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RESUMO 
 

A exposição ocupacional a agentes químicos é potencialmente capaz de modificar a 

disposição cinética ou o metabolismo de fármacos, principalmente em função da 

indução ou inibição de enzimas do sistema citocromo P450. Entretanto, estudos que 

mostram o efeito da exposição ocupacional a agentes químicos na atividade de 

transportadores de fármacos são escassos. O tolueno está presente no ambiente de 

trabalho principalmente na forma de vapor. Neste ambiente, o solvente é absorvido 

principalmente por inalação. O objetivo do estudo é avaliar a influência da exposição 

inalatória ao tolueno na atividade in vivo do polipeptídeo transportador de ânions 

orgânicos da família Oatp em ratos, empregando como fármaco marcador a 

pravastatina. Ratos machos Wistar (n=6 por tempo de coleta, por grupo) foram 

expostos ao tolueno (85 mg/m3) por inalação ou ao ar em câmara de exposição 

apenas pelo nariz por 6 horas/dia, 5 dias/semana, 4 semanas. Ao final do período de 

exposição, os animais receberam dose única de pravastatina (20 mg/kg) por via oral. 

Amostras seriadas de sangue foram coletadas até 8 horas após a administração de 

pravastatina. As concentrações plasmáticas do fármaco foram avaliadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por espectrometria de massas 

(LC-MS).  O método de análise da pravastatina por LC-MS mostrou detectabilidade, 

precisão e exatidão compatíveis com a aplicação em estudos de disposição cinética 

após dose única em ratos. As áreas sob as curvas de concentração plasmática 

versus tempo (ASC) foram calculadas do tempo zero a infinito com base na 

Quadratura de Gauss-Laguerre. As concentrações de pravastatina correspondentes 

aos tempos avaliadas foram estimadas por interpolação polinomial. O clearance total 

aparente (CL/F) foi calculado a partir da equação: CL/F = dose/ASC0-∞. Na avaliação 

da disposição cinética da pravastatina, os animais não expostos ao tolueno 

apresentaram ASC0-∞ de 726 ng h/mL e Cl/F de 49,1 L/h kg. Não houve diferença 

estatística na ASC0-∞ ao comparar os animais expostos (ASC0-∞: 681,8 ng h/mL) e 

não expostos ao tolueno. Os resultados do estudo permitem concluir que a atividade 

de transportadores Oatp, avaliada pelo uso da pravastatina como fármaco marcador, 

não foi alterada após a exposição ao tolueno por inalação a 85 mg/m3, 6 horas/dia, 5 

dias/semana, 4 semanas em ratos. 

Palavras-chave: Tolueno. Transportadores da família Oatp. Pravastatina. 

Farmacocinética. 



 
 

ABSTRACT 

 

Occupational exposure to chemical agents is potentially able to modify the kinetic 

disposition of drug metabolism, mainly due to the induction or inibition of cytochrome 

P450 enzymes. However, studies investigating the influence of occupational 

exposure to chemicals on the variability in drug response are rare. Toluene is present 

in the working environment particularly in vapor form. In this environment, the toluene 

is mainly absorbed by inhalation. Considering that, the aim of this study was evaluate 

the influence of inhalation to toluene in the in vivo activity of the polypeptide 

transporter organic anion (Oatp) family transporters in rats, using pravastatin as a 

probe drug. Male Wistar rats (n=6, for each sampling time) were exposed to toluene 

(85 mg / m3) by inhalation or air in a nose only exposure system for 6 hours/day, 5 

days/week, during 4 weeks. After 4 weeks of exposure, animals received a single 

dose of pravastatin (20 mg/kg) orally. Serial blood samples were collected up to 8 

hours after administration of pravastatin. Plasma concentrations of pravastatin were 

measured by high-performance liquid chromatography with detection by mass 

spectrometry (LC-MS). The analysis method of pravastatin by LC-MS showed 

detectability, precision and accuracy compatible with the application in kinetic 

disposition studies after single doses in rats. The areas under the plasma 

concentration versus time (AUC) were calculated by zero to the infinity by the Gauss-

Laguerre Quadrature. The concentrations corresponding to the times were estimated 

by polynomial interpolation. The total clearance apparent (CL/F) was calculated from 

the equation: CL/F = dose/AUC0-∞. In assessing the kinetics of pravastatin 

disposition, animals not exposed to toluene showed AUC0-∞ of 726 ng h/mL and CL/F 

of 49.1 L/h kg. There was no statistical difference in AUC0-∞ to compare the exposed 

animals (AUC0-∞: 681.8 ng h/mL) and not exposed to toluene. The results of this 

study showed that Oatp family transporters activity, assessed by the use of 

pravastatin as a marker drug, was not altered after exposure to toluene by inhalation 

at 85 mg/m3 6 hours/day, 5 days/week and for 4 weeks in rats. 

 

Keywords: Toluene. Oatp family transporters. Pravastatin. Pharmacokinetics. 
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1. INTRODUÇÃO  

Um dos principais desafios encontrados hoje na Farmacologia Clínica é 

compreender a extensa variabilidade interindividual tanto na resposta terapêutica 

como no aparecimento de efeitos adversos. A indução ou inibição do metabolismo 

de fármacos, fatores ambientais, exposição ocupacional, polimorfismos genéticos, 

estados fisiológicos e estados patológicos são as principais causas da variabilidade 

na resposta farmacológica (INGEIMAN-SUNDBERG, 2001). A influência de 

interação fármaco-fármaco, de polimorfismos genéticos e estados fisiológicos na 

farmacocinética e na farmacodinâmica tem sido muito explorada na literatura 

científica. Entretanto, estudos que relacionam a exposição ocupacional e a 

variabilidade na resposta a medicamentos são raros. 

O principal objetivo na toxicologia ocupacional é de preservar a saúde dos 

trabalhadores que estão expostos, por exemplo, à ação de agentes químicos 

(DELLA ROSA et al., 2014).  

Agentes químicos estão presentes no ambiente de trabalho, expondo 

milhares de pessoas a seus efeitos. Essa exposição torna imprescindível a avaliação 

dos riscos à saúde do trabalhador. A American Conference of Governmental 

Industrial Hygienists (ACGIH) é uma associação de higienistas, referência mundial, a 

qual propõe Limites de Exposição Ocupacional (LEO). Esses limites apresentam o 

propósito de manter a exposição a níveis considerados aceitáveis, visando garantir a 

proteção dos trabalhadores (ACGIH, 2010). 

Durante muitos anos, a pesquisa em Farmacologia Clínica focou no 

metabolismo de fase I e fase II para prever a eliminação de xenobióticos. A partir do 

final da década de 90, a Farmacologia Clínica reconheceu que a absorção, a 

eliminação e a distribuição de fármacos são altamente dependentes da expressão e 

da atividade de proteínas transportadoras de fármacos (KALLIOKOSKI; NIEMI, 

2009). Estima-se que pelo menos 5% dos genes humanos estão relacionados a 

transportadores, o que sugere a elevada importância das funções dessas moléculas 

na fisiologia, na farmacologia e na toxicologia (HEDIGER et al., 2004).  

Os transportadores são responsáveis pela movimentação intracelular de 

fármacos em locais como fígado, rim e intestino (KNOP et al., 2015).  

O presente trabalho buscou investigar através de um modelo experimental em 

ratos a influência da exposição ocupacional ao tolueno na atividade dos 
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transportadores da família Oatp (polipeptídeo transportador de ânions orgânicos). 

Para avaliar o impacto da interação entre a exposição ocupacional e a atividade do 

transportador Oatp foi empregado como fármaco marcador a pravastatina.   

 

1.1.  Exposição ao tolueno 

O tolueno (C6H5CH3, M = 92,14 g mol-1) é um hidrocarboneto aromático 

volátil, inflamável e transparente (Figura 1). É utilizado para aumentar a octanagem 

da gasolina, a qual contém de 5 a 7% de tolueno (g/g), sendo esta a maior fonte de 

exposição à população. Além disso, é utilizado como solvente em tintas, tíneres, 

vernizes, detergentes, removedores, inibidores de ferrugem, corantes e colas. 

Também é utilizado como substituto do benzeno em diversas aplicações. No 

ambiente de trabalho, o tolueno está presente principalmente na forma de vapor 

(ACGIH, 2010). O tolueno é importante constituinte de solventes utilizados como 

“inalantes” por usuários de drogas de abuso. 

 

Figura 1 – Estrutura química do tolueno. 

 

CH3

 

Fonte: próprio autor 

 

No ambiente de trabalho cerca de 40 a 60% de tolueno inalado é absorvido 

principalmente por inalação, sendo essa considerada a principal via de exposição 

(SANTOS, 2001). Em trabalhadores expostos a tolueno na concentração de 80 ppm 

(partes por milhão) através do ar, níveis de 2-5 µmol/L de sangue são observados de 

10-15 minutos após a exposição (HJELM et al., 1988). Os níveis de tolueno no ar 

alveolar correlacionam-se positivamente com os níveis de tolueno no sangue em 

homens e em animais. Durante exposições a tolueno 80 ppm por 4 horas, os níveis 

de tolueno atingem um platô de 6-7 μmol/L em aproximadamente 2 horas (HJELM et 

al., 1988; LOF et al., 1990). A absorção do tolueno é significativamente aumentada 

quando a exposição ocorre em condições de exercícios físicos aeróbicos e/ou 
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musculares em indivíduos expostos (NADEAU et al., 2006). A via dérmica de 

exposição torna-se importante apenas quando há lesão na pele ou quando o contato 

da pele com o tolueno líquido é prolongado (ACGIH, 2010).  

Efeitos tóxicos causados pela exposição ao tolueno estão bem descritos na 

literatura. O tolueno atinge principalmente o sistema nervoso central (SNC) (ATSDR, 

2000). A exposição aguda em humanos ocasiona dores de cabeça, irritação nos 

olhos, diminuição de memória e fadiga. A precisão a estímulos visuais mostra-se 

reduzida quando ocorre exposição aguda a 200 ppm de tolueno (KODAVANTI et al., 

2015). O uso abusivo do tolueno pode ocasionar disfunção cerebral e atrofia do 

hipocampo. Anomalias neuropatológicas são observadas quando o indivíduo é 

exposto a altos níveis do solvente (KODAVANTI et al., 2015). 

A principal via de biotransformação do tolueno é a hidroxilação do 

grupamento metila, que é responsável pela formação do álcool benzílico através do 

processo que é mediado pelo sistema citocromo P450. As enzimas álcool-

desidrogenase e aldeído-desidrogenase são as responsáveis pela oxidação do 

álcool benzílico que acarretará na formação do ácido benzóico. Quando o ácido 

benzoico se conjuga com a glicina ocorre a formação do ácido hipúrico. Em menor 

proporção ocorre também a conjugação do ácido glicurônico resultando na formação 

dos benzoilglicuronídeos. Através de uma via secundária de metabolização, sendo 

esta responsável por menos de 1% da biotransformação do tolueno absorvido, a 

qual é mediada por CYP, ocorre a formação de 2,3-tolueno epóxido e 3,4-tolueno 

epóxido, que irão originar em orto- e para-cresol (IARC, 1999; EPA, 2005). 

O ácido hipúrico é o principal metabólito urinário encontrado em humanos e 

em ratos expostos ao tolueno. Outros metabólitos encontrados na urina são o ácido 

benzóico conjugado com o ácido glicurônico; o-cresol e p-cresol conjugados com 

sulfatos e com o ácido glicurônico; o ácido S-benzilmercaptúrico e o ácido S-p-

toluilmercaptúrico. A ACGIH recomenda a determinação de tolueno no sangue, 

tolueno na urina ou o-cresol na urina como indicadores biológicos da exposição ao 

tolueno, com índices biológicos de exposição de 0,02 mg/L, 0,03 mg/L e 0,3 mg/g 

creatinina, respectivamente (ACGIH, 2010).  

Para todos os três marcadores, os índices biológicos de exposição propostos 

representam sua respectiva concentração passível de ser observada em indivíduos 

expostos ao tolueno por inalação no limite de exposição proposto pela ACGIH de 75 

mg/m3 (ou 20 ppm) como concentração média ponderada pelo tempo. No Brasil, a 
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Norma Regulamentadora 15 (NR 15) que estabelece as medidas sobre atividades e 

operações insalubres determina o limite de tolerância para uma jornada de trabalho 

de até 48 horas por semana de 290 mg/m3 (ou 78 ppm) (BRASIL, 1978a). A Norma 

Regulamentadora 7 (NR 7) que implementou o Programa de Controle Médico de 

Saúde Ocupacional recomenda a avaliação de ácido hipúrico na urina, sendo que o 

índice biológico máximo permitido é 2,5 g/g creatinina (BRASIL, 1978b). 

A exposição ao tolueno a 125 ppm ou a 375 ppm em ratos, 6 horas/dia 

durante 5 dias resultou em inibição dose dependente da atividade de 

arilhidrocarboneto hidroxilase (AHH), CYP2B1, CYP4B1 nos pulmões, mas não do 

CYP1A1 (FURMAN; SILVERMAN; SCHATZ, 1998). Dados observados 

experimentalmente e a partir de estudos in vitro revelam a indução na atividade de 

CYP2B1/2, CYP2E1, CYP3A1 e CYP4A1 e a inibição da atividade do CYP2C11/6 

após exposição a elevadas concentrações de tolueno (WANG et al., 1996) (Tabela 

1). Ressaltamos que estudos que investigam a influência de solventes na disposição 

cinética de fármacos são escassos (Tabela 1). O trabalho desenvolvido por Mateus 

e colaboradores revelou ausência de alterações na disposição cinética do verapamil 

e norverapamil após exposição ao tolueno a 25, 50 ou 100 ppm durante 6 horas/dia, 

5 dias (MATEUS et al., 2008). 

 

Tabela 1 – Efeito da exposição ao tolueno nas enzimas do metabolismo e na 
disposição cinética de fármacos. 

Exposição Duração Espécie Observação Referência 

4000 ppm 6 h Ratos ↑↑↑CYP2E1, CYP2B1/2 hepático 
↑CYP3A1, CYP4A1 hepático 
↓CYP2C11/6 hepático 

WANG et al., 
1996 

125 ppm,  6 h/dia,  
3 dias 

Ratos ↓AHH, CYP2B1, CYP4B1 pulmonar FURMAN et al., 
1998 

375 ppm 6 h/dia,  
5 dias 

Ratos ↓↓↓AHH, CYP2B1, CYP4B1 pulmonar 
↔CYP1A1 

FURMAN et al., 
1998 

10 mmol/kg  i.p.,  
3 dias 

Ratos ↑CYP2D4 cerebral MIZUNO et al., 
2003 

25 ppm, câmara 
NOES 

6 h/dia,  
5 dias 

Ratos Sem alterações na disposição cinética 
do verapamil e norverapamil 

MATEUS et al., 
2008 

50 ppm, câmara 
NOES 

6 h/dia,  
5 dias 

Ratos Sem alterações na disposição cinética 
do verapamil e norverapamil 

MATEUS et al., 
2008 

100 ppm, câmara 
NOES 

6 h/dia,  
5 dias 

Ratos Sem alterações na disposição cinética 
do verapamil e norverapamil 

MATEUS et al., 
2008 

i.p.: administração intraperitoneal; NOES: câmara do tipo exposição apenas pelo nariz; AHH: 
arilhidrocarboneto hidroxilase; CYP: sistema citocromo P450; ↑: indução; ↓: inibição; ↔: sem 
alteração.  
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1.2.  Polipeptídeo transportador de ânions orgânicos (OATP) 

Os polipeptídeos transportadores de ânions orgânicos (OATP) são 

transportadores de captação codificados pelos genes da família de transportadores 

de soluto SLCO (anteriormente denominada SLC21) (HAGENBUCH; MEIER, 2004). 

OATPs podem ser divididos em 6 famílias: OATP1, OATP2, OATP3, OATP4, OATP5 

e OATP6 e estes divididos em subfamílias como OATP1A, OATP1B e OATP1C 

(KOTSAMPASAKOU et al., 2015). 

OATPs podem ser encontrados no fígado, rim, intestino e cérebro, exercendo 

função importante na disposição de fármacos, farmacocinética e toxicidade (LEE et 

al., 2015). Essas proteínas de membrana promovem o transporte de diversas 

moléculas endógenas através do organismo, incluindo sais biliares, eicosanoides, 

esteroides, hormônios tiroideanos e seus conjugados e também o transporte de uma 

série de fármacos disponíveis na clínica (HSIANG et al., 1999; CUI et al., 2001; 

CARDENAS-ROJAS et al., 2016). Os substratos de OATPs incluem os fármacos  

eritromicina, levofloxacina, pitavastatina e enalapril. A ciclosporina, telmisartana e 

diazepam são considerados inibidores do OATP e, portanto, potenciais interações 

medicamentosas na clínica podem ser relacionadas a atividade de OATPs  

(KOTSAMPASAKOU et al., 2015). 

A elevada expressão de OATPs no fígado correlaciona-se com o seu 

relevante papel no transporte ativo de fármacos e xenobióticos para o meio 

intracelular em hepatócitos. O OATP1B1 (também chamado anteriormente de 

OATP-C, ou OATP2) encontra-se distribuído em todo o lobo hepático, enquanto que 

o OATP1B3 é encontrado principalmente nas áreas perivenosas do fígado (HSIANG, 

et al., 1999; HO et al., 2006; GLAESER et al., 2007; GIACOMINI et al., 2010; PENG 

et al., 2015). OATP1B1 é um transportador de influxo, responsável pela absorção 

celular de determinados compostos endógenos como, esteroides conjugados, ácidos 

biliares e hormônios da tireóide e também de fármacos como o metotrexato, 

fexofenadina e estatinas (GRAPCI et al., 2015). Os substratos de OATP1B1 (Tabela 

2) incluem fármacos como as estatinas, antibióticos, inibidores de protease, 

antagonistas do receptor de angiotensina, inibidores da enzima conversora de 

angiotensina e agentes antifúngicos (VAVRICKA et al., 2002; TIRONA et al., 2003; 

KAMEYAMA et al., 2005; SANDHU et al., 2005; LIU et al., 2006; MAEDA et al., 

2006; TREIBER et al., 2007).  
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Tabela 2 – Fármacos substratos de OATP1B1. 

Transportador Distribuição Substratos 

 

 

OATP1B1 

 

 

 

 

 

Fígado 

Atorvastatina, benzilpenicilina, bosentan, 

cerivastatina, enalapril, fluvastatina, 

metotrexato, olmesartana, pitavastatina, 

pravastatina, repaglinide, rifampicina, 

rosuvastatina, sinvastatina ácida, 

temocapril, troglitazona, valsartana 

Fonte: Modificado de Niemi, 2007. 

 

O fígado é de extrema importância na disposição de fármacos e substâncias 

endógenas, sendo responsável pelo metabolismo destes. Esses compostos chegam 

ao fígado através do sangue sinusoidal e atingem o meio intracelular por difusão 

passiva e/ou absorção ativa mediada por proteínas de transporte presentes na 

membrana basolateral. O destino desses compostos no interior dos hepatócitos é 

dependente de células que regulam as concentrações dos compostos presentes no 

meio celular. As proteínas de transporte são as responsáveis pela disposição 

hepatocelular dessas substâncias que necessitam de um mecanismo de efluxo para 

deixar os hepatócitos de forma eficiente (PFEIFER; HARDWICK; BROUWER, 2014). 

O efluxo hepatocelular quando inibido terá sua função hepática afetada, 

interferindo na excreção de substâncias endógenas, como a bilirrubina e ácidos 

biliares e também a disposição cinética de fármacos (PFEIFER; HARDWICK; 

BROUWER, 2014). 

OATP1B1 é o transportador de captação encontrado em maior abundância 

nos hepatócitos seguido de OATP1B3 e OATP2B1 (BADÉE et al., 2015). 

Interações medicamentosas, polimorfismos genéticos e a depuração hepática 

de muitos fármacos, podem ocasionar modificações nos transportadores OATP1B1 

e OATP1B3. Essas alterações podem ocasionar reações adversas (MAEDA, 2015). 

O OATP1B1 transporta ativamente fármacos do sangue para o fígado (Figura 

2), resultando em aumento da exposição às enzimas que biotransformam os 

fármacos. Para os substratos de OATPs, o transporte bidirecional através das 

membranas celulares por difusão passiva associado ao transporte ativo irão definir a 

sua disposição cinética no fígado. O transporte ativo pode ser ainda a primeira etapa 
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da excreção ativa de fármacos na bile. As estatinas, por exemplo, são ativamente 

transportadas para o fígado, seu órgão alvo, reduzindo a sua exposição sistêmica 

(PARK et al., 2008). Por outro lado, a competição entre duas moléculas pelos 

OATPs pode aumentar drasticamente a exposição sistêmica de um deles, 

aumentando o risco do aparecimento de efeitos adversos sistêmicos (BACKMAN et 

al., 2002; SMITH; FIGG; SPARREBOOM, 2005; NIEMI, 2007; van GIERSBERGEN 

et al., 2007).   

Os potenciais fármacos marcadores da atividade in vivo de OATP1B1 incluem 

diversos inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, 

entre eles a sinvastatina (ácida), pitavastatina, atorvastatina, pravastatina e 

rosuvastatina (NIEMI; PASANEN; NEUVONEN, 2011; PRADO et al., 2015). A 

pravastatina apresenta baixa biodisponibilidade resultante de baixa absorção 

intestinal e de elevada eliminação pré-sistêmica. Trata-se um fármaco de baixa 

lipofilicidade e que não é significativamente metabolizado pelas enzimas do sistema 

citocromo P450 (CYP), embora CYP3A4 e outras isoformas contribuam pela 

eliminação de uma pequena fração da dose, com a formação de metabólitos 

hidroxilados (JACOBSEN et al., 1999; HATANAKA, 2000).  

Os principais metabólitos da pravastatina encontrados na urina, plasma e 

fezes são a 3'α-isopravastatina e a 6'-epipravastatina formados a partir de 

isomerização não enzimática no estômago e a 3''-hidroxipravastatina formada por 

oxidação mediada por CYP3A (EVERETT et al., 1991, Figura 3). A área sob a curva 

(ASC) da 3'α-isopravastatina corresponde a cerca de 35% da ASC da pravastatina. 

Por outro lado, a oxidação mediada por CYP3A não representa uma via importante 

de eliminação, em função do baixo clearance intrínseco da pravastatina por essa via 

(JACOBSEN et al., 1999; HATANAKA, 2000). 

O transporte de pravastatina para as células hepáticas é altamente 

dependente da sua captação pelo OATP1B1 (HSIANG et al., 1999) e determinante 

para a eliminação através de excreção biliar. O papel do transporte ativo 

hepatocelular da pravastatina via OATP1B1 foi demonstrado em estudos in vitro e in 

vivo usando inibidores (NAKAGOMI-HAGIHARA et al., 2007; BADOLO et al., 2013). 

Entretanto, da mesma forma que outros substratos de OATP1B1, diversas estatinas 

são também substratos de outros OATPs hepáticos. A pravastatina e a atorvastatina 

são substratos de OATP2B1 (KOBAYASHI et al., 2003; GRUBE et al., 2006); a 

fluvastatina e a rosuvastatina são substratos de OATP1B3 e OATP2B1 (NIEMI; 
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PASANEN; NEUVONEN, 2011); e a pitavastatina é substrato de OATP1B3 (NIEMI; 

PASANEN; NEUVONEN, 2011). 

Estudos populacionais revelam que a biodisponibilidade relativa da 

pravastatina é significativamente aumentada em 1,5-1,95 vezes nos indivíduos 

heterozigotos e homozigotos do SLCO1B1*15 se comparados aos indivíduos não 

portadores deste polimorfismo (IDE et al., 2009).  

A identificação e caracterização dos transportadores de efluxo e influxo estão 

bem descritas na literatura em relação à sua expressão e localização nos tecidos. 

No entanto, estudos sobre as potenciais interações e fatores que influenciam na 

atividade de transportadores são pouco explorados. Estudos farmacocinéticos são 

importantes para garantir a segurança e eficácia na utilização de fármacos através 

de uma melhor compreensão do efluxo hepático (PFEIFER; HARDWICK; 

BROUWER, 2014).  

A influência da exposição ao tolueno na atividade de OATPs não foi descrita 

até o momento na literatura. A investigação da influência dessa exposição na 

atividade do transportador OATP1B1, encontrado abundantemente nos hepatócitos, 

poderá contribuir na identificação de covariáveis da atividade do transportador e 

avaliar a necessidade de ajustes de dose visando garantir a segurança e eficácia de 

fármacos substratos do transportador. 

No presente estudo, a pravastatina foi utilizada como marcador da atividade 

de OATP1B1 visto que sua entrada nos hepatócitos é altamente dependente da 

captação realizada por esse transportador (HSIANG et al., 1999). Considerando que 

os transportadores OATP1B1 e OATB1B3 humanos apresentam como único 

ortólogo em roedores o Oatp1b2 (Roth et al., 2012), para fins de nomenclatura nesta 

dissertação, a pravastatina será descrita como fármaco marcador da atividade de 

transportadores da família Oatp em ratos.  
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Figura 2 – Localização do transportador de ânions orgânicos 1B1 (OATP1B1). 

 

 
 

Fonte: modificado de GIACOMINI et al. (2010). ASBT: transportador apical de sais biliares 
dependente de sódio; BCRP: proteína de resistência ao câncer de mama; BSEP: bomba 
exportadora de sais biliares; MATE1 e MATE2-K: proteína de extrusão de fármacos e 
toxinas; MCT1: transportador de ácido monocarboxílico; MRP2, 3, 4, 5 e 6: proteína de 
resistência a múltiplos fármacos; NTCP: polipeptídeo co-transportador taurocolato de sódio; 
OAT1, 2, 3, 4, 7: transportador de ânions orgânicos; OATP: polipeptídeo transportador de 
ânions orgânicos; OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1 e OATP4C1: polipeptídeo 
transportador de ânions orgânicos 1A2, 1B1, 1B3, 2B1 e 4C1; OCT1 e 2: transportador de 
cátions orgânicos 1 e 2; OCTN1 e 2: transportador de carnitina 1 e 2; OSTα e OSTβ: 
transportador de soluto orgânico alfa e beta; PEPT1 e 2: transportador de peptídeo 1 e 2; P-
gp: glicoproteína P; URAT1: transportador de ácido úrico 1.  
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2. OBJETIVOS  

A presente investigação teve por objetivo avaliar a influência da exposição ao 

tolueno por inalação na atividade in vivo dos transportadores da família Oatp em 

ratos através do biomarcador pravastatina. 

 

2.1.  Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos incluem: 

 

- Desenvolver e validar método de determinação da pravastatina em plasma 

de rato por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por espectrometria 

de massas; 

- Avaliar a influência da exposição ao tolueno na atividade in vivo dos 

transportadores da família Oatp empregando a pravastatina como fármaco 

marcador; 

- Monitoramento da concentração do tolueno no ambiente de exposição por 

cromatografia gasosa com detecção por espectrometria de massas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Reagentes 

Os padrões pravastatina sódica e fluvastatina, ambos com pureza ≥98%, 

foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os solventes acetonitrila 

(J.T. Baker, Center Valley, PA, EUA), éter metil-terc-butílico (Panreac, Darmstadt, 

Germany) são grau HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e os 

reagentes ácido acético (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), ácido fórmico 1% 

(Synth, Diadema, Brasil) são grau analítico. O tolueno 99,9% foi adquirido da Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, EUA), dissulfeto de carbono (Rieldel-de Haen, Seelze, 

Germany) e isopropilbenzeno (Merck, Hohenbrunn, Munchen). Toda a água utilizada 

durante o experimento foi obtida em sistema de purificação Milli-Q® Plus (Millipore, 

Belford, MA, EUA). 

 

3.2. Câmara de exposição do tipo NOES  

Os animais foram expostos ao tolueno na concentração de 85 mg/m3 em uma 

câmara tipo NOES (Nose Only Exposure System) que se encontra no biotério da 

disciplina de Toxicologia do Departamento de Princípios Ativos Naturais e 

Toxicologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara - UNESP, e é 

composta por 44 portas de exposição. Duas das portas foram utilizadas para a 

amostragem da atmosfera experimental e as demais foram utilizadas para exposição 

simultânea de até quarenta e dois animais (Figura 4). A câmara de exposição foi 

construída na Oficina de Precisão da Universidade de São Paulo, Câmpus de 

Ribeirão Preto - USP. 

A atmosfera experimental (Figura 5) é gerada em fluxo contínuo de ar 

comprimido que é dividido em duas partes, sendo a primeira direcionada a um 

borbulhador com água destilada para restauração da umidade e a segunda 

combinada com um fluxo controlado do solvente, através da utilização de uma 

bomba de infusão (Insight, Ribeirão Preto, Brasil) responsável pelo bombeamento 

contínuo do solvente usando uma seringa “gas-tight”. As duas correntes de ar são 

posteriormente combinadas e turbilhonadas por estreitamento do tubo até 

alcançarem a câmara de exposição.  
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Os animais são mantidos em contentores de acrílico que são acoplados nas 

portas da câmara de exposição, onde irão inalar o solvente.  

 

Figura 4 – Câmara para exposição simultânea de até 42 animais apenas pelo 

nariz (tipo NOES), com contentores acoplados. 

 
Fonte: foto cedida pelo Prof. José Salvador Lepera da FCF-UNESP. 
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Figura 5 – Sistema de Infusão do solvente na câmara de exposição do tipo NOES. 
A) Entrada de ar comprimido. B) Borbulhador responsável por umidificar o ar. C) 
Bomba de infusão. D) Seringa “gas-tight”. E) Sistema gerador de atmosfera. F) 
Entrada na câmara de exposição.  

 
Fonte: próprio autor 

 

3.2.1. Amostragem da atmosfera experimental 

Amostras da atmosfera experimental foram coletadas durante 15 minutos na 

primeira, terceira e sexta horas de funcionamento da câmara. As amostras foram 

coletadas em tubos adsorventes de carvão 100/50 mg (SKC®, Eighty Four, PA, EUA) 

posicionados em quatro portas (duas na parte superior da câmara e duas na parte 

inferior da mesma) diametralmente opostas, utilizando bombas de amostragem com 

controle de fluxo microprocessado (SKC® Inc, Eighty Four, PA, EUA). Rolhas 

perfuradas no centro foram utilizadas para encaixar os tubos de coleta e simular a 

exposição dos animais apenas pelo nariz. Foram verificadas as flutuações de 

concentração da atmosfera experimental entre as portas de exposição 

(homogeneidade) e ao longo do tempo, durante um ciclo de exposição de seis horas 

(estabilidade). Para garantir a estabilidade durante todo o período da exposição (4 

semanas) amostras da atmosfera experimental foram coletadas semanalmente, na 

terceira hora do terceiro dia útil da semana para a realização dos testes de 

A 

E 

C 

B 

A 
F 

D 
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estabilidade de longa duração. As amostras coletadas foram mantidas a -20° C até o 

momento da análise.  

 

3.2.2. Análise do tolueno  

O tolueno na atmosfera experimental foi analisado por cromatografia gasosa 

de acordo com a metodologia descrita por Lepera e Colacioppo (2005). A análise do 

tolueno foi realizada no Laboratório de Toxicologia da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Araraquara – UNESP.  

Para a análise do tolueno foi utilizado um cromatógrafo gasoso (Perkin Elmer 

modelo Clarus 680, Shelton, EUA) com detecção por ionização de chama e uma 

coluna capilar (Elite 624, Perkin Elmer Shelton, EUA), medindo 30 m × 250 µm, 

recoberta por filme de espessura 1,4 µm. O volume da injeção foi de 1 µL. O detector 

foi mantido a temperatura de 200° C e a temperatura do injetor a 180° C. Utilizou-se 

hélio como gás de arraste com fluxo de 1 mL/min. Foi utilizado controle de divisão 

Split (1:10) no fluxo de 10 mL/min. 

Em resumo, para o preparo dos padrões foi utilizado dissulfeto de carbono 

contendo o padrão interno (P.I.) isopropilbenzeno, na proporção de 3 µL. Os padrões 

foram preparados nas concentrações de 54 µg/mL, 108 µg/mL, 216 µg/mL, 432 

µg/mL e 864 µg/mL.  

Para realizar a análise das amostras, todo o conteúdo do tubo adsorvente 

contendo carvão ativado foi transferido para vial de vidro de 5 mL e 2 mL de solução 

de dissulfeto de carbono contendo o padrão interno (isopropilbenzeno) foram 

adicionados. Após repouso de 30 minutos 1 mL da solução foi transferido para tubo 

recravável e então submetido a análise em cromatógrafo gasoso. O mesmo 

procedimento foi repetido para todas as amostras.  

 

3.3.  Protocolo experimental 

O presente protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética de 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara – UNESP 

(Parecer n° 38/2014). Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 250 ± 10 

g, provenientes do Biotério Central do Câmpus de Botucatu da Universidade 

Estadual Paulista. Coletas de no máximo 3 amostras por animal (DIEHL et al., 2001) 
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foram realizadas em diferentes tempos com o intuito de utilizar o menor número 

possível de animais para a realização do experimento. Os animais permaneceram 

durante três dias no Biotério do Laboratório de Toxicologia da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Araraquara – UNESP para adaptação com livre acesso a 

água e ração, em sala com controle de temperatura de 20 ± 1° C e umidade 60 ± 

20%. Os animais foram divididos em dois grupos, conforme o seguinte protocolo: 

 

3.3.1.  Grupo Controle-Pravastatina  

Os animais do grupo Controle (n=6, por tempo de coleta) foram mantidos em 

contentores (Figura 6A) e expostos ao ar na câmara de exposição por 6 horas 

diárias, 5 vezes por semana, durante 4 semanas, como mostram as Figuras 6B e 

6C. Após 4 semanas, os animais, em jejum de 12 horas, receberam através da 

administração por via oral (gavagem), o fármaco pravastatina dissolvido em salina 

estéril na dose de 20 mg/kg (KIVISTÖ et al., 2005; BADOLO et al., 2013; TAYEL et 

al., 2015), posteriormente foram colocados na câmara de exposição e, mantidos 

durante 6 horas. Foram realizadas coletas de sangue nos tempos 0, 15 min, 30 min, 

45 min, 1 h, 1,5 h, 2 h, 4 h, 6 h e 8 h (TAYEL et al., 2015) após a administração da 

pravastatina. Amostras de sangue (750 µL) foram coletadas em seringas 

heparinizadas (Liquemine® 5000 UI, Roche), sendo que apenas três amostras em 

diferentes tempos (n=6, para cada tempo) foram coletadas de cada animal através 

de incisão da cauda após vasodilatação por aquecimento localizado a 42° C. Os 

plasmas foram obtidos após a centrifugação e armazenados a -80° C até o momento 

da análise. 

 

3.3.2.  Grupo Tolueno-Pravastatina 

Os animais do grupo Tolueno-Pravastatina (n=6, por tempo de coleta) foram 

expostos ao tolueno na câmara de exposição em concentrações superiores a 1 LEO 

(limite de exposição ocupacional) (85 mg/m3) durante 6 horas diárias, 5 vezes por 

semana, durante 4 semanas. Após 4 semanas, os animais, em jejum de 12 horas, 

receberam através da administração por via oral (gavagem), o fármaco pravastatina 

dissolvido em salina estéril na dose de 20 mg/kg (KIVISTÖ et al., 2005; BADOLO et 

al., 2013; TAYEL et al., 2015), posteriormente foram colocados na câmara de 
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exposição e, mantidos durante 6 horas. Foram realizadas coletas de sangue nos 

tempos 0, 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 1,5 h, 2 h, 4 h, 6 h e 8 h após a administração 

do fármaco. As amostras de sangue (750 µL) foram coletadas em tubos 

heparinizadas (Liquemine® 5000 UI, Roche), sendo que apenas três amostras em 

diferentes tempos (n=6, para cada tempo) foram coletadas de cada animal através 

de incisão da cauda após vasodilatação por aquecimento localizado a 42° C. Os 

plasmas foram obtidos após a centrifugação e armazenados a -80° C até o momento 

da análise.  
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Figura 6 – Preparo dos animais para o protocolo experimental. A) Contentor 
cilíndrico de acrílico com a ponta em aço inox e tampa posterior deslizante que 
permite ajuste de acordo com o tamanho do animal. B) Animais em contentores com 
ponta em aço inox, com furo central para exposição apenas pelo nariz. C) Animais 
em contentores na câmara de exposição do tipo NOES com capacidade para expor 
até 42 animais simultaneamente. 

 

 

Fonte: A: foto cedida pelo Prof. José Salvador Lepera da FCF-UNESP; B e C: próprio autor. 
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3.4. Análise da pravastatina em plasma por cromatografia líquida de alta 

eficiência com detecção por espectrometria de massas 

 

3.4.1.  Equipamentos 

A determinação da pravastatina no plasma foi realizada por cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada a um espectrômetro de massas (LC-MS), 

utilizando um cromatógrafo Perkin Elmer (Shelton, EUA), composto de um sistema 

binário de bombas (Flexar LC Pump), degaseificador (Flexar solvent manager), forno 

(Flexar LC column over), injetor automático (Flexar LC Autosampler) e detecção por 

espectrometria de massas (Perkin Elmer, Flexar SQ 300 MS). 

 A pravastatina e o padrão interno fluvastatina foram resolvidos em uma 

coluna de fase reversa Purospher® STAR RP-18 capeada (125×4 mm, Merck, 

Darmstadt, Alemanha) com tamanho de partícula de 5 μm, mantida a 22° C e fase 

móvel constituída por acetonitrila:água acidificada com 0,1% de ácido acético (LI et 

al., 2014) na proporção (55:45, v/v) e vazão de 0,5 mL/min, em modo isocrático. 

O efluente da coluna cromatográfica foi dirigido para o espectrômetro de 

massas (MS) quadrupolo simples Flexar SQ 300 MS Perkin Elmer (Shelton, EUA), 

na vazão de 0,5 mL/min. A análise por espectrometria de massas foi realizada no 

modo electrospray negativo. A voltagem do capilar na ionização por electrospray foi 

de 6,0 kV. A temperatura de dessolvatação foi mantida a 350° C. O nitrogênio foi 

utilizado como gás de nebulização na vazão de 12 L/min. A voltagem do cone 

utilizada foi calibrada com relação ao autotune para a pravastatina e para o padrão 

interno. 

As condições de otimização do MS foram obtidas através de infusão direta da 

solução padrão de pravastatina (500 ng/mL) preparada na fase móvel e introduzida 

com bomba de infusão na vazão de 10 μL/min. A análise para otimização da 

voltagem do CAPEX foi executada através da variação da voltagem pelo tempo       

(-350 V a -50 V com variação de 2 V) e pela observação dos íons de razão massa 

carga (m/z) 423 para pravastatina e de seu fragmento m/z 321 (JAIN et al., 2007; 

WANG; WANG, 2008; SPARIDANS et al., 2010; AQUILANTE et al., 2012; BADOLO 

et al., 2013) resultando em um valor ótimo de -90 V.  O íon molecular desprotonado 

[M-H]- de razão m/z 423 foi utilizado para monitorização da pravastatina e o íon 

molecular desprotonado [M-H]- de razão m/z 410 para o padrão interno fluvastatina. 
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A aquisição de dados e a quantificação das amostras foram realizadas utilizando o 

programa Chromera, versão 3.4.0.5712 (Perkin Elmer, Shelton, EUA). 

  

3.4.2.  Preparo das soluções padrão 

A solução padrão estoque pravastatina foi preparada na concentração de 1 

mg/mL em metanol, a partir da qual uma solução intermediária de 100 µg/mL foi 

obtida e através de diluições os padrões de calibração foram obtidos nas seguintes 

concentrações 0,15 µg/mL, 0,3 µg/mL, 0,6 µg/mL, 1,5 µg/mL, 3 µg/mL e 6 µg/mL. A 

partir da solução de 3 µg/mL os padrões de 0,006 µg/mL, 0,015 µg/mL e 0,03 µg/mL 

foram preparados. O padrão interno fluvastatina foi preparado na concentração de 

400 ng/mL e todas as soluções foram preparadas em metanol. Todas as soluções 

foram armazenadas a -20° C. 

 

3.4.3.  Preparo das amostras 

Alíquotas de 150 µL de plasma foram enriquecidas com 20 µL da solução 

contendo padrão interno (fluvastatina 400 ng/mL), 35 µL da solução de ácido fórmico 

1% e 2 mL do solvente extrator éter metil-terc-butílico. As amostras foram agitadas 

durante 10 minutos em mesa agitadora reciprocante (TE-240 Tecnal, 130 ± 10 

ciclos/min), centrifugadas por 10 minutos a 1800 × g. A fase orgânica (1,8 mL) de 

cada amostra foi transferida para microtubos de 2 mL e evaporada à secura sob 

fluxo de nitrogênio em sistema de aquecimento seco a 40° C (Techne, dri block DB 

200/3, Stone, Reino Unido). O resíduo foi reconstituído em 100 µL da fase móvel, 

agitados por 30 segundos e 40 µL foram injetados na coluna cromatográfica (Figura 

7). 
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Figura 7 – Procedimento de extração líquido-líquido da pravastatina em plasma de 
rato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P.I.: padrão interno; LC-MS: cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a um espectrômetro 
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3.4.4.  Avaliação Analítica 

O método desenvolvido para análise da pravastatina em plasma de rato foi 

validado tomando como base as recomendações da ANVISA para a validação de 

métodos bioanalíticos (Resolução RDC n° 27, 17 de maio de 2012; BRASIL, 2012). 

Os seguintes parâmetros foram avaliados: seletividade, efeito residual, efeito matriz, 

linearidade, limite de quantificação, precisão e exatidão intra e interensaios e 

estabilidade da pravastatina em plasma em temperatura ambiente (curta duração), 

após ciclos de congelamento e descongelamento e pós-processamento. 

 

3.4.4.1. Seletividade 

Amostras de plasma branco obtidas de 6 fontes distintas, sendo 4 normais e 2 

hemolisadas, foram utilizadas para avaliar a seletividade da metodologia. Para que 

um método seja considerado seletivo, respostas de picos interferentes próximos ao 

tempo de retenção do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito e 

respostas de picos interferentes próximos ao tempo de retenção do padrão interno 

(P.I.) inferiores a 5% da resposta do P.I. quando amostras branco são comparadas 

as amostras do limite inferior de quantificação (LIQ). 

Considerando as condições controladas de alimentação em todos os animais 

investigados, sendo a mesma alimentação fornecida para todos os animais, não 

foram utilizadas amostras lipêmicas para avaliar a seletividade e efeito matriz. 

 

3.4.4.2.  Efeito Residual  

O efeito residual é avaliado através de três injeções da mesma amostra 

branco, sendo uma antes e duas logo após a injeção de uma amostra processada 

do limite superior de quantificação (LSQ). As respostas de picos interferentes no 

tempo de retenção do analito devem ser inferiores a 20% e as respostas de picos 

interferentes no tempo de retenção do P.I. inferiores a 5% quando comparados à 

amostra processada do LIQ. 

 

3.4.4.3. Efeito Matriz 

O efeito matriz é avaliado comparando as áreas dos picos da pravastatina e 

do padrão interno fluvastatina em solução com as áreas dos picos resultantes do 
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plasma processado conforme protocolo de preparo de amostra e posteriormente 

enriquecido com o analito e o padrão interno. Para avaliação do efeito matriz foram 

utilizados plasmas de 8 fontes distintas, sendo 6 amostras normais e 2 amostras 

hemolisadas. As amostras analisadas devem apresentar as mesmas concentrações 

dos controles de qualidade de baixa concentração (CQB, 5 ng/mL) e do controle de 

qualidade de alta concentração (CQA, 1500 ng/mL).  

A Equação 1 foi utilizada para obter o fator matriz normalizado por P.I. (FMN) 

para cada amostra: 

 

(1) 

 

A ausência de efeito matriz é definida pelo coeficiente de variação (CV %) dos 

FMN relativos a todas as amostras inferior a 15%. 

 

3.4.4.4. Curva de calibração/linearidade 

Para a construção da curva de calibração, alíquotas de 150 μL de plasma 

branco enriquecidas com 50 μL da solução padrão, foram utilizadas. As amostras 

foram extraídas e analisadas como descrito anteriormente (itens 3.4.3 e 3.4.1). A 

triplicata da curva de calibração foi construída a partir de amostras preparadas nas 

concentrações finais de 2; 5; 10; 50; 100; 200; 500; 1000 e 2000 ng/mL de 

pravastatina em plasma. Para a aceitação da curva de calibração foram utilizados os 

critérios definidos pela Resolução RDC n° 27, 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012). 

A regressão linear ordinária entre a razão de áreas pravastatina/padrão interno 

versus concentração, no intervalo de concentrações de 2 a 2000 ng/mL, foi utilizada. 

Valores de % erro versus concentração superiores a 15% foram observadas, sendo, 

portanto necessária a utilização de um método que diminuísse a influência que cada 

ponto exerce sobre a curva de calibração, devido a grande variação entre as 

concentrações. 

A linearidade do método foi dada através da utilização da transformação log-

log dos valores de x (concentração) e y (razão de áreas padrão/padrão interno) 

antes da regressão linear ordinária (SINGTOROJ et al., 2006). 

 

soluçãoemPIdorespostasoluçãoemanalitodoresposta

matrizemPIdorespostamatrizemanalitodoresposta
FMN 
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3.4.4.5. Precisão e exatidão 

A precisão e exatidão devem ser determinadas em uma mesma corrida 

(intracorrida) e em três corridas diferentes (intercorridas). Os controles de qualidade 

limite inferior de quantificação (LIQ = 2 ng/mL), controle de qualidade de baixa 

concentração (CQB = 5 ng/mL), controle de qualidade de média concentração (CQM 

= 500 ng/mL), controle de qualidade de alta concentração (CQA = 1500 ng/mL) e 

controle de qualidade de diluição (CQD = 5000 ng/mL) foram analisados em 

quintuplicatas. A precisão intracorrida e intercorrida é adequada quando o 

coeficiente de variação (CV) não for superior a 15%, exceto para a menor 

concentração, para a qual é aceitável o CV de até 20%. O CV é determinado 

conforme a Equação 2. 

 

(2) 

 

A exatidão intracorrida e intercorrida é determinada através do cálculo do erro 

padrão relativo (EPR) o qual deve apresentar valores inferiores a ±15% do valor 

nominal, exceto para o LIQ, para o qual se admitem valores inferiores a ±20% do 

valor nominal. O EPR é calculado conforme a Equação 3. 

 

 (3) 

 

3.4.4.6. Estabilidade 

A estabilidade da pravastatina foi analisada usando amostras de CQB (5 

ng/mL) e CQA (1500 ng/mL) analisadas em triplicada. A concentração das amostras 

foi determinada por curva de calibração recém-preparada. A estabilidade é 

demonstrada quando a média das concentrações obtidas em relação ao valor 

nominal não apresentar desvio superior a 15%. A estabilidade do analito na matriz 

biológica foi demonstrada por meio dos estudos de estabilidade após ciclos de 

congelamento e descongelamento, estabilidade de curta duração e estabilidade pós-

processamento. Ainda serão realizados estudos complementares para avaliação da 

estabilidade da pravastatina em solução e estudos de estabilidade de longa duração. 
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3.4.4.6.1. Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento        

Amostras CQB e CQA foram utilizadas para avaliar a estabilidade após ciclos de 

congelamento e descongelamento. As amostras foram congeladas à -20° C e 

mantidas por 24 horas. Na sequência, as amostras foram descongeladas até 

atingirem temperatura ambiente. Após atingirem a temperatura ambiente, as 

mesmas foram congeladas novamente sob as mesmas condições anteriores. Esse 

procedimento foi repetido por três ciclos e após o último ciclo de congelamento e 

descongelamento as amostras foram analisadas por LC-MS. 

 

3.4.4.6.2. Estabilidade de curta duração 

No estudo de estabilidade de curta duração das amostras, as mesmas foram 

processadas e analisadas após permanecerem a temperatura ambiente por tempo 

superior ao utilizado durante o estudo. Para este estudo as amostras permaneceram 

por 6 horas em temperatura ambiente (23 ± 2° C) e então foram processadas e 

analisadas. 

 

3.4.4.6.3. Estabilidade de pós-processamento 

As amostras dos controles de qualidade de baixa e alta concentração foram 

submetidas às mesmas condições de análises utilizadas no estudo, porém por um 

período superior à duração da corrida analítica. Neste estudo, antes de realizar a 

análise, as amostras processadas foram mantidas dentro do autoinjetor por um 

período de 12 horas à temperatura de 12° C. 

 

3.4.4.7. Recuperação 

Áreas de padrões não extraídos foram comparados com soluções padrão em 

matriz na mesma concentração para determinar a eficiência do procedimento de 

extração, através da equação 4. 

 

(4) 
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3.5. Análise farmacocinética e análise estatística 

As áreas sob as curvas concentração plasmática versus tempo ( ) foram 

calculadas através da Quadratura de Gauss-Laguerre. As concentrações referentes 

aos tempos não coincidentes aos nós da quadratura foram estimadas por 

interpolação polinomial (AMISAKI, 2001). O clearance total aparente ( ) foi 

calculado a partir da Equação 5. 

 

(5) 

 

Os parâmetros farmacocinéticos ASC0-∞ foram comparados entre os grupos 

exposto e não exposto (controle) ao tolueno através dos intervalos de confiança 95% 

para a diferença entre os valores de ASC0-∞. As variâncias foram estimadas 

considerando que as amostras podem ser colhidas de um mesmo animal, mas não 

em todos os tempos de coleta, sendo considerada uma amostragem esparsa de 

acordo com Capela e colaboradores (2012). Os cálculos para a análise estatística 

foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. Jorge Manuel Vieira Capela do 

Instituto de Química da UNESP de Araraquara. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Análise da pravastatina em plasma de ratos por LC-MS 

Diversos métodos cromatográficos para análise de pravastatina em fluidos 

biológicos já foram descritos, sendo a maioria deles usando a detecção por 

ultravioleta (IACONA et al., 1994; NABA et al., 2004; BAUER et al., 2005; 

HASEGAWA et al., 2010) e por espectrometria de massas (LI et al., 2014). No 

presente estudo, foi desenvolvido um método de análise da pravastatina por 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por espectrometria massas, 

visto que esta é uma técnica que oferece elevada detectabilidade em relação a 

detecção por ultravioleta (TSAI; TSAI, 2005).  

Foi utilizada a coluna em fase reversa Purospher® STAR RP-18 capeada (5 

µm, 125×4 mm, Merck, Darmstadt, Alemanha) e fase móvel constituída por 

acetonitrila:água acidificada com 0,1% de ácido acético na proporção (55:45, v/v) e 

vazão de 0,5 mL/min. A fluvastatina, fármaco pertencente a mesma classe 

terapêutica da pravastatina, foi utilizada como padrão interno em função da sua 

similaridade estrutural com o analito de interesse. A utilização do padrão interno em 

análises quantitativas minimiza erros que possam ocorrer durante o processo de 

preparo e injeção das amostras no sistema HPLC (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 

2010). 

As amostras foram preparadas por extração líquido-líquido usando o solvente 

éter metil-terc-butílico. A recuperação do processo de extração usando o éter metil-

terc-butílico teve valor médio de 86%. Outros trabalhos cujo preparo de amostra se 

deu por extração líquido-líquido usaram os solventes acetato de etila (NABA et al., 

2004), éter dietílico/propanol (KIVISTÖ et al., 2005), éter terc-metil-butílico 

(POLAGANI; PILLI; GANDU, 2012) e n-butanol (LI et al., 2014), éter 

dietílico/diclorometano (TAYEL et al., 2015). Os solventes citados anteriormente 

foram testados, porém todos mostraram recuperação inferior ao solvente utilizado. 

O uso da fase móvel acetonitrila:água na proporção 55:45, v/v acidificada com 

0,1% de ácido acético na vazão de 0,5 mL/min resultou na observação do tempo de 

retenção de 2,9 min para pravastatina e 8,9 min para o padrão interno. A análise 

cromatográfica apresentou adequada resolução entre os analitos e um tempo de 

análise relativamente curto o que é essencial para estudos farmacocinéticos devido 
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a grande quantidade de amostras a serem analisadas. Foi utilizada a coluna de fase 

reversa Purospher® STAR RP-18 capeada. Diversos métodos descritos na literatura 

também utilizaram coluna cromatográfica de fase reversa C18 para a análise de 

pravastatina em plasma (IACONA et al., 1994; OTTER; MIGNAT, 1998; BAUER et 

al., 2005; TSAI; TSAI, 2005; DENG et al., 2008; SPARIDANS et al., 2010; IUSUF et 

al., 2012; POLAGANI; PILLI; GANDU, 2012; LI et al., 2014; TAYEL et al., 2015). 

O método foi validado tomando como base as recomendações da Resolução 

RDC nº 27 de 17 de maio de 2012 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA). Foram avaliados os parâmetros seletividade, efeito residual, efeito matriz, 

linearidade, limite de quantificação, precisão e exatidão intra e interensaios e 

estabilidade. A validação do método desenvolvido foi realizada em função da sua 

aplicação em estudos de farmacocinética da pravastatina em ratos tratados com 

dose única de 20 mg/kg. 

Os testes para avaliação da seletividade foram realizados usando amostras 

de plasma obtidas de 6 fontes distintas, sendo 4 normais e 2 hemolisadas. O método 

foi considerado seletivo, pois no tempo de retenção da pravastatina e do padrão 

interno não foram encontrados picos interferentes com área superior a 20% e 5% 

respectivamente quando comparados ao LIQ. Os cromatogramas mostram a 

separação entre o analito e o padrão interno, assim como a eluição dos compostos 

sem a interferência de substâncias do plasma como mostra a Figura 8.  
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Figura 8 – Cromatogramas de monitoramento de íon selecionado (SIM) referentes à 
análise da pravastatina em plasma de rato por LC-MS. Os cromatogramas (A) e (B) 
referem-se à análise de plasma branco. Os cromatogramas (C) e (D) referem-se à 
análise de amostra de plasma enriquecida com pravastatina no limite inferior de 
quantificação (LIQ) e padrão interno. A razão m/z de 423 foi monitorada para a 
pravastatina nos cromatogramas (A) e (C) e a razão m/z de 410 foi monitorada para 
o padrão interno fluvastatina nos cromatogramas (B) e (D).  
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Condições cromatográficas: coluna de fase reversa Purospher® STAR RP-18 capeada 
(125×4 mm, Merck, Darmstadt, Alemanha) com tamanho de partícula de 5 μm, mantida a 

22° C e fase móvel constituída por acetonitrila:água acidificada com 0,1% de ácido acético 

na proporção (55:45, v/v) e vazão de 0,5 mL/min. 
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Para a avaliação do efeito residual foram realizadas injeções de uma mesma 

amostra branco, sendo uma antes da amostra processada no LSQ e duas logo após 

o mesmo. Os resultados foram comparados com os resultados obtidos de amostras 

processadas do LIQ e não foi observado efeito residual nos tempos de retenção da 

pravastatina e do padrão interno. 

No presente estudo, o efeito matriz foi considerado ausente para a análise da 

pravastatina em plasma de ratos por LC-MS. As amostras processadas do CQB e do 

CQA preparadas usando oito fontes diferentes de plasma, sendo 6 normais e 2 

hemolisadas, foram analisadas e comparadas com soluções preparadas nas 

mesmas concentrações. O fator de matriz normalizado por padrão interno (FMN) foi 

calculado para cada amostra e o coeficiente de variação dos FMNs obtido mostrou-

se inferior a 15% (Tabela 3). O efeito matriz pode levar a erros importantes nas 

análises quantitativas e não foi avaliado em todos os métodos para análise da 

pravastatina em plasma por LC-MS publicados previamente (KAWABATA; 

MATSUSHIMA; SASAHARA, 1998; DENG et al., 2008; SPARIDANS et al., 2010; 

AQUILANTE et al., 2012; LI et al., 2014). 

 

Tabela 3 – Efeito matriz na análise da pravastatina em plasma de rato por LC-MS. 

Concentração CQB (5 ng/mL) CQA (1500 ng/mL) 

CV (%) 10,0 9,0 

CV = coeficiente de variação [(desvio padrão/média) × 100]; CQB: controle de qualidade de baixa 
concentração; CQA: controle de qualidade de alta concentração. 

 

No presente estudo, foram utilizadas alíquotas de apenas 150 μL de plasma 

para a análise de pravastatina por LC-MS. O mesmo volume de amostra foi utilizado 

por Tayel et al. (2015) na análise da pravastatina em plasma por UHPLC-MS/MS, 

técnica altamente sensível e específica, mas disponível ainda em poucos 

laboratórios de pesquisa.  

O presente método foi linear no intervalo de concentrações de 2 a 2000 ng de 

pravastatina/mL de plasma. A faixa de concentração estabelecida foi selecionada 

com base em estudo piloto no qual foi administrada a pravastatina dissolvida em 

salina estéril na dose de 20 mg/kg por via oral em ratos (n=3). A linearidade do 

método foi observada após a transformação log-log dos valores de x e y seguida da 
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regressão linear. A utilização desse modelo foi necessária, pois as variâncias dos 

erros observados após regressão linear ordinária apenas não apresentaram 

homocedasticidade (Figura 9). 

A ponderação dos dados através da transformação log-log é uma forma de 

minimizar a soma dos quadrados dos resíduos entre as observações e a linha de 

regressão construída (SINGTOROJ et al., 2006). Este artifício oferece vantagens em 

relação à regressão linear ordinária devido à diminuição do intervalo de calibragem 

após a transformação. Utilizando log x e log y, a distância entre o ponto de menor 

concentração e o ponto de maior concentração da faixa de calibração irá diminuir e 

assim estabilizar a variância ao longo da curva de calibração e equilibrar a influência 

que cada um dos pontos exerce sobre a linha de regressão (SINGTOROJ et al., 

2006). 

Quando os dados são heteroscedásticos (variância desigual) e são tratados 

através de regressão linear ordinária, os limites de quantificação podem ser 

superestimados. Por tratar-se de estudo farmacocinético de dose única no qual 

algumas amostras apresentam concentrações muito baixas do fármaco, tais desvios 

poderiam implicar em erros significativos na análise dos parâmetros 

farmacocinéticos (SINGTOROJ et al., 2006). O coeficiente de determinação com 

valor de 0,9979, bem como a observação de erros inferiores a 15% após a 

transformação log-log indica linearidade na faixa de concentração de 2 a 2000 

ng/mL (Figuras 9 e 10). A Tabela 4 mostra os parâmetros da curva analítica para a 

quantificação da pravastatina em plasma. 
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Figura 9 – Linearidade do método. Os gráficos A e B representam a regressão linear 
ordinária entre a razão de área da pravastatina/padrão interno versus concentração 
de pravastatina e a regressão após transformação log-log dos mesmos dados, 
respectivamente. Os plotes C e D mostram o plote % erro versus log da 
concentração de pravastatina para a regressão linear ordinária e a regressão após 
transformação log-log, respectivamente.  
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Figura 10 – Curva analítica da pravastatina em plasma de ratos utilizando a 
transformação log-log dos valores de x e y seguida da regressão linear. 
 

 

 

Tabela 4 – Curva analítica para a quantificação da pravastatina em plasma de ratos 
por LC–MS após transformação log-log seguida da regressão linear. 

Parâmetro  Valor 

Intervalo de concentrações (ng/mL) 
Coeficiente angular (a) 
Coeficiente linear (b) 

Coeficiente de determinação (r) 

2-2000 
0,8283 
1,3659 
0,9979 

 

O limite inferior de quantificação (LIQ) foi definido como a menor 

concentração analisada (2 ng/mL) a qual apresentou coeficiente de variação e erro 

padrão relativo inferiores a 20%. O LIQ de 2 ng/mL mostrou-se adequado para a 

análise da pravastatina em plasma de ratos até 8 horas após a administração de 20 

mg/kg por via oral. Limites de quantificação similares foram relatados por Li et al. 

(2014) usando LC-MS e por Otter e Mignat (1998), Iacona et al. (1994) e Bauer et al. 

(2005) que usaram HPLC com detecção por ultravioleta. Entretanto, cabe ressaltar 

que os métodos que utilizam detecção por ultravioleta apresentaram o LIQ de 2 

ng/mL partindo de amostras de 1 mL de plasma (IACONA et al., 1994; OTTER; 

MIGNAT, 1998; BAUER et al., 2005). Limites de quantificação inferiores foram 
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observados por Badolo et al. (2013), Aquilante et al. (2012), Deng et al. (2008) e Jain 

et al. (2007), utilizando LC-MS/MS e por Tayel et al. (2015) utilizando UHPLC-

MS/MS. Ressaltamos que os equipamentos LC-MS/MS e UHPLC-MS/MS são 

equipamentos que oferecem elevada seletividade e sensibilidade, porém, não estão 

disponíveis em muitos laboratórios de pesquisa em função do seu elevado custo. 

A precisão e exatidão foram determinadas em uma mesma corrida 

(intracorrida) e em três corridas diferentes (intercorridas) através da análise em 

quintuplicatas das concentrações 2, 5, 500, 1500 e 5000 ng/mL de pravastatina em 

plasma. A precisão intracorrida e intercorrida foi avaliada através do coeficiente de 

variação com base em todos os valores obtidos, o qual não apresentou valor 

superior a 15% exceto para o LIQ, para o qual é aceitável CV de até 20% (Tabela 5). 

A exatidão intracorrida e intercorrida foi determinada através do erro padrão relativo 

(EPR) o qual apresentou valores inferiores a ±15% do valor nominal para todas as 

concentrações analisadas. Os resultados obtidos mostram que o método é preciso e 

exato. 

A estabilidade foi demonstrada após ciclos de congelamento e 

descongelamento, estudo de curta duração e pós-processamento. Amostras de CQB 

(5 ng/mL) e CQA (1500 ng/mL) foram preparadas e analisadas em triplicata e uma 

curva de calibração recém preparada foi utilizada para determinar a concentração 

das amostras. A estabilidade foi demonstrada, pois a média das concentrações 

obtidas em relação ao valor nominal não apresentou desvio superior a 15% (Tabela 

5).  
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Tabela 5 – Limites de confiança do método de análise da pravastatina em plasma de 
rato por LC-MS. 

 Pravastatina 

Linearidade (2 – 2000 ng/mL) 
r 

y=0,8283× - 1,3659 
0,9979 

Precisão Interensaios (CV%, n=3)   
LIQ (2 ng/mL) 
CQB (5 ng/mL) 

18,04 
11,81 

CQM (500 ng/mL) 6,18 
CQA (1500 ng/mL) 10,79 
CQD (5000 ng/mL) 10,29 

Precisão Intra-ensaio (CV%, n=5)   
LIQ (2 ng/mL) 
CQB (5 ng/mL) 

9,29 
8,24 

CQM (500 ng/mL) 6,46 
CQA (1500 ng/mL) 4,87 

CQD (5000 ng/mL) 6,46 
Exatidão Interensaios (EPR%, n=3)  
LIQ (2 ng/mL)                                                                                                                                       
CQB (5 ng/mL) 
CQM (500 ng/mL) 
CQA (1500 ng/mL) 
CQD (5000 ng/mL) 
Exatidão Intra-ensaio (EPR%, n=5)  
LIQ (2 ng/mL) 
CQB (5 ng/mL) 
CQM (500 ng/mL) 
CQA (1500 ng/mL) 
CQD (5000 ng/mL) 
Estabilidade (EPR%, n=3) 
Curta Duração (6h a 23° C) 
CQB (5 ng/mL) 
CQA (1500 ng/mL) 
Pós-processamento (12h a 4° C) 
CQB (5 ng/mL) 
CQA (1500 ng/mL) 
Congelamento/descongelamento (3 ciclos) 
CQB (5 ng/mL) 
CQA (1500 ng/mL) 

 
3,97 
3,10 
10,45 
2,09 
5,24 

 
11,49 
-12,81 
11,84 
-10,09 
7,82 

 
 

5,85 
14,03 

 
-9,62 
2,67 

 
4,17 
7,93 

CV: coeficiente de variação [(desvio padrão/média) × 100]; r: coeficiente de determinação; EPR: erro 
padrão relativo {[(concentração média experimental – valor nominal)/valor nominal] × 100}; LIQ: limite 
de quantificação; CQB: controle de qualidade de baixa concentração; CQM: controle de qualidade de 
média concentração; CQA: controle de qualidade de alta concentração; CQD: controle de qualidade 
de diluição. 
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4.2. Influência da exposição ao tolueno por inalação na disposição cinética 

da pravastatina 

Até a presente data, podem ser encontrados na literatura diversos estudos 

sobre os efeitos tóxicos do tolueno na saúde do trabalhador e em animais de 

experimentação (ATSDR, 2000; ACGIH, 2010). Além disso, a exposição ocupacional 

a agentes químicos é potencialmente capaz de modificar a disposição cinética e o 

metabolismo de fármacos (MATEUS et al., 2008; MATEUS et al., 2010; CARDOSO 

et al., 2013; CARDOSO et al., 2015). Através do modelo experimental em que a 

exposição do animal ao agente químico se dá apenas pelo nariz (Nose Only 

Exposure System), o presente estudo buscou compreender pela primeira vez a 

influência da exposição ocupacional a solventes na atividade dos transportadores da 

família Oatp, usando a pravastatina como fármaco marcador.  

Considerando os modelos experimentais utilizados para avaliação da 

exposição a solventes, a câmara de exposição do tipo NOES apresenta vantagens 

em relação ao modelo de exposição pelo corpo inteiro (WBES - Whole-Body 

Exposure System), no qual o animal fica imerso na atmosfera experimental. As 

vantagens da câmara tipo NOES em relação à câmara de exposição do tipo WBES 

incluem: a) menor volume de atmosfera necessário; b) melhor controle da 

concentração do solvente; c) maior uniformidade na exposição; d) exposição apenas 

pela via inalatória de forma a representar melhor a exposição ocupacional; e) 

possibilidade de reinalação improvável na câmara tipo NOES (DORATO; WOLFF, 

1991; WONG, 2007).  

O estudo investigou a influência da exposição inalatória de ratos Wistar ao 

tolueno na concentração de 85 mg/m3 durante o período de 6 horas/dia, cinco dias 

por semana, durante 4 semanas, simulando a jornada de trabalho de indivíduos 

expostos ao tolueno. Os dados de concentração plasmática da pravastatina versus 

tempo para os animais do grupo Controle-Pravastatina e do grupo Tolueno-

Pravastatina estão apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente, e na Figura 

13 como média ± erro padrão da média. 
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Figura 11 – Concentrações plasmáticas da pravastatina em ratos tratados com dose 
única oral (gavagem) de 20 mg/kg (grupo Controle-Pravastatina). Os animais do 
grupo Controle-Pravastatina (n=6 por tempo de coleta) foram expostos ao ar e 
mantidos na câmara de exposição tipo NOES e por 6 horas diárias, 5 vezes por 
semana, durante 4 semanas.   

 

 

 

 

Figura 12 – Concentrações plasmáticas da pravastatina em ratos tratados com dose 
única oral (gavagem) de 20 mg/kg (grupo Tolueno-Pravastatina). Os animais do 
grupo Tolueno-Pravastatina (n=6 por tempo de coleta) foram expostos ao tolueno 85 
mg/m3 em câmara de exposição tipo NOES e por 6 horas diárias, 5 vezes por 
semana, durante 4 semanas.   
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Figura 13 – Curvas da concentração plasmática versus tempo dos grupos Controle-
Pravastatina (○) e Tolueno-Pravastatina (●). Os animais (n=6 por tempo de coleta) 
foram expostos ao ar (grupo Controle-Pravastatina) ou tolueno 85 mg/m3 (grupo 
Tolueno-Pravastatina) em câmara de exposição tipo NOES e por 6 horas diárias, 5 
vezes por semana, durante 4 semanas.  Após 4 semanas os animais foram tratados 
com dose única oral (gavagem) de 20 mg/kg. Dados apresentados como média ± 
erro padrão da média. 
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A disposição cinética da pravastatina nos animais dos grupos Controle-

Pravastatina e Tolueno-Pravastatina foi avaliada pelos parâmetros ASC0-∞ e Cl/F 

(Tabela 6). Os animais do grupo Controle-Pravastatina apresentaram valores médios 

de ASC0-∞ de 726,0 ng h/mL e Cl/F de 49,1 L/h/Kg. Os resultados observados são 

compatíveis com aqueles relatados por Badolo et al. (2013) que relataram ASC de 

428 ± 95 ng h/mL e Cl/F de 46 ± 9 L/h/Kg após a administração de pravastatina 20 

mg/Kg por via oral em ratos. Embora a comparação com estudos prévios que 

investigaram a disposição cinética da pravastatina em ratos seja válida, cabe 

ressaltar que no presente estudo, os animais do grupo controle foram submetidos à 

condição de estresse da restrição prolongada na câmara de exposição (Tabela 7).  

Os animais do grupo Tolueno-Pravastatina apresentaram valores médios de 

ASC0-∞ e Cl/F de 681,8 ng h/mL e 31,2 L/h/Kg, respectivamente. Não houve 

diferença estatística para a ASC0-∞ ao comparar os grupos Controle-Pravastatina e 

Tolueno-Pravastatina através dos intervalos de confiança 95% para a diferença 

entre os valores dos parâmetros farmacocinéticos (Tabela 6).  

 

Tabela 6 – Disposição cinética da pravastatina nos animais dos grupos controle e 
tolueno (n=6, para cada tempo de coleta). Dados apresentados como média, 
mediana e erro padrão da média. 

  
 ASC0-∞  

(ng h/mL) 
Cl/F  

(L/h Kg) 

Grupo Controle-Pravastatina 

 

Média 

Mediana 

EPM 

 

 

726,0 

490,8 

261,8 

 

49,1 

50,0 

13,5 

Grupo Tolueno-Pravastatina 

 

Média 

Mediana  

EPM 

 

 

681,8 

623,6 

80,1 

 

 

31,2 

32,1 

3,2 

 

ASC
0-: área sob a curva concentração plasmática versus tempo; Cl/F: clearance total aparente; 

EPM: erro padrão da média 
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Tabela 7 – Disposição cinética da pravastatina em ratos tratados com dose única 
oral. 

Fármaco 
Via de 

Administração 
Dose 

(mg/Kg) 
ASC  

(ng h /mL) 
Cl/F  

(L/h/Kg) 
Referência 

Pravastatina Oral 20 428 ± 95 46 ± 9 
BADOLO et 

al; 2013 

Pravastatina Oral 20 63,0 ± 34,3 - 
KIVISTÖ et 

al; 2005 

Pravastatina Oral 200 2290 ± 380 89,11 ± 15 
NABA et al; 

2004 

Pravastatina Oral 20 726,0 ± 261,8 49,1 ± 13,5 
Presente 
estudo 

ASC= área sob a curva concentração plasmática versus tempo; Cl/F=clearance total aparente 

 

Nota-se maior variabilidade dos parâmetros ASC0-∞ e Cl/F para os animais do 

grupo Controle-Pravastatina quando comparados aos animais do grupo Tolueno-

Pravastatina (Figura 14). Ressaltamos que o tolueno apresenta efeito depressor no 

SNC decorrente da interação reversível entre o tolueno e componentes das 

membranas do sistema nervoso (ATSDR, 2000). Assim sendo, a menor variabilidade 

na disposição cinética da pravastatina nos animais expostos ao tolueno pode ser 

explicada pelo menor estresse decorrente da restrição prolongada na câmara de 

exposição (por 6 horas/dia, 5 dias/semana, 4 semanas) associada ao solvente 

quando comparados aos animais do grupo Controle-Pravastatina, que permanecem 

nas mesmas condições de restrição prolongada, mas sem a exposição ao solvente. 
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Figura 14 – Parâmetros farmacocinéticos ASC0-∞ (A) e Cl/F (B) da pravastatina nos 
animais do grupo Controle-Pravastatina e do grupo Tolueno-Pravastatina. Os 
animais (n=6 por tempo de coleta) foram expostos ao ar (grupo Controle-
Pravastatina) ou tolueno 85 mg/m3 (grupo Tolueno-Pravastatina) em câmara de 
exposição tipo NOES e por 6 horas diárias, 5 vezes por semana, durante 4 
semanas. Após 4 semanas os animais foram tratados com dose única oral 
(gavagem) de 20 mg/kg. A mediana é representada pela linha no interior do 
retângulo; a linha inferior representa o percentil 25 e a linha superior representa o 
percentil 75; as barras de erros representam os valores de máximo e mínimo.  
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Wang et al. (1993) demostraram que a atividade de CYP2B1/2, CYP2E1 e 

CYP3A1 é induzida em ratos machos adultos expostos ao tolueno, enquanto que a 

atividade de CYP2C11/6 e de CYP2A1 é inibida.  A exposição a tolueno a 375 ppm, 

6 horas/dia durante 5 dias resultou em inibição significativa da atividade de 

arilhidrocarboneto hidroxilase (AHH), CYP2B1, CYP4B1 nos pulmões, mas não do 

CYP1A1. Após a exposição a níveis mais baixos de tolueno (125 ppm, 6 horas/dia, 3 

dias), a atividade da AHH, CYP2B1 e CYP4B1 também encontravam-se reduzidas, 

porém de maneira dose-dependente (FURMAN; SILVERMAN; SCHATZ, 1998). 

Nakajima et al. (1997) relataram que ratos expostos a concentrações maiores que 

1000 ppm por um período de 6 horas apresentaram indução do CYP2E1. Os autores 

relatam ainda indução do CYP2B1/2 e do CYP3A1/2 em exposição superior a 2000 

ppm e inibição de CYP2C11/6 após exposição a concentrações de 4000 ppm. 

Estudos realizados em microssomos hepáticos de ratos expostos ao tolueno a 4000 

ppm por 6 horas em câmara de exposição dinâmica revelam indução de CYP2E1, 

CYP2B1/2, CYP2A1 e CYP4A1; redução do CYP2C11 e pequeno efeito nos CYP3A, 

CYP2C13 e CYP1A1 (WANG et al., 1996) (Tabela 1). De maneira similar, Gut et al. 

(1993) observaram indução na atividade de CYP2B1 e CYP2E1 ao expor os animais 

a uma dose de tolueno de 4 mg/L, 20 horas/dia por 4 dias por inalação. Entretanto, 

resultados contraditórios aos relatados por Wang et al. (1996) foram relatados para o 

CYP2A1, cuja atividade foi inibida após exposição a 4 mg/L, 20 horas/dia por 4 dias 

em ratos.  

A exposição ao tolueno a 25, 50 e 100 ppm, 6 horas/dia, durante 5 dias 

usando câmara do tipo NOES resultou em perda na enantiosseletividade na 

farmacocinética do verapamil e norverapamil (MATEUS et al., 2008). Não foram 

encontrados na literatura outros estudos que investigam a influência da exposição 

ao tolueno na disposição cinética de outros fármacos ou na expressão de 

transportadores de fármacos.  

A pravastatina é descrita como substrato do transportador OATP1B1 hepático 

e tem sido usada como fármaco marcador da sua atividade. Estudos clínicos e 

estudos in vitro tem demonstrado que alterações na disposição cinética da 

pravastatina são observadas quando a atividade de OATP1B1 é inibida (KIVISTÖ et 

al., 2005; NIEMI, 2007; WATANABE et al., 2009; SHARMA et al., 2012). Um 

aumento de 2,5 vezes na ASC da pravastatina foi observado após coadministração 

com o inibidor de OATP1B1 espironolactona em ratos (BADOLO et al., 2013). Os 
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resultados do presente estudo mostram que a atividade dos transportadores da 

família Oatp, avaliada pelo uso da pravastatina como fármaco marcador, não foi 

alterada após a exposição ao tolueno por inalação a 85 mg/m3, 6 horas/dia, 5 

dias/semana, 4 semanas em ratos.  
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5. CONCLUSÕES  

 

- Foi desenvolvido e validado método de análise da pravastatina em plasma 

de ratos por LC-MS; 

- O método validado mostrou detectabilidade, precisão e exatidão compatíveis 

com a aplicação em estudos para a investigação da disposição cinética após dose 

única da pravastatina em ratos; 

- A exposição ao tolueno 85 mg/m3, 6 h/dia, 5 dias/semana, 4 semanas não 

alterou a disposição cinética da pravastatina em ratos tratados com 20 mg/kg do 

fármaco. 

- A atividade dos transportadores da família Oatp, avaliada pelo uso da 

pravastatina como fármaco marcador, não foi alterada após a exposição ao tolueno 

por inalação a 85 mg/m3, 6 horas/dia, 5 dias/semana, 4 semanas em ratos. 
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ANEXOS 

ANEXO I – Aprovação Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP 
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ANEXO II – Adequação aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP 

 


