (PLACIDO et al., 2017). Na dissertagdo de mestrado
foi realizada a avaliacdo farmacocinética da fexofenadina para os grupos
controle, WAR com ELT e WAR resistente, sob as mesmas condicdes utilizadas
neste estudo, porém sem o uso do inibidor da P-gp (verapamil). Na Tabela 9
estdo expressos os parametros para os grupos controle FX, controle FX apds a
administracao do inibidor da P-gp (verapamil), epiléptico FX e epiléptico FX com

a administragao do inibidor da P-gp. Na Figura 11, estao ilustrados em grafico os
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perfis farmacocinéticos, comparando-se os grupos controle FX, controle FX com

a administracdo do inibidor, epiléptico FX e epiléptico FX com inibidor.

Tabela 9 — Parametros farmacocinéticos da fexofenadina (FX) para os grupos controle
FX, controle FX com inibidor, epiléptico FX e epiléptico FX com inibidor (n=
8, por grupo), apos a administragdo de fexofenadina (10mg/kg, via oral) e
inibidor verapamil administrado 2 horas antes da fexofenadina (10mg/kg,

via oral). Dados apresentados como: mediana; intervalo de confianga (IC).

Parametros Controle FX Controle FX com Epiléptico FX Epiléptico FX com
inibidor inibidor
AUC%*(ng.h/mL) 766,4 3022,0 766,5 642,7
(570,93 — 981,93) (928,9 — 6865,3)? (548,3 — 1221,2) (450,7 — 1151,9)
AUC®3" (ng.h/mL) 223,9 154,9 136,4 71,3
(160,9 - 262,3) (88,3 — 238,6) (79,5 — 262,7) (60,7 — 88,3)°
t12 (h) 8,1 18,9 23,3 21,1
(4,18 -12,2) (9,6 —30,2) (11,7 — 43,8)° (12,0 — 41,8)°
Tmax (D) 0,50 0,5 0,3 1,1
(0,4-0,8) (0,2-0,8) (0,2-10,6) (0,4 —1,9)°
Cmax(ng/mL) 117,9 99,6 104,2 34,8
(65,7 — 206,9) (1,9-331,1) (32,2 - 267,6) (22,1 -71,5)¢
Clr(mL/h/Kg) 13110,0 3374,5 13069,0 15595,7

(10028,2 — 17107,4)  (1537,2 - 5702,8)* (9346,3 — 16344,3) (9121,7 — 19066,4)

Fonte: Do autor.

Legenda: AUC%~::area sob a curva;

AUC%3: grea sob a curva de 0 a 3 horas;

t12: meia-vida;

Tmax: tempo de concentragao maxima;

Cmax: concentracdo maxima;

Cly. clearance total aparente.

ap<0,01 (Controle FX com inibidor vs. Controle FX; Epiléptico FX e Epiléptico FX com inibidor)
bp<0,01 (Epiléptico FX com inibidor vs. Epiléptico FX)

¢p<0,01 (Epiléptico FX e Epiléptico FX com inibidor vs. Controle FX)

4 p<0,01 (Epiléptico FX com inibidor vs. Controle FX com inibidor e Epiléptico FX)
¢ p<0,01 (Epiléptico FX com inibidor vs. Controle FX e Epiléptico FX)
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Figura 11 — Curvas médias de concentragao plasmatica para fexofenadina (FX)
em fungdo do tempo para os grupos controle FX, controle FX com
inibidor, epiléptico FX e epiléptico FX com inibidor. Dados
apresentados como média (n=8, para cada perfil farmacocinético).
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Fonte: Do autor.

Como pode-se notar na Tabela 9, apdés a administragdo do inibidor da P-
gp para o grupo controle FX com inibidor, o AUC%* aumentou em comparagao
ao grupo controle FX sem inibidor (3022,0 vs. 766,4 ng.h/mL) e o clearance
reduziu (3374,5 vs. 13110,0 mL/h/kg).

Ao se administrar o inibidor da P-gp para o grupo epiléptico FX, notou-se
aumento no tempo necessario para atingir 0 Cmax (Tmax) (1,1 vs. 0,3 h) e redugéo
nessa concentragcdo (34,8 vs. 104,2 ng/mL) quando comparado ao grupo
epiléptico FX com inibidor.

No paradmetro AUC®3" nota-se uma redugéo entre os grupos controle FX
vs. controle FX com inibidor (223,9 vs. 154,94 ng.h/mL), e entre epilético FX vs.
epiléptico FX com inibidor (136,4 vs. 71,3 ng.h/mL), como pode ser observado

na Figura 11, com diferenga acentuada nas primeiras 3 horas.
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Na Tabela 10 estdo expressos os parametros farmacocinéticos obtidos

para a carbamazepina (CB) nos grupos controle CB, controle CB com inibidor,

epiléptico CB e epiléptico CB com inibidor. Na Figura 12, estdo ilustrados os

perfis farmacocinéticos pds-administragdo de carbamazepina, comparando-se

os grupos controle CB, controle CB com inibidor, epiléptico CB e epiléptico CB

com inibidor.

Tabela 10 — Parametros farmacocinéticos da carbamazepina (CB) para os grupos

inibidor (n=8, por grupo),

Intervalo de confianca.

controle CB, controle CB com inibidor, epiléptico CB e epiléptico CB com
apdés administracdo de carbamazepina
(25mg/kg, via oral) e inibidor verapamil administrado 2 horas antes da

carbamazepina (10mg/kg, via oral). Dados apresentados como: mediana;

Parametros Controle CB Controle CB com Epiléptico CB Epilético CB com
Inibidor Inibidor
AUC®* (ng.h/mL) 16638,2 14905,4 14519,5 12279,2
(5334,8 — 22854,3) (5711,2 — 25098,8) (5895,9 — 30217,1) (4844,3 — 30165,6)
ti2 (h) 4,0 54 4,8 3,1
(2,6 - 5,5) (2,9-9,5) (2,2-9,3) (0,2-8,7)
Tmax (h) 1,0 0,7 1,0 1,0
(0,6 -1,3) (0,3-1,0) (0,7-1,2) (0,4-1,2)
Cmax(ng/mL) 5062,4 2058,2 1803,4 1901,7
(1551,3 — 6911,9) (1179,2 — 4097,5) (826,8 — 3729,8) (1233,4 — 3198,1)
Clr{mL/h/kg) 1594,0 1677,3 1740,4 2036,0

(34,3 — 10133,7)

(629,4 — 4634,5)

(553,3 — 4885,0)

(625,1 — 4273,5)

Fonte: Do autor.

Legenda: AUC®: area sob a curva;

t12: meia-vida;
Tmax: tempo de concentragdo maxima;
Cmax: concentragdo maxima;

Clyy. clearance total aparente.
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Figura 12 — Curvas médias para concentragdo plasmatica de carbamazepina
(CB) em fungao do tempo para os grupos controle CB, controle CB
com inibidor da P-gp, epiléptico CB e epiléptico CB com inibidor da P-
gp. Dados apresentados como média (n=8, para cada perfil
farmacocinético).

10000
Controle CB

Controle CB com inibidor

— Epiléptico CB

Epiléptico CB com inibidor

Concentragdo ng/mL

100
horas

Fonte: Do autor.

Como pode ser observado na Tabela 10 e na Figura 12, ndo foram
encontradas diferengas estatisticas significativas entre os grupos para este

antiepiléptico para nenhum dos parametros analisados.

6.2.3 Fenobarbital

Na Tabela 11 estdo expressos os parametros farmacocinéticos obtidos
para o fenobarbital (FB) nos grupos controle FB, controle FB com inibidor,
epiléptico FB e epiléptico FB com inibidor. Na Figura 13, estao ilustrados os perfis
farmacocinéticos pos-administragao de fenobarbital, comparando-se os grupos

controle FB, controle FB com inibidor, epiléptico FB e epiléptico FB com inibidor.
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Tabela 11 - Parametros farmacocinéticos do fenobarbital (FB) para os grupos controle
FB, controle FB com inibidor, epiléptico FB e epiléptico FB com inibidor
(n=8, por grupo), apds administragao de fenobarbital (40mg/kg, via oral) e
inibidor verapamil administrado 2 horas antes do fenobarbital (10mg/kg,

via oral). Dados apresentados como: mediana; Intervalo de confianga.

Parametros Controle FB Controle FB com Epiléptico FB Epiléptico FB com
inibidor inibidor
AUC% (ng.h/mL) 129379,7 31965,8 201235,9 74406,2
(62176,2 — 199657,5) (13332,2-64113,7)2  (99606,7 — 306062,6)¢  (36389,6 — 187634,5)°
t12 (h) 8,3 4,2 5,9 3,7
(6,2-11,0) (3,8-4,6)2 (5,2-7,7)49 (2,2 -6,5)°f
Tmax () 1,0 1,5 1,0 1,5
(0,9-1,8) (1,0-1,7) (0,6 — 3,0) (1,2-2,5)
Cmax(ng/mL) 8789,5 5336,1 20804,0 11713,5
(5201,1 — 16530,4) (2663,4 - 8665,8) (12708,2 — 26362,8) > d (7979,9 — 15446,1)5 f
Clr{mL/h/kg) 232,8 4434 173,0 405,3
(39,8 - 607,9) (90,4 - 1295,6) (88,7 - 302,6)° (176,3 - 541,4)

Fonte: Do autor.

Legenda: AUCY: area sob a curva;

t12: meia-vida;

Tmax: tempo de concentracdo maxima;

Cmax: concentragao maxima;

Cl7y. clearance total aparente.

ap<0,05 controle FB vs. controle FB com inibidor

b p< 0,05 controle FB vs. epiléptico FB

¢p<0,05 controle FB vs. epiléptico FB com inibidor
d p<0,05 controle FB com inibidor vs. epiléptico FB
¢ p<0,05 controle FB com inibidor vs. epiléptico FB com inibidor
fp<0,05 epiléptico FB vs. epiléptico FB com inibidor
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Figura 13 — Curvas médias para concentragédo plasmatica de fenobarbital (FB)
em funcédo do tempo para os grupos controle FB, controle FB com
inibidor da P-gp, epiléptico FB e epiléptico FB com inibidor da P-gp.
Dados apresentados como média (n=8, para cada perfil
farmacocinético).

100000

10000 /-,\\

=

£

SN

b0

£

= \
‘S 1000

(0]

]

c

()]

e Controle FB
8

100 Controle FB com inibidor

——Epiléptico FB
Epiléptico FB com Inibidor
10

horas

Fonte: Do autor.

Ao se observar a Tabela 11, o grupo controle FB com a coadministragao
do inibidor, notou-se uma redugdo em meia-vida (4,2 vs. 8,3 h), Cmax (56336,1 vs.
8789,5 ng/mL) e AUC%= (31965,8 vs. 129379,7 ng.h/mL) em comparagdo ao
grupo controle FB sem inibidor. Comparando-se posteriormente o grupo
epiléptico FB com o grupo controle FB, notou-se aumento em Cmax (20804,0 vs.
8789,5 ng/mL) e AUC%=(201235,9 vs. 129379,7 ng.h/mL). Porém ao administrar
o inibidor da P-gp para o grupo epiléptico (grupo epiléptico FB com inibidor),
observou-se redugdo em meia-vida (3,7 vs. 5,9 h), Cmax (11713,5 vs. 20804,0
ng/mL) e AUC®~ (74406,2 vs. 201235,9 ng.h/mL) quando comparado ao grupo
epiléptico FB sem inibidor, semelhante ao achado no uso do inibidor no grupo
controle FB com inibidor.

Na Figura 13, é possivel observar a diferenga nos parametros AUC%* e
Cmax entre os grupos, ja que os grupos controle FB com inibidor e epiléptico FB

com inibidor tiveram uma significativa redugdo na curva farmacocinética.
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6.2.4 Fenitoina

Na Tabela 12 estdo expressos os parametros farmacocinéticos obtidos
para a fenitoina (FN) nos grupos controle FN, controle FN com inibidor, epiléptico
FN e epiléptico FN com inibidor. Na Figura 14, estdo ilustrados os perfis
farmacocinéticos péds-administragdo de fenitoina, comparando-se os grupos

controle FN, controle FN com inibidor, epiléptico FN e epiléptico FN com inibidor.

Tabela 12 - Parametros farmacocinéticos da fenitoina (FN) para os grupos controle
FN, controle FN com inibidor, epiléptico FN e epiléptico FN com inibidor
(n=8, por grupo), apds administragao de fenitoina (30mg/kg - via oral)
e inibidor verapamil administrado 2 horas antes da fenitoina (10mg/kg

—via oral). Dados apresentados como: mediana; Intervalo de confianga.

Parametros Controle FN Controle FN com Epiléptico FN Epiléptico FN com
inibidor inibidor
AUC%* (ng.h/mL) 2393,4 2353,7 9860,2 5823,9
(1295,8 -5109,1)  (1441,0-4310,4) (7593,0 — 12352,1)> 94  (2696,8 — 11781,9)> ¢
ti2 (h) 2,3 2,6 4.6 29
(1,7-3,7) (2,0-3,7) (2,8-8,4)p-d (1,7-5,4)
Tmax (h) 0,8 1,0 1,0 1,0
(0,5-1,0) (0,8-1,6)? (0,7-1,4) (0,6 -1,4)
Cmax(ng/mL) 1311,5 859,0 25477 1757,3
(792,4 - 2173,1) (496,2 - 1222,7) (1471,9 - 3951,2)d (1224,4 - 2697,5)¢
Clr{mL/h/kg) 1300,0 1500,0 330,6 725,3
(597,6 —2031,3)  (1020,2 — 2063,8) (181,3 — 586,7)k (222,8 — 1025,4)°

Fonte: Do autor.

Legenda: AUCY: area sob a curva;

t12: meia-vida;

Tmax: tempo de concentragdo maxima;

Cmax: concentracdo maxima;

Cl7. clearance total aparente.

ap<0,05 controle FN vs. controle FN com inibidor
bp< 0,05 controle FN vs. epiléptico FN

¢p<0,05 controle FN vs. epiléptico FN com inibidor
d p<0,05 controle FN com inibidor vs. epiléptico FN
¢ p<0,05 controle FN com inibidor vs. epiléptico FN com inibidor
fp<0,05 epiléptico FN vs. epiléptico FN com inibidor
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Figura 14 — Curvas médias para concentragao plasmatica de fenitoina (FN) em
funcao do tempo para os grupos controle FN, controle FN com inibidor
da P-gp, epiléptico FN e epiléptico FN com inibidor da P-gp. Dados
apresentados como média (n=8, para cada perfil farmacocinético).
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Fonte: Do autor.

Como pode ser observado na Tabela 12, ndo foram observadas diferengas
estatisticas significativas no uso do inibidor quando comparado aos grupos sem
inibidor. Ja na comparagao entre os grupos controle FN e epiléptico FN, notou-
se um aumento na meia-vida (2,3 vs. 4,6 h), no Cmax (1311,5 vs. 2547,7 ng/mL)
e no AUC%* (2393,4 vs. 9860,2 ng.h/mL) e redugdo no clearance (1300,0 vs.
330,6 mL/h/kg). Na Figura 14 é possivel observar essa diferenga entre os perfis

farmacocinéticos do grupo epiléptico FN e controle FN.
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7 DISCUSSAO

Para desenvolvimento deste trabalho, em primeiro momento, foram
desenvolvidas e validadas metodologias bioanaliticas para a quantificagao de
fenitoina e fenobarbital em plasma de rato. A determinacdo de fexofenadina e
carbamazepina foram realizadas empregando metodologias bioanaliticas
desenvolvidas e validadas previamente pelo nosso grupo de pesquisa (COSTA
et al., 2016; PLACIDO et al., 2017).

Os métodos desenvolvidos e validados com preparo de amostra simples
e quantificagao por UHPLC-MS/MS do fenobarbital e fenitoina em plasma de rato
demonstraram ser seletivos, precisos e exatos, além de apresentarem limites de
quantificacao satisfatérios e linearidade em intervalo de 25 — 2500ng/mL para o
fenobarbital e de 25 — 1000ng/mL para a fenitoina. O tempo de analise
cromatografica foi de 8 minutos para ambos os métodos. Ainda, os dois métodos
apresentaram baixo fluxo de fase mével, com reducgao de utilizacdo de solventes.
O preparo de amostra empregou quantidade reduzida de plasma e de solventes
para extracao, sendo simples e rapido, sendo considerado adequado para a
realizacdao de estudos farmacocinéticos. Desta forma, tais métodos foram
considerados eficazes para a quantificagao desses farmacos em plasma de rato,
para os limites utilizados neste estudo.

Patel et al. (2021), empregando extragdo liquido-liquido com hexano
obtiveram um método para quantificagdo de fenitoina abrangendo uma curva
analitica de 60 — 12000ng/mL e com um tempo total de corrida de 4 minutos.

Samadi et al. (2019), desenvolveram um método para quantificagcao de
fenobarbital empregando preparo de amostra por precipitagao de proteinas com
acetonitrila. Sua curva analitica foi linear no intervalo de 1-40ug/mL, com um
tempo de corrida de 20 minutos.

Hassib et al. (2018), apresentaram um método para quantificacdo de
fenobarbital e fenitoina, utilizando preparo de amostra por meio de extragao
liquido-liquido com éter dietilico. A curva analitica obtida para os dois farmacos
foi linear no intervalo de 250-20000ng/mL e o tempo de analise cromatografica
foi de 3 minutos.

Qu et al. (2016), quantificaram fenobarbital e fenitoina empregando
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preparo de amostra por extracdo em fase sdlida. Eles obtiveram um limite de
quantificacdo de 8ng/mL para ambos os farmacos e uma curva analitica linear
entre 8ng/mL-2500ug/mL e o tempo total de corrida foi de 13 minutos.

Em comparagao aos métodos desenvolvido neste trabalho, obtivemos um
tempo total de corrida para ambos os métodos de 8 minutos, estando com tempo
médio aos da literatura, que possui métodos entre 3 (HASSIB et al., 2018) até
20 minutos (SAMADI et al., 2019). Em relagao a faixa linear, o trabalho de Qu et
al. (2016), obteve um valor menor, porém comparado aos outros trabalhos o
nosso alcangou um menor valor de LIQ. Ressalta-se que os valores foram
adequados para as amostras de nosso estudo.

Em relagcdo ao preparo de amostra, a extragdo em fase solida (QU et al.
2016), possui um valor agregado maior para a realizagao, devido ao custo dos
cartuchos C1sde extragéo, além do tempo de processamento para cada amostra.
O método por precipitagao de proteinas (SAMADI et al. 2019) tem etapa maior
para o preparo da amostra, uma vez que concentrar o volume de acetonitrila
utilizado no preparo € maior. Portanto, nosso método possui técnica de preparo
de baixo custo e com facilidade para ser realizada, adequado a estudos
farmacocinéticos com volume muito grande de amostras, sendo semelhante aos
trabalhos de Patel et al. (2021) e Hassib et al. (2018).

Em suma, nosso método desenvolvido apresentou bons parametros
cromatograficos, apesar de na literatura existirem métodos com detectabilidade
superior, mas foi eficaz em cumprir sua proposta de realizar a quantificacao
plasmatica de fenobarbital e fenitoina em plasma de rato para aplicagao
farmacocinética, com um baixo custo e de forma rapida.

Com a determinacédo dos valores de concentracdo plasmatica para os
grupos de animais incluidos neste estudo para os diferentes farmacos obtidos,
foi realizada a determinagao dos parametros farmacocinéticos para os farmacos
fexofenadina, carbamazepina, fenobarbital e fenitoina em todos os grupos
incluidos no estudo.

A biodisponibilidade da fexofenadina, evidenciada pelo parametro AUC,
ap6s a administracdo do inibidor da P-gp no grupo controle FX com inibidor
aumentou em comparagao ao grupo controle FX sem inibidor (3022,0 vs. 766,4
ng.h/mL — aumento de aproximadamente 4 vezes). Yasui-Furukori et al. (2005),

também notaram aumento do AUC da fexofenadina, quando administrado o
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inibidor da P-gp em cerca de 2 vezes. Pode-se dizer que, no intestino a P-gp
realiza a acéo de efluxo para impedir a absor¢ao do farmaco; uma vez inibida, a
absorcao do farmaco sera aumentada.

Em relacdo ao clearance da fexofenadina no grupo controle FX com
inibidor em relagdo ao grupo controle FX, foi observada diminui¢do (3374,5 vs.
13110,0 mL/h/kg — redugdo para aproximadamente 25%). Yasui-Furukori et al.
(2005), também notaram redugdo para clearance da fexofenadina quando
administrado o inibidor da P-gp, para cerca de 27%. A eliminagcdo da
fexofenadina acontece predominantemente em sua forma inalterada pela urina
(aproximadamente 95%) (CHEN; HSU, 2014). Ao se associar 0 uso da
fexofenadina ao inibidor, ocorreu também o bloqueio da atividade de efluxo da
P-gp presente nos rins, que consequentemente alterou o clearance uma vez que
esta é a principal rota de eliminagao da fexofenadina.

Esta diminuigao no clearance no grupo controle FX com inibidor também
resultou em aumento da meia-vida de eliminacéo do farmaco quando comparado
ao grupo controle FX (18,9 vs. 8,1 h).

Bansal et al. (2009), também notaram diferencas nos parémetros
farmacocinéticos de farmaco substrato da P-gp (irinotecan) quando administrado
inibidor verapamil (10mg/kg - via oral) antes de sua administragéo. Os valores
de clearance foram reduzidos pela metade e, consequentemente, a
biodisponibilidade aumentou (de 2 a 3 vezes). O aumento da biodisponibilidade
se deve ao aumento da absorgcdo do farmaco, que resulta em um aumento do
Cmax da irinotecan e também da diminui¢ao do clearance renal, onde a P-gp atua
eliminando o substrato para a urina em formacdo. Nos hepatdcitos a P-gp
favorece a metabolizacao e eliminacéo biliar, que foi comprovado pela dosagem
do farmaco na bile excretada (LIPPERT et al., 1995).

O uso de um indutor da P-gp causa os efeitos opostos; Hamman et al.
(2001), administraram rifampicina que € indutor da P-gp, antes da administragéo
da fexofenadina. Neste caso foi notado aumento do clearance e diminuicido da
biodisponibilidade.

Sabe-se que a epilepsia eleva a expressdo da P-gp na barreira
hematoencefalica nos pacientes; estes achados foram observados em tecidos
do SNC de pacientes epilépticos submetidos a cirurgia, em comparacédo a
individuos saudaveis (ZHANG et al., 2012). Placido et al. (2017) realizaram a
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imunoistoquimica cerebral em animais WAR e detectaram aumento da
expressao da P-gp em comparagao ao grupo controle, principalmente em torno
de vasos sanguineos de pequeno e médio porte, onde a barreira
hematoencefalica desempenha seu efeito. Nos WAR resistentes, que né&o
desenvolveram ELT, este aumento foi ainda maior. O aumento da expresséao de
P-gp pode representar um mecanismo de detoxificagdo para eliminacdo de
neurotransmissores cerebrais, pois as crises convulsivas sao fendmenos
definidos bioquimicamente pelo desequlibrio entre o0s neutransmissores
inibitérios e excitatérios, dentre eles, os principais sdo GABA e glutamato,
respectivamente.

A indugdo quimica pela pilocarpina € um modelo muito conhecido por
mimetizar os sinais e sintomas da epilepsia (COVOLAN et al., 2000; CURIA et
al., 2008). Na literatura foi demonstrado que o modelo de indugédo pela
pilocarpina associa-se a aumento da expressao da P-gp (VAN VLIET et al. 2005;
BANKSTAHL, LOSCHER, 2008).

Em relagéo ao grupo epiléptico, foi possivel relacionar a comparagao com
os dados obtidos em um trabalho anterior do grupo (PLACIDO et al., 2017).
Nesse estudo, foi realizada a farmacocinética da fexofenadina para os grupos
epilépticos WAR, que sdo uma cepa geneticamente susceptiveis a epilepsia, ou
seja, que possuem background genético para desenvolvimento da epilepsia.
Esses animais foram divididos em WAR com epilepsia do lobo temporal (WAR
com ELT) e WAR resistente (que ndo apresentaram recrutamento limbico
durante o estimulo audiogénico para a indugao da epilepsia, pelo qual esses
animais passaram).

A farmacocinética foi determinada sob as mesmas condig¢des atuais e os
valores de mediana obtidos para o grupo WAR com ELT foram: AUC%~ 746,4
ng.h/mL; t1/27,6 h; Tmax 0,3 h; Cmax 340,2 ng/mL; clearance 14104,0 mL/h/kg, e
para o WAR resistente foram: AUC%~1659,7 ng.h/mL; t1/222,0 h; Tmax 0,3 h; Cmax
296,7 ng/mL; clearance 6620,2 mL/h/kg.

Comparando-se o grupo epiléptico FX aos dados obtidos para os grupos
WAR, notou-se um perfil semelhante ao grupo WAR com ELT (AUC%* 766,5 vs.
746,4 ng.h/mL; Tmax 0,3 h para ambos; clearance 13069,0 vs. 14104,0 mL/h/kg),
com meia-vida que se assemelha ao WAR resistentes (23,3 vs. 22,0 h). Ressalta-

se porém o Cmax menor que estes grupos (104,2 vs. 340,2ng/mL para WAR com
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ELT e 296,7ng/mL para WAR resistente).

Ao se administrar o inibidor da P-gp para o grupo epiléptico FX com
inibidor, notou-se aumento no tempo necessario para atingir 0 Cmax (Tmax) (1,1
vs. 0,3h para grupos epiléptico FX, WAR com ELT e WAR resistente). Também
foi observado para o grupo epiléptico FX com inibidor a redu¢do do Cmax (34,8
vs. 104,2ng/mL no grupo epiléptico FX, 340,2ng/mL no grupo WAR com ELT e
296,7ng/mL no grupo WAR resistente). Uma vez que a P-gp € expressa na
barreira hematoencefalica, ao se inibi-la, pode ter acontecido aumento de
distribuicdo da fexofenadina para o SNC e também para outros 6rgaos, onde a
P-gp possa estar impedindo o acesso (LAZAROWSKI et al, 2004a). Isso pode
ser demonstrado pelo parametro farmacocinético Cmax estar menor quando
comparado aos demais grupos (PLACIDO et al., 2017). Clearance e meia-vida
do grupo epiléptico FX com inibidor permaneceram semelhantes ao grupo
epiléptico FX (15595,7 vs. 13069,0 mL/h/kg; 21,1 vs. 23,3 h).

No parametro AUC®3" nota-se uma reducgéo entre os grupos controle FX
vs. controle FX com inibidor (223,9 vs. 154,94 ng.h/mL), e entre epiléptico FX vs.
epiléptico FX com inibidor (136,4 vs. 71,3 ng.h/mL). Essa redugéo possivelmente
€ decorrente do efeito do inibidor da atividade do verapamil sobre a P-gp, que
bloqueou a agao de efluxo dessa glicoproteina, ocasionando assim uma maior
distribuicdo da fexofenadina para outros compartimentos, dentre eles
possivelmente o SNC.

Ao se realizar a analise dos parametros farmacocinéticos da
carbamazepina ndo foram encontradas diferengas estatisticas significativas
entre os grupos para os parametros farmacocinéticos analisados.

No trabalho de Hocht et al. (2009), foi utilizado o modelo de indugéo de
epilepsia por acido mercaptopropionico. O inibidor da P-gp utilizado foi
nimodipina, que é um farmaco semelhante ao verapamil. Nos resultados obtidos
para o plasma, nao foram observadas diferencas estatisticas entre os 4 grupos
(controle, controle com inibidor, epiléptico e epiléptico com inibidor); no
hipocampo dos animais também nao foram notadas diferengas entre os grupos,
sendo, portanto, semelhante aos resultados encontrados por nosso trabalho com
modelo experimental induzido por pilocarpina. Porém, no trabalho de Hocht et
al. (2009), a farmacocinética foi realizada no periodo de a 0 a 3 horas e a

administracao foi intraperitoneal.
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Costa et al. (2016), realizaram a comparagdo da farmacocinética da
carbamazepina entre ratos controle e 0 modelo WAR, porém sem inducéo por
kindling audiogénico. Em seu trabalho foi determinado um AUC%>* de 19539,0
ng.h/mL para o grupo controle e 11021,0 ng.h/mL para o grupo WAR, sendo que
nao houveram diferencas estatisticas entre os grupos. Comparando-se com os
resultados obtidos em nosso trabalho, notamos semelhancas em valores de
AUC%> entre os grupos controle e controle CB (19539,0 vs. 16638,2 ng.h/mL) e
grupos entre os grupos epilépticos WAR e epiléptico CB induzido pela pilocarpina
(11021,0 vs. 14519,5 ng.h/mL).

Na literatura, diversos autores divergem sobre a carbamazepina ser ou
nao substrato da P-gp. Owen et al. (2001), afirmam que a carbamazepina nao &
substrato da P-gp. Porém, seu estudo foi conduzido em camundongos e nao
envolveu uso de animais epilépticos. Hocht et al. (2009), também nao
observaram diferengas na farmacocinética da carbamazepina entre os grupos
epilépticos e controle. Porém, Potschka, Fedrowitz e Loscher (2001) notaram
diferenga na concentragao de carbamazepina no hipocampo e o uso do inibidor
da P-gp se mostrou eficaz; entretanto a administragéo do inibidor se deu por uma
infusdo continua. Ma et al. (2013), também obtiveram diferengcas na
concentracdo de carbamazepina no hipocampo e o uso do inibidor também se
mostrou eficaz para a elevagédo da concentragdo de carbamazepina no periodo
de 0 a 3 horas. Estes dois trabalhos que observaram diferengas utilizaram o
modelo elétrico de indugao de epilepsia.

Em estudo com criangas que apresentavam epilepsia refrataria, em 33%
das amostras foi encontrado nivel subterapéutico nos pacientes que foram
submetidos ao tratamento com carbamazepina. Isto pode ter ocorrido pelo
aumento da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica e pelo aumento da
excrecao em 6rgaos como o figado (LAZAROWSKI et al., 2004b).

Portanto, podemos notar que a carbamazepina n&o € um substrato ideal
para se notar a influéncia da P-gp na epilepsia, uma vez que os resultados na
literatura sdo controversos.

Sabe-se que em humanos a carbamazepina sofre sim o efeito de efluxo
da P-gp, conforme descrito por Lazarowski et al. (2004b). Isto pode ocorrer
devido a possivel diferenca estrutural entre a P-gp em ratos e humanos, que

modifica a afinidade da carbamazepina por ambas, levando as diferencas
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observadas.

Ha relatos na literatura de que a carbamazepina também ¢é indutora da P-
gp; desta forma, pode acontecer a inducdo da expressdo da P-gp pela
carbamazepina, e com isto aumenta ainda mais a sua eliminagéo, ocasionado
diminuicdo dos seus niveis plasmaticos (YAMADA et al., 2009; AKAMINE et al.,
2011; LUND; PETERSEN; DALHOFF, 2017). Nestes estudos de farmacocinética
em ratos, o experimento foi realizado poucas horas apdés a administracdo da
carbamazepina. Desta forma, o efeito indutor de P-gp ainda nao foi estabelecido;
entretanto em pacientes que fazem uso crénico deste farmaco, como no estudo
com criangas com epilepsia refrataria, possivelmente houve um aumento por
dois fatores para a expressdo da P-gp, devido a epilepsia e ao uso da
carbamazepina.

Enquanto as analises referentes a carbamazepina demonstraram que
esse farmaco ndo é um bom substrato da P-gp, as analises do fenobarbital e da
fenitoina forneceram resultados mais interessantes. Hocht et al. (2009),
avaliaram a farmacocinética de fenobarbital no hipocampo, comparando-se ratos
sadios e epilépticos induzidos por acido mercaptopropiénico e também o uso de
nimodipina como inibidor da P-gp. Nos pardmetros Cmaxe AUC®* notou-se uma
reducao no grupo epiléptico quando comparado ao grupo controle. Segundo os
autores, isso ocorreu devido ao aumento da P-gp na barreira hematoencefalica
que impediu o0 acesso do farmaco ao hipocampo. Ao utilizar o inibidor da P-gp,
houve um aumento no Cmax € AUC®*, pois e P-gp foi bloqueada e o efeito do
efluxo foi reduzido, permitindo um maior acesso do farmaco.

Comparando-se a farmacocinética do fenobarbital realizada em nosso
trabalho frente ao trabalho de Hocht et al. (2009), enquanto o Cmax € AUC?*
tiveram redugao no hipocampo para o grupo epiléptico comparado ao grupo
controle, em nosso trabalho foi notado um aumento do Cmax € AUC®* quando
comparou-se o grupo epiléptico FB com o controle FB (Cmax: 20804,0 vs. 8789,5
ng/mL; AUC%=* 201235,9 vs. 129379,7 ng.h/mL). Portanto, esse resultado
demonstra que de fato o acesso ao SNC poderia estar reduzido devido ao
aumento da atividade de P-gp na barreira hematoencefalica. Esse possivel
aumento da expressao da P-gp impediu a passagem do farmaco para o SNC,
ocasionando o aumento da quantidade do farmaco no sangue periférico. Ao se
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analisar o uso do inibidor, Hocht et al. (2009), notaram um aumento do Cmax €
AUC* dos grupos epilépticos comparados ao grupo sem inibidor, demonstrando
que, ao inibir a P-gp, houve aumento da concentragdo cerebral de fenobarbital,
resultando em uma diminui¢gao da concentragao periférica do farmaco. Em nosso
trabalho, notou-se uma redugdo do Cmax € AUC%* na comparagdo do grupo
epiléptico FB com inibidor vs. grupo epiléptico FB (Cmax 11713,5 vs. 20804,0
ng/mL; AUC®~*74406,2 vs. 201235,9 ng.h/mL).

Liu et al. (2007), notaram o aumento da expressdo da P-gp na barreira
hematoencefalica em ratos com epilepsia induzida quimicamente pelo protocolo
do pentilenotetrazol, assim como reducao da distribuicdo de fenobarbital para o
cortex e hipocampo dos animais epilépticos no intervalo de 60 minutos, com um
leve aumento na concentracdo plasmatica devido ao efluxo na barreira
hematoencefalica. Posteriormente, foi avaliado o uso de ciclosporina A, um
inibidor da P-gp, e observou-se aumento da distribuicdo do fenobarbital para o
cortex e hipocampo devido a inibicdo do efluxo na barreira.

Brandt et al. (2006), avaliaram o uso de tariquidar como inibidor da P-gp
em ratos com epilepsia induzida pelo modelo elétrico. Ao se administrar o
tariquidar juntamente com o fenobarbital, notou-se redugdo nas crises
convulsivas dos animais, que apresentavam resisténcia ao tratamento de
fenobarbital.

Jing et al. (2010), além de avaliarem a distribuicdo do fenobarbital em
ratos induzidos a epilepsia pelo modelo do pentilenotetrazol, também avaliaram
0 uso cronico do fenobarbital como indutor do aumento da expressao de P-gp no
cérebro. O fenobarbital diminuiu os efeitos convulsivos nos primeiros dias da
inducdo, porém ao decorrer dos 40 dias da inducdo ele perdeu o efeito
gradativamente. Quando se quantificou a expressao da P-gp, foi possivel notar
aumento da expressao nos primeiros dias devido a epilepsia, porém ao decorrer
dos 40 dias do estudo, foi notado aumento da expresséao, devido ao uso crénico
do fenobarbital. Ao se avaliar a distribuicado do fenobarbital, que foi quantificado
nos dias 14 e 40 do estudo, foi observada diminuicdo da concentracdo do
fenobarbital no hipocampo com o passar do tempo. Esse efeito foi notado tanto
no grupo epiléptico tratado com fenobarbital, como no grupo controle tratado com

fenobarbital. Portanto, o aumento da expressdo da P-gp nos pacientes
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refratarios pode ocorrer devido a somatdria dos efeitos agudos da epilepsia com
os efeitos do uso crénico do fenobarbital.

Além disso, fatores genéticos podem contribuir para a resisténcia ao
tratamento por fenobarbital. Keangpraphun et al. (2015), avaliaram o
polimorfismo de um gene responsavel por codificar a P-gp (ABCB1) em
pacientes tailandeses que faziam o uso de fenobarbital como tratamento a
epilepsia. Nos pacientes resistentes ao tratamento com fenobarbital, foi notado
aumento do gendotipo ABCB1 3435CC nos pacientes com epilepsia focal. Essa
modificagdo contribui para o aumento das crises convulsivas, aumento da
expressao da P-gp e diminui¢do das concentragdes de fenobarbital no SNC.

Em relagao a fenitoina, Hocht et al. (2007), analisaram a farmacocinética
da fenitoina no periodo de 0 a 3 horas, comparando-se ratos sadios e ratos com
epilepsia induzida pelo acido mercaptopropiénico, ainda avaliaram o uso de
nimodipina como inibidor da P-gp. No hipocampo foi notada diminuigdo do Cmax
e AUC®* nos ratos epilépticos, quando comparado ao grupo controle devido ao
bloqueio imposto pela P-gp na barreira hematoencefalica. Isso é condizente com
nossos resultados, uma vez que se houve menor entrada do farmaco ao SNC,
uma maior quantidade foi quantificada no sangue periférico do grupo epiléptico
FN vs. controle FN (Cmax 2547,7 vs. 1311,5 ng/mL; AUC%~ 9860,2 vs. 23934
ng.h/mL). J& quando administrou-se a nimodipina no trabalho de Hocht et al.
(2007), o Cmax e AUC®* aumentaram no hipocampo, demonstrando que ao
impedir a atividade de efluxo da P-gp, houve maior entrada do farmaco ao SNC
0 que se espelha em nosso trabalho: tendéncia de reducéo destes parametros
ao se utilizar o verapamil, quando compara-se o grupo epiléptico FN com inibidor
com o grupo epiléptico FN, porém sem diferenga estatistica (Cmax 1757,3 vs.
2547,7 ng/mL e AUC®~5823,9 vs. 9860,2 ng.h/mL).

Van Vliet et al. (2007), demonstraram que o aumento da expressao da P-
gp na barreira hematoencefélica de ratos com epilepsia induzida pelo modelo
elétrico contribuiu para a redugao na concentragao de fenitoina no SNC.

Alvariza et al. (2013), avaliaram o uso do verapamil sobre a
farmacocinética da fenitoina, para verificar se haveria aumento na
biodisponibilidade do farmaco, uma vez que o verapamil bloquearia o efluxo da

P-gp, impedindo o efeito de primeira passagem intestinal e a eliminagao
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hepatica. Porém, em seu trabalho ndo foram verificadas diferencas em
biodisponibilidade da fenitoina. Esse resultado ocorreu devido a fenitoina ser
metabolizada por outras enzimas hepaticas, como CYP2C6 e CYP2C11. Esse
resultado corrobora para nossos achados na comparagao entre grupo controle
FN e controle FN com inibidor, sem observacao de diferenca relevante entre os
grupos (Cmax 1311,5 vs. 859,0 ng/mL e AUC®~2393 4 vs. 2353,7 ng.h/mL).

Além disso, o uso crbénico da fenitoina pode levar ao aumento da
expressdo da P-gp em o6rgdos como barreira hematoencefalica, intestino e
figado (ALVARIZA et al., 2014). Uma vez que a fenitoina é substrato da P-gp, em
casos de uso crbénico pelo paciente, havera declinio na biodisponibilidade do
farmaco, levando a doses subterapéuticas e refratariedade ao tratamento. Os
mesmos autores observaram que quando o tratamento com fenitoina foi
suspenso o nivel dos transportadores retornou ao nivel basal.

Wen et al. (2008), avaliaram o aumento da expressao da P-gp no SNC
pelo uso crénico de fenitoina, carbamazepina e fenobarbital por 21 dias em ratos.
Ao decorrer dos 21 dias, foi notado aumento significativo da expressao da P-gp,
principalmente no hipocampo, sendo que, dentre os 3 farmacos, a fenitoina foi o
farmaco que apresentou uma maior indugao do aumento da expressao da P-gp.
Além da quantificacao da P-gp, também foi avaliada a distribuicdo de rodamina
123, um marcador da atividade da P-gp, e foi possivel notar redu¢do da sua
distribuicdo para o coértex e hipocampo apdés o uso crénico pelos
anticonvulsivantes, devido ao efluxo estar aumentado na barreira
hematoencefalica.

Com base nos resultados discutidos anteriormente, é possivel notar que
0 aumento da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica representa um
importante mecanismo para os casos de refratariedade ao tratamento na
epilepsia. Porém, outros mecanismos também estdo relacionados a essa
refratariedade, como causas genéticas, medicamentos que sdo indutores tanto
da expressao da P-gp, bem como de enzimas metabolizadoras e possivelmente
outras causas ainda nao descobertas.

Nosso estudo com modelo experimental de epilepsia induzida por
pilocarpina, com modelo de administracdo de dose unica de anticonvulsivantes,
por via oral (gavagem) sem coadministracdo e associado a inibidor da P-gp

mostrou que nao ha diferencas estatisticas entre os grupos para a
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carbamazepina. Porém, para fenitoina e fenobarbital, foram encontradas
diferencgas (o inibidor reduziu o AUC%* em 40% para a fenitoina e em 63% para
o fenobarbital), permitindo um aumento da distribuigdo dos farmacos, inclusive
para o SNC, como demonstrado também pelos trabalhos de Hocht et al. (2007)
e Hocht et al. (2009). Ressalta-se que nosso estudo empregou a administragéo
dos farmacos pela via oral, mesma via utilizada pelos pacientes que utilizam
esses farmacos em sua terapia, enquanto Hocht et al. (2007) e Hocht et al.
(2009) administraram o farmaco pela via endovenosa. Portanto, em nossa
farmacocinética os farmacos passaram pelo processos absortivos no trato
gastrointestinal, pelo efeito de primeira passagem no figado, o torna o processo
amis semelhante ao dos pacientes. Ha de ser ressaltado ainda que nossas
colheitas foram planejadas para o periodo de trés a cinco meias-vidas de
eliminacado de cada farmaco, como maior quantidade de dados realmente
observados, adequado ao delineamento de estudos farmacocinéticos. Hocht et
al. (2007) e Hocht et al. (2009) realizaram a farmacocinética no periodode 0 a 3
horas, 0 que leva a extrapolagado de grande parte dos perfis, e maior incerteza
para os parametros calculados.

O uso de inibidor da P-gp associado ao anticonvulsivante € uma
alternativa terapéutica promissora, porém requer estudos adicionais, desde o
campo da farmacotécnica até estudos clinicos e experimentais, em ultima
instancia. A pesquisa por novos farmacos com atividade anticonvulsivante
também é campo com potencial a ser explorado, buscando-se novos compostos
quem mantenham acdo desejada e que nao sejam substratos da P-gp, ou

acumulem a fungdo de anticonvulsivante e inibidor da P-gp, dentre outros.
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8 CONCLUSOES

e Na avaliagcdo farmacocinética do marcador de atividade da P-gp
(fexofenadina) foi possivel notar que o inibidor da P-gp (verapamil) reduziu a
biodisponibilidade, no periodo de tempo com maior preponderancia de

processos absortivos (0 — 3 horas), € 0 Cmax.

¢ Na avaliagcao farmacocinética da carbamazepina nao foram encontradas

diferengas estatisticas entre os grupos;

¢ Na analise farmacocinética do fenobarbital foi possivel notar que para o
grupo epiléptico houve um aumento do Cmax € AUC®>, e, que ao se administrar

o inibidor da P-gp, foi notada reducao para estes parametros.

¢ Na analise farmacocinética da fenitoina foi observado aumento do Cmax
da biodisponibilidade no grupo epiléptico, e, que ao se administrar o inibidor da

P-gp foi possivel notar reducédo nesses parametros.

¢ O aumento da expressao da P-gp na barreira hematoencefalica contribuiu
para o represamento dos farmacos no sangue periférico dos animais epilépticos.
Ao se administrar o inibidor, a distribuicdo dos farmacos foi aumentada,
reduzindo o AUC e Cmax.

e O uso do inibidor da P-gp demonstrou ser uma alternativa em potencial
ou um adjuvante no tratamento de pacientes com refratariedade aos tratamentos

farmacolégicos para epilepsia.
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