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RESUMO

A Epilepsia € um conjunto de condi¢des neurologicas que tem como caracteristica comum a
ocorréncia de crises epiléticas recorrentes. A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) € a causa
mais comum de crises resistentes a farmacos. Alguns dos modelos animais utilizados na
literatura para estudo da condicdo epiléptica sdo linhagens de animais geneticamente
susceptiveis a epilepsia, como os ratos WAR (Wistar Audiogenic Rats). A carbamazepina é
um dos farmacos antiepilépticos mais prescritos, também utilizada em transtornos
psiquiatricos. Devido ao baixo indice terapéutico, este farmaco estd propenso a interacoes
farmacoldgicas significativas, sendo que, pequenas mudangas na concentragdo plasmatica
podem resultar em perda da eficacia ou sinais de intoxicacdo. Além disso, pode ser indutor de
varias enzimas hepaticas. A angiotensina Il, peptideo formado a partir da clivagem de Angl
pela enzima conversora de angiotensina, tem sido considerada como sendo o principal
peptideo ativo do sistema renina-angiotensina (RAS), podendo ser considerado como um
neurotransmissor/neuromodulador através de sua acdo sobre os receptores ATl e AT2
presentes em varias regides cerebrais. O enalapril é um inibidor da enzima conversora de
angiotensina e é um dos farmacos mais utilizados para tratamento da hipertensdo em pacientes
com epilepsia. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de crises epilépticas
induzidas em modelo experimental de epilepsia, na farmacocinética do enalapril e da
carbamazepina, um conhecido anticonvulsivante, quando usados em monoterapia ou em
associacdo. Para isto, desenvolveu-se metodologia capaz de quantificar o enalapril e a
carbamazepina simultaneamente em plasma de rato e realizar avaliacdo da disposicao cinética
destes farmacos em ratos Wistar e WAR (ndo submetidos ao kindling). O enalapril e a
carbamazepina foram analisados em plasma por cromatografia liquida de ultraperformance
acoplada a espectrébmetro de massas. O preparo das amostras foi feito por extracdo liquido-
liquido. O método foi desenvolvido e validado segundo a legislacdo vigente (ANVISA, RDC
27/2012), sendo adequado para a aplicacdo em estudos farmacocinéticos. Verificou-se que,
nos estudos farmacocinéticos a carbamazepina somente teve seus parametros modificados
qguando administrada a ratos WAR em associa%éo com o enalapril, apresentando diminuigéo
da biodisponibilidade do medicamento (AUC™™: 9395 vs 35796 ng.h/mL, CWA e CCA,
respectivamente). Com relacdo ao enalapril, o background genético para a epilepsia aumentou
a biodisponibilidade do farmaco quando comparado ao seu controle (AUC™™: 105,25 vs
273,05ng.n/mL, ECA e EWA, respectivamente), além disso, a associacgdo com a
carbamazepina fez com que houvesse a diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
enalapril tanto nos grupos controle, quanto nos grupos WAR.

Palavras-chave: Epilepsia. Carbamazepina. Enalapril. Farmacocinética.



ABSTRACT

Epilepsy is a set of neurological conditions that have in common that the occurrence of
recurrent seizures. The Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is the most common cause of seizures
resistant to drugs. Some of the animal models used in the literature to study the epileptic
condition are genetically susceptible strains of animals with epilepsy, such as WAR rats
(Wistar audiogenic Rats). Carbamazepine is one of the most commonly prescribed
antiepileptic drugs also used in psychiatric disorders. Due to the low therapeutic index, this
drug is prone to significant drug interactions, and small changes in plasma concentrations may
result in loss of efficacy or signs of intoxication. Furthermore, it may be an inducer of various
liver enzymes. Angiotensin Il peptide formed from Angl cleavage by angiotensin converting
enzyme, has been considered as the main active peptide of the renin-angiotensin system
(RAS) may be considered as a neurotransmitter/neuromodulator through its action on AT1
and AT2 receptors present in various brain regions. Enalapril is an angiotensin converting
enzyme inhibitor, and is one of the most used drugs for treating hypertension in patients with
epilepsy. This study aimed to evaluate the influence of epileptic seizures induced in
experimental epilepsy, on the pharmacokinetics of enalapril and carbamazepine, a known
anticonvulsant, when used alone or in combination. For this, we developed methodology to
quantify the enalapril and carbamazepine simultaneously in rat plasma and perform evaluation
of kinetic disposition of these drugs in rats Wistar and WAR (not subject to the kindling).
Enalapril and carbamazepine were analyzed in the plasma by liquid chromatography Ultra-
Performance coupled to a mass spectrometer. The sample preparation was done by liquid-
liquid extraction. The method was developed and validated according to current legislation
(ANVISA RDC 27/2012) and is suitable for use in pharmacokinetic studies. It was found that
the pharmacokinetic studies carbamazepine only had their parameters modified WAR when
administered to rats in combination with enalapril, with decreased bioavailability of the drug
(AUC °: 9395 vs. 35796 ng - hr / mL, CWA and CCA respectively). With respect to
enalapril, the genetic background for epilepsy increased bioavailability the drug compared to
its control (AUC %*: 105.25 vs. 273,05ng.h / ml, ECA and EWA, respectively), moreover, the
association with carbamazepine reduced the plasma concentrations of enalapril in both control
groups, as in WAR groups.

Keywords: Epilepsy. Carbamazepine. Enalapril. Pharmacokinetic.
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1. INTRODUCAO

A Epilepsia € um disturbio cerebral cronico, que pode afetar ndo sé a vida do paciente,
bem como a vida de todos que o cercam. Nao é definida propriamente como doenga ou
sindrome especifica, mas um conjunto de condi¢des neuroldgicas que tem como caracteristica
episédios de crises epiléticas recorrentes. As determinacdes para a classificacdo de tais
condicdes sdo dadas pela Liga Internacional Contra a Epilepsia e da Comissdo de
Classificacdo e Terminologia (BERG et al., 2010; FISCHER et al., 2014).

Devido a fatores como alta prevaléncia (1 - 3 % da populagdo mundial), gravidade,
morbidade e impacto socioeconémico, as pesquisas cientificas no campo da epileptologia tém
adquirido carater prioritario nas politicas de saude publica (LI et al., 2003; SUNDQVIST,
2002).

Tal condicdo neuroldgica é caracterizada clinicamente por alteracfes comportamentais
subitas (“crises epilépticas”) que podem se repetir ao longo da vida do paciente. A etiologia
das desordens epilépticas € extensa e pode ser considerada desde uma condicao transmitida
geneticamente até um trauma recente (ENGEL, 1995).

Proporcional a complexidade desta condicdo, o tratamento é de dificil manejo e os
anticonvulsivantes tradicionais (fenitoina, carbamazepina, &cido valpréico e barbitdricos) sdo
usados clinicamente desde antes de ensaios clinicos serem exigidos para a aprovacdo de
medicamentos. N&o ha justificativa ética para a realiza¢do de ensaios clinicos controlados por
placebo, especialmente face as possiveis consequéncias das crises e ao controle de
aproximadamente 85% dos pacientes com epilepsia com 0s medicamentos existentes
(MATTSON, 1998).

Devido a complexidade deste distarbio, o tratamento se torna complexo, sendo ideal o
tratamento individualizado, com uma medicacdo especifica para cada paciente. Porém, ainda
¢ uma pratica distante da realidade clinica. Em face de uma variedade de medicacGes
disponiveis associadas com inumeras apresentagdes, dosagens e possibilidades de
combinacBes entre as drogas antiepilépticas (DAES), e naturalmente de seus efeitos colaterais
e eventuais interacbes medicamentosas, o tratamento acaba adquirindo uma caracteristica
bastante particular para cada paciente. Deste modo, para a realizacdo do tratamento das
epilepsias uma série de situagdes pode influenciar a escolha das DAEs (BETTING &
GUERREIRO, 2008).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Epilepsia

A epilepsia tem seus primeiros relatos datados por volta de 1000 a.C., quando as crises
eram atribuidas a entidades demoniacas, influéncia magica ou astroldgica sobre os individuos.
Tal ideia influencia até hoje na concep¢do dos leigos e mesmo profissionais sobre este
transtorno. Hipocrates (400 a.C.), acreditava que a epilepsia era advinda de causas naturais,
porém desconhecia essas causas. A origem da palavra ‘epilepsia’ deriva do grego
“epilambanein”, com o significado de ‘apoderar-se de’ ou ‘descontrolar-se’; sendo
denominada em tempos passados de “doenca das quedas” ou o “mal das quedas” e conhecida
como doenca sagrada. Clinicamente, a epilepsia se apresenta como um conjunto de
manifestacBes cerebrais cronicas, caracterizada por crises epilépticas recorrentes e
involuntarias, podendo ocorrer ou ndo a perda de consciéncia O neurologista inglés John
Hughlings Jackson mudou a maneira com se enxergava a epilepsia ao afirmar que a mesma se
dava como o resultado de descargas cerebrais anormais. Tal mudanca veio junto com Vvarios
avancos no campo da neurologia no século XIX. Tais eventos do século XIX culminaram com
a descoberta do primeiro tratamento parcialmente eficaz para epilepsia, o brometo de
potassio, que foi inicialmente usado em 1857 pelo médico Sir Charles Locock para o
tratamento de mulheres que apresentavam crises que ocorriam na época da menstruacdo
(ENGEL, 1995; JACKSON, 1958; SCOTT, 1993).

Existe a estimativa de que 2,4 milhGes de pessoas sdo diagnosticadas com epilepsia
cada ano em todo o mundo, sendo considerado um dos transtornos mais comuns na clinica
neuroldgica. Nos paises desenvolvidos, novos casos anuais sdo entre 30 e 50 a cada 100 000
pessoas na populacdo em geral. Em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, esse
namero pode chegar ao dobro. Isto, provavelmente, ocorre devido ao aumento do risco de
condi¢Bes endémicas tais como a maléria ou a neurocisticercose; a maior incidéncia de
acidentes de transito; lesdes relacionadas com o parto; e variagdes na infraestrutura medica, a
disponibilidade de programas de satde preventivos e cuidados acessiveis. Perto de 80% das
pessoas com epilepsia vivem em paises de baixa e média renda. Em paises desenvolvidos, a

incidéncia da epilepsia aumenta de acordo com o0 aumento da idade, j& em paises
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subdesenvolvidos, a incidéncia é maior em adolescentes ou jovens adultos. (BANERJEE et
al., 2009; WHO, 2016).

Noronha et al. (2007) afirmam que no Brasil cerca de um milhdo de pessoas sejam
afetadas pela epilepsia, sendo que dessas mais de 380 mil ndo fazem o tratamento adequado.
Além disso, ndo se observa nenhuma tendéncia a respeito da incidéncia nas diferentes classes
sociais.

As crises epilépticas sdo o resultado de uma descarga excessiva e hipersincronizada
em uma populacdo de neurénios hiperexcitaveis; clinicamente é caracterizada por alteracdes
comportamentais subitas (“crises epilépticas”) que podem se repetir ao longo da vida do
paciente. Essa condicdo reflete uma atividade elétrica anormal e paroxistica, acometendo uma
ou varias areas cerebrais e podem ser causadas por inimeras patologias estruturais ou
neuroguimicas. A maioria das crises se originam em regiGes neocorticais e hipocampais,
apesar de algumas estruturas sub-corticais, como o talamo, estarem envolvidas em alguns
tipos de crises (ENGEL, 1995; VENAGAS et. al., 2004).

A observacdo em modelos experimentais demonstra que os neurénios da regido onde
se inicia a crise, apresentam atividade elétrica caracterizada por descargas de inicio repentino
e de forma aguda, as quais foram chamadas de “mudancas de despolarizagdo abrupta”. As
causas das crises epilépticas podem ser variadas, mas mutacdes em genes codificantes de
proteinas dos receptores de membrana e lesdes traumaticas sdo as causas mais comuns. Varios
receptores foram associados ao aparecimento da epilepsia, dentre eles, a mutacdo do gene
codificador do canal para sodio, o que faz com que este canal fique aberto por muito tempo.
Com isso, hd uma liberacdo excessiva de glutamato, neurotransmissor excitatdrio, que leva a
uma liberacdo anormal de célcio no neurénio pos-sinaptico, levando a um processo chamado
de ‘suicidio celular’. Mutag6es que levam a baixa producédo ou a ineficiéncia do GABA (acido
gama-aminobutirico), neurotransmissor inibitorio, auxiliam também na maior excitabilidade
das células neuronais. Com isso ha descargas excessivas, subitas e recorrentes no cérebro
(AVANZINI et al., 2003).

2.1.1. Epilepsia do lobo temporal (ELT)

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é uma alteracdo neuroldgica, com ativacdo do

lobo temporal, com repercussbes de ordem neuropsicolégica importantes a serem

consideradas na préatica clinica, especialmente quando ocorre na infancia, repercutindo,
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principalmente em alteracBes de linguagem e memdria. A epilepsia de lobo temporal mesial
(ELMT) apresenta como causa patoldgica mais comum a esclerose hipocampal (EH), a qual é
constituida por perda neuronal de células piramidais do corno de Ammon (CA) e da camada
granular do giro denteado associada a gliose (BERKOVIC, et al. 1991; SCHLINDWEIN-
ZANINI et al., 2008).

Por apresentar uma grande refratariedade ao tratamento, alta incidéncia e gravidade, a
ELT possui grande importancia clinica. Pacientes com ELT geralmente apresentam crises
parciais e focais simples ou complexas, que se originam em estruturas mesiais do lobo
temporal, sendo as manifestacdes clinicas mais comuns: aura, parada comportamental ,
fixacdo do olhar, perda de contato com o meio, automatismos oroalimentares, automatismos
manuais ipsilaterais e distonia ou paresia contra-lateral a zona de inicio ictal (KOTAGAL,

1991; WIESER, 2004), podendo também apresentar generalizacdo secundaria.

2.1.2. Comorbidades associadas a epilepsia

A epilepsia é uma condi¢do complexa, que é agravada pelas diversas comorbidades
associadas. Algumas alteracBes neuroldgicas e psiquiatricas, como enxaqueca e depressao
(T'"ELLEZ-ZENTENO et al., 2005), mas também condi¢des crbénicas como hipertensao,
doencas cardiacas e diabetes (TRINKA, 2003).

O desenvolvimento das comorbidades diminui a qualidade de vida ou até mesmo
aumenta o risco de mortalidade dos pacientes. J& é bem descrito na literatura que pacientes
com epilepsia apresentam alteraces autonémicas e cardiacas, assim como a maior
probabilidade de morte subita (Sudden Unexpected Death in Epilepsy — SUDEP) sem causa
patologica ou estrutural clara (ASADI-POOYA & SPERLING, 2009; SEVCENCU &
STRUIJK, 2010).

Os problemas psiquiatricos sdo 0s mais comuns, entre eles os transtornos de humor,
depressdo, ansiedade e até mesmo psicose, que pioram a qualidade de vida do paciente. A
relacdo entre epilepsia e essas doencas ndo € bem explicada na literatura, porém, pode estar
intimamente ligada ao aumento da excitabilidade e a resposta inibitoria anormal a estes
estimulos, compartilhando os mesmos substratos moleculares (STEVENS, 1975; HERMANN
et al., 2000).
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Desde muito tempo, as crises epilépticas estdo correlacionadas a sexualidade. Essa
corrente ganhou for¢a na segunda metade do século XIX, quando se acreditava que a epilepsia
era fruto do excesso do desejo sexual, o que levou ao uso de brometos no tratamento, uma vez
que esses farmacos causavam impoténcia sexual. A partir de 1950, as ideias difundidas no
século anterior, foram sendo abandonadas e o paciente com epilepsia foi definido como
hipossexualizado, ou seja, com escassez do desejo sexual (DUNCAN, 2002).

Tem-se estudado que a disfuncdo sexual dos individuos com epilepsia esta
correlacionada a problemas fisiologicos e psicolégicos. Morrell et al. (2001) verificaram que
h& pouco deslocamento do aporte sanguineo para as regides genitais de pacientes com ELT,
homens e mulheres, quando estimulados. Além disso, é relatado que mais da metade desses
pacientes possuem dificuldades de erecdo, baixa lubrificacdo vaginal e vaginismo. Em termos
psicoldgicos, a hipossexualidade pode ser associada a baixa autoestima, como consequéncia
das crises. Além disso, descargas epilépticas no sistema limbico podem afetar direta ou
indiretamente a excitacdo, bem como o uso de drogas antiepilépticas (MORRELL et al.,
1996).

Os pacientes com epilepsia também ndo estdo livres de doencas crénicas durante a
vida. Essas comorbidades podem ter um grande impacto na questdo farmacoldgica, uma vez
que os medicamentos antiepilépticos podem interferir no metabolismo de outros. Pacientes
hipertensos podem acabar desenvolvendo crises epilépticas, pois alteraces na permeabilidade
e integridade vascular, resultantes da encefalopatia hipertensiva, podem levar a pequenas
areas de edema e hemorragia, sendo capazes de gerar crises. Em casos de Status Epilepticus
(SE), os pacientes apresentam, nos primeiros momentos, crises de hipertensdo aguda e logo
tem uma queda brusca de presséo arterial (BORO & HAUT, 2003; DELANTY et al., 1998).

2.1.2.1.  Morte subita em epilepsia (Sudden unexpected death in epilepsy — SUDEP)

Embora ignorado e eventualmente negligenciado durante décadas, um dos problemas
associados as sindromes epilépticas, sdo os altos indices de morte subita dos pacientes, com
taxas de 0.35-9.3/1000 pacientes por ano, dependendo da gravidade da epilepsia (SHORVON
& TOMSON, 2011).

SUDEP é uma condigdo comum de morte em casos de epilepsia cronica e é definida

como morte sUbita, inesperada, testemunhada ou ndo, ndo traumatica em pacientes com
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epilepsia, com ou sem evidencias de crise e excluindo historico de SE. Além disso, no exame
post-mortem ndo é encontrada qualquer evidéncia toxicoldgica ou estrutural como causa da
morte (NASHEF, 1997; SURGES et al., 2009; TOMSON et al., 2008).

A morte sUbita € 20 vezes mais comum em pessoas com epilepsia quando comparadas
a populacdo em geral. O risco de SUDEP pode variar dentro da populacéo epiléptica, podendo
haver pessoas mais propensas que outras (FICKER et al., 1998; TOMSON et al., 2008).

Dentre os mecanismos envolvidos nestes altos indices, a hipertensdo e problemas
cardiovasculares em geral, podem ser a explicacio (ANNEGERS e COAN, 1999;
STOLLBERGER E FINSTERER, 2004). Baptista et al. (1998) mostraram que a elevagio da
pressao arterial é frequentemente observada em pacientes que apresentam epilepsia e sugerem
que, a faléncia cardiovascular decorrente da hipertensdo, poderia estar relacionada a morte
subita nestes pacientes; porém a relacdo causa e efeito entre problemas cardiovasculares e
crises epilépticas ainda ndo € clara.

Uma possivel associacdo entre Esclerose Hipocampal, patologia comum na ELT, e
encefalopatia hipertensiva, foi apontada por Solinas et al. (2002), que relataram trés casos de
pacientes que desenvolveram ELT e Esclerose Hipocampal anos ap0s a ocorréncia de
encefalopatia hipertensiva.

O conhecimento das comorbidades é importante para estabelecer perspectivas e
melhorar o diagnostico da epilepsia, pois alguns problemas podem-se sobrepor aos outros
(T"ELLEZ-ZENTENO et al., 2005).

2.1.3. Modelos experimentais

O modelo experimental de epilepsia deve possuir a possibilidade de reproduzir, ou
modelar, caracteristicas presentes nassituacdes clinicas. Vérias espécies de roedores (rato,
camundongo e cobaia), insetos (Drosofila), primatas (Papio, Macaca, saguis), aves (Gallus)
entre outros, ja foram empregados em estudos para simular a epilepsia experimentalmente
induzida. Utilizam-se, mais frequentemente, camundongos e ratos, por praticidade de se criar
em laboratorio e pelo conhecimento adquirido quanto as bases neuroanatémicas,
neuroguimicas e comportamentais dos mesmos. Os modelos experimentais de epilepsia
podem ser obtidos in vivo, ou seja, quando a indugdo de crises no animal sdo feitas por meio

de agentes quimicos, fisicos (criogenia) ou elétricos, e este € mantido vivo para
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acompanhamento da epileptogénese; e in vitro, como por exemplo o emprego da cultura de
células nervosas para estudar substancias ou procedimentos que possam induzir as crises
(LOSCHER et al., 1988; LOSCHER, 1999; PITKANEN et al., 2006; PURPURA et al, 1972).

Um dos modelos mais utilizados para mimetizar a epilepsia adquirida, com leséo
identificAvel no SNC é o modelo de epilepsia induzido por pilocarpina. A pilocarpina,
agonista colinérgico muscarinico, quando administrada por via intraperitoneal em altas doses
a roedores (~320 mg/kg), induz quadro de alteracdes comportamentais com manifestacdo de
crises motoras limbicas, que se iniciam de 15 a 30 minutos apos a administracdo da dose, e
podem perdurar por horas (SE), caracterizando o periodo agudo do modelo. Caso o animal
sobreviva ao quadro agudo, este passa por um periodo latente, no qual ndo apresenta crises
comportamentais, por um periodo que dura em média 14 dias, e termina ho momento em que
0 animal apresenta a primeira crise espontanea, sinalizando que a epilepsia foi estabelecida
(CAVALHEIRO, 1995; LEITE et al., 1990; TURSKI et al., 1983).

O sistema colinérgico tem um papel no desenvolvimento da epileptogénese
(MICHOTTE et al., 2000; PERSINGER et al., 2001). A acetilcolina (ACh) é um importante
neurotransmissor excitatorio no cérebro (OLNEY et al., 1983 e 1986; NATHANSON et al.,
1999). A ativacdo dos receptores colinérgicos do SNC ¢ induzida pela ACh, sendo que cerca
de 99% destes receptores sdo muscarinicos e 1% sdo nicotinicos (ELGOYHEN et al., 2000).
Existem 5 tipos de subtipos de receptores muscarinicos: M1, M2, M3, M4, e M5 (BONNER
et al., 1987). Os receptores M1, M3 e M5 possuem efeito estimulante e estdo acoplados a
proteina G, ativam fosfolipase C, aumentando a producéo de do segundo mensageiro insositol
trifosfato (IP3) e de diacilglicerol, levando a liberagdo de calcio intracelular e metabolizagéo
do &cido araquidonico. J& os receptores M2 e M4 possuem efeito inibitorio, inibem a adenilil
ciclase, diminuindo os niveis de AMPc (HULME et al., 1990; PERALTA et al., 1987 e 1988;
WESS et al.,, 1990). A distribuicdo dos receptores muscarinicos se da em todo corpo,
desempenhando fungbes diversas, sendo que no SNC sdo importantes na memdria e na
fisiopatologia das doencas afetivas e na esquizofrenia (DAVIS et al., 1975 e 1980; JOPE,
1979).

Estudos in vitro mostram que o efeito epileptogénico da pilocarpina e de outros
agentes colinérgicos ocorre devido as descargas elétricas originadas em neurdnios do
hipocampo, devido ao bloqueio das correntes de potassio transmembranar. Tal mecanismo
poderia explicar a macica ativagdo dos neurénios do hipocampo durante o SE induzido pela
pilocarpina. Este SE, leva a morte celular e reorganizacdo sinaptica do circuito hipocampal,

provocando mudancas epileptogénicas, tornando o dano permanente. A lesdo neuronal ndo é
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decorrente do efeito tdxico da pilocarpina, mas sim do efeito excitotdxico, envolvendo
receptores para glutamato e influxo de ions célcio. As crises observadas no SE, diferem das
crises espontaneas posteriores a ele, devido a reorganizacdo dos circuitos neuronais apos a
ocorréncia do mesmo. As crises espontaneas, que ocorrem apds o SE, sdo bastante similares,
farmacodinamicamente, as crises limbicas (focais/parciais) originadas pelo kindling elétrico
(modelo de inducdo de crises e epilepsia por estimulacdo elétrica de &reas no sistema limbico,
amigdala e hipocampo). Assim, em ambos 0s modelos, a carbamazepina, o fenobarbital, a
fenitoina e o acido valpréico sdo efetivos, enquanto a etossuximida (utilizada para tratar
auséncia) é ineficaz. Achados histolégicos no modelo da pilocarpina, revelam a presenca de
lesdo neuronal em inumeras areas cerebrais, atingindo principalmente a formagdo hipocampal
(regides de CA1, CAS3 e hilo do giro denteado), o cértex entorrinal e piriforme, e a amigdala,
porém ndo se restringe a essas areas, podendo-se verificar lesdes em mais de 35 areas
cerebrais (CASTRO et al. 2011; LEITE et al., 1990; SCORZA et. al., 2009; TURSKI et al.,
1983). Outros modelos bem utilizados na literatura para estudo da condicdo epiléptica séo
linhagens de animais geneticamente susceptiveis a epilepsia, particularmente aqueles que
podem ter gatilhos sensoriais acusticos, as cepas audiogénicas. A primeira linhagem de
animais do modelo em questdo foi desenvolvida por Krushinsky et al. (1979), sendo
denominada Krushinsky-Molodkina. Outra linhagem, derivada de ratos Sprague-Dawley foi
desenvolvida na Universidade do Arizona (EUA), os GEPRs - Genetic Epilepsy-Prone Rats
(Dailey e cols, 1989). Nestes tltimos, houve a separacdo de dois fenotipos de acordo com a
crise desenvolvida (os GEPRs-3, apresentando crises moderadas e os GEPRs-9, apresentando
crises severas). No Brasil, foi desenvolvida a linhagem denominada WAR (Wistar Audiogenic
Rat) no Laboratério de Neurofisiologia e Neuroetologia Experimental, do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, na Universidade de Sdo Paulo, pelo
grupo do Prof. Norberto Garcia-Cairasco (DORETTO et al., 2003).

O modelo de inducdo das crises epilépticas por abrasamento ou ‘kindling’ foi
descoberto por Goddard (1967), que utilizava estimulos elétricos, e tem sido muito utilizado
como um modelo animal da ELT. Neste modelo, a resposta neuronal ¢ alterada sem que seja
necessaria a existéncia de lesbes morfologicas (SUTULA et al., 1988), como é o caso do
modelo pilocarpina (MORIMOTO et al., 2004).

O kindling audiogénico e diferente do protocolo original de Goddard, pois no caso do
kindling audiogénico, os animais ja sdo susceptiveis a epilepsia e os estimulos induzem as
crises, ndo havendo a necessidade de uso de eletrodos nem estimulagdo por drogas. Apos

estimulos sonoros repetidos, as crises tonico-clonicas generalizadas passam a possuir
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caracteristicas de crises do lobo temporal (crises limbicas), observadas em seres humanos, 0
que sugere o recrutamento de estruturas limbicas e o agravamento das crises (GARCIA-
CAIRASCO et al., 1996; MARESCAUX et al., 1987; MORAES et al., 2000; NARITOKU et
al., 1992; VERGNES et al., 1987).

2.1.4. Anticonvulsivantes

A escolha entre diferentes anticonvulsivantes é baseada em trés fatores: caracteristicas
clinicas (tipo de crise ou sindrome epiléptica) risco de efeitos adversos e custo. (DEVINSKY
et al., 2000). O tratamento da epilepsia pode se basear na acdo dos farmacos em varios alvos
farmacoldgicos diferentes, entre eles: os canais para sodio, célcio, potassio e 0
neurotransmissor GABA, o0 que permite que os farmacos desta classe sejam classificados de
acordo com o alvo de acdo (TEIXEIRA, 2015).

As epilepsias sdo, geralmente, tratadas com antiepiléticos, porém, em alguns casos,
nas chamadas epilepsias farmacorresistentes, pode ser necessaria a remogao cirdrgica do foco
epiléptico. Para o tratamento, ja existe uma grande quantidade de medicamentos disponiveis
no mercado, sendo que a escolha ira variar de acordo com o tipo de crise, a frequéncia com
que ocorre, a idade e estilo de vida do paciente. Os medicamentos antiepilépticos geralmente
sdo eficazes quando administrados em monoterapia, mas admitem-se politerapias quando ha a
dificuldade em controlar a crise do paciente. Podem ocorrer episédios com efeitos
indesejaveis ao paciente durante o tratamento, sendo comuns: cansagos, tonturas e ganho de
peso; porém, quadros mais graves de reacdo alérgica, depressdo e psicose também podem
ocorrer. E fundamental o acompanhamento médico durante o tratamento; a descontinuidade
do tratamento pode ser indicada pelo clinico, quando o paciente fica de dois a quatro anos
livre de crises. A retirada abrupta do tratamento pode causar SE, que é considerado uma
emergéncia clinica (FERNANDES, 2013).

2.1.4.1. Carbamazepina
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A carbamazepina é um antidepressivo triciclico, descoberto pelo quimico Walter
Schindler na Suica em 1953, é um dos medicamentos antiepilépticos mais utilizados no
mundo, aprovada para uso pela FDA desde 1974. Algumas indicaces deste farmaco séo:
tratamento de convulsdes ténico-clonicas, transtorno de humor, nevralgia do trigémeo entre
outras (GIERBOLINI et al., 2016; TOLOU-GHAMARI et al., 2013).

O mecanismo de acdo da carbamazepina baseia-se na estabilizacdo da membrana
hiperexcitada dos neurénios, por meio do blogueio dos canais para sodio dependentes da
diferenca de potencial elétrico; o que mantém a despolarizacdo, diminuindo a ativagédo
repetida dos potenciais de acdo. Desta forma, inibe as descargas neuronais repetitivas,
reduzindo a propagacdo sinaptica dos impulsos excitatorios. Além disso, a carbamazepina
provoca um efeito depressivo sobre o turnover da dopamina e da noradrenalina, conferindo-
Ihe propriedades antimaniacas (GIERBOLINI et al., 2016; KESTER, KARPA & VRANA,
2012).

A carbamazepina é absorvida lentamente, porém, ainda existem poucos dados que
correlacionem sua absorcdo com sua concentragdo no sangue, ap6s administracdo oral. Apos a
administracdo via oral, atinge a concentragdo maxima em 4-8 horas em humanos; este tempo
pode ser retardado para 24 horas quando se administra uma dose alta. E metabolizada pelo
complexo enzimatico CYP450 hepatico, com a capacidade de induzir o seu proprio
metabolismo. E substrato de CYP 1A2, 2C8, 2C9/10 e 3A3/4. A isoforma CYP3A4 ¢ a
principal via para sua biotransformacdo, sendo responsavel por 30- 50% do total de seu
clearance (KESTER, KARPA & VRANA, 2012; SPINA et al., 1996).

Os efeitos adversos mais frequentes sdo nauseas, vomitos, reacdes cutaneas alérgicas,
problemas sanguineos como anemia, leucopenia e trombocitopenia, embora sejam mais raros.
Podem ocorrer outros efeitos, como perturbacdes da conducdo cardiaca, ataxia, sonoléncia,
alucinacBes. E contraindicada em pacientes com bloqueio auriculoventricular, porfiria e
durante a gravidez (GIERBOLINI et al., 2016; PELLOCK, 1987; TOLOU-GHAMARI et al.,
2013).

A carbamazepina da origem a um metabdlito ativo chamado carbamazepina-10,11-
epoxido (CBZ-E), que esta relacionado a intoxicagdo do SNC e aos efeitos indesejaveis do
tratamento. O uso cronico pode levar a indugdo do préprio metabolismo e inducdo de varias
isoformas do citocromo CYP450 e da uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase (UGT)
(PATSALOS et al., 2003; ZACCARA et al.,2014).

Devido ao baixo indice terapéutico, estd propensa a interagbes farmacoldgicas

significativas, pois pequenas mudancas na concentracdo plasmatica podem resultar em perda
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da eficdcia ou sinais de intoxicacdo. A inibicdo da CYP 3A4 e da epoxido-hidrolase,
responsavel pela conversdo da carbamazepina-epdxido em diol inativo, e a inducao de 2C19 e

3A3/4 consistem em importantes caminhos para suas interacdes (MARCOLIN, 2004).
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Figura 1 - estrutura quimica da molécula de carbamazepina e seus metabélitos.
Fonte: ARAUJO et al., 2010.

2.2. Inibidores da Enzima Conversora da Angiotensina (iECA)

Os medicamentos inibidores da enzima conversora da angiotensina (iECA) foram
descobertos na década de 60 a partir de venenos de serpentes que intensificavam as respostas
a bradicinina, inibindo a cinase 1l, hoje conhecida como enzima conversora da angiotensina,
estes compostos foram chamados de fatores potencializadores da bradicinina. Verificou-se
que tais fatores baixavam a pressao arterial em pacientes com hipertensdo essencial (BYERS
& WOLFENDER, 1972).

O primeiro iIECA a ser eficaz por via oral foi o D-3-mercaptometilpropanoil-L-prolina,
mais conhecido como captopril que comecgou a ser comercializado na década de 80, porém,
com alguns efeitos colaterais relevantes. Os farmacos dessa classe agem, fundamentalmente,
pela inibicdo da enzima conversora da angiotensina, bloqueando a transformacdo da
angiotensina |1 em Il no sangue e nos tecidos, embora outros fatores possam estar envolvidos
neste mecanismo de ac¢do. (SARKAR et al., 2006).

Séo eficazes no tratamento da hipertensdo arterial, reduzindo a morbidade e a
mortalidade por acidentes cardiovasculares nos hipertensos, pacientes com insuficiéncia
cardiaca, pacientes com infarto agudo do miocéardio, em especial quando apresentam baixa
fracdo de ejecdo, pacientes de alto risco para doenga aterosclerética, sendo também Gteis na

prevencao secundaria do acidente vascular cerebral (ARGANARAZ et al., 2008).
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A cascata bioquimica do sistema renina angiotensina (SRA) se inicia com a liberacéo
do angiotensinogénio. Essa proteina de alto peso molecular é entdo clivada pela renina
formando o decapeptidio angiotensina | (Angl). A enzima conversora da angiotensina e outras
enzimas como quinases, em menor proporcao, clivam esse peptideo formando a angiotensina
Il (Angll), um octapeptidio ativo que tem alta afinidade pelos receptores AT1 e AT2. O
receptor AT1, uma vez ligado a Angll, ativa uma série de cascatas de sinalizacao intracelular,
que em ultima instancia provoca a vasoconstricdo generalizada, caracterizando a hipertensao
(ERDOS & SKIDGEL, 1990).

Almeida et al. (2012) verificaram, que, pacientes com epilepsia do lobo temporal
(ELT) apresentam um aumento na expresséo de receptores de angiotensina Il, AT1 e AT2, no
encéfalo, o que comprova a relagdo entre a ELT com o sistema renina-angiotensina-

aldosterona.

2.2.1. Maleato de enalapril

O maleato de enalapril é um iECA, que apresenta poucos efeitos colaterais e pode ser
administrado em doses menores e menos frequentes; é um dos farmacos mais utilizados para
tratamento da hipertensdo. E um pré-farmaco hidrolisado por esterases no figado, produzindo
o0 enalaprilato, o qual é um inibidor altamente potente da enzima conversora da angiotensina
e, portanto, um importante anti-hipertensivo. O enalaprilato contém um substituto prolina e
difere do captopril por ser um andlago de um tripeptidio, em lugar de um dipeptidio.
(MACFADYEN et al. 1993; WANG et al., 2006).

H—0O (]
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COOH o  COoH
enalapril acido enalaprilico
lag P (octanoliagua; exp.) = 2,45 log P {ectanoliagua; exp.) = 0,74

Figura 2 - Estruturas quimicas do maleato de enalapril e seu metabdlito, enalaprilato.
Fonte: PEREIRA, D. G.; 2007.
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O enalaprilato sofre rapida absorcdo quando administrado por via oral com
biodisponibilidade de 60%, a qual ndo € reduzida pela presenca dos alimentos. As
concentracdes plasmaticas maximas do enalapril e do enalaprilato sdo alcangcadas em 1 h e de
3- 4 h, respectivamente. O enalaprilato tem taxa de ligagdo as proteinas plasmaticas de
aproximadamente 50%, no entanto essa ligacdo depende da sua concentragdo. O enalapril
apresenta meia-vida de 1,3 h, enquanto o enalaprilato, devido a sua forte ligagdo a enzima
conversora da angiotensina, tem uma meia-vida plasmatica de 11h. Quase todo o farmaco €
eliminado pela urina na forma de enalapril inalterado ou enaprilato. A dose oral de enalapril
varia de 2,5 -40 mg/dia (em dose Unica ou fracionada), sendo que a sua dose inicial definida e
de 10 mg (MACFADYEN et al. 1993).



30

3. JUSTIFICATIVA

O tratamento da epilepsia muitas vezes ndo atinge os objetivos, ndo trazendo melhoras
ao paciente. Nao se sabe, porém, se a patologia afeta a farmacocinética e ou 0 metabolismo
dos farmacos, pois ndo existem estudos clinicos ou experimentais comparando pacientes
epilépticos e ndo epilépticos. Desta maneira, este estudo, visa, experimentalmente, elucidar se
a predisposicdo genética para a epilepsia afeta a farmacocinética de dois farmacos bastante
utilizados na patologia, a carbamazepina e o enalapril; o primeiro como anticonvulsivante
propriamente dito e o segundo por estar ligado a cascata do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, a qual, recentemente, descobriu-se estar ligada as patologias no sistema nervoso

central.
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4. OBJETIVO

A seguir serdo listados o objetivo geral e os objetivos especificos.

4.1.  Objetivo geral

Avaliar o papel da predisposicdo genética para a epilepsia na farmacocinética da

carbamazepina e enalapril in vivo.

4.2.  Objetivos especificos

e Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para a determinacdo de
carbamazepina e enalapril em plasma de ratos por UPLC;

e Avaliar a farmacocinética dos medicamentos carbamazepina e enalapril, em
associacdo ou monoterapia, em animais WAR e controle.
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5. MATERIAL E METODOS

A seguir estdo listados os materiais e as metodologias adotadas neste estudo.

5.1. Farmacos

Os farmacos que foram administrados aos animais foram obtidos por duas formas: o
maleato de enalapril foi obtido em farmacia de manipulacdo, isento de excipientes, com
pureza maior que 99%. A carbamazepina foi obtida comercialmente (Tegretol®) na forma de
suspensdo, 20 mg/mL, do laboratério Novartis® (Sdo Paulo, Brasil). Os anestésicos cloridrato
de cetamina 0,1% (Dopalen®) e a xilazina 2% (Anesadan®) foram obtidos comercialmente, do
laboratério Ceva® (Paulinea, Brasil). O anestésico midazolam (Dormonid®, 5 mg/mL) foi
obtido do laboratério Roche® (Rio de Janeiro, Brasil). O hidrocloreto de pilocarpina e o

paraldeido foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha).

5.2.  Substancias quimicas de referéncia

As analises foram realizadas com padrGes primarios de maleato de enalapril,
carbamazepina e diazepam todos adquiridos da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha), com

grau de pureza superior a 99% todos dentro do prazo de validade.

5.3.  Solventes e reagentes

Para a realizacdo da validacdo das analises das amostras, bem como validacdo da
metodologia, foram utilizados os seguintes solventes e reagentes: acetato de etila grau HPLC,
metanol grau HPLC, éter-dietilico grau HPLC, acetonitrila grau HPLC, obtidos do laboratorio
VETEC (Sd0 Paulo, Brasil); formiato de amonio obtidos da Sigma-Aldrich® (Steinheim,
Alemanha), cloreto de sédio obtido da IndGstria Impex® (S&o José dos Campos, Brasil), 4gua

ultrapura (milli-Q, Millipore® - Molsheim, Franca).
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As analises foram realizadas em UPLC-MS/MS Shimadzu LCMS-8030 (Kyoto,
Japdo), constituido por bombas LC-20 AD, injetor automatico SIL-20 AHT, forno para

coluna CTO-20-A, controladora CBM-20A, detector triplo quadrupolo e software para
integracdo LabSolutions 5.42 (Shimadzu®). Além do UPLC-MS/MS, foram utilizados
diversos tipos de equipamentos e materiais (Tabela 1).

Tabela 1 - Equipamentos e materiais utilizados.

Equipamento/ acessorio Marca Modelo/ descrigio
Balanca analitica Kern 410
Agitador vertical IKA VIBRAX VXR basic

Banho Ultrassénico Unique USC-28002
Banho de agua Novatécnica NT 265
pHmetro Tecnopon -

Bomba de vacuo Sparmax New pump
Centrifuga Novatécnica NT-811
Concentradora de Labconco CentriVap
amostras

Micropipetas
Baldes volumétricos
Provetas
Coluna

Seringa
Agulha de gavagem
Guilhotina para
roedores
Tubos de silicone
Selante de silicone

Digipet/ Kacil/ Pipet express
Pyrex
Pyrex
Shimadzu

Descarpack
Insight
Insight

VWR International
Dow corning

50, 200 e 1000 pL
10, 25, 250, 500, 1000 mL
50, 100, 500 mL
XR-ODS/C18/ 100mm x 3mm
X2Um
1mL
IC-810
EB-271

0,50 X 0,93 X 0,20 mm
768

Fonte: Do autor.

5.5.  Anaélise da carbamazepina e do enalapril em plasma
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5.5.1. Solucdes-padréo e reagentes

Foram preparadas solugdes-estoque do padrdo de carbamazepina (1mg/mL), enalapril
(Img/mL) e padréo interno (P1) diazepam (1mg/mL) em metanol. As solucdes de trabalho
foram preparadas para carbamazepina e enalapril, para construcdo das curvas analiticas e
controles de qualidade em pool de plasma branco, e para o diazepam utilizado como PI. As
concentracdes de solucdo de trabalho de carbamazepina e do enalapril foram definidas com
base nos estudos de Ates et. al. (2007), Wang et. al. (2007) e Beig et. al. (2013) e preparadas a
partir de solu¢cdo mé&e em metanol. O PI foi diluido e utilizado na concentragdo de 100 ng/mL
em metanol. A curva analitica foi construida por meio do enriquecimento de aliquotas de 200
puL de plasma com 50 pL de cada solucdo-padrdo, resultando em concentracBes plasmaticas
de 1, 5, 10, 50, 100, 200, 500 e 1000 ng/mL e 1, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 300 ng/mL para 0
enalapril. Os controles de qualidade em 1, 500 e 1000 ng/mL para carbamazepina e 1, 150 e

300 ng/mL para enalapril.

5.5.2. Preparo de amostra e analise cromatogréafica

A determinacdo da carbamazepina e do enalapril em plasma de rato foi adaptada a
partir dos estudos descritos por Ates et. al. (2007), Wang et. al. (2007) e Beig et al. (2013),
utilizando extracdo liquido-liquido para preparo das amostras e separacao/quantificacdo por
UPLC. Os parametros do UPLC foram otimizados pelo equipamento. Em suma, a 200 pL de
plasma adicionam-se 25uL de PI (500 ng/mL), 0,1g de cloreto de sddio (NaCl), 200 ul de
tampdo acetato (1M) pH= 4,6 e 3 mL de solucdo éter dietilico: acetato de etila (6:4, v/v).
Agitou-se por 15 minutos em agitador vertical (1500 rpm) e centrifugou-se a 1800 g por 15
minutos. Aliquotas de 2 mL da fase organica foram levadas a secura, em concentradora de
amostras, em temperatura de 60°C, ressuspendidas em 200 pL de fase movel
(acetonitrila:tampéo formiato de amoénio 2mM, 75:25v/v) para posterior inje¢cdo de 100 pL no
UPLC-MS/MS. O método bioanalitico desenvolvido que melhor se enquadrou nos parametros

de validacao, esta descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condi¢bes cromatograficas do método bioanalitico desenvolvido para

quantificacdo de enalapril e carbamazepina em plasma por UPLC-MS/MS.

Parametros Descricdo
Teécnica bioanalitica UPLC- MS/MS
Detecgéo Enalapril: 377,90>233,90; 377,90>91,10;
377,9>117,05

Coluna analitica

Fase mével

Vazao da fase movel
Volume de injecéo
Linearidade

Tempos de retencao

Tempo de analise

Tipo de integracéo

Equacédo da Curva

Carbamazepina: 236,80>193,90;
236,80>193,00; 236,80>191,85
PI: 285,00>154,00; 285,00>192,95;
285,00>221,95
XR-ODS/C18/ Phenyl

Acetonitrila: Tampéo formiato de amonio
2 mM - pH: 2,4 (75:25 vIv)
0,2 mL/min
100 pL
Enalapril: 1 - 300 ng/mL
Carbamazepina: 1 -1000 ng/mL
Enalapril: 3,06 min.
Carbamazepina: 3,50 min.
Diazepam: 4,34 min.

6,01 min.
Base-a-base

y= ax+b

Fonte: Do autor.

5.6. Validacdo do método bioanalitico

Com a finalidade de demonstrar que o método desenvolvido é adequado para a analise

proposta foi realizada a validacdo analitica. O método foi validado de acordo com a resolugédo

RDC n.° 27, de 17 de maio de 2012 e os parametros avaliados foram: linearidade, limite
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inferior de quantificagdo (LI1Q), limite de detecgédo, efeito residual, precisdo, exatiddo e
estabilidade.

5.6.1. Linearidade

Na confec¢do das curvas analiticas, adicionou-se 50 uL de padrdo de enalapril e
carbamazepina a 200pL de plasma branco em oito concentragGes distintas, sendo elas 1, 10,
50, 200, 500 e 1000 ng/mL para a carbamazepina e 1, 5, 10, 50, 150 e 300 ng/mL para o
enalapril, e 25 pL de PI na concentracdo de 100 ng/mL. Os calibradores foram processados

conforme descrito no item 5.5.2.

5.6.2. Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ)

O LIQ foi determinado através da aplicacdo do método de extracao de tal forma que o
analito fosse quantificado na menor concentragdo possivel com coeficiente de variacdo (CV)
< 20%. Sua determinagdo foi realizada por meio de 6 replicatas, considerando sua adequada

visualizacdo cromatografica.

5.6.3. Limite de deteccao

O limite de deteccdo € a menor quantidade de analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢Ges experimentais
estabelecidas (BRASIL, 2012).

Esse parametro pode ser calculado segundo a formula:

LD =Dpax 3

IC
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Onde,
Dpa: desvio padréo do intercepto com o eixo Y da curva analitica

IC: inclinacdo da curva analitica

5.6.4. Efeito residual

O efeito residual (carryover) é o efeito causado por contaminacdo proveniente de
andlises anteriores, as quais podem levar ao aparecimento ou aumento do sinal do farmaco ou
Pl. Para analise, realizaram-se trés injecfes da mesma amostra branco, sendo uma antes e

duas apos a injecdo do limite superior de quantificacdo (LSQ) de cada analito.

5.6.5. Efeito matriz

O efeito matriz é o efeito na resposta do analito ou Pl causado pelos componentes da
matriz bioldgica. Para célculo do efeito foram analisadas em triplicata amostras de matrizes
bioldgicas processadas e posteriormente adicionadas dos analitos e do Pl em concentracfes
iguais aos controles de qualidade de baixa concentracdo (CQB) e controle de qualidade de alta
concentracdo (CQA). O coeficiente de variagcdo (CV) dos Fatores de matrizes normalizados
(FMNs) relativos a todas as amostras deve ser inferior a 15% (BRASIL, 2012).

O fator de matriz normalizado foi calculado conforme formula a seguir:

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

Resposta do analito em solucao/resposta do Pl em solucao

5.6.6. Precisdo e exatiddo

A precisdo avalia, em idénticas condigdes do ensaio, o grau de repetibilidade entre 0s
resultados individuais de analises quando o processo € aplicado diversas vezes numa mesma

amostra homogénea. A preciséo intracorrida foi avaliada em uma mesma corrida (n=6) e a
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intercorridas em trés dias diferentes. Este parametro € expresso como coeficiente de variacdo
(CV) ou desvio padrdo relativo (DPR).

CV (%)= (Desvio padrao x 100)/ Média

Para este estudo foram realizadas injecGes de amostras nas concentracfes de 1 ng/mL
correspondente ao controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB), 150 ng/mL
correspondente ao controle de qualidade de média concentracdo (CQM) e 300 ng/mL
correspondente ao controle de qualidade de alta concentragdo (CQA) para o enalapril. J& para
a carbamazepina, as concentracdes foram 1 ng/mL correspondente ao controle de qualidade
de baixa concentracdo (CQB), 500 ng/mL correspondente ao controle de qualidade de média
concentragdo (CQM) e 1000 ng/mL correspondente ao controle de qualidade de alta
concentragéo (CQA).

A exatiddo expressa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor nominal, da mesma forma que a preciséo, estabelecendo condicdes idénticas
de ensaio, em uma amostra homogénea. A exatidao intracorridas e a exatidao intercorridas foi
avaliada por meio do célculo do Erro Padrdo Relativo (EPR) conforme a formula abaixo. A
exatiddo intracorrida foi avaliada em um mesmo dia e a intercorridas em trés dias diferentes.
N&o se admitem valores acima de 15% do valor nominal, com excecdo do LIQ para o qual o

valor estabelecido é de 20%.

Exatidao (%)= [(concentracdo média determinada- concentracdo tedrica) x100]/ Concentracdo

teorica
Para a avaliacdo dos parametros precisdo e exatiddo, foram analisadas amostras

fortificadas com padrdes de enalapril e carbamazepina em concentragfes descritas acima apos

sofrerem extracdo liquido-liquido.

5.6.7. Estabilidade
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Para assegurar que a estabilidade do analito foi mantida nas condi¢es de preparo,
andlise e estocagem das amostras, foram realizados testes de estabilidade ap6s ciclos de
congelamento e descongelamento, estabilidade de curta duracédo e estabilidade das amostras
processadas.

A estabilidade é demonstrada quando ndo se observar desvio superior a 15 % (quinze
por cento) da média das concentracBes obtidas com relacdo ao valor nominal (BRASIL,
2012).

5.6.7.1. Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

Frequentemente, as amostras do estudo podem ser congeladas e descongeladas para re-
andlises. Por esse motivo, deve ser avaliada a estabilidade do analito na matriz biolégica apds,
no minimo trés ciclos de congelamento e descongelamento. Amostras de plasma (200 pL)
fortificadas nas concentragdes de 1 e 1000 ng/mL (n=5 para cada concentracdo) para
carbamazepina e 1 e 300 ng/mL (n=5 para cada concentracdo) para o enalapril foram
congeladas por 24 horas. Apos esse periodo, foram descongeladas em temperatura ambiente e
novamente congeladas por 12 horas. O processo foi repetido por mais 12 horas de
congelamento e ap6s o descongelamento total das amostras, procedeu-se a extracdo e analise

em UPLC-MS/MS. Os resultados obtidos foram comparados com amostras recém-preparadas.

5.6.7.2. Estabilidade de curta duracao

Amostras fortificadas com padrdes (n=6, para cada concentragdo) nas concentracoes
de 1 e 1000 ng/mL para carbamazepina e 1 e 300 ng/mL para o enalapril foram deixadas em
repouso nas condi¢Bes normais do laboratério (temperatura, umidade e luminosidade) e
durante o processo de preparo das amostras (6 h). Em seguida, foram submetidas a extracédo
liquido-liquido e analisadas em UPLC-MS/MS. Os resultados obtidos foram comparados com

amostras recém-preparadas.
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5.6.7.3. Estabilidade das amostras processadas

Aliguotas de plasma branco foram fortificadas com padrdes (n=6 para cada
concentracdo) nas concentracdes de 1 e 1000 ng/mL para carbamazepina e 1 e 300 ng/mL
para o enalapril, foram processadas por extracdo liquido-liquido e mantidas sob as mesmas
condicdes das amostras em estudo. O periodo foi superior ao intervalo de tempo
compreendido entre o término de preparo das amostras e o final da corrida analitica mais
longa. Na sequéncia, ocorreu andlise por UPLC-MS/MS. Os resultados obtidos foram

comparados com amostras recém-preparadas.

5.7.  Estudos experimentais

A seguir estdo listados a metodologia dos estudos experimentais.

5.7.1. Canulacéo da veia jugular

Para a analise farmacocinética foram utilizados ratos Wistar (grupo controle),
fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal de Alfenas e ratos WAR (Wistar
Audiogenic Rats), fornecidos pelo Laboratério de Neurofisiologia e Neuroetologia
Experimental do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto da
Universidade de S&o Paulo. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal
da Universidade Federal de Alfenas, com o nimero de registro 577/2014 (Anexo I). Os
animais, apés periodo de aclimatacgéo, foram pesados e selecionados os animais na faixa de
275-375g para serem submetidos a cirurgia de canulagdo da veia jugular.

Os animais foram anestesiados com a mistura de cloridrato de cetamina (50 mg/kg),
xilazina (25 mg/kg) e midazolam (5mg/kg) por via intraperitoneal. A técnica foi adaptada de
Hans & Ojeda (1974). Apos a anestesia, 0s animais foram tricotomizados na regiéo clavicular,
a incisao foi feita na regido onde a veia jugular se insere atras do musculo peitoral maior.
Uma agulha adaptada, acoplada a canula foi empurrada para o lumen da veia até a insercao no
musculo, passando através do mesmo. Apoés isso, a agulha foi retirada e a canula puxada para

dentro do masculo e sob pressdo suave, colocada no interior do vaso. A céanula foi suturada no
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musculo para o ancoramento da mesma. A outra extremidade foi passada via subcutanea, para
a regido nucal do animal, onde ela ficou exteriorizada, e, com um n@ para evitar o
extravasamento de sangue. A regido clavicular do animal foi suturada e limpa para evitar

infeccdo. O animal ficou em sala aquecida até a sua recuperacao.
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Figura 3 - Desenho esquematico da cirurgia de canulacdo da veia jugular.
Fonte: Hans & Ojeda, 1974.

5.7.1.1. Grupos de animais controle (Ratos Wistar; n=6) e Grupos de animais
epilépticos (Ratos WAR; n=6).

- Grupo Carbamazepina: Os animais em estado de jejum de 12 horas receberam por
via oral (gavagem) carbamazepina (Tegretol®) na dose de 25 mg/kg (BEIG, 2013).

- Grupo Enalapril: Os animais em estado de jejum de 12 horas receberam por via oral
(gavagem) enalapril racémico dissolvido em agua na dose de 30 mg/kg (NUNEZ, 1997).

- Grupo associacdo Carbamazepina - Enalapril: Os animais em estado de jejum de 12
horas receberam por via oral (gavagem) a carbamazepina (Tegretol®) na dose de 25 mg/kg
(BEIG, 2013), além de enalapril racémico por via oral (gavagem) dissolvido em agua na dose
de 30 mg/kg (NUNEZ, 1997).

Os mesmos trés grupos: Carbamazepina, enalapril e associacdo carbamazepina e
enealpril foram repetidos para os ratos WAR, totalizando seis grupos experimentais. As doses,

colheitas de sangue, e 0 “n” seguiram 0 mesmo descrito acima para animais controle.
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As amostras de sangue (500 pL) foram colhidas pela canula implantada nos animais
nos tempos 5, 10, 20, 40 minutos, 1; 1,5; 2; 3; 4 e 6 horas apds a administracdo em todos 0s
grupos. Foi realizada a reposicdo com salina apés cada coleta. A heparina foi utilizada como
anticoagulante. Foram utilizados 6 animais para cada grupo. Os plasmas obtidos foram
armazenados a — 70°C até a analise conforme o item 5.5.2. ApGs as coletas os animais foram

sacrificados por decapitacéo.

5.8.  Anédlise farmacocinética

A anélise farmacocinética foi realizada utilizando-se o software WinNonlin® versdo
4.0 (Pharsight Corp, Mountain View, California, EUA). Os pardmetros farmacocinéticos
foram calculados com base nas concentracGes plasmaticas obtidas experimentalmente. Os
dados de concentracdo plasmatica versus tempo, ap6s a administracdo oral dos farmacos
foram analisados empregando-se 0 modelo monocompartimental, que foi o que melhor se
adequou aos dados obtidos. A 4rea sob a curva concentracio plasmatica versus tempo (AUC*
“) foi determinada pelo método linear trapezoidal de tempo zero até a Gltima amostra coletada
e extrapolada até o infinito dividindo-se a Gltima concentragdo quantificada pela constante de
velocidade de eliminacao.

O software WinNonlin® gerou as estimativas iniciais e os limites superiores e
inferiores para a correta estimativa final dos parametros farmacocinéticos (GABRIELSON;
WEINER, 2000). A estimativa final inclui o clearance total aparente (Cl4/f).

5.9.  Andlise estatistica

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

O teste de Mann-Whitney bicaudal para dados ndo pareados foi empregado para
comparar 0s parametros farmacocinéticos; no teste estatistico o nivel de confianca foi fixado
p=<0,05.
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6. RESULTADOS

Aqui serdo apresentados os resultados da metodologia analitica e do estudo experimental.

6.1. Desenvolvimento e validacio do método bioanalitico para quantificacdo de

carbamazepina e enalapril em plasma de rato.

Na otimizacdo das condi¢des da analise foram testados varios parametros diferentes
para a extracdo e para a cromatografia, dentre elas pH de extracdo (testes variaram de 2,4 a
5,2), liquido extrator (podendo citar acetonitrila, éter etilico, acetato de etila e cloroférmio),
fase movel e sua vazdo, uso do padrdo interno (foram testados fenobarbital, amiodarona,
cetoconazol, diazepam), entre outras.

As condigdes adequadas foram: pH de extracéo de 4,6, liquido extrator composto por
éter etilico: acetato de etila (60:40 v/v), fase moével composta por acetonitrila: tampéo
formiato de aménio 2 mM pH 2,4, com vazdo de 0,2 mL/min, o padréo interno escolhido foi 0
diazepam, na concentracdo de 100 ng/mL e o tempo de analise estabelecido foi de 6,01
minutos.

A andlise da carbamazepina e do enalapril em plasma de ratos foi realizada ap6s o
preparo de amostra por extracdo liquido-liquido conforme o item 5.5.2. A separacdo dos
compostos foi obtida utilizando coluna Shim-pack ODS Phenyl® 100 mm x 3,0 mm x 2,0 pm
(C18) com fase mdvel constituida por acetonitrila: tampéo formiato de aménio 2 mM, pH 2,4
(75:25 vIv).

A Figura 4 mostra o cromatograma dos analitos carbamazepina, diazepam e enalapril.
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Figura 4 - Andlise cromatogréafica do diazepam (A), do enalapril (B) e da carbamazepina (C).
Fonte: Do autor.

6.1.1. Linearidade

De acordo com a RDC 27/2012, alguns critérios devem ser considerados para analise e
aceitacdo dos pontos da curva analitica, a menor concentracdo nominal deve ter desvio menor
ou igual a 20%, as demais concentracdes ndo devem ter desvio superior a 15% em relacéo ao
valor nominal. Além disso, é necessario que no minimo 75% dos padrées de calibracdo sejam
aprovados nas exigéncias acima e que no minimo seis padrdes de concentracdes distintas,
assim como o limite inferior de deteccdo (LIQ) e o limite superior de quantificacdo (LSQ)
também atendam as exigéncias anteriores. A relacdo entre concentracdo e resposta foi
definida por meio de uma curva analitica contendo seis concentragdes distintas para a
carbamazepina, variando de 1 a 1000 ng/mL em plasma e outra curva com seis concentragoes
distintas para o enalapril, variando de 1 a 300 ng/mL. Na confec¢do de uma das curvas

analiticas, adicionou-se padréo de carbamazepina ao plasma branco de ratos ndo tratados, em
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seis concentracdes distintas (1, 10, 50, 100, 200, 500 e 1000 ng/mL) e também adicionou-se
padrdo de enalapril em seis concentragdes distintas (1, 5, 10, 50, 150, 300 ng/mL) e Pl na
concentracdo de 50 ng/mL, realizando trés repeticGes para cada ponto. Na analise da curva
analitica, também foram incluidas amostras de plasma branco e plasma branco adicionadas de
Pl (amostra zero). Os pardmetros relativos a curva analitica do método para quantificacdo de
carbamazepina e enalapril em plasma de rato por UPLC-MS/MS na faixa de concentragdo de
1 a 1000 ng/mL e 1 a 300 ng/mL, respectivamente, sdo demonstrados nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. As Figuras 5 e 6 representam as curvas analiticas resultante da analise de
trés curvas de calibracdo realizadas em dias distintos, para cada ponto foram feitas trés

réplicas.

Tabela 3- Parametros relativos a curva analitica do método analitico para a quantificacdo de
carbamazepina em plasma de rato por UPLC-MS/MS na faixa de concentragéo de 1
a 1000 ng/mL.

Pardmetro Valor

Coeficiente angular (a) 0,054
Coeficiente linear (b) 1,403
Coeficiente de correlacdo linear (r?) 0,992

Fonte: Do autor.
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Figura 5 - Curva analitica da carbamazepina em plasma de rato.

Fonte: Do autor.
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Tabela 4 - Pardmetros relativos a curva analitica do método analitico para a quantificacdo de
enalapril em plasma de rato por UPLC-MS/MS na faixa de concentragéo de 1 a 300

ng/mL.
Parametro Valor
Coeficiente angular (a) 0,009
Coeficiente linear (b) 0,044
Coeficiente de correlacdo linear (r?) 0,998
Fonte: Do autor.
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Figura 6 - Curva analitica do enalapril em plasma de rato.

Fonte: Do autor.

O método mostrou-se linear tanto para a carbamazepina na faixa de concentracéo de 1
a 1000 ng/mL com coeficiente de regressdo linear (r) 0,99; quanto para o enalapril na faixa de

concentracdo 1 a 300 ng/mL com coeficiente de regressdo linear (r) de 0,99.

6.1.2. Limite inferior de quantificacdo (LI1Q)

O limite de quantificacdo obtido na metodologia desenvolvida foi de 1 ng/mL para os
dois analitos, com coeficiente de variagdo <20%, e apresentou precisdo e exatiddo

satisfatorias, conforme a Tabela 5. A Figura 7 mostra o cromatograma do LIQ.
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Figura 7 - Anlise cromatogréafica do LIQ do enalapril (A) e da carbamazepina (B).

Fonte: Do autor.

Tabela 5 - Limite de quantificacdo para carbamazepina e enalapril em plasma de ratos.

Carbamazepina Enalapril
Intracorridas I?ges(?/;a;) 8,59 12,18
= (|nE>)<(:ttifg§§%) 3,21 4,08
Intercorridas P(ge\cllg/;a)o 13,38 3,75
n=3 (dias) Exatidao 1052 5 07

(Inexatiddo%)
CV= Coeficiente de varia¢do [(SD/média)x100]

% Inexatiddo = [(Cobs_ Cadi<:ionada)lcadicionada]X]-OO

Fonte: Do autor.

6.1.3. Efeito residual

N&o houve efeito residual nos tempos de retengdo dos analitos, como pode ser

observado na Figura 8, ressalta-se que a escala esta com valores baixos.



48

e p BB BB EUBRERY

& 8 -

3 383 8588

£

13

T

] C

i

#
i

[
i

u
L

Figura 8 - Cromatograma do ensaio de efeito residual da carbamazepina (A), do diazepam (B) e do enalapril

(©).

Fonte: Do autor.

6.1.4. Efeito matriz

Atraves da andlise de triplicatas para cada concentracdo, CQA e CQB, para cada um
dos farmacos, foram calculados os coeficientes de variacdo pelo fator de matriz normalizado.
Os resultados estdo nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 - Efeito matriz referente ao método analitico para quantificacdo de carbamazepina
em plasma de ratos.
Concentracao CQB (1 ng/mL) CQA (1000 ng/mL)

CV (%) 3,78 14,39
CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]

Fonte: Do autor.

Tabela 7 - Efeito matriz referente ao método analitico para quantificacdo de enalapril em
plasma de ratos.
Concentracéo CQB (1 ng/mL) CQA (300 ng/mL)

CV (%) 11,49 12,16
CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]

Fonte: Do autor.

6.1.5. Precisdo e exatidao

Foi determinada a preciséo e exatiddo intracorridas e intercorridas para os controles,
como consta na Tabela 8. Os resultados de precisao e exatiddo estdo de acordo com o0s desvios
aceitos pela RDC 27/2012 (BRASIL, 2012).

Tabela 8 - Precisdo e exatidao intracorridas e intercorridas referente ao método analitico para

a determinacdo de carbamazepina em plasma de ratos.

CQB CQM COA

Intracorridas P(g:/lg/?)o 14,41 13,38 6,38
"~ (InE:;lttifggg%) 10,07 8,00 6,90
Intercorridas FEE?{:/I‘?/?)O 9,01 4,31 9,31
n= 3 (dias) Exatid&o 5.47 133 a7

(Inexatidao%)
CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]

% Inexatid&o = [(Cobs— Cadicionada)/Cadicionada] X100

Fonte: Do autor.
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6.1.6. Estabilidade

6.1.6.1. Estabilidade ap0s ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras submetidas aos ciclos de congelamento e descongelamento mantiveram-
se estaveis. Os resultados obtidos foram comparados com amostras de controle de qualidade

recém preparadas, nas concentragdes baixa e alta conforme demonstram as Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Resultados referentes as amostras do teste de estabilidade da carbamazepina em

plasma de rato submetidas a sucessivos ciclos de congelamento e descongelamento.

Amostra CQBRP CQB 3° Ciclo CQARP CQA 3 Ciclo
Média 1,02 ng/mL 0,87 ng/mL 1005 ng/mL 974 ng/mL
CV (%) 4,30 14,38 5,70 11,50

CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]
Fonte: Do autor.

Tabela 10 - Resultados referentes as amostras do teste de estabilidade de enalapril em plasma

de rato submetidas a sucessivos ciclos de congelamento e descongelamento.

Amostra CQB RP CQB 3° Ciclo CQARP CQA 3°Ciclo
Média 1,2 ng/mL 0,92 ng/mL 309 ng/mL 289 ng/mL
CV (%) 2,43 13,00 7,94 12,70

CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]
Fonte: Do autor.

6.1.6.2. Estabilidade de curta duracao

As amostras mostraram-se estaveis em ambas as concentracdes, baixa e alta conforme
as Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 - Resultados referentes as amostras do teste de estabilidade de carbamazepina em
plasma de rato mantidas a temperatura ambiente por 6 horas e depois processadas

e analisadas.
Amostra CQB RP CQB 6h CQARP CQA 6h
Média 0,97 ng/mL 0,84 ng/mL 997 ng/mL 972 ng/mL
CV (%) 9,00 14,30 12,80 10,50

CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]
Fonte: Do autor.

Tabela 12 - Resultados referentes as amostras do teste de estabilidade de enalapril em plasma

de rato mantidas a temperatura ambiente por 6 horas e depois processadas e

analisadas.
Amostra CQBRP CQB 6h CQARP CQA 6h
Média 1,04 ng/mL 0,93 ng/mL 307 ng/mL 295 ng/mL
CV (%) 11,20 13,60 7,70 8,90

CV= Coeficiente de varia¢do [(SD/média)x100]
Fonte: Do autor.

6.1.6.3. Estabilidade das amostras pds-processamento

As amostras avaliadas no teste de estabilidade pos-processamento foram preparadas e
extraidas, ficando acondicionadas em temperatura ambiente (24°C) por 5 horas. Como se
pode observar nas Tabelas 13 e 14, as amostras apresentaram-se estaveis, atendendo os
requisitos da RDC 27/2012, ou seja, desvios abaixo de 15%.

Tabela 13 - Resultados referentes as amostras do teste de estabilidade de carbamazepina em

plasma de rato depois de processadas e mantidas a temperatura ambiente por 5

horas.
Amostra CQB RP CQB 5h CQARP CQA5h
Média 1,03 ng/mL 0,92 ng/mL 998 ng/mL 974 ng/mL
CV (%) 6,80 8,70 4,5 10,50

CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]

Fonte: Do autor.
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Tabela 14 - Resultados referentes as amostras do teste de estabilidade de enalapril em plasma

de rato depois de processadas e mantidas a temperatura ambiente por 5 horas.

Amostra CQB RP CQB 5h CQARP CQA 5h
Média 1,07 ng/mL 0,96 ng/mL 303 ng/mL 298 ng/mL
CV (%) 3,3 2,2 2,1 3,80

CV= Coeficiente de variacdo [(SD/média)x100]

Fonte: Do autor.

6.2.  Estudos experimentais

Os resultados obtidos nos estudos experimentais em ratos estdo descritos nos itens

abaixo.

6.2.1. Farmacocinética da carbamazepina em ratos

O método desenvolvido para a quantificacdo de carbamazepina e enalapril foi aplicado
as amostras de animais tratados com a carbamazepina em dose Unica, por via oral nos grupos
controle e WAR. Os valores obtidos estdo representados na Tabela 15 e na Figura 9. Para o
estudo farmacocinético da carbamazepina, o0 modelo que melhor se adequou foi o

monocompartimental.

Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos (AUC®* e Cl/f) para a carbamazepina
administrada por via oral em ratos (n=6, por grupo; dose: 25 mg/kg). Mediana;
intervalo de confianca (1C95%).

GRUPO CCM CWM CCA CWA
AUCT™ 19539 11021 357967 9395,30
(hr.ng/mL) (10293 - 24428)  (8704,10 - 14641) (11579 - 75962)  (8157,50 - 11470)
Cly/f 1,248 2,27 0,742 2,66
(L/hr/kg) (0,63 — 1,74) (0,99 — 2,81) (0,23 — 1,60) (2,17 — 3,03)

CCM: ratos controle tratados com carbamazepina em monoterapia;

CWM: ratos WAR tratados com carbamazepina em monoterapia;

CCA: ratos controle tratados com associacdo de carbamazepina e enalapril;
CWA: ratos WAR tratados com associagdo de carbamazepina e enalapril.
#Diferenga estatistica entre CCA e CWA

Teste de Mann-Whitney, bicaudal para dados ndo pareados (p<0,05).
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Fonte: Do autor.
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Figura 9 - Curvas de concentracdo plasmatica da carbamazepina em fungéo do tempo para 0s grupos
CCM: ratos controle tratados com carbamazepina em monoterapia;
CWM: ratos WAR tratados com carbamazepina em monoterapia;
CCA: ratos controle tratados com associagdo de carbamazepina e enalapril;
CWA: ratos WAR tratados com associagdo de carbamazepina e enalapril.
Os dados estdo representados pela média dos valores.

Fonte: Do autor.

6.2.2. Farmacocinética do enalapril em ratos

O método desenvolvido para a quantificacdo de carbamazepina e enalapril foi aplicado
as amostras de animais tratados com o enalapril nos grupos controle e WAR. Os valores
obtidos estdo representados na Tabela 17 e na Figura 10. Para o estudo farmacocinético do

enalapril, o modelo que melhor se adequou foi 0 monocompartimental.
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Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos (AUC®™ e Cl+/f) para o enalapril administrado por
via oral em ratos (n=6 por grupo; dose: 30 mg/kg). Mediana; intervalo de
confianca (1C95%).

GRUPO ECM EWM ECA EWA*
AUC™ 133,70°¢ 273,05° 46,01°¢
(hr.ng/mL)  (38,05-—196,42) (143,75-511,08) (43,46 — 48,39) )
Cly/f 267,96 "¢ 109,85¢ 653,37 ¢

(Lihr/kg) (34,31 777,38) (38,96 204,22) (617,42 — 689,33)

ECM: ratos controle tratados com enalapril em monoterapia;

EWM: ratos WAR tratados com enalapril em monoterapia;

ECA: ratos controle tratados com associagdo de carbamazepina e enalapril;
EWA: ratos WAR tratados com associacdo de carbamazepina e enalapril.

® Diferenca estatistica entre ECM e EWM (p<0,05).

¢ Diferenca estatistica entre ECA e EWA (p<0,05).

? Diferenca estatistica entre EWM e EWA (p<0,05).

¢ Diferenca estatistica entre ECM e ECA (p<0,05).

Teste de Mann-Whitney, bicaudal para dados nao pareados.

*0O grupo EWA apresentou areas abaixo do limite de quantificacdo do método desenvolvido, ndo sendo possivel
calcular os parametros farmacocinéticos.

Fonte: Do autor.
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Figura 10 - Curvas de concentragdo plasmatica de enalapril em fungéo do tempo para 0s grupos:

ECM: ratos controle tratados com enalapril em monoterapia;

EWM: ratos WAR tratados com enalapril em monoterapia;

ECA: ratos controle tratados com associagdo de carbamazepina e enalapril;

EWA: ratos WAR tratados com associacdo de carbamazepina e enalapril.

Obs.: O grupo EWA apresentou areas abaixo do limite de quantificagdo do método desenvolvido, ndo sendo
possivel calcular os parametros farmacocinéticos. Os dados séo representados pela média dos valores.

Fonte: Do autor.
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho, desenvolveu-se e validou-se um método com as caracteristicas:
tempo de andlise curto, preparo de amostras simples e rapido, baixo consumo de solventes e
detectabilidade adequada para quantificacdo de carbamazepina e enalapril em plasma de rato
através da cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-MS/MS) (HIDAKA et al., 2005; QUEIROZ et al., 2008; ALVES et al., 2010; LEE et
al., 2012; PATIL et al., 2012; SERRALHEIRO et al., 2013).

Métodos de quantificacdo de carbamazepina sdo muito descritos na literatura, assim como
métodos desenvolvidos para a determinacdo de maleato de enalapril, ambos em plasma de
animais. Ha4 métodos que utilizam cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrdometro de massas, métodos de
preparo de amostras que envolvem extracdo em fase sélida (KOSTOPOULOU &
NIKOLAOU, 2008; MOWAFY et al, 2012; USLU & OZDEN, 2013; SERRALHEIRO et al.,
2013, AL-QAIM et al., 2014; SONG et al., 2014; VOSOUGH, et al., 2014). Porém, néo foi
encontrada na literatura qualquer metodologia analitica que permitisse a quantificacdo dos
dois analitos simultaneamente. Isto era necessario em nossa metodologia, uma vez que as
coletas seriadas em um mesmo animal reduzem o volume possivel a ser coletado, tornando-se
importante para o grupo a interacdo a analise simultanea dos analitos.

O desenvolvimento do método se baseou nos estudos de WANG (2007) que
desenvolveu uma metodologia analitica para determinacdo de enalapril e ATES (2007) e
BEIG (2013), que desenvolveram metodologias para carbamazepina em plasma para a
avaliacdo em estudos cinéticos. A partir das metodologias citadas, desenvolveu-se uma nova
adaptada as condicGes do Laboratdrio de Analises de Toxicantes e Farmacos, da Universidade
Federal de Alfenas.

O método desenvolvido atende os parametros de aceitacdo da RDC 27/2012 da
ANVISA, apresentando-se linear, preciso e exato, sendo adequado para a quantificacdo dos
analitos de interesse em plasma de ratos.

O uso de modelos animais em estudos farmacocinéticos é bastante comum.
Atualmente, o conceito dos 3 R’s (reduzir, refinar e substituir) vem sendo frisado pelos orgéos
fiscalizadores da utilizacdo animal em pesquisa em todo o mundo. Resumindamente, a
politica dos 3R’s significa a redugdo do nimero de animais utilizados na pesquisa, a melhora

na conducgéo dos estudos, no sentido de reduzir o sofrimento ao minimo possivel, e a busca de
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métodos alternativos que possam substituir os testes in vivo. Os dois primeiros representam 0s
objetivos a curto-prazo e o Ultimo, a meta méaxima a ser alcangada (CAZARIN et al. 2004).

Dentre as acOes para a reducao do uso de animais esta a técnica cirdrgica de canulacéo
animal para a realizacdo de multiplas coletas em um mesmo sujeito. Assim, com essa técnica,
é possivel utilizar apenas um animal na confecagcdo de uma curva de farmacocinética, levando
a uma diminuicgao expressiva no numero de animais necessarios para a experimentacdo. Neste
trabalho foi feita a técnica de canulacdo da veia jugular dos ratos. A técnica foi padronizada
de modo que o animal apresentasse o menor desconforto possivel, atendendo o segundo
principio dos 3R’s. Foram otimizados pardmetros como: tipo e dose dos anestésicos usados
(dentre os farmacos testados podemos citar tiopental, isoflurano, cloridrato de cetamina,
xilazina, midazolan e diazepam) e treinamento do cirurgido, de modo a aliviar e/ou poupar o
animal de qualquer tipo de sofrimento, o que poderia interferir negativamente para 0s
resultados do trabalho, além de ferir questdes éticas.

A epilepsia é uma desordem neuroldgica crénica, com presenca de crises, podendo
ocorrer quadros de crisesconvulsivas espontaneas e recorrentes, que sao resultado de uma
hiperexcitacdo e hipersincronismo do cérebro. Por ser uma condi¢do estigmatizada desde
tempos remotos, quando as crises eram atribuidas a entidades demoniacas (ou divinas), ela
representa um grande impacto nos ambitos social, econémico e psicosocial, uma vez que 0
paciente, dependendo do grau do disturbio, pode ter sua independéncia, mobilidade,
educacdo, emprego e relacionamentos pessoais afetados (FISHER et al. 2005).

Em adultos, epilepsia do lobo temporal € o principal tipo de epilepsia focal, tem
grande importancia por se tratar de uma condicdo grave e resistente a farmacos. Além disso,
pode ser agravada pela existéncia de comorbidadas de origem pisquiatrica, hormonal ou
sistémica, o0 que torna o quadro ainda mais complexo de tratamento (ENGEL, 1996).

A condicdo neuroldgica epilepsia apresenta refratariedade em seu tratamento em
muitos casos. Muitas vezes, os pacientes sdo submetidos a politerapias, uma vez que 0
tratamento em monoterapia ndo surte o efeito esperado. Estudos populacionais demonstram
que cerca de 19-20% dos pacientes epiléticos fazem uso de politerapias com medicamentos
antiepiléticos. Verificou-se que existe um alto nimero de pacientes com epilepsia refratéaria,
dos quais 64% destes, incluindo adultos e criancas, fazem uso de politerapia; sendo que 35%
destes adultos possuem alguma comorbidade em associacdo com a doenca, 0 que eleva o risco
de interacdo medicamentosa. Os perigos da politerapia e da interacdo medicamentosa
aumentam de acordo com a idade, assim como a presencga de comorbidades associadas, dentre

as mais relevantes aquelas relacionadas ao sistema circulatério (TSIROPOULOS et al., 2006;;
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JOHANNESSEN et al., 2007; VAN DE VRIE-HOEKSTRA et al. 2008; JOHANNESSEN et
al., 2009; RYTTER et al. 2009).

Pouco se sabe a respeito dos mecanismos moleculares que influenciam a resisténcia ao
tratamento em individuos com epilepsia, porém, uma gama de estudos sugere de que as
proteinas transportadoras de influxo/efluxo executam um papel importante neste processo, tais
como a Oatpl, MRP1, MRP2, Peptl, P-gP, entre outras. A glicoproteina P (P-gP), que age
como uma bomba de efluxo ATP-dependente que transporta farmacos e xenobioticos para
fora das células do figado, rins, cérebro (BBB) e trato gastrointestial e a proteina MRP1, age
de forma semelhante a P-gp, tem sido muito estudada (THIEBAUT et al, 1987; HEBERT,
1997; WATKINS, 1997; REGESTA, et al., 1999; KWAN & BRODIE, 2002).

Dentre os diversos farmacos para o tratamento da epilepsia, a carbamazepina ainda é o
de primeira escolha, sendo um dos medicamentos oferecidos gratuitamente pelo Sistema
Unico de Satde brasileiro (BRASIL, 2015). A carbamazepina atua na estabilizacdo das
membranas hiperexcitadas, bloqueando os canais para sodio dependentes da diferenca de
potencial elétrico, o que diminui a ativacdo dos potenciais de acdo, resultando em uma
despolarizacdo mantida e controle muitas vezes adequado das crises (WILLOW et al., 1985;
MACDONALD & KELLY, 1993; RUSH & ELLIOT, 1997; KUO et al., 1997; GIERBOLINI
et al., 2016).

Apesar da eficiéncia da carbamazepina, o uso deste farmaco deve ser observado, uma
vez que sua janela terapéutica é estreita, 0 que pode levar a casos de intoxicacdo. O produto
do metabolismo deste medicamento é a carbamazepina-10,11- epo6xido, um composto
altamente reativo, que deve ser convertido em um composto inativo por acdo enzimatica da
epoxido hidrolase; portanto, qualquer modificacdo na atividade enzimatica pode levar a
quadros de resposta adversa ao medicamento. Além disso, a carbamazepina pode sofrer
autoinducdo do seu metabolismo, quando usada por muito tempo e heteroinducdo, quando
administrada em concomitancia com fenitoina e barbitaricos (PATSALOS et al., 2003;
PERUCCA, 2006).

Conforme os dados obtidos por este estudo, quando a carbamazepina é administrada
por via oral em monoterapia, na dose de 25 mg/kg a ratos controle (CCM) e ratos que
possuem um backgroud genético para a epilepsia (CWM), ndo ha diferenca significatica nos
valores de AUCY™ e CI entre estes dois grupos, conforme a Tabela 15; portanto a
predisposicdo para a epilepsia ndo afeta a disposicéo cinética da carbamazepina.

Quando compardo-se os ratos controle que foram tratados com a monoterapia (CCM)

com os tratados com a associacdo (CCA), verifica-se que também ndo houve diferenca
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estatistica com relagdo aos pardmetros farmacocinéticos avaliados para estes grupos, somente
tendéncia de aumento de AUC®” e consequente reducdo de clearance no grupo CCA. Isto
permite dizer que a administracdo de enalapril ndo modifica a farmacocinética da
carabamazepina em animais sadios.

Ainda, quando comparamos os animais WAR que receberam carbamazepina em
monoterapia (CWM) com os que a receberam, mas associada ao enalapril (CWA), verifica-se
que ndo houve diferenca estatistica nos parametros avaliados para a farmacocinética da
carbamamzepina (Tabelal6), permitindo inferir que em condic¢des de suscetibilidade para a
epilepsia a associacdo também ndo afeta a farmacocinética da carbamazepina.

Porém, percebe-se que o valor de AUC™™ da carbamazepina foi cerca de 4 vezes
menor (9395 vs 35796 ng.h/mL) no grupo de animais WAR que receberam carbamazepina
em associacdo com o enalapril (CWA), quando comparado com o grupo Wistar que recebeu o
mesmo tratamento (CCA). Os valores de clearance no grupo CWA foram maiores que no
grupo CCA (2,66 vs 0,74 L/hr/kg), ou seja, 0 backgroud genético da cepa WAR interfere na
farmacocinética da carbamazepina quando esta é administrada em associa¢do com o enalapril.

Estudos em roedores j& demostraram o0 aumento na expressdo de diferentes
transportadores de efluxo/influxo, tais como P-gP, MRP1, MRP2 e BCRP em modelos de
crises induzidas. O aumento da expressdao da P-gp foi verificado no endotélio capilar do
encéfalo, na regido perivascular dos astrocitos, na regido parenquimal e nos neurénios. (RIZZI
et al., 2002; VAN VLIET et al., 2004; LOSCHER et al., 2005) Além disso, ressalta-se que a
carbamazepina é substrato da P-gP, além de indutora enzimatica das subfamilias da CYP 2C9
e 3A (LAZAROWSKI e CZORNY]J, 2011).

De Sarro et al. (2012) verificaram que quando administravam enalapril a ratos com
backgroud genético para epilepsia (DBA/2), associado a outros AEDs, ndo observou-se a
diminuicdo da severidade das crises epilépticas audiogénicas. Tal ineficacia da associacdo do
enalapril com a carbamazepina para controle das crises possivelmente pode ser associada,
dentre outros motivos, aos achados deste estudo, onde observou-se redugdo da
biodisponibilidade do antiepilético,além de outros mecanismos que possam estar envolvidos.

Lukawski et al. (2011) em estudo de crises induzidas por eletrochoque, verificaram
que a associagdo de enalapril e carbamazepina ndo foi capaz de evitar que 50% dos animais
em estudo tivessem a crise controlada, enquanto que quando associado ao acido valproico, o
enalapril melhorou a atividade deste no controle da crise. Desta maneira, percebe-se que ha
alteracdo do efeito da carbamazepina, quando administrada em associagdo ao enalapril, em

controle das crises tanto em modelos induzidos, quanto em modelos de background genético.
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O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) tem grande participagdo na
regulacdo de uma gama de processos fisioldgicos, dentre eles equilibrio de dgua no corpo,
manutencdo da pressdo arterial, comportamento sexual e regulacdo de hormonios glandula
pituitaria. Na cascata bioquimica, o angiotensinogénio € o precursor inativo, sendo clivado
pela renina, liberando a angiotensina | (Angl). A Angl tem baixa atividade biologica, mas
apos sofrer acdo da enzima conversora da angiotensina, ela gera angiotensina Il (Angll),
peptideo ativo. A continuacdo da cascata envolve a liberacdo de outra gama de peptideos
relacionados com a angiotensina, tais como angiotensina 1-7, angiotensina Ill, angiotensina
IV, entre outros desempenhando uma variedade de efeitos bioldgicos, dentre eles, o efeito
anticonvulsivo (WRIGHT & HARDING, 2004; PEREIRA et al., 2010).

Componentes do SRAA foram encontrados no cérebro apresentando algumas
funcBes, incluindo o comportamento, o estresse, controle central da pressdo arterial, entre
outras, sendo que a Angll atua como um neurotransmissor/neuromodulador através de sua
acdo sobre os receptores AT1 e AT2 presente em varias regides do cérebro (CHEN et al.,
1993; MEFFERT et al., 1996; YAMADA et al., 1996; WRIGHT & HARDING, 2004;
SAAVEDRA et al., 2005) Pereira et al. (2010) verificaram um aumento na expressdo dos
componentes do SRA e do receptor ATI no encéfalo de animais WAR submetidos a inducéo
de crises repetidas.

Os medicamentos inibidores da enzima conversora da angiotensina sdo responsaveis
por interromper a cascata bioquimica do SRAA, inibindo a conversao de Angl para Angll. O
enalapril € um farmaco dessa classe; quando metabolizado, se converte em enalaprilato,
metabolito ativo com alta afinidade pela enzima conversora da angiotensina (SARKAR et al.,
2006).

O enalapril é absorvido no intestino através dos transportadores PEPT1, PEPT2 e
OATP1, ao atingir a corrente sanguinea, este pro-farmaco é levado ao figado, onde é captado
do sangue pelos transportadores OATP1 hepaticos (PANG et al., 1998), no interior dos
hepatécitos é metabolizado pelas enzimas hepéticas carboxilesterases a enalaprilato e
excretado para a bile via MRP2 (PANG et al., 2002).

Como observado neste estudo, o enalapril, quando administrado na dose de 30 mg/kg
em monoterapia a ratos controle (ECM) e ratos WAR (EWM), apresentou diferenca nos
parametros farmacocinéticos entre estes grupos, com um aumento da AUC®” para 0s grupos
WAR (105,25 vs 273,05ng.h/mL), o que demonstra que a predisposicdo para a epilepsia
intefere na farmacocinética do medicamento, reduzindo o clearance do enalapril (267,52 vs
109,85 L/h/kg) e aumentando a biodisponibilidade.
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Alguns estudos apontam que algumas doengas, como diabetes, doengas hepéticas e
intestinais podem levar a um aumento na expressdo dos receptores PEPT1, PEPT2
(THAMOTHARAN et al., 1999; GANGOPADHYAY et al., 2002; TRAMONTI et al. 2006;
OGASAWARA et al., 2010), sendo assim, nossa hipotese € que a condi¢édo epiléptica pode ter
levado a um aumento na expressdo destes transportadores, 0 que desencadeou uma maior
absorcéo do enalapril nos animais WAR.

Quando comparamos 0s grupos de animais controle que receberam enalapril em
monoterapia (ECM) e o grupo controle que recebeu a associacdo deste com a carbamazepina
(ECA), observou-se diferenca estatistica nos parametros avaliados AUC®” (133,7 vs
46,01ng.h/mL) e clearance (267,96 vs 653,37 L/h/kg) mostrando que a associacdo altera a
farmacocinética do enalapril, com reducdo de biodisponibilidade e consequente aumento de
clearance.

Gui et al (2008) descreveram que a carbamazepina é inibidora do OATP1B1 (em
estudo in vitro) e o enalapril é substrato do mesmo (LIU et al., 2006) além do OATP1B3;
sendo assim, hd uma diminuicdo da absorcdo do enalapril em nivel intestinal, além disso, a
quantidade de enalapril que for absorvida e chegar no figado tera o transporte para dentro dos
hepatdcitos afetado pela inibicdo causada pela carbamazepina, permanecendo mais tempo no
sangue, pois podera somente usar uma via de entrada, 0o OATP1B3 hepética (Tabela 17).

Aleém do enalapril, a carbamazepina também é transportada pelo MRP2 (PURANIK et
al., 2013). A reducéo da biodisponibilidade do enalapril pode ter ocorrido por competicdo dos
farmacos pelo transportador, uma vez que ambos o utilizam e a biodisponibilidade da
carbamazepina foi aumentada em situacéo de associacdo em animais controle (Tabela 16).

No caso dos grupos da associacdo, observou-se que a concentragdo plasmatica do
enalapril para o grupo WAR (EWA) era menor que o limite inferior de quantificacdo (1
ng/mL) do método analitico desenvolvido e validado neste estudo, em todos os tempos de
colheita, o que impossibilitou a determinacdo dos parametros farmacocinéticos; porém pode
também ser considerado como diferenca estatistica significativa, pois os valores quantificados
no grupo ECA reduziram-se de tal forma que ndo foram detectaveis no grupo EWA.

A inibicdo da proteina de transporte OATP1B1 pela carbamazepina (GUI et al., 2008)
associada ao aumento da expressdo de Pg-P, MRP1 e MRP2 em individuos com epilepsia ndo
tratada quando comparados a individuos saudaveis (LIU et al., 2015), pode ser importante
para explicacdo da refratariedade ao tratamento, dificultando a absor¢do do farmaco e
facilitando a excre¢do do farmaco para a bile. Uma vez que a dose de carbamazepina utilizada

ndo foi alta, seguiu cinética linear e foi administrada por via oral, sofrendo todas as etapas de
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transporte, ressalta-se que a condicdo de background genético do rato WAR, pode estar
relacionada a aumento de excrecdo de enalaprilato e enalapril para bile, explicando o fato de
menor em AUC*™ em EWA.

A hipdtese de aumento da expressdo dos transportadores citados anteriormente neste
texto pode ter contrabalanceado a competicdo entre carbamazepina e enalapril por estes, o que
pode ter levado a reducdo da biodisponibilidade nos grupos que se relacionou a patologia e a
associacdo medicamentosa (CWA e EWA) quando comparado somente (CCA e ECA).
Ressalta-se que todas as hipOteses citadas, sdo baseadas em estudos ja publicados na

literatura, sendo necessarias avaliagdes adicionais para confirmacdo das mesmas.
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8. CONCLUSAO

e O método bioanalitico desenvolvido e validado para quantificacdo simulténea de
carbamazepina e enalapril em plasma de rato foi adequado a quantificacdo dos
farmacos em estudos farmacocinéticos de dose unica.

e A associacdo de enalapril altera a disposi¢cdo cinética da carbamazepina em ratos
WAR.

e O enalapril tem sua biodisponibilidade aumentada em ratos WAR quando
comparados a ratos controle em monoterapia.

e A associacdo de carbamazepina reduz a biodisponibilidade do enalapril em ratos
controle e WAR, sendo mais pronunciada em animais com background genético

para epilepsia.
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