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RESUMO

A CYP2D6 ¢ uma enzima metabodlica e sua atividade varia entre individuos em
funcdo de fatores genéticos, ambientais, presenca de doengas e/ou comedicagdes. A
fenotipagem de CYP2D6 com dextrometorfano (DXM) ¢é uma abordagem util para a
determinagdo da atividade metabdlica individual de CYP2D6 e seu procedimento envolve
o uso de um método analitico adequado. O uso de matrizes alternativas como a saliva pode
tornar a fenotipagem mais simples, e favorecer sua aplicacdo na rotina clinica. O objetivo
desse estudo foi desenvolver e validar um método analitico em CL-EM/EM para a
quantificagdo de DXM e dextrorfano (DTF) em saliva humana. Foi necessaria uma
aliquota de 200 pl de amostras de saliva, processadas utilizando-se a precipitagdo de
proteinas com metanol. O método utilizou uma coluna Zorbax Eclipse fenil XDB (150 x
4,6 mm; 5 um) e fase movel constituida de tampao formiato de amoénio 10 mM e
acetonitrila, ambos acididificados com 0,1% de acido férmico, nas propor¢des de 65:35
(viv) e fluxo de 1 ml/min. Os compostos foram eluidos em sistema de elui¢do isocratico,
com tempos de reten¢do de 2,6 min (DTF) , 3,6 min (padrdo interno) e 5 min (DXM). O
método mostrou ser preciso (CV% < 7,5), exato (EPR%: -13,6 a +8,8), e linear (r> 0,997)
nas faixas de concentracdo de 1-100 ng/ml para DTF e de 5-1000 ng/ml para DXM.
Adicionalmente, nenhum efeito matriz (CV% < 11,8) ou questdes relacionadas a
estabilidade dos compostos foram observados para todas as condi¢des testadas. A aplicagdo
do método foi demonstrada através da determinagdao de DTF e DXM em 53 amostras de
saliva de mulheres com cancer de mama em tratamento com tamoxifeno. Foi administrada
uma dose de 30 mg de DXM e amostras de saliva foram coletadas 4 h apds a dose. As
concentragdes salivares variaram de 12,3 a 3232 ng/ml para o DXM e de <1 a 19,9 ng/ml
para o DTF. Os valores de razdo metabolica (RM pxwprr) foram calculados
individualmente para a classificacdo fenotipica e variaram de 4 a 383, sendo todas as
pacientes classificadas como metabolizadoras extensivas. O presente método ¢ adequado
para a quantificacdo de DTF e DXM em saliva e pode ser aplicado na rotina clinica para a

fenotipagem de CYP2D6.

Palavras-chave: Dextrometorfano. Fenotipagem de CYP2D6. Farmaco-sonda. CL-EM/EM.



ABSTRACT

CYP2D6 is a metabolic enzyme and its activity varies according to factors like
environment, genetic, drug interactions and disease determinants. CYP2D6 phenotyping
with dextromethorphan (DXM) is a useful approach to determine an individual metabolic
activity and its procedure involves the use of an appropriate analytical method. The use of
alternative matrices such as saliva can make phenotyping simpler, and favor its application
in the clinical routine. The aim of this study was to develop and validate an analytical
method in LC-MS/MS for DXM and dextrorphan (DX) quantification in human saliva.
Aliquots of 200 pl of saliva were required for analysis and samples were processed with
methanol for protein precipitation. The method used a Zorbax Eclipse phenyl XDB column
(150 x 4,6 mm; 5 um) and mobile phase consisting of 10 mM ammonium formate buffer
and acetonitrile, both acidified with 0.1% formic acid, in the proportions of 65:35 (v: v)
and flow rate of 1 ml / min. The compounds were eluted using an isocratic system, and the
retention times were 2.6 min, 3.6 min and 5 min for DX, internal standard and DXM,
respectively. The method was precise (CV% < 7.5), accurate (EPR%: -13.6 to +8.8), and
linear (r > 0.997) in the concentration ranges of 1-100 ng/ml for DX and 5-1000 ng/ml for
DXM. In addition, neither matrix effect (CV% < 11,8) or stability issues were observed for
all tested conditions. The application of the method was demonstrated by the determination
of DX and DXM in 53 saliva samples from women with breast cancer under tamoxifen
therapy. A dose of 30 mg of DXM was administered and saliva samples were collected 4
hours after dose. Salivary concentrations ranged from 12.3 to 3232 ng/ml for DXM and
from <1 to 19.9 ng/ml for DX. The metabolic ratio (MR pxwm/px) values were individually
calculated for phenotype classification and ranged from 4 to 383, all patients being
classified as extensive metabolizers. The present method is suitable for the quantification

of DX and DXM in saliva and may be applied in clinical routine for CYP2D6 phenotyping.

Keywords: Dextromethorphan. CYP2D6 phenotyping. Probe drug. LC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

As diferencas na resposta terapéutica a determinados medicamentos sdo comuns
entre os individuos. Essa variabilidade de resposta ¢ observada devido a contribuicao de
multiplos fatores como, por exemplo, fatores ambientais, genéticos, habitos alimentares,
interagdes medicamentosas e/ou presenca de doengas que possam interferir na
farmacocinética do farmaco em questdo (WILKINSON, 2005). Atualmente, existe um
entendimento mais amplo de como esses fatores podem influenciar na farmacocinética e na
resposta clinica a determinados tratamentos, especialmente quando o farmaco utilizado ¢
metabolizado predominantemente pelas enzimas metabolicas do citocromo P-450
(WILKINSON, 2005).

A CYP2D6 ¢ uma enzima pertencente ao citocromo P-450, responsavel pela
metabolizacdo de uma série de farmacos comumente prescritos na pratica clinica como,
por exemplo, antidepressivos triciclicos, neurolépticos, antiarritmicos, [-bloqueadores
entre outros (ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004). Esta enzima ¢ codificada
por um gene altamente polimorfico, para o qual ja foram descritas mais de 100 variantes
alélicas (YANG et al., 2017). Ja ¢ bem estabelecido que, devido principalmente a essas
diferengas genéticas, a atividade metabdlica dessa enzima varia consideravelmente entre
individuos (GAEDIGK et al., 2008). Farmacos metabolizados pela via CYP2D6 podem
apresentar variagdes importantes quanto aos parametros farmacocinéticos, bem como
quanto aos efeitos farmacoldgicos. Essas diferencas podem levar desde a ocorréncia de
efeitos adversos graves, a auséncia ou baixa resposta a determinados tratamentos
farmacologicos (SAMER et al., 2013).

A determinacdo do perfil de metaboliza¢do para CYP2D6 tem sido uma estratégia
amplamente adotada para a individualizagdo da terapia de farmacos substratos de
CYP2D6, uma vez que auxilia na tomada de decisdes clinicas (SAMER et al., 2013).
Empregando-se os métodos de genotipagem ou fenotipagem com farmaco-sonda (FS), ¢
possivel avaliar a atividade enzimdtica de CYP2D6 e classificar os individuos em quatro
diferentes perfis de metabolizacdo, sendo eles: metabolizador pobre (MP) - com atividade
enzimdtica praticamente nula; metabolizador intermedidrio (MI) - com atividade
enzimatica reduzida; metabolizador extensivo (ME) - com atividade enzimética normal e
metabolizador ultrarrapido (MUR) - com atividade enzimatica elevada (ZANGER;
RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004).
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Estudos mostram que individuos classificados como MP para CYP2D6 podem
apresentar niveis plasmaticos mais elevados de fadrmacos como os antiarritmicos e
antidepressivos, devido a depuracao diminuida, apresentando por isso maior incidéncia de
reagoes adversas ao medicamento (RAM). Por outro lado, individuos classificados como
MUR, podem apresentam niveis plasmaticos insuficientes devido a depuracdo aumentada,
levando muitas vezes a ineficdcia terapéutica (SAMER et al., 2013). No caso de pro-
farmacos como o tamoxifeno e alguns opiodides, por exemplo, essa relacdo pode ser
inversa, uma vez que a eficacia terapéutica ¢ muitas vezes atribuida a formagdo de um
metabolito ativo (BEVERAGE et al., 2007, BROUSSEAU et al., 2007, GOETZ; AMES;
KAMAL, 2008; SAMER et al., 2010).

O método mais comum utilizado para a classificagcdo do perfil de metabolizagdo ¢ a
genotipagem de CYP2D6. O gendtipo de CYP2D6 ¢ determinado individualmente a partir
da identifica¢do dos alelos e, por conseguinte, traduzido em um perfil de metabolizagdo
(GAEDIGK, 2013). Embora tenha se mostrado util em diferentes contextos, umas das
principais questdes acerca da genotipagem ¢ o fato desta técnica avaliar unicamente fatores
genéticos, ndo levando em consideracao outros fatores que contribuem para a variabilidade
da atividade enzimatica (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

Uma abordagem mais completa para se classificar um individuo quanto ao perfil de
metabolizacdo de CYP2D6 ¢ a fenotipagem com farmaco-sonda (FS). Esse procedimento ¢
realizado através da administragdo de um FS, como por exemplo o dextrometorfano
(DXM), seguida do calculo da razdo metabodlica (RM) entre os niveis do farmaco
inalterado e seu principal metabolito (DE KESEL; LAMBERT; STOVE, 2016). Por se
tratar de uma medicao indireta da atividade metabdlica individual, essa estratégia ¢ capaz
de avaliar a influéncia de outros fatores além dos fatores genéticos (ex: fatores ambientais
ou presenca de inibidores ou indutores enzimaticos) na atividade enzimatica (OPDAM et
al., 2015).

Na fenotipagem com FS ¢ necessaria a utilizagdo de uma metodologia analitica
adequada para a determinagdo dos niveis de farmaco inalterado e seu metabdlito. Diversos
métodos para determinacdo de DXM e DTF em plasma e/ou urina j& foram documentados
(AFSHAR; ROUINI; AMINI, 2004; ANTUNES et al., 2014; DONATO et al., 2012;
EBESHI; OBODOZIE; BOLAIJI 2014; LOOS et al., 2011), porém, até 0 momento, poucos
sdo os métodos que utilizam a saliva como matriz bioldgica para a andlise desses
compostos. Dentre os métodos ja descritos para a determinagdo em saliva, todos

apresentam pelo menos uma limitagdo relevante como, por exemplo, o preparo de amostras
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envolvendo procedimentos demorados e/ou de alto custo (AMARATUNGA et al., 2016;
LUTZ et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008) e a necessidade de altos volumes de amostra
(at¢ 3 ml) (HOU et al.,, 1991; HU et al.,, 1998). Logo, o objetivo desse estudo foi
desenvolver e validar um método simples por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas com triplo-quadrupolo (CL-EM/EM) para a
determinagdo de DXM e DTF em saliva que possa ser aplicado na fenotipagem de

CYP2D6.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ACYP2D6
2.1.1 Estrutura do gene CYP2D6 e polimorfismos

O CYP2D6 ¢ um gene localizado no cromossomo 22q13.1, no locus da CYP2D, e
¢ composto por 4400 nucleotideos e 9 exons. No mesmo locus, estdo presentes dois outros
genes vizinhos e inativos (pseudogenes), o CYP2D7 e o CYP2DS8, os quais ndo codificam
proteinas funcionais (figura 1-A) (GAEDIGK, 2013). Esses trés genes apresentam entre
eles uma similaridade de nucleotideos de 92-97% entre introns e exons. Ao longo da
evolucdo humana, acredita-se que o CYP2D7 e o CYP2D$ contribuiram parcialmente para
a alta prevaléncia de variantes genéticas no gene CYP2D6, através da transferéncia de
mutagdes via conversdo de genes (TEH; BERTILSSON, 2012).

O gene CYP2D6 codifica a produgdo da enzima metabolica CYP2D6 do citocromo
P-450, que age na biotransformacdo de farmacos, compostos enddgenos e xenobidticos,
catalizando reacdes de oxidacdo (ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004). A
descoberta de variacdes na atividade metabolica da CYP2D6 se deu inicialmente em 1977,
pelo estudo de Mahgoub et al. (1977). Neste estudo, os autores observaram a ocorréncia de
variagoes na hidroxilagdo de debrisoquina, um substrato seletivo de CYP2D6
(MAHGOUB et al., 1977). Alguns anos mais tarde, Eichelbaum et al. (1986) relataram
também um efeito similar no processo de oxidacdo da esparteina, também substrato da
CYP2D6 (EICHELBAUM et al., 1986). Essas variagdes interindividuais foram atribuidas
a ocorréncia de variagdes alélicas do gene CYP2D6.

Mais de 100 variantes alélicas ja foram identificadas para o gene CYP2D6 (YANG
et al., 2017). As diferentes variantes alélicas levam a producao de enzimas CYD2D6 com
diferentes graus de atividade entre os individuos (WILKINSON, 2005). As principais
mutagdes que levam a formacdo dessas variantes sdo: 1) presenca de uma ou mais
variacoes de nucleotideos (SNVs) como polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) e
insercdes ou delegdes de um ou mais nucleotideos; 2) rearranjo de genes, resultando em
delecdes, duplicacdes, multiplicagdes, ou genes hibridos compostos por CYP2D6 e
CYP2D7; e 3) presenca de pequenos fragmentos derivados de CYP2D7, normalmente
conhecido como conversao do intron 1 e exon 9 do gene CYP2D7 (GAEDIGK, 2013). Os

tipos mais comuns de polimorfismos sdo mostrados nas figuras 1(B) e 1(C).
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Figural(A e B): Resumo dos alelos de CYP2D6 com SNPs e/ou
pequenas delecoes e insercoes. (A) Representacdo do locus do gene
CYP2D com os trés genes; (B) Alelos de CYP2D6 com auséncia de
SNP C>T na posigao 2850 (caracterizados como “CYP2D6*1-like”);
A atividade correspondente a cada alelo ¢ indicada por cores ao lado
direito: verde= funcional; amarelo= funcao reduzida; vermelho= nao
funcional ou nulo; branco= atividade desconhecida. Figura adaptada
de Gaedgik A., 2013..
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Figura 1 (C): Alelos de CYP2D6 que possuem SNP C>T na posi¢do
2850 (caracterizados como “CYP2D6*2-like”). A atividade
correspondente a cada alelo ¢ indicada por cores ao lado direito:
verde= funcional; amarelo= func¢ao reduzida; vermelho= nao
funcional ou nulo; branco= atividade desconhecida. Figura adaptada

de Gaedgik A., 2013.
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Os alelos CYP2D6*1, *2 e *35 sdo conhecidos como alelos funcionais,
relacionados a atividade enzimatica normal. Os alelos CYP2D6*9, *10, *17, *29 e*41 sdo
os principais relacionados a fungdo enzimatica reduzida. Ja os alelos *3, * 4, *6, *7 ¢ *8
sao os alelos nulos mais reportados em estudos, que levam a perda de fun¢ao enzimatica
(GAEDIGK et al., 2008). H4 ainda a ocorréncia de duplicagdes ou multiplicagdes do gene
(figura 2) que normalmente resulta em atividade enzimatica aumentada. A mais comum ¢ a
CYP2D6*2x2, na qual ocorre a duplicagdo do alelo funcional CYP2D6*2. Outras
variacoes incluem CYP2D6*1xN, *2xN, *4xN (ndo funcional), *10xN, *41xN e *45xN
(GAEDIGK et al., 2008).

. 2D8 | 207 REPI =] 2D6°2 2D6°2 CYP2D6*2x2
Gene CYP2D6 duplicado
20672 CYP2D6*2xN
[ O H O H [ |

Gene CYP2Dé multiplicado

Figura 2: Duplica¢do ou multiplica¢do do gene CYP2DG6.
Fonte: adaptado de Gaedigk A., 2013.

A frequéncia dos alelos de CYP2D6 pode variar consideravelmente entre etnias.
Estudos mostram que a frequéncia do alelo nulo CYP2D6*4 ¢ alta em caucasianos (20-
25%), embora baixa ou inexistente em algumas populac¢des da Asia ou Oceania. Por outro
lado, as populacdes asidticas apresentam uma frequéncia muito alta do alelo CYP2D6*10
(até 64%) com fun¢ao reduzida quando comparada a outras populagoes (3-7%). Ja o alelo
de funcdo reduzida CYP2D6*17 ¢ observado predominantemente em populagdes africanas
e afro-americanas com frequéncia variando de 14-26%. Esse alelo pode também ser
encontrado em muitas populagdes com descendéncia africana como a populagdo brasileira,
por exemplo (BRADFORD, 2002; TEH; BERTILSSON, 2012; ZANGER; RAIMUNDO;
EICHELBAUM, 2004).

As frequéncias de duplicagdes ou multiplicacdes do gene CYP2D6 também sdo
diferentes entre populagdes. As frequéncias de CYP2D6*1xN ou *2xN assumem valores
de 1- 2% para norte-europeus e de 5-10% para populagao do oriente médio, mediterraneo e
norte-africanos. Ja para a populacdo da Etidpia e da Papua Nova Guiné, as frequéncias
chegam a valores de 16% e 13%, respectivamente (GAEDIGK, 2013). O quadro 1

descreve as frequéncias das principais variantes alélicas nas diferentes populagdes do
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mundo.

Assim como esperado, hd também uma diferenca na prevaléncia de MP entre as
populagdes. Em caucasianos, a prevaléncia de MP ¢ de 7-10% enquanto em asiaticos
assume valores de 1-2%, devido a baixa frequéncia dos alelos CYP2D6*3 e*4. J4 em

africanos a prevaléncia de MP pode variar de 0-19% (BRADFORD, 2002).

Quadro 1 - Frequéncias das principais variantes alélicas nas populagdes mundiais

Alelos Africa ami'fil:;-nos lilllll;zl[')ii: ?::,:;il‘t)e a?izeiﬁso ci:;i:o América  Oceania
do norte asiatico
*1 0.39 0.41 0.52 0.59 0.34 0.53 0.62 0.70
*2 0.20 0.12 0.27 0.24 0.12 0.31 0.24 0.012
*3 0.0003 0.0034 0.013 0.0013 0.00 0.00 0.0052 0.00
*4 0.033 0.06 0.18 0.076 0.0045 0.065 0.11 0.011
*5 0.06 0.058 0.028 0.023 0.058 0.025 0.016 0.049
*6 0.00 0.0027 0.0091 0.0096 0.0002 0.00 0.005 0.00
*7 0.00 0.00 0.0012 0.00 0.00 ND 0.00 0.00
*8 0.00 0.00 0.0003 0.00 0.00 ND 0.0015 0.00
*9 0.0010 0.0054 0.02 0.00 0.0008 0.014 0.013 0.00
*10 0.067 0.043 0.028 0.035 0.42 0.19 0.034 0.016
*14 0.0013 0.00 0.00 0.00 0.0092 0.00 0.0047 0.00
*17 0.19 0.18 0.0027 0.014 0.0002 0.0038 0.023 0.0005
*36 0.00 0.0056 0.00 0.00 0.017 ND ND 0.00
*41 0.10 0.10 0.092 0.22 0.022 0.10 0.057 0.00
XN 0.075 0.043 0.028 0.067 0.015 0.013 0.033 0.088
*1xN 0.014 0.0044 0.0077 0.038 0.0031 0.0050 0.0078 0.11
*2xN 0.015 0.016 0.013 0.036 0.0042 0.0050 0.023 0.00
*4AxN 0.014 0.020 0.0028 0.00 0.00 0.00 0.0036 0.00

Legenda: ND: ndo determinado.

Fonte: Adaptado do estudo de HICKS et al., 2013.
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2.1.2 Avaliacao do perfil de metabolizacao para CYP2D6

Através de métodos de genotipagem ou fenotipagem ¢ possivel avaliar a atividade
enzimatica de CYP2D6 e classificar os individuos em 4 diferentes perfis de metabolizagao:
MP - com atividade enzimatica praticamente nula; MI - com atividade enzimatica
reduzida; ME - com atividade enzimatica normal ¢ MUR - com atividade enzimatica
elevada (ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004).

A determinacao do genotipo para CYP2D6 ao longo dos anos mostrou ser uma
estratégia til para a classificagdo do perfil metabdlico em diferentes contextos clinicos
(exemplos: farmacoterapias com antidepressivos ou com tamoxifeno) (GOETZ; AMES;
KAMAL, 2008; HICKS et al.,, 2013), sendo atualmente o método de escolha. A
genotipagem para CYP2D6 ¢ feita através da identificagdo das variantes alélicas e
subsequentemente da tradu¢do dos genotipos em diferentes fendtipos (HICKS; SWEN;
GAEDIGK, 2014).

Diferentes sistemas de traducdo ja foram propostos e fatores como a falta de um
método padrao de tradugdo e a variedade de variantes alélicas avaliadas nos estudos sao
apontados como limitagdes que corroboram para resultados controversos na literatura além
de dificultar a tomada de decisdes clinicas (HICKS; SWEN; GAEDIGK, 2014).

Frente a necessidade de padronizacdo, um método proposto por Gaedgik et al.
(2008), tem sido bem aceito e implementado atualmente (YANG et al., 2017). Este método
consiste em um sistema de classificagdo fenotipica com base em pontuagdes. Para cada
alelo de CYP2D6 identificado ¢ atribuida uma pontua¢do de acordo com sua atividade
(pontuagdo: 1 para funcionais, 0,5 para funcdo reduzida e 0 para nulos) e a soma das
pontuagdes dos alelos indica o feno6tipo para CYP2D6 do individuo (GAEDIGK et al.,
2008). Caso seja identificada a presenca de duplicagdes do gene, a pontuagdo do alelo
duplicado ¢ multiplicada pelo nimero de duplicagdes antes de se calcular a pontuagdo
final. Por fim, pacientes com pontuacgdo final de 0 sdo classificados como MP, aqueles com
pontuacdo 0,5 sdo classificados como MI e aqueles com pontuagdo entre 1,0 e 2,0 sdo
classificados como ME (quadro 2) (GAEDIGK et al., 2008). Nao existe um consenso se
pacientes com pontuagdo final igual a 1,0 devem ser classificados como MI ou ME

(HICKS et al., 2013).
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Quadro 2: Classificagdo fenotipica com base nos genotipos

o Pontuacéao - Exemplos de
Fendtipo final Genotipo diplotipos
Individuos com duplicagcdes em um (*11) x N,
MUR >2,0 alelo funcional (*1/*2) x N,
(*2/*2) x N
Individuos com 2 alelos funcionais *1/*1,
ou dois alelos com funcéo reduzida *1/*2,*2/*2,
ME 1,0-2,0  ouum alelo funcional e um nulo ou *1/*9, *1/*41,
um alelo funcional e um com fungdo  *41/*41, *1/*5,
reduzida *1/*4
MI 05 Individuos com um alelo com fungdo  *4/*41, *5/*9,
' reduzida e um nulo *4/*10
*AN/* *2/*
MP 0 Individuos com 2 alelos nulos A4, 3[4,

*5/*5, *5/*6

Legenda: ME- metabolizador extensive; MI- metabolizador intermediario; MP-
metabolizador pobre; MUR- Metabolizador ultrarrapido.
Fonte: Gaedgik et al, 2008; Hicks et al, 2013.

Embora o genotipo de CYP2D6 seja responsavel por grande parte da variabilidade
na atividade enzimatica, ele ndo € capaz de explicar sozinho as diferencas interindividuais
observadas para a via. Alguns fatores desconsiderados pela genotipagem podem modificar
a atividade enziméatica da CYP2D6 como fatores ambientais (coadministracao de indutores
ou inibidores enzimaticos e habitos alimentares) e presenca de comorbidades (doengas
hepética ou renal, cancer e infecgdes) (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007). A presenca de
um desses fatores pode levar a uma conversdo do fenotipo, na qual um individuo sofre uma
mudanca temporaria no perfil de metabolizacdo. Logo, individuos genotipados como ME
podem apresentar temporariamente um fenotipo MP, devido a administracdo de um
inibidor enzimatico, por exemplo. Da mesma forma, individuos genotipados como MP
podem ser convertidos em ME temporariamente, na presenca de um farmaco indutor
enzimatico ou de outros fatores (DE KESEL; LAMBERT; STOVE, 2016).

Por esse motivo, para se obter uma caracterizagao mais precisa da atual capacidade
metabolica de um individuo deve-se preconizar a fenotipagem com farmaco-sonda (FS). A
fenotipagem consiste em uma medi¢cdo indireta da atividade metabolica de uma via
utilizando-se um farmaco marcador de metabolizacao (DE KESEL; LAMBERT; STOVE,
2016). O método de fenotipagem tem a capacidade de captar a complexidade do sistema

metabolico, considerando, além dos polimorfismos genéticos, fatores ambientais e
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interagcdes farmacocinéticas que venham a interferir na capacidade da via. Com isso, suas
medidas se traduzem em resultados mais fidedignos, € em um maior poder de predicdo em

farmacoterapias, quando comparado a genotipagem (OPDAM et al., 2015).

2.1.3 Releviancia clinica da CYP2D6 no uso de medicamentos

Embora a CYP2D6 represente apenas entre 1-5% do conteudo hepatico de CYPs,
esta isoenzima ¢ responsavel pela metabolizacdo de até 25% dos fdrmacos comumente
prescritos na pratica clinica como antidepressivos, antipsicoticos, opidides dentre outros
(ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004). Sabe-se que a variabilidade
interindividual relacionada a atividade dessa enzima tem impactos significativos na pratica
clinica, em especial, na terapia medicamentosa (INGELMAN-SUNDBERG, 2005).

Uma série de estudos mostra que farmacos metabolizados pela via CYP2D6 podem
apresentar variagdes importantes quanto ao grau de exposicdo do organismo
(farmacocinética) bem como quanto aos efeitos farmacologicos (farmacodindmica)
(SAMER et al., 2013). Essas diferencas podem levar desde a ocorréncia de efeitos
adversos graves a auséncia ou baixa resposta a determinados tratamentos farmacologicos.
Alguns dos principais medicamentos afetados por essas diferencas incluem antipsicoticos
(ex: antidepressivos e neurolépticos), antiarritmicos, opidides e o tamoxifeno (SAMER et
al., 2013).

Os agentes antipsicOticos sdo em sua maioria metabolizados pela via CYP2D6,
mesmo que parcialmente. Dados da literatura mostram uma redug¢do importante na
eliminacdo, além do aumento do tempo de meia vida de varios antipsicoticos como o
haloperidol, a perfenazina e o zuclopentixol em pacientes com fenotipo MP (DAHL,
2002). Com isso, uma associacdo importante pode ser observada entre MP e maior
incidéncia de efeitos toxicos relacionados a terapia.

Em um estudo envolvendo pacientes psiquiatricos, a frequéncia de MP foi 2 vezes
maior para os pacientes que apresentaram RAM quando comparado ao grupo de pacientes
sem RAM (44% versus 21%) (CHEN et al., 1996). Outro estudo desenvolvido por CHOU
et al. (2000) mostrou que entre os pacientes em terapia com antipsicoticos (haloperidol,
rispiridona, tioridazina, perfenazina , dentre outros), a ocorréncia de RAM tende a ser
maior em pacientes MP e menor em MUR (CHOU et al., 2000).

Para os antidepressivos, a defini¢do do perfil de metabolizagdo pode ser bastante

relevante clinicamente tanto para a toxicidade quanto para a garantia da eficacia. Os MP
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apresentam uma depuracdo reduzida para muitos farmacos antidepressivos (nortriptilina,
clomipramida, fluoxetina, desipramina, imipramina, amitriptilina, e outros) sendo as
RAMs muito frequentes nesses pacientes (BERTILSSON et al., 2002). Em um estudo
realizado por Spina et al. (1997) envolvendo pacientes em tratamento com desipramina
(100 mg por dia por 3 semanas) foi observado que os dois pacientes com fendtipo MP
apresentaram as maiores concentracdes plasmaticas do fArmaco e reportaram RAMs mais
severas como confusdo e sedagao (SPINA et al., 1997).

Por outro lado, pacientes com fenotipo MUR apresentam frequentemente resposta
terapéutica baixa ou inexistente ao tratamento antidepressivo. Atualmente, o fenotipo
MUR ¢ conhecido como uma das causas de resisténcia ou ineficdcia ao tratamento com
antidepressivos (SAMER et al.,, 2013) e pacientes MUR tendem a apresentar maior
persisténcia de distirbios de humor quando comparados aos outros fenotipos de
metabolizacdo (WUTTKE et al., 2002).

Por esses motivos, a dose efetiva recomendada de alguns antidepressivos varia
consideravelmente entre pacientes com fendtipos MP e MUR, podendo ser de 10-500 mg
para nortriptilina ou amitriptilina e de 25-300 mg para clomipramina (BERTILSSON et al.,
2002).

Os antiarritmicos carvedilol, metoprolol, propranolol, timolol e bufuralol sao
também substratos conhecidos da enzima CYP2D6, apresentando variagdes
farmacoldgicas importantes. Um estudo com pacientes em uso de metoprolol mostrou que
38% dos pacientes que relataram RAMs eram MP, frequéncia essa 5 vezes maior do que na
populagdo geral (WUTTKE et al., 2002). Outros estudos na literatura apontam ainda que
os MP apresentam efeitos como uma reducao de taxa cardiaca mais pronunciada quando
em uso de timolol (LENNARD et al., 1986) e uma redugdo da pressao sanguinea sistolica
maior ap6s administragcdo de carvedilol (GIESSMANN et al., 2004). Ja4 quando em uso de
propafenona, os MP podem apresentar reacdes adversas relacionadas ao sistema nervoso
central cinco vezes mais pronunciadas do que em outros grupos de metabolizacao
(SIDDOWAY et al., 1987).

Alguns farmacos opidides considerados pro-farmacos também sofrem influéncia
dos polimorfismos da CYP2D6, na medida em que a alta variabilidade na atividade
metabolica impacta na formagdo de metabolitos ativos, muitas vezes responsaveis pelo
efeito terapéutico. Com isso, pode-se observar diferencgas no efeito analgésico alcangado e
nos desfechos clinicos relacionados a terapia (SAMER et al., 2013).

Os farmacos codeina, tramadol e oxicodona sdo bioativados via CYP2D6,
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formando os principais metabolitos ativos: morfina (CARACO; SHELLER; WOOD,
1996), O-desmetil-tramadol (POULSEN et al., 1996) e oximorfona (SAMER et al., 2010),
respectivamente. Estudos mostram que os MP podem apresentar uma reducao ou auséncia
da formagao desses metabodlitos e uma consequente redugdo do efeito analgésico
(BROUSSEAU et al., 2007; SAMER et al., 2010; STAMER et al., 2003).

Em contrapartida, pacientes com fendtipo MUR tratados com tramadol ou
oximorfona, em geral, alcangam o efeito analgésico mais rapido, embora apresentem uma
maior toxicidade relacionada aos receptores mu-opidides (KIRCHHEINER et al., 2008). O
risco do uso de codeina na pediatria ou em neonatos lactentes em associacdo com o
fenotipo MUR ja foi discutido em varios estudos (KELLY et al., 2012; KOREN et al.,
2006; MADADI et al.,, 2009; MADADI et al., 2007; STAMER; STUBER, 2008;
VORONOV; PRZYBYLO; JAGANNATHAN, 2007). Individuos com fen6tipo MUR em
uso de codeina produzem niveis elevados e, por vezes, toxicos de morfina. Devido a isso, a
administracdo de codeina em criancas com fenotipo MUR foi associada com alto risco de
RAMs graves como parada respiratoria, muitas vezes levando ao obito (KELLY et al.,
2012; STAMER; STUBER, 2008; VORONOV; PRZYBYLO; JAGANNATHAN, 2007).
Foi mostrado ainda que mulheres com fen6tipo MUR em uso de codeina podem colocar
neonatos lactentes em risco de 0bito devido a exposicao destes a niveis toxicos de morfina
durante a amamentacao (KOREN et al., 2006; MADADI et al., 2009; MADADI et al.,
2007).

O tamoxifeno (TAM) ¢ um farmaco também metabolizado pela via CYP2D6
utilizado no tratamento adjuvante do cancer de mama positivo para receptores de
estrogénio. O efeito da variacao genotipica da via CYP2D6 na bioativacao do TAM ¢ um
dos exemplos mais estudados na farmacogenética do cancer (PUNGLIA et al., 2008).

O TAM ¢ um pro-farmaco e a biotransformagdo em seu principal metabolito ativo, o
endoxifeno, envolve a via CYP2D6. Uma infinidade de estudos aponta uma correlacao
entre os diferentes fenotipos para CYP2D6 e os niveis de endoxifeno, bem como com a
resposta clinica das pacientes a terapia. Pacientes com fen6tipo MP apresentam menores
niveis circulantes de endoxifeno quando comparadas as pacientes com fen6tipo ME. Dessa
forma, podem apresentar pior prognostico, embora estejam menos propensas as RAMs da
terapia (ex: fogacho) (BEVERAGE et al., 2007; DE LEON, 2007; GOETZ et al., 2005).
Somado a isso, pacientes com fendtipo MP apresentam uma menor sobrevida livre de
recidiva do cancer quando comparadas as MI e ME (GOETZ et al., 2005; SCHROTH et

al., 2009). Por outro lado, pacientes com fendtipo MUR apresentam maior risco de
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ocorréncia de efeitos toxicos relacionados a terapia com TAM.

2.2 AFENOTIPAGEM DE CYP2D6
2.2.1 Medidas e procedimentos

De forma geral, o procedimento de fenotipagem de uma enzima metabdlica envolve
a administragdo de um substrato seletivo da enzima seguida da determinagdo de uma
medida fenotipica especifica. A medida fenotipica consiste normalmente em um parametro
farmacocinético como a depuracao sistémica de um FS, a concentragdo em um ponto no
tempo ou razdes metabdlicas entre o farmaco administrado e o metabdlito (STREETMAN;
BERTINO; NAFZIGER, 2000).

Segundo Frank et al. (2007), do ponto de vista tedrico, o padrdo ouro para se medir
de forma mais precisa a atividade enzimatica seria a determinacdo da depuracédo parcial de
um composto metabolizado em seu principal metabdlito via CYP2D6. Entretanto, essa
abordagem envolveria multiplas coletas de sangue, além da determinacdo de recuperagdo
urinéria, 0 que tornaria o procedimento mais caro, demorado e, por vezes, desconfortavel
para os individuos testados. Por esse motivo, um procedimento mais simples é preferido
(FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

Uma das medidas mais frequentes na avaliagdao fenotipica ¢ a RM de FS. Apds um
tempo determinado da administracdo do FS, amostras biologicas sdo coletadas e a RM ¢
calculada normalmente pela razdo entre os niveis de FS inalterado e seu metabdlito,
quantificados por método analitico adequado. Posteriormente, com base na literatura, as
RMs obtidas sdo traduzidas nos diferentes perfis de metabolizagdo (FRANK; JAEHDE;
FUHR, 2007).

2.2.2 Farmacos-sonda de CYP2D6

Entende-se por FS um farmaco usado para predizer o grau de atividade metabolica de
uma determinada via, de forma individual, € em um momento no tempo (LOOS et al.,
2011). Um FS ideal deve atender aos seguintes critérios: 1) ser predominantemente
metabolizado por uma enzima metabdlica especifica; 2) ser seguro e apresentar baixo risco
de efeitos adversos na dose recomendada para fenotipagem; e 3) ndo apresentar outras
causas significativas que levem a variabilidade, além da que estd sendo avaliada (KELLER
et al., 2017). Sao exemplos de FS da CYP2D6 a debrisoquina, a esparteina, o metoprolol, o
tramadol e 0o DXM (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).
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2.2.2.1 Debrisoquina e esparteina

O uso da debrisoquina e da esparteina como FS data do final da década de 70
(BERTILSSON et al., 1980; EICHELBAUM et al., 1986). Ao longo dos anos, esses
farmacos foram amplamente utilizados e validados para a fenotipagem de CYP2D6. A
debrisoquina ¢ originalmente um farmaco anti-hipertensivo, e sua biotransformagdo via
CYP2D6 envolve a formag¢do do metabdlito 4-hidroxi-debrisoquina (4OHD). A
debrisoquina inalterada e os metabodlitos formados sdo eliminados na urina, e dentro do
periodo de 12 h apods a administracdo de dose oral, 42-70% da dose ¢ recuperada na urina
em forma de debrisoquina e 4OHD (STREETMAN; BERTINO; NAFZIGER, 2000).

Normalmente, a fenotipagem com debrisoquina ¢ feita através da administra¢do de
dose Unica oral de 10 mg seguida da avaliagdo da RM de debrisoquina/4OHD na urina em
multiplas coletas, sendo uma imediatamente apds a administragdo e as outras por um
periodo de 5 a 8 horas (STREETMAN; BERTINO; NAFZIGER, 2000).

Evidéncias de um estudo de Sloan et al. (1983) mostraram que o metabolismo de
debrisoquina em MP ¢ dose dependente em uma faixa de dose de 1-20 mg, no qual um
aumento na dose leva a um aumento do valor da RM urinaria, podendo influenciar na
classificagcdo fenotipica final. J4 para ME, a mesma relacdo ndo foi observada para uma
faixa de dose de 1-40 mg. Em ME, a excrecao de debrisoquina e 4OHD ¢ log-linear apos
as fases de absorcao e de distribuicdo enquanto que para MP a excrecdo de 4OHD ¢
constante entre 0 e 12 h, indicando uma saturagdo do processo de metabolizacdo ou
eliminagdo, embora se torne log-linear apds o periodo de 12 h (SLOAN et al., 1983).

Uma das principais vantagens da medi¢cdo da RM de debrisoquina na urina € a baixa
ou nenhuma influéncia do pH urinario na medicao devido ao alto pKa (=11,9) e polaridade
da molécula (OZDEMIR et al., 2004). Por outro lado, uma das desvantagens ¢ que a
formacao de 4OHD néo ¢ exclusivamente via CYP2D6 e envolve também a via CYP1AL.
Além disso, a disponibilidade limitada de debrisoquina no mercado e incertezas quanto a
seguranca de seu uso (relatos de ocorréncia de hipotensao) sdo fatores que limitam seu uso
(FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

A esparteina ¢ originalmente um farmaco antiarritmico. Quando metabolizada via
CYP2D6, sofre um processo de oxidagdo formando um intermediario instavel que logo ¢
degradado originando o 2- e 5-desidrosparteina (DHS). Em MP, a esparteina ¢ eliminada
quase que 100% pela via urinaria em sua forma inalterada (EICHELBAUM et al., 1979).

A medida normalmente adotada para a fenotipagem com esparteina ¢ a RM do

farmaco inalterado dividido pela soma dos metabdlitos 2- e 5-DHS em urina. A maioria
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dos estudos relata a administragdo de dose tnica de 100 mg de esparteina em sua forma de
sal sulfato, embora tenha sido relatado também o uso de dose de 20 mg (STREETMAN_;
BERTINO; NAFZIGER, 2000). Amostras de coleta de urina de 0- 12 horas apds a
administracdo sdo recomendadas, ja que para ME, a excre¢do renal de esparteina e
metabolitos ¢ praticamente completa dentro de 12 h. Ja para MP, para uma medida de RM
mais precisa, o tempo de coleta deve ser estendido para 24 horas, uma vez que a esparteina
e metabolitos continuam a ser excretados no periodo entre 12 e 24 horas apods a
administracao (EICHELBAUM et al., 1979). Outros intervalos de coleta foram testados e
os intervalos de 0-4 horas e de 0-8 horas de urina mostraram boa correlagdo de RM com o
intervalo de coleta de 0-24 h de urina (= 0,92, p<0,001 e¢ r= 0,98, p< 0,001,
respectivamente) (VINKS et al., 1982).

A metaboliza¢do da esparteina acontece quase que exclusivamente via CYP2D6, o
que reforca seu potencial como FS para CYP2D6 (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).
Além disso, uma grande vantagem deste farmaco ¢ que, diferente da debrisoquina e DXM,
a esparteina e metabolitos ndo sdo conjugados via glucuronidacdo antes de serem
eliminados. Esse fator torna a sua utilizagao especialmente viavel em pacientes com fungao
renal alterada, uma vez que a eliminagdo de compostos glucuronidados ¢ dependente da
taxa de filtragio glomerular (KEVORKIAN et al., 1996). Apesar disso, assim como a
debrisoquina, a disponibilidade da esparteina no mercado ¢ limitada, dificultando seu uso

(FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

2.2.2.2 Metoprolol

O uso de metoprolol como FS ja foi demonstrado em alguns estudos, mas a sua
validade na fenotipagem da CYP2D6 ainda ¢ questionavel. A dose normalmente
empregada para fenotipagem ¢ de 100 mg de metoprolol (FRANK; JAEHDE; FUHR,
2007). A via primaria de metabolizacdo do metoprolol envolve uma rea¢do de O-
desmetilagdo através da agdo de outras enzimas desmetilases e em uma menor fragdo pela
CYP2D6. Sendo assim, o metabolito formado é encontrado na urina de todos os individuos
que usaram metoprolol, ndo apresentando nenhuma relagdo com o perfil de metabolizagao
(JOHNSON; BURLEW, 1996). Foi demonstrado, no entanto, que a reagao de O-
desmetilagdo ¢ estereoseletiva e em ME o (R)-metoprolol ¢ preferencialmente O-
desmetilado enquanto que em MP o (S)-metoprolol ¢ o preferido para a reagdo. Isso sugere
que individuos MP apresentariam menores concentragdes do isdbmero (S) em urina que os

ME (JOHNSON; BURLEW, 1996). Por esse motivo foi proposto o uso da RM de S/R
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metoprolol para a fenotipagem de CYP2D6, mas embora a RM de S/R tenha sido menor
em MP (n=12) que em ME (n=12) (P < 0.001), o método falhou em demostrar a
bimodalidade nos dois grupos (KELLER et al., 2017).

Outra rota de metabolizagdo do metoprolol inclue a alfa-hidroxilagdo, responsavel
por cerca de 10% da sua metabolizacdo. Esta reacdo ¢ exclusivamente feita via CYP2D6, o
que faz desta uma etapa potencial para fins da fenotipagem de CYP2D6
(MASIMIREMBWA et al., 1996). O uso da RM urinaria de metoprolol e alfa-hidroxi-
metoprolol foi largamente estudado como teste para fenotipagem de CYP2D6 e os
resultados foram altamente variaveis, provando que a medi¢do de RM em urina para
metoprolol ¢ uma estratégia questionavel (STREETMAN.; BERTINO; NAFZIGER,
2000).

A medicao da RM de metoprolol/alfa-hidroxi-metoprolol foi estudada também em
plasma. Uma boa correlagdo foi observada entre a RM de 3 h em plasma e as medidas de
RM .12n (ASC) em plasma (r= 0,997, p< 0,05) (TAMMINGA et al., 2001) ou em urina de
0-8h (r= 0.688; p< 0,001) (SOHN et al., 1992). Apesar disso, em algumas populacdes
caucasianas, uma relacao fraca foi observada entre a RM de metoprolol e as RM de
debrisoquina, esparteina ou DXM, limitando o uso do metoprolol como FS (FRANK;
JAEHDE; FUHR, 2007).

Outra limitacdo importante do uso de metoprolol para fenotipagem inclui o risco de
reagoes adversas como hipotensdao, sintomas ortostaticos e bradicardia, quando

administrado em doses de 50-100 mg (KELLER et al., 2017).

2.2.2.3 Tramadol

O uso do tramadol para fenotipagem de CYP2D6 foi pouco estudado até o momento
(KELLER et al., 2017). O tramadol ¢ metabolizado via CYP2D6 através de uma reagao de
O-desmetilagdo, formando o metabolito ativo (+) M1. Sabe-se ainda que a formagao de (+)
M1 envolve outras vias metabolicas, ndo sendo uma reagdao exclusiva da CYP2D6
(FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007). Quando metabolizado via CYP2D6, a reacdo mostrou
ser estereospecifica in vitro (PAAR; FRANKUS; DENGLER, 1992).

Dois diferentes estudos pesquisaram a correlagdo entre as medidas de RM do
tramadol e de outros FS. O estudo de Abdel-Raman et al. (2002) envolvendo criangas
encontrou uma modesta correlagdo entre a RM de tramadol/(+)M1 em plasma (AUC 0-
24h) e a RM pxmprr em urina de 12- 24h (= 0,43, p< 0,01) (ABDEL-RAHMAN et al.,
2002). O segundo estudo de Pedersen et al. (2005) investigou o uso de tramadol como FS
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comparando os resultados com a RM de esparteina em urina. Foi demonstrado que a
medida de RM dos isdmeros dos metabolitos de tramadol ((-)M1/(+)M1) em urina deve ser
preferida frente a RM de tramadol/(+)M1 em urina, ja que a primeira mostrou ser capaz de
separar os grupos de ME e MP, assim como os resultados com esparteina. Nesse estudo, a
classificagdo de MP feita com base na RM de (-)M1/ (+)M1 coincidiu em 27 dos 28
pacientes MP fenotipados com esparteina (PEDERSEN; DAMKIER; BROSEN, 2005).

Além da auséncia de validacdo de métodos de fenotipagem com tramadol, uma das
principais desvantagens do metoprolol como FS é a baixa contribuicdo da enzima CYP2D6
na metabolizacdo desse farmaco (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

2.2.2.4 Dextrometorfano

O DXM ¢ um dos FS mais utilizados para fenotipagem de CYP2D6. A
disponibilidade comercial do DXM somada a sua farmacocinética favoravel para o
procedimento e sua seguranca terapéutica frente a outros FS fazem do DXM o melhor
candidato para a fenotipagem de CYP2D6 (STREETMAN; BERTINO; NAFZIGER,
2000). O processo de metabolizacio do DXM envolve a O-desmetilacdo via CYP2D6
formando o DTF e a N-desmetilagdo via CYP3A formando o 3-metoxi-morfinano, sendo a
formacdo de DTF a etapa predominante e limitante da metabolizagdo (YU; HAINING,
2001). O DXM e metabolitos sdo excretados na urina apos glucuronidagdo e em individuos
com a funcdo renal normal, a eliminacdo ¢ dependente da atividade da CYP2D6
(STREETMAN; BERTINO; NAFZIGER, 2000). A medida mais utilizada ¢ a RM pxy/prr
que pode ser avaliada em plasma, urina e saliva (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007). Nos
estudos de fenotipagem com DXM ¢ comum a administragao de doses de 15 a 60 mg de
DXM. A dose de 30 mg de DXM ¢ a mais recomendada para o procedimento visto que €
suficiente para a deteccdo do farmaco e metabdlitos nas diferentes matrizes, além de
relativamente segura (STREETMAN et al., 1999).

A RM pxwprr urinaria € uma das medidas mais empregadas na avaliagdo da
atividade de CYP2D6 usando DXM e a validade dessa medida j& foi bem estabelecida em
diferentes estudos (STREETMAM; BERTINO; NAFZIGER, 2000). A RM pxm/prr urinaria
mostrou uma correlagdo significativa com a depuragdo parcial de DXM a DTF além de
uma boa correlagdo com dados de fenotipagem de CYP2D6 com outros FS como a
debrisoquina (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

A maioria dos estudos mede a RM pxm/pTr ha urina em um intervalo de coleta de 0 a

8 horas (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007). No estudo de Hu et al. (1998), os autores
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mostraram que a RM pxyprr em urina coletada nos intervalos de tempo de 0-4, 0-6, 0-8,
0-12 e 0-24 h também podem ser utilizada j& que apresentaram boa correlacdo com a area
sob a curva (ASCy. ) (todos com r > 0,84 e p-value < 0.0006) (HU et al., 1998).

Em MP, ha um atraso na excre¢ao urinaria de DTF e de 3-metoxi-morfineno, sendo
necessario um periodo de até 8 dias para se estimar o verdadeiro valor de RM do
individuo. Esse fato levou alguns autores a aumentar o tempo de coleta de urina em MP,
embora isso torne o procedimento pouco conveniente para o individuo testado (JONES et
al., 1996). Cabe ressaltar ainda que a RM pxwmprr na urina pode sofrer variagdes
significativas devido ao pH, sendo altamente recomendavel uma correcdo do valor em
funcdo do pH (OZDEMIR et al., 2004).

A medida de RM pxyyprr em plasma ou soro também ¢ utilizada frequentemente para
a fenotipagem de CYP2D6. Normalmente, coletas pontuais sdo preferidas frente a
multiplas coletas devido principalmente a maior conveniéncia para o individuo testado
(FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

Hu et al. (1998) mostraram que amostras de plasma nos tempos de coleta de 2 (r=
0,96, p<0,01), 3 (r=0,87, p<0,01), 4 (r= 0,81, p< 0,01), 5 (r= 0,94, p< 0,01) ou 8 (r= 0,95,
p<0,01) horas tem boa correlagdo com a ASC (., enquanto a amostra de 6h nao (r=0,79,
p=0,011). Logo, com excecdo do ponto de 6h em plasma, os pontos citados sdo boas
alternativas para fenotipagem de CYP2D6 com DXM (HU et al., 1998). Outro estudo
mostrou que a RM pxmprr da ASCo..o de DXM (r= 0,84, p=0,005) ou amostras de soro
sanguineo nos tempos de 3 (r= 0,60, p= 0,003), 4 ( r= 0,72, p< 0,001), 6 (r= 0,67, p<
0,001) e 8 horas ( r= 0,74, p< 0,001) tem boa correlagdo com a depuragdo de DXM
(BORGES et al., 2006).

O tempo de coleta preferido em estudos mais recentes é de 3 horas apds a
administracdo de DXM (ANTUNES et al., 2012; CHEN; ZHENG; HU, 2017; GOGTAY et
al., 2014). Os estudos de Tamminga et al. (2001) e Jurica et al. (2012) mostraram que a
RM pxmprr €M amostras de 3h de plasma apos administracdo de dose Gnica de DXM tem
uma alta correlacdo com a ASCy.12n de DXM (r= 0,999, p= 0,000) e com a RM pxmmpre O-
8 h em urina (r=0,87, p= ndo especificado) respectivamente, provando ser um tempo de
coleta adequado para a fenotipagem (JURICA et al., 2012; TAMMINGA et al., 2001).
Por fim, o uso de medidas de RM pxyyprr em plasma ou soro permite a distingdo entre ME
e MP, mas ndo se mostrou capaz de distinguir entre os grupos de MI e ME (JURICA et al.,
2012; YEH et al., 2003).

A validade do uso de saliva para a medicdio da RM pxmprr também ja foi
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demonstrada em alguns estudos (HOU et al., 1996; HOU et al., 1991; HU et al., 1998;
LUTZ et al., 2004). O uso da saliva para a fenotipagem ¢ particularmente interessante, pois
sua obtencdo ¢ facil, pouco invasiva e exige uma unica coleta (DE KESEL; LAMBERT;
STOVE, 2016).

Hou et al (1991) foi o primeiro a investigar o uso de saliva para fenotipagem com
DXM. Seu estudo mostrou uma correlagdo entre a RM pxyprr em saliva de 3 h e a RM
pxm/ptr 0-8h de urina (= 0,92, p< 0,001) (HOU et al., 1991). J4 no estudo de Hu et al.
(1998) foi mostrado que a coleta de amostras de saliva nos tempos de 2h ou 6h sao
melhores para a medi¢do da RM pxwyprr, pois mostraram uma boa correlagdo com a ASCy.
» de DXM (r= 0,81 e 0,82, respectivamente) e boa repetibilidade enquanto amostras de 3,
4 ou 5h de saliva nao foram apropriadas (HU et al., 1998).

Dois estudos classificaram fenotipicamente pacientes utilizando medidas de RM
pxm/pTF €m amostras de saliva (HOU et al., 1996; LUTZ et al., 2004). O primeiro, também
de Hou et al. (1996), envolveu pacientes com insuficiéncia renal em hemodialise (n=104).
Foi administrada a dose oral de 30 mg de DXM e amostras de saliva foram coletas 3 horas
ap6s a dose. Nesse estudo, de acordo com as RM pxmpre obtidas ndo foi possivel
identificar nenhum MP, provavelmente devido a baixa frequéncia de MP na populacao
chinesa (0-3%) (HOU et al., 1996).

No estudo de Lutz et al. (2004) foi administrada dose de 30 mg de DXM em
estudantes voluntarios (n= 170) e a coleta de saliva foi feita 2 horas apos a administracao.
Como resultado, foi observada uma distribuicdo bimodal de frequéncia de RM com a
separacao entre os grupos de MP (n=14) e ME (n= 156), com antimoda no valor de RM =
27 (figura 3) (LUTZ et al., 2004).
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Figura 3: Distribui¢do de frequéncias da RM pxm/prr em saliva do estudo

de Lutz et al., 2004.

2.3 DEXTROMETORFANO
2.3.1 Propriedades fisico-quimicas

O DXM (d-3-metoxi-N-metilmorfinano) (figura 4) ¢ um andlogo metilado
dextrorrotatério de levorfanol. Em sua forma de base livre apresenta-se como um pod
inodoro e cristalino de cor branca a levemente amarelado. Normalmente esta disponivel
comercialmente como um sal hidrobromado (PUBCHEM, 2017). Um resumo das

propriedades fisico-quimicas do DXM e de seu metabdlito DTF foi descrito no quadro 3.

HC

Figura 4: Moléculas de DXM (a) e DTF (b)
Fonte: TOXNET, 2017.
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2.3.2 Usos gerais

Ha aproximadamente cinco décadas o DXM vem sendo utilizado mundialmente. O
DXM ¢ um farmaco presente em uma infinidade de formula¢des de venda livre para o
tratamento de tosse e resfriados, sozinho ou em combinacdo a outros farmacos como
analgésicos, anti-histaminicos, descongestionantes e/ou expectorantes (TAYLOR et al.,
2016).

Além do tratamento da tosse seca irritativa, sua principal indicag¢do terapéutica, o
uso de DXM em outros contextos terapéuticos tem sido reportado. O DXM ¢ o FS de
CYP2D6 preferido, sendo utilizado amplamente em procedimentos de fenotipagem
(FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007) como ja discutido anteriormente (topico 2.2.2.4). Além
disso, nos ultimos 20 anos, diversos estudos vém apontando sua utilidade no tratamento de
algumas condic¢des do sistema nervoso central como depressdo, convulsdes e dor, devido a
um potencial efeito anticonvulsivante e neuroprotetor (NGUYEN et al., 2016). O uso de
DXM em combinac¢do com a quinidina foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) em 2010, e pela European Medicines Agency (EMA) em 2013, para o tratamento da
sindrome pseudobulbar (NGUYEN et al., 2016).

Adicionalmente, o uso ilicito e recreativo de DXM tem sido reportado
mundialmente, principalmente entre adolescentes, j4 que em altas doses o DXM causa
efeitos como euforia e alucinagdes visuais e auditivas (MULLER et al., 2014;

ROMANELLI; SMITH, 2009).

Quadro 3 - Propriedades fisico-quimicas do DXM

Propriedades DXM DTF
Formula molecular C1gH2sNO C17H23NO
Peso molecular 271,404 g/mol 257,375 g/mol
Solubilidade em 74,7 mglL 170 mg/L
agua
Solublllo,lade_ em 8.51 mg/L i
cloroférmio
Ponto de fusao 109-111 °C -
PKa 9.85 9,66 — 10,46
LogP octanol/agua 3,97 3,11

Fontes: HMDB, 2017; PUBCHEM, 2017.
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2.3.3 Farmacodinimica e farmacocinética

Embora estruturalmente similar a agonistas opidides como morfina e heroina, o
DXM nao age nos receptores opidides. Seu mecanismo de acao para o tratamento da tosse,
bem como para condi¢cdes do SNC, se deve a sua acdo antagonista ndo competitiva em
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), além de sua agdo agonista em receptores sigma-
1. O DXM pode ainda antagonizar receptores nicotinicos e inibir transportadores de
serotonina (NGUYEN et al., 2016). Por esse motivo, 0 DXM nao causa efeitos comuns de
agonistas opidides como analgesia e depressdo respiratoria, nem dependéncia quando
administrado em doses terapéuticas. Quando usado como antitussigeno, as doses
recomendadas de DXM para adultos ou criangas (>12 anos) variam de 60 a 120 mg/dia em
doses fracionadas (NGUYEN et al., 2016).

O DXM ¢ rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, e sofre um efeito de
primeira passagem, com concentragcao plasmatica maxima ocorrendo dentro de 2,5 horas e
a duragdo do efeito variando de 3 a 6 horas. Apés a administracdo de doses de 50 mg de
DXM, o volume de distribui¢ao no estado de equilibrio assume valores em torno de 7,3 L
+ 4,8 L (média + DP) (BOEHRINGER INGELHEIM, BISOLTUSSIN®; 2014).

O DXM ¢ metabolizado pelo complexo enzimatico citocromo P-450 (CYP). O
principal metabolito ativo formado ¢ o DTF via CY2D6 através de O-desmetilagdo. O
DXM ¢ também metabolizado via CYP3A4 através de N-desmetilacio formando o 3-
metoxi-morfinano (3-MM), um metabdlito relativamente inativo (YU; HAINING, 2001).
Subsequentemente, o0 DTF e o 3-MM podem ser biotransformados a 3-hidroxi- morfinano
(3-HM), um metabdlito secundario inativo, através de desmetilacio via CYP3A4 e
CYP2D6, respectivamente (YU; HAINING, 2001). Entretanto, apenas uma pequena fracao
livre de DTF estd normalmente disponivel para metabolizagdo, uma vez que esse
metabolito sofre rapidamente uma reacdo de glucuronidacdo e ¢ eliminado pela urina
(POPE et al., 2004). Um esquema mostrando a via metabdlica do DXM e metabdlitos €
mostrado na figura 5.

O processo de excre¢do do DXM ¢ predominantemente via renal e a propor¢ao
pode variar de 20 a 80% da dose administrada. Os metabdlitos livres ou conjugados e uma
pequena por¢do do DXM inalterado podem ser recuperados na urina e menos de 0,1% ¢é
encontrado nas fezes. Ja o tempo de meia-vida médio de eliminagdo (t 1) varia de 3,2 a 4

horas (BOEHRINGER INGELHEIM ,BISOLTUSSIN®; 2014).
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Figura 5: Metabolizagdo do dextrometorfano pelo sistema citocromo P-450;
Fonte: adaptado do trabalho de FRANK et al., 2007.

O DTF mostrou ter um perfil farmacoldgico bastante similar ao DXM, apresentando
também efeitos antitussigeno, anticonvulsivante e neuroprotetor em varios estudos
(NHUYEN et al, 2016). A disposicao cinética de DXM e DTF varia de acordo com a
atividade metabolica da via CYP2D6. Por esse motivo, torna-se justificavel que a avaliacao
do perfil farmacocinético seja feita de forma estratificada (CAPON et al., 1996).

Quando administrada uma dose oral tnica de 30 mg de DXM, os valores de
concentragdo maxima (Cpsx), t12 € ASCo., para DXM sdo maiores em MP (n=6) do que em

ME (n=6) (quadro 4) (CAPON et al., 1996).
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A biodisponibilidade oral do DXM foi de 1-2% em ME e em torno de 80% em MP e
a depuracdo aparente parcial de DXM a DX foi de 1,2 L/h e 970 L/h para MP ¢ ME,
respectivamente (CAPON et al, 1996).

O DXM e DTF sao excretados também na saliva. Quando administrada dose tnica de
30 mg, estdo presentes em concentragdes variando de 0,3 a 229 ng/ml e 0,078 a 39 ng/ml,

respectivamente, apds 2 h de administragao (LUTZ et al, 2004).

Quadro 4: Parametros farmacocinéticos de DXM ¢ DTF

Parametros farmacocinéticos
Perfil Crnax ASCy.,
Compostooiabdlico (mo/l) 12 M mgil x hy

ME 1,4 2,4 9
DXM

MP 26 19,1 1362

ME 396 14 1701
DTF

MP 9,1 10 198

Legenda: ASC,..:area sob a curva; Cns: concentracdo maxima;
DXM: dextrometorfano; DTF: dextrorfano; ME: metabolizador
extensivo; MP: metabolizador pobre; t 1. tempo de meia vida.
Fonte: Capon et al, 1996.

2.3.4 Toxicidade

A seguranga do uso de DXM ¢ dose-dependente (STREETMAN, 1999). Quando
administrado na dose recomendada (60 — 120 mg por dia) para o tratamento da tosse, o
DXM ¢ seguro, com baixa ocorréncia de efeitos adversos. As RAMs mais comuns (= 1/100
e < 1/10) incluem tontura, ndusea, vomitos, distirbios gastrintestinais e fadiga. J4 as RAMs
consideradas mais raras (< 1/10.000) incluem sonoléncia e alucinagdes (BOEHRINGER
INGELHEIM ,BISOLTUSSIN®; 2014).

Quando utilizado como FS para fenotipagem de CYP2D6 em dose unica < 30 mg, o
DXM se mostrou seguro, com pouca ou nenhuma ocorréncia de RAMs. Por outro lado,
para a administracdo de dose unica de 50 mg, algumas RAMs foram reportadas como
tonteira, sonoléncia ou inchaco abdominal (HOU et al, 1991).

Quando altas doses sdao administradas (> 7 mg/kg), uma série de efeitos
psicotropicos pode ser observada, primariamente devido ao acimulo do metabolito ativo

DTF (ROMANELLI; SMITH, 2009). Os sintomas observados decorrentes do uso ilicito de
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DXM sdo descritos pelos usudrios em estagios em funcdo da dose, variando de sintomas
como inquietacdo, euforia e sensibilidades visual e auditiva (doses de 1,5-2,5 mg/kg) a
efeitos mais pronunciados como alucinagdes, delirios e ataxia (>15 mg/kg). Em
intoxicagdes mais severas, as RAMs reportadas incluem nistagmo, midriase, depressao

respiratoria, taquicardia e hipertensdo (ROMANELLI; SMITH, 2009).

2.4 DETERMINACAO DE DEXTROMETORFANO E DEXTRORFANO EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS

Diversas metodologias bionaliticas quantitativas ou qualitativas ja foram descritas
para a determinagdo de DXM e DTF em diferentes matrizes bioldgicas.

Para a quantificagdo de DXM e DTF em plasma, urina ou saliva, as técnicas de
cromatografia sdo as mais utilizadas. Métodos desenvolvidos por diferentes grupos
incluem a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detectores de
fluorescéncia (HPLC-FLU) (AFSHAR; ROUINI; AMINI, 2004; ANTUNES et al., 2014;
HOU et al., 1991; HU et al., 1998), ultravioleta (HPLC-UV) (EBESHI; OBODOZIE;
BOLAJI, 2014; HOU et al., 1991) ou a espectrometria de massas (AMARATUNGA et al.,
2016; DONATO et al., 2012; LOOS et al.,, 2011; LUTZ et al.,, 2004). Métodos em
cromatografia gasosa também ja foram descritos (RODRIGUES et al., 2008).

Para métodos em cromatografia liquida, a técnica de escolha para o preparo de
amostras varia, sendo comumente utilizada a extragdo liquido-liquido. Outras técnicas
como a precipitacdo de proteinas e a extragdo em fase soélida também foram relatadas.
Normalmente, sdo utilizadas colunas cromatograficas de fase reversa do tipo C;sou Cgcom
dimensdes e tamanhos de particula variaveis e fases moveis compostas por tampao fosfato
de potassio ou acetato de amoénio e acetonitrila, eluidos de forma isocratica ou em
gradiente. O quadro 5 compara as caracteristicas de alguns métodos descritos em
cromatografia liquida para determinagdo quantitativa de DTF e DXM.

Para a andlise qualitativa, alguns métodos de ensaios imuno-enzimaticos (ELISA)
ja foram documentados os quais detectam a presenca de DXM em amostras biologicas para
fins toxicologicos. No entanto, esses métodos sdo pouco seletivos e nao fornecem

resultados quantitativos (AMARATUNGA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2008).



Quadro 5- continua: Metodologias em cromatografia liquida para determinacao simultanea de DXM e DTF

tempo
Autor, ano analitos matriz preparo da volume de coluna fase mével ﬂux? de‘ técnica
amostra amostra (ml/min) corrida
(min)
DXM, DTF, 3-
metoxi- .
Extracdo Acquity UPLC® Fase A: H,0+ 0,1% )
Loosetal,  morfinano e\ liquido- 200l BEHCys(100x  AF;Fase B:ACN+ 025 7 L
2011 3- L ) o ) EM/EM
hidroximorfin liquido 2.1 mm; 1.7um) 0,1% AF;
ano
Fase A: tampao
fosfato de potassio
DXM. DTF e Precipitacdo 0,01M (pH = 3,0):
Afshar et al., 3- usando C,g Tracer Excel MeOH: HPLC-
. . plasma sulfato de 100 pl tetrahidrofurano 0,7 33
2014 hidroximorfin . 15 cm x0.4 cm FL
ano Zinco e (68,5: 31 :0,5); fase
MeOH B: MeOH:
tetrahidrofurano
(93,25:6,75).
~ . Tampao fosfato 0,1M
Extracao Hypersil Gold Cg ’
Antunes et al., Lo (pH=6): ACN HPLC-
2014 DXM e DTF plasma llf]UIFlO 500 pl (150 x 4.6 mm, 3 (76:24)+0,1% 1 12 FL
liquido pm) S
trietilamina
Extracio Phenomenex
Donato et al., DXM, DTF e lasma ¥ uic§1:0- 500 ul Gemini ® Cig ACN:H,0:AF (90:9:1 15 4 CL-
2012 doxilamina p li(il uido K (150 x 4.6mm; \/A7a%) ’ EM/EM

Spm)
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Quadro 5: Metodologias em cromatografia liquida para determinagao simultanea de DXM e DTF
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tempo
Autor, ano analitos matriz preparo da volume de coluna Fase mével ﬂux? def técnica
amostra amostra (ml/min) corrida
(min)
plasma Iml
Extracao Coluna Zorbax Tampao fosfato de
Hu et al, liquido-liquido fenil (dimensoes potassio 10mM: ACN HPLC-
1998 DXM e DTF urina 5ml nao (1:1) pH=4 (ajuste com ! 13 FL
especificadas) acido fosforico 8,5%)
saliva 3ml
~ Tamp@o acetato de
Ebe;lael ;t al, DXM e DTF urina T Eizz)ri(i;aoi do Iml Cllgl(jsg );14)'6 amonio pH 2,8: MeOH: 1 11 HI;);:S_
quido-iiqu oK ACN (80:10:10; v:v:v)
urina E . 10ml Zcorb?); (I;) he?g Tampao fosfato de ~ HEI{/C-
H"l‘ggtl al,  DXMeDTF xtragdo om 18 (mm)X ; potéssio 10 mM (pH= s e
: 4):ACN (45:55; v:v) HPLC-
saliva 3ml
FL
DXM, DTF, 3-
metox1- Adicao de
morfinano, 3- .
hidroximorfinae urina MeOH seguido
Lutz et al e dois de Hypersil 3 Cg- Fase A: H,0 + 0,1% AF; CL-
’ s ifugagdo. : ACN+0,1% AF;
2004 metabdlitos centrifugacgdo 250 pl BD (100 x 2 Fase B~ACN 0,1 A) AF; 0,24 8 EM/EM
. mm) Eluicdo em gradiente
glucuronidados.
Concentracao
DXM e DTF. saliva de amostras e
reconstitui¢ao
~ Zorbax SB-Cg  Fase A: H20 + 0,1%
A‘:‘Z{a;‘(;‘l‘ga DXMeDTF  saliva Eégfgiig;“ 400 pl RRHD (100 x  AF:ACN (95:5; v:v); 0,4 4 ﬁg}&s
et al, 2.1 mm,1.8 mm) Fase B: ACN +0,1% AF.

Legenda: MeOH= metanol; AF: 4cido férmico; ACN: acetonitrila; HPLC= cromatografia liquida de alta eficiéncia; UPLC= cromatografia de ultra
performance; FL= detector de fluorescéncia; DAD: detector de arranjo de diodos; EM/EM: detector de espectrometria de massas triplo quadrupolo.
Fonte: A autora, 2017.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO PRINCIPAL
» Desenvolver e validar um método bioanalitico em CL-EM/EM para determinagao

de DXM e DTF em saliva humana;

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS
» Determinar os niveis de DXM ¢ DTF em amostras de saliva de pacientes com
cancer de mama em tratamento com tamoxifeno.

» Classificar fenotipicamente para CYP2D6 as pacientes envolvidas no estudo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

(A) Equipamentos

Balanga analitica AG 200 — Genaka (Sao Paulo, SP, Brasil);

Homogeneizador de amostras do tipo vortex CERTOMAT® MV - B. Braun
Biotech International (Melsungen, Alemanha);

Centrifuga SORVALL ST16R- Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA)
Cromatografo liquido série 1200 composto por bomba quaternaria e autoinjetor
(G1367B) - Agilent Technologies® (Santa Clara, EUA);

Espectrometro de massas triplo-quadrupolo API 3200 - Applied Technologies®
(Cleaveland, Ohio, EUA);

Estacdo de coleta e registro de dados dos cromatogramas com software Analyst®.

(B) Solventes e matriz bioldgica

Acetonitrila grau HPLC - Tédia® e VWR®.

Acido formico 96% - Tédia®.

Agua ultrapura obtida através de sistema de purificagio Elga US filter (Garden
Grove, California, EUA).

Metanol grau HPLC - Tédia®.

Sal formiato de amdnio grau analitico - Tédia®.

Volumes de saliva humana isenta dos analitos obtidas de voluntarios.

(C) Padrdes analiticos

Bromidrato de d-3-metoxi-N-metilmorfeno (dextrometorfano) - Sigma Aldrich®

(St. Louis, Missouri, EUA);

Tartarato de dextrorfano - Sigma Aldrich® ( St. Louis, Missouri, EUA);
Levalorfano - Sigma Aldrich® ( St. Louis, Missouri, EUA);

(D) Colunas cromatograficas

Ascentis Express Cig 4,6 mm x 150mm x 2,6um - Sigma Aldrich® (St. Louis,
Missouri, EUA);

Eclipse Zorbax fenil 4,6 mm x 150 mm x 5 um — Agilent Technologies (Santa
Clara, EUA).
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4.2 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA

O desenvolvimento e validacdo da metodologia bioanalitica foi realizada segundo o
disposto na Resolucdo RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

4.2.1 Preparo das solucdes-padrio, padroes de calibracio e controles de qualidade.

O preparo das solugdes-padrao de DXM, DTF e levalorfano (LVF) (Img/ml) foi
feito a partir da pesagem analitica de 10 mg de cada substancia padrao e transferéncia para
baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, os baldes foram avolumados com metanol
(MeOH) resultando na concentragdo final de 1 mg/ml.

A partir dessa solugdo-estoque, foram feitas dilui¢des de forma a se obter solugdes
de trabalho (STBs), necessarias para o preparo de calibradores de controles de qualidade.
As STBs foram preparadas em baldo de 10 mL com MeOH:agua (1:1) nas concentragdes
de 0,1 2 10,0 pg/ml para DXM e DTF e de 0,25 pg/ml para o LVFE.

Os padrdes de calibragao em saliva foram preparados através da adi¢ao de volumes
adequados das STBs de DXM e DTF em um baldo volumétrico de 5 ml para cada nivel de
concentracdo. Os baldes foram posteriormente avolumados com o volume necessario (qsp)
de mistura de saliva branca, conforme tabelas 1 (A) e 1 (B), a fim de se obter sete niveis de
concentracgao, sendo eles: 5, 15, 50, 100, 250, 500 e 1000 ng/ml parao DXM e 1, 5, 10, 25,
50, 75 e 100 ng/ml para o DTF.

Os controles de qualidade foram preparados de forma semelhante aos padrdes de
calibragdo, porém utilizando-se baldes volumétricos de 10 ml ou 25 ml e em 5 niveis de
concentragdo, sendo eles: limite inferior de quantificacdo (LIQ) (DXM 5 ng/ml e DTF
Ing/ml), controle de qualidade baixo (CQB) (DXM 10ng/ml e DTF 2ng/ml), controle de
qualidade médio (CQM) (DXM 450 ng/ml e DTF 45 ng/ml), controle de qualidade alto
(CQA) (DXM 800 ng/ml e DTF 80 ng/ml) e controle de qualidade de dilui¢ao (CQD)
(DXM 3000 ng/ml e DTF 300 ng/ml). As amostras de CQD continham concentracdes 3
vezes maiores que o maior padrao de calibra¢do (C7) e foram analisadas apds uma dilui¢ao

de quatro vezes em saliva branca.



Tabela 1 (A) - Preparo de calibradores e CQs em saliva- valores para 0 DXM

Concentragdo Concentracdo \/glyme de  Volume

DXM do calibrador da STB STB (ul) de saliva
(ng/ml) (ng/ml) gsp (k)
C1 5 100 250 5000
C2 15 100 750 5000
§ C3 50 5000 50 5000
3 C4 100 5000 100 5000
;S C5 250 5000 250 5000
C6 500 10000 250 5000
C7 1000 10000 500 5000
LIQ 5 100 500 10000
i CQB 10 5000 50 25000
£ CQM 450 10000 450 10000
3 CQA 800 50000 400 25000
CQD 3000 50000 600 10000

Tabela 1 (B) - Preparo de calibradores e CQs em saliva - Valores para o DTF

Concentracdo Concentragdo Volume Volume

DTF do calibrador da STB de STB de saliva
(ng/mL) (ng/mL) (L) asp(ub)
c1 1 100 50 5000
c2 5 100 250 5000
& C3 10 500 100 5000
g c4 25 500 250 5000
3 C5 50 500 500 5000
C6 75 500 750 5000
c7 100 1000 500 5000
LIQ 1 100 100 10000
8 COB 2 1000 50 25000
5 CoM 45 1000 450 10000
S COA 80 10000 200 25000
CQD 300 10000 300 10000

Legenda: C1-C7: calibradores 1-7; LIQ: limite inferior de quantificacao;
CQB: controle de qualidade baixo; CQM: controle de qualidade médio; CQA:
controle de qualidade alto; CQD: controle de qualidade de diluicdo; gsp:
quantidade suficiente para; STB: solugdo de trabalho. Fonte: A autora, 2017.
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4.2.2 Escolha do método de processamento da amostra biologica

Para o processamento das amostras bioldgicas, foi testado o método de precipitacao
de proteinas com dois diferentes solventes: o0 MeOH e a acetonitrila (ACN). Diferentes
tempos ¢ velocidades de centrifugagao também foram testados. A escolha do método a ser
empregado foi feita com base nos seguintes parametros: capacidade de eliminar
interferentes, perfil dos picos cromatograficos obtidos e condi¢des de detecgdo e
quantificagdo dos dois analitos.

O procedimento de precipitagdo de proteinas foi feito na propor¢ao 1:2,5
(matriz:solvente, v:v) para ambos ou solventes, assim como descrito: em microtubos tipo
eppendorf foram adicionados uma aliquota de 200 pl de amostra de saliva e 50 pl de
solugdo de padrao interno (PI) (250 ng/ml), e o contetdo foi homogeneizado no vortex por
5 segundos. Na sequéncia, foi feita a precipitacdo de proteinas através da adicao de 500 pl
de MeOH ou ACN, seguida de homogeneizacdao no vortex por mais 5 segundos. A amostra
foi submetida a centrifugacao (por 20 minutos a 20000 x g, 4°C ou por 15 minutos a 10000
x g, 4° C) e uma aliquota de 200 pl de sobrenadante foi transferida para um microtubo de

vidro para andlise. Foram injetados volumes de 20 pl no cromatografo para andlise.

4.2.3 Parametros do espectrometro de massas

Foi utilizado como detector um espectrometro de massas triplo-quadrupolo API
3200 (SCIEX, Toronto, Canadd), com fonte de ionizagdo por electrospray e modo de
ionizagdo positivo. Utilizou-se o método de monitoracdo de reagdes multiplas (MRM), e os
resultados foram registrados e analisados através do software Analyst® 1.5.1 software (AB
Sciex). Para se determinar os melhores parametros de operacao, foi feita a infusao direta de
solugdes de DTF, DXM e LVF a 500 ng/ml em H20:MeOH:4cido foérmico (1:1:0,01,
v:v:v). Na sequéncia, foram feitas otimizagdes automaticas para cada um dos compostos de
forma a se estabelecer parametros da fonte de ionizagdo como voltagem de ionizagdao do
spray, temperatura da fonte, e fluxo de gas. O gas da fonte de ionizacdo e de colisdo
utilizado foi o nitrogénio de alta pureza, obtido através de um gerador de nitrogénio. As
transi¢oes de massas, potencial de desaglomeracdo, energia de colisdo e potencial de saida

da célula de colisao também foram determinados para cada um dos compostos.

4.2.4 Parametros cromatograficos
Foram testados diversos sistemas cromatograficos a fim de se definir as melhores

condigdes para o método. A escolha dos sistemas cromatograficos testados foi pautada na
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disponibilidade de materiais no laboratério, bem como em metodologias previamente
descritas para a determinagdo simultanea de DXM e DTF (quadro5). A tabela 2 traz um
resumo das principais condigdes cromatograficas testadas na etapa de desenvolvimento.
Foram testadas duas colunas cromatograficas diferentes (Ascentis express Cig 4,6 x 150
mm x 2,7 um e Eclipse Zorbax fenil 4,6 x 150 mm x 5 um) e fluxos variando de 0,5 a 1
ml/min. As elui¢des foram investigadas nos modos isocratico e em gradiente. Para compor
a fase A foi testada agua Tipo I ou tampao formiato de aménio 10 mM, ambos acidificados
com 0,1% de acido formico. Para a fase B, foram feitos testes com os solventes organicos
ACN ou MeOH puros ou acidificados com 0,1% de acido féormico.

Para minimizar um possivel efeito residual, a agulha do autoinjetor foi lavada por
40 segundos com uma solucdo de lavagem composta por MeOH:agua:isopropanol

(40:30:30; v:v:v) acrescida de trietilamina a 0,1% antes de cada injecao.

Tabela 2- Sistemas cromatograficos testados

Condic¢6es cromatograficas testadas

Colunas Fase A Fase B Eluicdo FIUX9
(ml/min)
Agua ou
tampéo
formiato de > 10 gradientes testados; 0-5
Cis(4,6 x 150 amonio ACN + min= maiores proporcdes de 05
mm X 2,7um) 10mM 0,1% AF fase A; 5-8 min = maiores '
acidificados proporcdes de fase B.
com 0,1%
AF
. Tampéo MeOH ou . ~
Coluna fenil . Isocrética; proporcdes de fase
(4,6x 150 mmx formiatode ACN,puros  ©, e o B (50:50), (60:40). 0,.80u1l
5um) amonio ou (65:35) e (70:30).

acidificado acidificados

Legenda: ACN- acetonitrila; AF- acido formico; MeOH- metanol.
Fonte: A autora, 2017.

4.3 VALIDACAO DA METODOLOGIA BIOANALITICA

A validacdo da metodologia bioanalitica foi realizada segundo a Resolu¢do RDC n°
27 de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
dispde sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos (BRASIL,
2012). Os parametros de validacdo avaliados foram: seletividade, linearidade, preciséo,

exatiddo, efeito residual, efeito matriz, limite de quantificacdo, limite de deteccéo e
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estabilidades em matriz biologica (curta duragdo, ciclos de congelamento e

descongelamento e pds-processamento) e em solucao.

Seletividade

A seletividade foi avaliada através da analise de amostras de branco de saliva de
oito diferentes voluntarios, sendo seis normais e duas coletadas ap6s o consumo de café.
Os resultados foram comparados com aqueles obtidos nas amostras de LIQ. A avaliacao
deste parametro tem como objetivo investigar a presenca de picos nos tempos de retencéo
dos analitos ou PI que possam interferir na quantificacdo. Segundo a legislagéo brasileira,
as respostas de picos interferentes proximas ao tempo de retencdo dos analitos e do Pl

devem ser inferiores a 20% das respostas dos analitos no LIQ e a 5% da resposta do PI.

Linearidade
A linearidade do método foi avaliada a partir da inje¢dao de trés réplicas de cada

calibrador, em sete niveis de concentracao, sendo eles:

Calibrador 1: 5 ng/ml de DXM e 1 ng/ml de DTF.
Calibrador 2: 15 ng/ml de DXM e 5 ng/ml de DTF.
Calibrador 3: 50 ng/ml de DXM e 10 ng/ml de DTF.
Calibrador 4: 100 ng/ml de DXM e 25 ng/ml de DTF.
Calibrador 5: 250 ng/ml de DXM e 50 ng/ml de DTF.
Calibrador 6: 500 ng/ml de DXM e 75 ng/ml de DTF.
Calibrador 7: 1000 ng/ml de DXM e 100 ng/ml de DTF.

As curvas de calibracdo foram construidas calculando-se as razdes entre as areas
dos picos dos analitos e a area do pico do PI para cada uma das amostras e plotando-se
esses valores com as respectivas concentragdes nominais. As curvas foram ajustadas por
regressdo linear de minimos quadrados com fator de ponderagdo de 1/x.

Os padroes de calibragdo sdo considerados aceitos quando houver desvio menor ou
igual a 20% em relagdo a concentracdo nominal para o C1 e desvio menor ou igual a 15% a
concentracdo nominal para os outros padrdes de calibragdo. As curvas devem ainda

apresentar o r>> 0,99.
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Precisiao e exatidao

Foram avaliadas a precisdo e exatiddo em uma unica corrida analitica (intra-
corrida) e em 3 corridas diferentes (inter-corridas). Para a precisao e exatidao intra-corrida,
foram analisadas amostras de CQs nos 5 niveis de concentragdo em cinco réplicas. Ja para
a precisdo e exatiddo inter-corridas, o mesmo procedimento foi feito em 3 dias
consecutivos. Os valores experimentais médios das cinco réplicas por concentra¢do foram
utilizados para determinar a precisdo e a exatiddo em cada uma das concentragdes
analisadas. Os resultados foram expressos em coeficiente de variagao (%CV) para a
precisdo e em erro padrdo relativo (EPR%) para a exatiddo conforme equagdes 1 e 2,

respectivamente.
.~ DP
Equagdo 1: Precisao = o X 100,

onde DP ¢ o desvio padrdo e CM ¢ a concentragdo média experimental.

(CME - VN)

Equacao 2: EPR = x 100 s

onde EPR ¢ o erro padrao relativo, CME ¢ a concentracao média experimental, e VN ¢ o
valor nominal.

A precisdo e exatiddo intercorridas foi calculada com base na média de todos os
valores experimentais nos trés dias de andlise para cada uma das concentragoes.

Os critérios de aceitagdo para a precisdo e a exatidao sdo: a) para amostras de LIQ,
0 CV% ou EPR% devem ser < 20%; b) para os outros CQs, os valores de %CV ou EPR%

devem ser < 15%.

Efeito matriz

Para avaliagdo do efeito matriz foram analisadas seis amostras de saliva branca
fornecidas por seis voluntarios. As amostras de saliva branca foram primeiramente
processadas e posteriormente dopadas com DTF, DXM e PI com quantidades de STBs
correspondentes, a fim de que alcancassem as concentracdes de CQB e CQA. Foram
analisadas 2 amostras por voluntario, sendo uma CQB e uma CQA, além de 6 amostras dos
analitos em solucdo em cada nivel de concentragdes. As areas dos picos de DXM e DTF
foram comparadas com as areas dos mesmos em solu¢do nas mesmas concentragoes
através do calculo do fator de matriz normalizado pelo PI (FMN) (equagdao 3). Os

resultados do efeito matriz foram expressos em CV%. Segundo a legislagdo, os valores de



52

CV% devem ser < 15% para ambos os niveis testados.

Equacdo 3: FMN = Resposta do analito em matriz
Resposta do Pl em matriz
Resposta do analito em solucédo
Resposta do P1 em solucao

Efeito residual (Carry-over)

E o efeito causado por contaminacdo proveniente de amostras analisadas
anteriormente. Para avaliar o efeito residual, foram feitas trés injecbes da mesma amostra
de branco, sendo uma antes e duas apos a injecdo de uma amostra de C7. A resposta de
picos interferentes no tempo de retencdo dos analitos ou PI deve ser inferior a 20% da

resposta dos analitos em amostras LIQ e inferior a 5% para a resposta do PI.

Limite inferior de quantificacdo e limite de deteccdo (LI1O e LD)

O LIQ foi definido, inicialmente, com base nos niveis minimos de DXM e DTF
esperados em saliva para as amostras de pacientes. Subsequentemente, a adequacédo foi
comprovada com base nos resultados de precisdo e exatiddo de LIQ.

O limite de deteccdo (LD) foi estabelecido pelo método da relacéo sinal/ ruido da
linha de base, determinado a partir de diluigdes sucessivas de amostras de LIQ em saliva

até que fosse obtida uma relacdo sinal ruido > 3 para ambos os analitos.
Estabilidades
Para todos os testes de estabilidade (exceto a estabilidade em solugdo), cinco

amostras de CQB e CQA foram submetidas as seguintes condigdes:

a) Estabilidade de ciclos de congelamento e descongelamento: as amostras foram

congeladas a -20°C por 24 h e descongeladas a temperatura ambiente por pelo menos 1
hora até o inicio do préoximo ciclo. Foram realizados trés ciclos de congelamento e
descongelamento, e ao final do terceiro ciclo as amostras foram processadas para

analise.

b) Estabilidade de poés-processamento: apos serem processadas, as amostras foram




d)

53

deixadas no rack do autoinjetor por um periodo de 13 horas a 4°C, e em seguida
analisadas. O tempo de 13 horas foi escolhido com base no periodo méximo esperado
de permanéncia das amostras do estudo no rack entre o processamento ¢ a andlise

cromatografica das mesmas.

Estabilidade de bancada: as amostras foram deixadas na bancada, nas condigdes

laboratoriais, por um periodo de 3 horas e, em seguida, foram processadas e analisadas.
O tempo de 3 horas para a estabilidade de bancada foi escolhido com base no tempo
maximo de permanéncia na bancada esperada para as amostras do estudo antes de serem

processadas.

Estabilidade em solucdo: as solugdes-estoque (1 mg/ml) e as STBs de menor

concentragdo (0,lug/ml ou 0,25ug/ml) recém-preparadas de DXM, DTF e PI foram
analisadas no Ty (dia 1) e apds serem armazenadas a 4°C por 13 dias. O periodo de 13
dias foi escolhido com o intuito de avaliar a estabilidade em solugdo dos compostos
contemplando o periodo do inicio da validagdo (Tzero) até o dia da ultima analise de
amostra de pacientes do estudo. Para tanto, as solugdes foram diluidas em cada dia de
analise de forma que as concentragdes finais estivessem dentro da faixa de quantificagao
do método, sendo estas de 50 ng/ml paras as solu¢des-mae e de 10 ng/ml para as STBs.
Cada nivel de concentragdo foi analisado em cinco réplicas e os resultados foram

obtidos comparando a média das areas dos picos no Ty € no T 13 gias.

Segundo a legislagdo brasileira, devem ser empregadas no estudo de estabilidade

apenas amostras cujo resultado da analise imediatamente apds sua preparagdo estiver

dentro de = 15% do valor nominal. A estabilidade em matriz ¢ demonstrada quando nao se

observar desvio superior a 15% da média das concentragdes obtidas com relacdo ao valor

nominal. Para a estabilidade em solugdo, as solugdes serao consideradas estaveis quando

ndo se observar desvio superior a 10% de suas respostas em comparacdo com as respostas

das solugdes recém-preparadas.
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4.4 APLICACAO DA METODOLOGIA
4.4.1 Protocolo do estudo

Para demostrar a aplicabilidade da metodologia foram analisadas 53 amostras de
saliva de pacientes incluidas no estudo “Avaliacdo dos niveis de tamoxifeno e seus
metabolitos em mulheres com cancer de mama e correlagdo fenotipica para CYP2D6”,
realizado no Hospital do Cancer III/INCA. No estudo referido foram elegiveis mulheres
com cancer de mama em qualquer estagio da doenca com indicagdo para o uso de
tamoxifeno e que aceitassem participar do estudo. Os critérios de exclusdao foram: a) uso de
terapia hormonal combinada (tamoxifeno e anastrozol, por exemplo); b) presenca de
insuficiéncia hepatica ou diabetes; c) uso de medicamentos inibidores ou indutores de
CYP2D6, e que, portanto, possam interferir na avaliagcdo fenotipica. Sdo eles: Inibidores:
inibidores de recaptacdo de serotonina (fluoxetina, paroxetina e citalopram), duloxetina,
terbinafina e agentes antiarritmicos de classe 1 (quinidina); Indutores: piperidinas e
carbamazepina.

Todas as pacientes incluidas assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido. Nessa ocasido, foram aplicados questionarios para coleta de dados
demograficos, comorbidades e habitos de vida.

O procedimento de coleta das amostras seguiu como descrito: cada paciente
recebeu o equivalente a uma dose oral de 30 mg de DXM (formulagdo em xarope
fracionada por uma farmaceéutica treinada) para a fenotipagem de CYP2D6. Apos 4 horas,
foram coletadas amostras de 1 ml de saliva de cada paciente em tubos de tampa rosca. As
pacientes foram orientadas a cuspir dentro deste tubo e a lavar a boca com 4agua
imediatamente antes da coleta. Nenhum método foi utilizado para estimular a salivacao.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1000 g x min, 4°C por 20 minutos e

armazenadas a -20°C até a analise.

4.4.2 Questoes éticas

O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa do Instituto Nacional do
Cancer (n° do protocolo CEP: 126/09) e da Escola Nacional de Satde Publica da Fundagao
Oswaldo Cruz (n° do protocolo do CEP: 5240).

4.4.3 Analise das amostras de pacientes
As amostras de saliva das pacientes foram processadas utilizando-se o método de

precipitacao de proteinas como descrito e, posteriormente, injetadas no cromatografo para
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a andlise. A andlise das amostras foi feita em uma unica corrida analitica composta por
amostras de branco, zero (amostra de branco com PI), sete calibradores de diferentes
concentracdes em triplicatas, amostras de 53 pacientes ¢ doze CQs (3 CQBs, 3 CQMs,
3CQA, e 3CQD). A cada cinco amostras de pacientes analisadas foi feita a analise de um
CQ e no caso de reprovagdo de qualquer um dos CQs, os blocos de amostras de pacientes
analisadas antes e apds o CQ reprovado eram reanalisadas (n=10) para que houvesse maior
confianc¢a nos resultados.

Para que a corrida analitica seja aprovada, 67% das amostras de CQs testadas
devem estar dentro dos critérios de aceitacao, ou seja, desvio da concentragdo nominal <
15%. Além disso, a curva de calibragdo deve seguir os mesmos critérios de aceitacio

utilizados na validacdo da metodologia

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a validagcdo da metodologia bioanalitica e descricdo dos dados demograficos e
habitos de vidas foi utilizada uma estatistica descritiva (média, coeficiente de variagdo),
tendo como ferramenta o software Microsoft® Excel 2012.

O software R (versdo 3.3.2) foi utilizado para a andlise estatistica das razdes
metabolicas. Foi empregado um método de estimagdo dos pardmetros da mistura de
distribui¢cdes normais denominado “model based clustering”. As misturas das distribuigdes
normais com um, dois ou trés grupos com varidveis desiguais foram ajustadas usando
algoritmo de méxima verossimilhanga. Os critérios de informagao bayesiana (BIC) foram

utilizados para comparar os trés ajustes.
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5 RESULTADOS
5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO BIOANALITICO

5.1.1 Método de processamento das amostras

O método de precipitagdo de proteinas foi testado com dois diferentes solventes:
MeOH e ACN nas proporg¢des de 1:2,5 (matriz:solvente, v:v). Apds submeter amostras de
saliva a precipitagio de proteinas com ambos os solventes, foram obtidos picos
cromatograficos com boa simetria € nenhum sinal interferente préximo ou no tempo de
reten¢do dos analitos ou PI provenientes da matriz bioldgica. Além disso, mesmo diante da
dilui¢do da amostra (devido a adicdo do solvente), os analitos mostraram sinais
quantificaveis nos niveis de LIQ (relagdo sinal/ruido > 10).

Logo, o processo de precipitagdo de proteinas com MeOH ou ACN se mostrou
eficiente para os parametros testados. O solvente de escolha para o processo foi o MeOH,
devido principalmente a sua maior disponibilidade no laboratério.

A velocidade de rotagdo e tempo da centrifugagdo também foram testados.
Inicialmente, o processo foi testado com centrifugagcdo por 15 minutos a 10000 x g, porém,
com o objetivo de otimizar a limpeza da amostra, a velocidade de centrifugag¢do foi
ajustada para 20000 x g e o tempo estendido para 20 minutos.

Sendo assim, o método de escolha para o processamento das amostras seguiu o

seguinte procedimento (figura 6):

1) Adigdo de aliquota de 200 ul de amostra de saliva e 50 pl de solugdo de PI (250
ng/ml) em microtubos e homogeneizacao no vortex por 5 segundos.

2) Precipitacdo de proteinas através da adicdo de 500 pl de MeOH e
homogeneizagdo no vortex por 5 segundos.

3) Centrifugagdo por 20 minutos a 20000 x g, 4°C.

4) Tomada de 200 pl de sobrenadante em um microtubo para inje¢do no

cromatografo.
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200pL de saliva Transferéncia de 250
500uL de MeOH
50 pL de PI WL de vie pL para microvial

\

Centrifugacéo

Agita-se no Agita-se no por 20 min
volrtex por 5's vortex por 5 s (20000 x g, 4°C)

—  — S

Injecdo de 20 pL
no cromatdgrafo

Figura 6 - método de processamento das amostras escolhido

Fonte: A autora, 2017

5.1.2 Definicdo dos parametros de espectrometria de massas

Com base na otimizagdo automdtica do equipamento foram estabelecidos os
parametros de operacdo para cada um dos compostos. Os parametros da fonte de ionizacao
foram: temperatura da fonte= 650 °C, voltagem do ion spray= 4000 e fluxo de géas= 25.

As transi¢des de massa escolhidas para andlise e as respectivas voltagens aplicadas

foram descritas na tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros de operagao do espectrometro de massas

Transi¢ao
Composto (m/z) DP(V) CE(V) CXP(V)
Dextrometorfano 272—147 46 39 2
Dextrorfano 258—157 51 47 4
Levalorfano 284—157 51 47 4

Legenda: DP- potencial de desaglomeracdo; CE- energia de colisdo.
CXP- potencial de saida da célula de colisdo; V- volts; m/z- relagao
massa-carga.

Fonte: A autora, 2017.

5.1.3 Definiciio dos parametros cromatograficos

Durante o desenvolvimento do método analitico foram avaliadas diferentes colunas
e combinacoes de fase movel.

Em termos de resolucdo e simetria dos picos cromatograficos, ambas as colunas



58

testadas forneceram boa simetria e resolugdo dos picos cromatograficos, embora tenham
sido utilizados sistemas de eluicdo diferentes. Para as analises feitas com a coluna
cromatografica Ascentis express, foi requerida uma eluicdo em gradiente com tempo de
corrida minimo de 12 minutos, observando-se ainda a ocorréncia de um efeito residual nas
condi¢des testadas, com a presenca de um pico interferente no tempo de retengdo do DTF
na amostra de branco de saliva proveniente de injecdes anteriores (figura 7). Ja a coluna
Eclipse Zorbax fenil mostrou bons resultados quando a eluicdo era feita de forma
isocratica, com tempo de corrida menor (7 minutos) e nenhum efeito residual. Por esses
motivos, a coluna escolhida foi a Eclipse Zorbax fenil.

A melhor combinagdo de fase moével avaliada foi composta por 65% de tampao
formiato de amonio 10 mM e 35% de ACN, ambos acidificados com 0,1% de acido
formico. A adigdo de acido formico na fase movel facilita a protonacao dos analitos e PI no

modo positivo de ionizagao.
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Figura 7 - Cromatogramas de amostras de C7 (A) e saliva branca (B), obtidos com a
utilizacao da coluna Ascentis Express nas seguintes condic¢des: fluxo de 0,5 ml/min, fase
moével composta por tampao formiato de amonio e ACN, ambos acidificados e elui¢do
em gradiente.

Fonte: A autora, 2017.
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Os parametros cromatograficos escolhidos para a metodologia analitica foram:
» Coluna cromatografica: Zorbax Phenyl (150 mm x 4,6 mm x 5 pm).
» Temperatura da coluna: 20°C.
» Fase movel A:B (65:35), onde fase A ¢ tampao formiato de amonio 10 mM

e fase B € ACN, ambos acidificados com 0,1% de AF.

» Eluigao isocratica; fluxo: 1 ml/min.

» Volume de injecdo: 20 ul.

» Temperatura do autoinjetor: 4°C.

» Solugdo de lavagem da agulha: MeOH:agua:isopropanol (40:30:30; v:v:v)
basificada com 0,1% de trietilamina- lavagem por 40 segundos antes de
cada injecao
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Figura 8 - Cromatogramas mostrando os picos cromatograficos dos compostos e PI em
solugdo e em saliva. (A) cromatograma do DTF, PI e DXM (60 ng/ml) em solucdo de
MeOH:H20 (1:1) (B) cromatograma de uma amostra de calibrador 5 (em saliva),
mostrando os picos correspondentes de DTF, PI e DXM, respectivamente.

Fonte: A autora, 2017.
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A corrida cromatografica nas condigdes finais apresentou tempo total de 7 minutos.
Os tempos de retengdo observados foram de 2,6 min para o DTF, 3,6 min para o LVF e 5,0
min para 0 DXM. A figura 8 ilustra o perfil cromatografico dos analitos e PI nas condi¢des
escolhidas para o método.

5.2 VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO

Seletividade

Nao foram observados picos interferentes de substancias endogenas em nenhuma das
oito amostras de saliva testadas, como mostrado na figura 9 (A-H).

‘ WTSAC of +MRM (6 pairs): 258.267/157.100 Da 1D: Dy from sample 3 _branco. _Helen ) Of 20170315 . wWiff (Turbo Spray)
s

\m

nllmhl

l L L a
I il W i'mm ln it ‘mm’n\n l’lm‘m]ﬁl I‘lml ‘M h mml

Figura 9 continuacdo (A-C) - Cromatogramas de amostras de saliva bra
de seletiv dd F nte: A autora, 2017.
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Linearidade, LIO e LD

As curvas de calibragdo mostraram linearidade nas faixas de concentracdo de 1-
100 ng/ml para o DTF e de 5-1000 ng/ml para o DXM. Os coeficientes de correlagdo de
todas as curvas de calibracao foram maiores que 0,998 para o DTF e maiores que 0,997
para o DXM. Para ambos os analitos, os valores de exatiddo (desvio da concentracao
nominal) para os calibradores utilizados na construcdo das curvas variaram de 92,8% a
107,7% (ANEXO), respeitando os limites de 85-115% preconizados pela legislagdo
brasileira. Os valores de LIQ foram de 5 ng/ml (S/R: 36) e 1 ng/ml (S/R: 20) para DXM e
DTF, respectivamente. O LD de DXM e DTF foi de 0,5 ng/ml (S/R: 6,5) e 0,25 ng/ml
(S/R:4,5), respectivamente.

Precisao e Exatidao

Os resultados de precisao e exatidao inter-corrida e intra-corrida foram descritos

nas tabelas 4 € 5.

Tabela 4 - Resultados do ensaio de precisdo e exatidao inter-corrida
Dextrorfano - concentragao (ng/ml)

LIQ=1 CQB=2 CQM=45 CQA=80 CQD=75

Média 0,93 1,94 41,89 84,57 76,89
DesvPad 0,06 0,09 0,90 3,05 2,91

CV% 6,36 4,46 2,15 3,60 3,79

EPR% -6,88 -3,17 -6,92 571 2,52

Dextrometorfano- concentracédo (ng/ml)
LIQ=5 Cng - COM =450 CQA =800 CQD=750

Média 4,87 9,04 475,73 769,80 724,33
DesvPad 0,24 0,39 12,10 28,31 26,42

CV% 4,94 4,30 2,54 3,68 3,65

EPR% -2,59 -9,59 5,72 -3,78 -3,42

Legenda: desvpad- desvio padrio; CV%- coeficiente de variacdo; EPR- erro
padrao relativo
Fonte: A autora, 2017.



Tabela 5 - Resultados da precisdo e exatidao intra-corrida

Concentragédo

LIQ=1

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQB=2

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQM=45

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQA=80

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQD=75

Média
Desvpad
CV%
EPR%

Dextrorfano

Dia1l
1,10
0,99
0,92
0,94
0,95
0,98
0,07
7,45

-2,26

1,95
2,01
1,96
1,90
1,85
1,93
0,06
3,16
-3,30

42,60
42,80
42,20
42,10
41,80
42,30

0,40

0,95
-6,00

85,3
86,4
85
86,4
92,1
87,04
2,90
3,33
8,80

80,5
75,8
74,9
78,2
79
77,68
2,30
2,97
3,57

Dia 2
0,90
0,94
0,91
0,97
0,99
0,94
0,04
4,12
-5,96

1,95
2,00
1,90
1,97
1,97
1,96
0,04
1,89
-2,10

42,70
42,20
43,00
42,80
41,90
42,52

0,45

1,07
-5,51

83,2
82,3
86,1
86,6
86
84,84
1,95
2,30
6,05

81,1
79,9
80,5
75,7
78,2
79,08
218
275
5,44

Dia 3
0,85
0,90
0,88
0,90
0,93
0,89
0,03
3,26

-10,84

2,05
1,89
1,82
2,01
1,82
1,92
0,11
5,58
-4,10

40,80
39,80
41,00
41,40
41,20
40,84

0,62

1,53
-9,24

82,8
84
82,1
80,7
79,5
81,82
1,76
2,15
2,28

72,4
75,4
745
72,7
745

73,90
1,29
1,75

-1,47

Concentragdo

LIQ=5

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQB=10

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQM=450

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQA=800

Média
Desvpad
CV%
EPR%

CQD=750

Média
Desvpad
CV%
EPR%

Dextrometorfano

Dia1l Dia 2
5,25 4,99
5,05 4,82
5,01 4,75
4,93 4,98
5,08 4,99
5,06 491
0,12 0,11
2,33 2,31
1,28 -1,88
9,81 9
9,44 9,43
8,69 9,07
9,39 9,11
9,4 9,06
9,35 9,13
0,41 0,17
4,34 1,86
-6,54 -8,66
487 484
493 466
482 488
490 470
487 473
487,80 476,20
4,09 9,39
0,84 1,97
8,40 5,82
763 743
777 762
780 784
776 788
848 776
788,80 770,60
33,73 18,35
4,28 2,38
-1,40 -3,68
763 730
745 716
748 724
754 677
761 725
754,20 714,40
7,85 21,50
1,04 3,01
0,56 -4,75

Dia 3

5
4,53
4,52
4,48
4,55
4,62
0,22
4,68
-7,68

8,77
8,57
8,72
8,57
8,58
8,64
0,10
1,11
-13,58

460
458
462
464
472
463,20
5,40
1,17
2,93

724
775
760
753
738
750,00
19,71
2,63
-6,25

691
703
714
692
722
704,40
13,58
1,93
-6,08

Legenda: desvpad- desvio padriao; CV%- Coeficiente de variagdo; EPR- erro padrao

relativo. Fonte: A autora, 2017.
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O método mostrou ser preciso e exato para a quantificagdo de DXM e DTF em
ambos os ensaios de intra-corrida e intercorrida e em todos os niveis testados. Para os
ensaios de exatidao intra-corrida e inter-corrida, os resultados variaram de -13,6 a +8,8% ¢
de -9,6 a +5,7%, respectivamente. Para os trés dias de validacdo, a precisdo intra-corrida
teve todos os valores < 7,5%. Ja a precisdo inter-corrida variou de 2,1 a 6,4%. A
capacidade do método de quantificar DXM e DTF de forma precisa e exata em amostras
diluidas também foi avaliada na validacdo. Os resultados de exatiddo para amostras
diluidas 4 vezes foram de -6,4% para o DXM e +5,4% para o DTF, atendendo aos critérios
de aceitagdo (<15%). Esses valores comprovam que amostras com concentragdes acima do
limite superior de quantificagdo podem ser reanalisadas apos dilui¢ao adequada a fim de

que seus niveis se adequem a faixa linear de concentracao validada.

Efeito matriz

Todos os resultados obtidos para o efeito matriz de ambos os analitos atenderam
aos critérios de aceitacdo preconizados pela ANVISA (CV% <15%). Os valores obtidos de

FMN e de CV% nos dois niveis de concentragao estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do ensaio de efeito matriz

DTF DXM

Amostras FMN CQB FMN CQA FMN CQB FMN CQA
V1 0,87 0,88 0,98 1,42
V2 0,83 0,89 1,02 1,58
V3 1,03 1,01 1,05 1,38
V4 0,80 0,89 0,97 1,18
V5 0,80 0,83 0,95 1,45
V6 0,84 0,86 1,00 1,17
média 0,86 0,89 0,99 1,36
desvpad 0,09 0,06 0,04 0,16
CV% 10,24 7,09 3,70 11,77

Legenda: desvpad- desvio padrio; FMN- fator de matriz
normalizado; CV%- coeficiente de variagdo em porcentagem. V-
voluntério.

Fonte: A autora, 2017.
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Efeito residual

Uma mesma amostra de branco foi injetada trés vezes para avaliagdo do efeito
residual, sendo uma antes e duas ap6s a inje¢ao do calibrador 7. Nenhum efeito residual foi
observado para os analitos ou PI em nenhuma das inje¢des, assim como mostra a figura 10

(A-D).
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Figura 10 (A-C) continua - Cromatogramas do ensaio de efeito residual; (A)
Cromatograma de amostra de saliva branca antes da inje¢do de C7. (B) cromatograma
de amostra de C7; (C) Cromatograma da mesma amostra de saliva branca apos inje¢ao

de C7. Fonte: A autora, 2017.
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Figura 10 (D) - Cromatograma da mesma amostra de sahva branca apos inje¢ao de C7.

Fonte: A autora, 2017.

Estabilidades

Os resultados de estabilidade mostram que o DXM, DTF e LVF foram estaveis em

todas as condicdes testadas (tabela 7). Para a estabilidade em saliva, os valores obtidos

para todos os niveis testados estdo de acordo com os critérios de aceitacdo (desvio da

concentragdo nominal de < 15%). Todos os compostos mostraram ser estaveis em solugao

estoque ou STBs por um periodo de 13 dias a 4°C, apresentando desvios da concentracao

nominal < 8,5%.

Tabela 7 - Resultados dos ensaios de estabilidade

Ensaio Condicodes Composto Con(:l.gl;r(;lrgmal Dev (%)
DXM 10 -2,3
e 50 2,1
Fstabilidade em 4°C, 13 dias DTF 10 7,4
solugdo 50 37
LVF 10 1,5
50 -8,5
DXM 10 -14,4
Estabilidade pos- o 800 -8.,8
processamento #C, 13h DTF 2 -9,7
80 -3,3
DXM 10 -11,9
Estabilidade de o 800 -8.,9
bancada 25-30°C, 3h DTF 2 -1,3
80 1,3
Estabilidade DXM 10 -12,5
ciclos 3 ciclos de congelamento 800 -6,8
congelamento e (-20°C)/ descongelamento DTF 2 -3,2
descongelamento 80 2,1

Legenda: Dev- desvio da concentragdo nominal; DXM- Dextrometorfano; DTF- dextrorfano; LVF-
Levalorfano. Fonte: A autora, 2017.
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5.3 APLICACAO DA METODOLOGIA
5.3.1 Descri¢ao da amostra

Os dados demograficos e de habitos de vida foram coletados através da aplicagdo
de questionarios, entretanto, alguns questionarios estavam incompletos. Logo, os dados
descritos nessa se¢do representam uma parte da amostra total de pacientes analisadas.

As caracteristicas demograficas e alguns habitos de vida de 49 pacientes foram
dispostos no quadro 6. Todas as pacientes incluidas eram do sexo feminino. A mediana da
idade foi de 50 anos (32-76 anos) e a maioria das pacientes era branca (57%). Cinquenta e
um por cento apresentava ensino médio completo, enquanto 10% apresentava baixo ou
nenhum grau de escolaridade (Ensino fundamental incompleto). Quase metade das
participantes (47%) relataram nunca consumir alcool. Quanto ao habito de fumar, 28% das

participantes relataram fumar ou serem ex-fumante.

Quadro 6 - Dados demograficos e de habitos de vida das pacientes (N=49).

Dados Demograficos N =49
Média 51,8
Idade . o ’
Mediana (min-méx) 50 (32-76)
N (%)
Ensino fundamental incompleto 5(10,2)
. Ensino fundamental completo 8(16,3)
Escolaridade . o
Ensino médio completo 25(51)
Ensino superior completo 10(20,4)
N&o informado 1(2,1)
Branca 28 (57)
Parda 16(33)
R
aca Preta 4(8)
N&o informado 1(2)
Hébitos de Vida N (%)
Nunca 23(47)
Raramente 14(29)
Consumo de alcool Aos finais de semana 9(18)
Regularmente 1(2)
Nao informado 2(4)
Ex fumante 10(20)
-~ Fumante ativo 4(8)
Habito de f
aplfo de Tumar— 4o fumante 34(70)
N&o informado 1(2)

Fonte: A autora, 2017.



68

Outro fator avaliado foi a presenca de comorbidades e o uso de medicamentos. A
comorbidade mais frequente relatada pelas pacientes foi a hipertensao (38,4%), seguida da
gastrite (31,8%) e artrose (27,3%), conforme ilustrado na figura 11. Da mesma forma,
segundo relatos das pacientes, o uso de medicamentos para o tratamento da hipertensao foi
o mais frequente, seguido de medicamentos para o tratamento da gastrite. Embora apenas
uma paciente tenha relatado ter psicose ou quadros relacionados, um total de 3 pacientes

faziam uso de medicamentos para o tratamento deste tipo de comorbidade (figura 11).

a0

36,4

35 31,8 31,8

30

25

20

15

10

m Comorbidades m Uso de Medicamentos

Figura 11 - Dados de comorbidades e uso de medicamentos (n= 44).
Fonte: A autora, 2017.

5.3.2 Determinacdo dos niveis de DTF e DXM em saliva e classificacio fenotipica

As concentragdes de DTF ¢ DXM foram determinadas em 53 amostras de saliva. A
figura 12 mostra um cromatograma da andlise de saliva de uma das pacientes. Os valores
experimentais e a razdo metabolica para cada uma das pacientes estdo listados no
APENDICE A. As concentragdes em saliva apresentaram uma mediana de 5,27 (variando
de <1 a 19,9 ng/ml) para DTF e de 265 (variando de 12,3 a 3232 ng/ml) para DXM. Duas
pacientes apresentaram niveis de DTF em saliva detectaveis, porém abaixo do LIQ (1
ng/ml). Trés pacientes apresentaram concentracdes de DXM acima do limite superior de

quantificagdo (1000 ng/ml), e tiveram suas amostras reanalisadas apds dilui¢ao adequada.
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Figura 12 - Cromatograma de amostra de saliva da paciente 051; picos cromatograficos
de DTF (13 ng/ml), LVF e DXM (306 ng/ml), respectivamente.
Fonte: A autora, 2017.

As RM pxm/prr em saliva foram calculadas para cada paciente e os valores variaram
de 4 a 383. A figura 13 mostra as distribui¢cdes de frequéncias das RM pxm/prr em saliva
para todas as pacientes (n=53) (A) e excluindo-se as pacientes que apresentaram niveis de
DXT abaixo do LIQ (B).

Com base nos valores de RM pxyyprr, foi feita uma andlise estatistica para avaliar a
existéncia de um, dois ou mais grupos de metabolizagdo. Essa andlise foi feita avaliando-se
quantas distribuicdes normais (nimero de componentes) melhor explicariam a distribui¢do
das amostras das pacientes obtidas. Sendo assim, foram testados diferentes ajustes
utilizando-se o critério de informagdo bayesiana (BIC). Quando o melhor ajuste ¢ uma
unica distribuicao normal, dizemos que € possivel identificar apenas um Unico grupo de
pacientes ( ou um grupo metabolico). Por outro lado, quando o melhor ajuste observado ¢
composto de uma mistura de duas ou mais distribui¢des normais, é possivel distinguir entre
dois ou mais grupos, respectivamente, sendo cada distribui¢do normal referente a um grupo
de pacientes caracterizando, neste caso, diferentes grupos metabolicos.

A adequacao dos ajustes testados ¢ avaliada através do valor de BIC, para o qual temos que
quanto maior o valor de BIC, maior ¢ a adequacdo da mistura. Como podemos ver na
figura 14, o maior valor de BIC (eixo x) corresponde a uma Unica distribuigdo normal (ou
um Unico grupo metabodlico). Assim, estatisticamente, ndo foi possivel fazer a distingdo

entre os grupos quanto ao perfil de metabolizacdo, provavelmente devido ao tamanho
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amostral limitado. Por esse motivo, todas as pacientes testadas nesse estudo foram

classificadas como metabolizadoras normais ou ME.

Histograma da Razao Metabdlica (RM)
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Figura 13 - Gréficos de distribui¢dao de frequéncia de RM pxwmprr €m escala log.
(A) distribui¢do de frequéncias das RM pxm/prr com exclusdo das pacientes abaixo
do LIQ (n=51); (B) Distribuicdo de frequéncias das RM pxwprr para todas as
pacientes (n=53).

Fonte: A autora, 2017.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos na literatura fazem o uso da fenotipagem de CYP2D6
empregando-se diferentes FS e matrizes biologicas (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007). Foi
demonstrado que o DXM e a debrisoquina sdo os FS mais adequados para a fenotipagem
de CYP2D6 (FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007). No presente estudo, a escolha do DXM
como FS se deu principalmente devido a sua maior disponibilidade comercial e seguranca,
além da sua ampla utilizagdo em outros estudos similares.

Para o procedimento da fenotipagem de CYP2D6, as matrizes bioldgicas mais
utilizadas sdo o plasma ou soro sanguineo ¢ a urina. Embora mais comuns, essas matrizes
apresentam algumas limitagdes no que se refere a coleta ou mesmo a analise das amostras
(DE KESEL; LAMBERT; STOVE, 2016). Para a coleta de amostras de sangue, por
exemplo, ¢ necessaria uma pessoa treinada para realizar a coleta, além de ser um
procedimento invasivo para os individuos testados (DE KESEL; LAMBERT; STOVE,
2016). Ja as amostras de urina t€m como umas das principais limitagdes a susceptibilidade
do DXM a variacdes do pH urindrio. O DXM ¢ uma molécula de cardter basico
(pKa=9,85) e lipossoluvel, ¢ a sua reabsor¢cdo passiva nos tubulos renais pode variar
consideravelmente em fung¢do do pH urinario, influenciando na depuragdo renal do
composto. Assim, a RM pxwyprr urindria varia em funcao do pH da urina para um mesmo
individuo, o que pode levar a uma classificacdo fenotipica erronea (OZDEMIR et al.,
2004). Outra questdao que merece destaque ¢ a necessidade de multiplas coletas de urina em
protocolos de fenotipagem, o que ¢ pouco conveniente para o individuo testado (DE
KESEL; LAMBERT; STOVE, 2016).

Por esses motivos, o uso de matrizes biologicas alternativas como a saliva pode ser
particularmente interessante, uma vez que traz maior facilidade e comodidade, auxiliando
na implementacdo da fenotipagem na pratica clinica.

Diversas metodologias analiticas ja foram relatadas para a determinagdo simultanea
de DXM e DTF em plasma, soro ou urina (AFSHAR; ROUINI; AMINI, 2004; ANTUNES,
et al., 2014; DONATO et al., 2012; EBESHI; OBODOZIE; BOLAJI, 2014; LOOS et al.,
2011), porém, até o momento, poucas metodologias foram descritas para a determinagao
desses analitos em saliva humana. Assim, no presente estudo foi desenvolvida e validada
uma metodologia simples e relativamente rapida em CL-EM/EM para a determinagdo de
DXM e DTF em saliva humana, de forma que esta possa ser utilizada como uma
alternativa para a fenotipagem de CYP2D6.

Um total de cinco métodos para determinagdo de DXM e DTF em saliva ja foram



73

descritos, os quais utilizaram as técnicas de HPLC-FL (HOU et al., 1991; HU et al., 1998),
CL-EM/EM (AMARATUNGA et al., 2016; LUTZ et al, 2004) ou CG-EM/EM
(RODRIGUES et al., 2008). No presente estudo, a técnica utilizada foi a CL-EM/EM
assim como dois dos métodos descritos em saliva. A tabela VIII faz um comparativo entre
as caracteristicas dos métodos ja descritos em saliva e do presente método.

A escolha do método de processamento das amostras ¢ uma etapa muito importante
no desenvolvimento de um método bioanalitico. Uma vantagem do método desenvolvido ¢
o uso da precipitacdo de proteinas para o processamento das amostras, diferente dos
métodos ja descritos que utilizaram as técnicas de extracdo liquido- liquido (HU et al.,
1998), extracdo em fase solida (AMARATUNGA et al, 2016; HOU et al.,, 1991,
RODRIGUES et al., 2008) ou concentragdo de amostras (LUTZ et al., 2004).

A técnica de precipitagao de proteinas ¢ uma técnica simples e de baixo-custo
operacional, que requer poucas etapas de processo quando comparada as outras técnicas de
processamento de amostras (SINGLETON, 2012). A extra¢do em fase solida, por exemplo,
utilizada na maioria dos estudos, além de ser um procedimento muito trabalhoso, ¢
relativamente caro, especialmente em fungdo do alto custo dos cartuchos utilizados uma
unica vez no processo. As técnicas de extragao liquido-liquido e concentracdo de amostras
sdo outras opcodes para o preparo de amostras contendo os analitos estudados (HU et al.,
1998; LUTZ et al., 2004). Embora eficientes, requerem um tempo de processamento maior
(respectivamente 1,5 hora e 24 horas) quando comparados com a precipita¢do de proteinas
(30 minutos).

Algumas preocupacdes que envolvem o uso da precipitacio de proteinas sdo a
baixa eficiéncia na eliminagdo de interferentes e a diluicdo das amostras (SINGLETON,
2012). Entretanto, nenhum desses fatores interferiu de forma relevante no desenvolvimento
do método, provavelmente devido a alta sensibilidade e seletividade da técnica de CL-
EM/EM. Para a analise, o volume de saliva empregado foi de 200 pl, bastante semelhante
aos estudos de Lutz et al. (2004) e Rodrigues et al. (2008) os quais utilizaram aliquotas de
250 pl, porém muito inferior aos outros trés métodos descritos que utilizaram volumes de

até 3 ml de saliva.



Tabela 8 - Pardmetros cromatogréaficos do presente método e dos métodos ja descritos para quantificacdo em saliva.

Volume

Autor, ano analitos preparo da de coluna Fase movel quxc_) tempo de_ técnica
amostra (ml/min)  corrida (min)
amostra
o Zorbax fenil Tampéo formiato de
Presente DXM e DTE Prempﬂqgao de 200 il (150 X 4.6 amonio 10mM .+AF. 1 7 CL-EM/EM
estudo proteinas ACN+AF (65:35,
mm, 5 pum) .
Viv)
Coluna Tampao fosfato de
Hu et al Extracio liauido- Zorbax fenil potassio 10mM:
. DXM e DTF 630 14 3ml (dimensdes  ACN (1:1) pH=4 1 13 HPLC-FL
1998 liquido ~ ) L
néo (ajuste com écido
especificadas) fosférico 8,5%)
Zorbax Tampao fosfato de
Hou et al., Extracdo em fase phenyl Cyg potassio 10 mM N i
1991 DXM e DTF s6lida 3ml (150 x 4.6 (pH= 4):ACN 15 néo consta HPLC-UV
mm) (45:55; viv)
X, DTF 3 Fase A: H,0 +0,1%
Lutz et al morfinano. 3- Adicdo de Hypersil 3 Cg- AF; Fase B:
" : L MeOH seguido 250 pl BD (100 x 2 ACN+0,1% AF; 0,24 8 CL-EM/EM
2004 hidroximorfinae . x .
. - de centrifugacéo. mm) Eluicdo em
dois metabdlitos -
. gradiente
glucuronidados.
Zorbax SB-C;  Fase A: H20 + 0,1%
Amaratunga Extracdo em fase RRHD (100 x AF:ACN (95:5; i
etal., 2016 DXMe DTF sélida 400 ul 2.1 mm,1.8 v.v); Fase B: ACN + 0.4 4 UPLC-EM/EM
mm) 0,1% AF.

Legenda: ACN: acetonitrila; AF: acido formico; DAD: detector de arranjo de diodos ;DTF: dextrorfano; DXM: dextrometorfano; EM/EM: detector de
espectrometria de massas triplo quadrupolo; FL=
UPLC=cromatografia de ultra performance; UV: detector ultravioleta. Fonte: A autora, 2017.

detector de fluorescéncia; HPLC= cromatografia liquida de alta eficiéncia;, MeOH= metanol,;
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O sistema cromatografico escolhido envolveu o uso de coluna de fase reversa do
tipo fenil (150 mm x 4,6 mm x 5 um) e fase mével em modo de elui¢ao isocratico, como
também descrito em dois dos métodos (HOU et al., 1991; HU et al., 1998). O uso da
coluna cromatografica fenil promoveu uma Otima separagdo cromatografica, com boa
simetria e resolu¢do entre os picos cromatograficos. Ja a eluicdo no modo isocratico ¢
vantajosa para o método, pois, diferente das eluicdes em gradiente, ndo requer um tempo
de recondicionamento entre as corridas cromatograficas, fator que acaba aumentando o
tempo total necessario de corrida. Além disso, a eluicdo isocratica permite que o método
possa ser reproduzido em equipamentos de cromatografia mais simples com bombas
isocraticas, por exemplo, o que ndo € possivel com elui¢gdes em gradiente. O tempo de
corrida do método desenvolvido foi de 7 minutos, relativamente pequeno quando
comparado aos outros métodos em cromatografia liquida que apresentaram um tempo de
corrida de até¢ 13 minutos (HOU et al., 1991; HU et al., 1998; LUTZ et al., 2004), s6 sendo
maior que o método de Amaratunga et al. (2016) que requer um tempo de corrida de 4
minutos. E importante notar que no estudo de Amaratunga et al. (2016) foi utilizada a
técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), a qual opera em altas
pressoes e velocidade permitindo corridas mais rapidas (KUMAR et al., 2012).

O método desenvolvido nesse estudo foi validado segundo os critérios
preconizados pela ANVISA, os quais sdo similares ou, por vezes, mais exigentes que os
critérios estabelecidos em outras normas internacionais. Todos os parametros testados
estavam dentro dos critérios de aceitacao, sendo eles: precisdo, exatiddo, linearidade, LIQ e
LD, efeito residual, efeito matriz e estabilidades. Com exce¢do do método descrito por Hou
et al. (1991), todos os métodos j4 documentados em saliva foram validados, embora alguns
tenham empregado um protocolo de validagdo diferente do utilizado nesse estudo. No
estudo de Hou et al. (1991), a metodologia utilizada foi adaptada a partir de outra ja
descrita para a determinacdo em urina (PARK; PETER KULLBERG; HINSVARK, 1984),
e o autor nao fornece dados completos de validacdo da metodologia em saliva. Os dados
descritos incluem apenas resultados do ensaio da precisdo inter-ensaio utilizando-se dois
niveis de concentracdo (valores de 7.5% e 8.6% para amostras de 7.5 e 33.3 ng/ml,
respectivamente). Ja os autores Lutz et al. (2004), Rodrigues et al. (2008) ¢ Hu et al.
(1998) descrevem em seus estudos os resultados da validagdo da metodologia para alguns
dos parametros testados em nosso método (linearidade, precisdo e exatidao, LIQ, LD e

estabilidade), para os quais os resultados obedeceram aos critérios de aceitacdo descritos
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no presente estudo.

O método descrito por Amaratunga et al. (2016) foi validado de forma muito
similar ao protocolo preconizado pela ANVISA, sendo este o Unico autor que realizou o
ensaio de efeito matriz. Com base nos dados de validagao, pode-se dizer que este método
apresentou algumas limitacdes. Inesperadamente, o método apresentou um efeito matriz
pronunciado para ambos os analitos, mesmo utilizando-se a extracdo em fase solida para o
processamento de amostras. O ensaio de efeito matriz para o0 método de Amaratunga et al.
(2016) apresentou valores de CV% fora das especificacdes para os dois analitos (>15%),
com valores de até 29,4% e de até¢ 17,8% para o DXM e DTF, respectivamente. Além
disso, a precisdo intra-corrida para o DTF em amostras de LIQ (5 ng/ml) foi maior que
20%, valor preconizado pela ANVISA e por outras normas internacionais (CV= 21,2%)
(EMA, 2011; FDA, 2013).

O presente método foi validado inicialmente na faixa de concentragdo de 1 a 100
ng/ml para ambos os analitos (dados ndo mostrados) com base nas faixas de quantificagao
j& documentadas na literatura. Apds a aplicacdo do método nas amostras de pacientes,
constatou-se que a faixa nao era adequada para a quantificacdo de DXM nas amostras. Por
esse motivo, uma nova valida¢ao completa foi realizada modificando-se as faixas de DXM
para 5 a 1000 ng/ml e mantendo-se a faixa de concentracao para o DTF. Sendo assim,
pode-se dizer que o método ¢ adequado para determinacdo de DXM em ambas as faixas de
concentragao validadas.

Ainda com relagdo a validagdo, podemos citar algumas limitagdes do método aqui
desenvolvido como a ndo realizacdo dos ensaios de estabilidade de longa duracao,
recuperagao dos analitos e robustez do método.

Assim como no presente trabalho, as diferentes metodologias descritas foram
aplicadas para a determinagdo de amostras de saliva em alguns estudos. Um total de 53
amostras de saliva foram analisadas nesse estudo. Os niveis obtidos de DTF tiveram
mediana de 6,6 ng/ml, variando de < 1 ng/ml a 19,9 ng/ml, similares aos valores
encontrados nos estudos de Lutz et al. (2004) e Hou et al. (1996), porém bastante diferente
dos valores observados no estudo de Rodrigues et al (2008) (tabela IX). Por outro lado, os
niveis observados para o DXM em saliva diferiram consideravelmente, sendo maiores que
os valores documentados em outros trabalhos. Enquanto os valores observados nesse
estudo para o DXM variaram de 12,3 ng/ml a 3232 ng/ml, o nivel mais alto de DXM

relatado na literatura foi de 803 ng/ml.
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Como mostrado na tabela IX, os estudos apresentaram algumas diferengas quanto a
dose de DXM utilizada, bem como quanto ao tempo de coleta de amostras apds a
administracdo da dose. Embora a maioria tenha utilizado a mesma dose empregada em
nosso estudo, de 30 mg de DXM, nenhum dos autores utilizou o tempo de coleta de 4
horas apés dose, sendo as coletas nos tempos de 2 ou 3 horas pos-dose mais comuns. E
importante ressaltar que os niveis dos analitos podem variar consideravelmente
dependendo do tempo de coleta, dificultando a comparagao entre este e outros estudos.

Outro fator que foi alvo de discussdes nesse estudo foi o uso da formulacao de
DXM em forma de xarope. A contaminag¢do da boca e, consequentemente, da saliva das
pacientes testadas em fun¢do da formulagdo liquida foi levantada como uma possivel
explicacao para os niveis salivares mais elevados de DXM. Apesar disso, essa hipotese ¢
pouco provavel, uma vez que as pacientes foram solicitadas a lavar a boca com agua
imediatamente antes da coleta, além de ter sido adotado um tempo consideravel entre a
administracao e a coleta (4 horas).

As RM pxwmiprr em saliva foram calculadas para cada uma das pacientes, a fim de
classifica-las quanto ao perfil de metabolizagdo. No estudo de Lutz et al. (2004), a
fenotipagem de CYP2D6 foi feita em 170 voluntarios sadios, dos quais 14 foram
classificados como MP. O melhor ajuste obtido permitiu a identificacdo de dois grupos de
metabolizagdo, para os quais as RMs tiveram valores, em mediana, de 0,86 para ME e 211
para MP (tabela IX).

Em nosso estudo, o melhor ajuste obtido ndo permitiu a identificagdo de diferentes
grupos de metabolizacdo, sendo todas as pacientes classificadas como ME. No trabalho de
Hou et al. (1996), também nao foi possivel a identificacio de mais de um grupo de
metabolizagdo, o que pode ser explicado pela baixa frequéncia de PM na populagao
chinesa (0 -3%).

Diferente da populagdo chinesa, a populagdo brasileira apresenta maiores valores de
prevaléncia de MP. Um estudo realizado no sul do Brasil (n=97) envolvendo mulheres com
cancer de mama em terapia com tamoxifeno mostrou uma incidéncia de 6,2% de MP
(ANTUNES et al., 2012). Logo, era esperado em nosso estudo que, mesmo com o tamanho
amostral limitado (n=53 pacientes), fosse possivel identificar aproximadamente de uma a
trés pacientes MP.

Um fato importante a ser discutido ¢ que duas das pacientes testadas nesse estudo

apresentaram niveis de DTF em saliva abaixo do LIQ (1 ng/ml), sendo por isso excluidas
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da analise. E possivel que essas pacientes apresentem niveis ndo quantificaveis de DTF
justamente pelo fato de apresentarem uma metabolizagdo de DXM ineficiente, como
ocorre em MP. Quando essas pacientes sdo incluidas na andlise de distribuicao de
frequéncia (figura 13 (B)) ¢ possivel observar uma separacao visual de grupos, onde
hipoteticamente as pacientes MP estariam dispostas no lado direito do grafico, as pacientes
ME no centro, e as pacientes MUR ao lado esquerdo do gréfico.

Embora duas das pacientes tenham apresentado concentragdes salivares de DTF
abaixo do LIQ (1 ng/ml), a faixa de quantificagdo escolhida para o DTF condiz com
aquelas descritas para os outros métodos. Com excecdo do método de Lutz et al (2004),
que apresentou a maior sensibilidade (LIQ de 0,26 ng/ml para DTF ¢ DXM), os outros
métodos apresentaram LIQ de DTF de 1 ng/ml (HOU et al., 1996; HU et al., 1998), 5
ng/ml (AMARATUNGA et al., 2016) ou 10 ng/ml (RODRIGUES et al., 2008), sendo

maiores ou iguais ao LIQ do método desenvolvido.
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Tabela 9 - Determinacdo de DTF e DXM em saliva humana em diferentes estudos

Autor, ano Populagdo N T coleta Dose Conc. DTF* (ng/ml)  Conc. DXM (ng/ml) RM

Mulheres com 6,6 418,4

Presente estudo cancer de mama 53 4h 30 mg (<1-19,9) (12,3 -3232) 4 -383
Chenetal., 2017  Voluntérios sadios 235 3h 15mg NE NE 5,24
N (0,117 -250)
3 h: 2039 3h: 225
' 6 - 2918 55-701
ROd“gggZEt al., Voluntarios sadios 3 3ou6h 30mg ( ) ( ) NC
6 h: 226 6h: 24
(106 -1073) (9,9 -803)
Lutz etal., 2004  Voluntarios sadios 170 2h 30 mg (<0,26 - 39) 0,28 - 229 (0,03 -780)
Houetal.,, 1991  Voluntarios sadios 10 2h 50 mg média: 18,5 média: 8,1 média: 0,53
Pacientes com falha 11 25
Hou et al.,1996 renal 100 3h 30 mg (< 1-50) (< 1-216) NE

Legenda: Conc.- concentragdo; N- numero amostral; NE- ndo especificado; NC- nao calculado; RM- razdo metabdlica; T coleta- tempo de coleta
pos-dose.

Nota: *Valores em mediana e/ou minimo e maximo observado.

Fonte: A autora, 2017.
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7 CONCLUSAO

Um método simples e de facil execugao foi desenvolvido em CL-EM/EM para a
quantificagdo de DXM e DTF em saliva humana. Este atendeu a todos os requisitos de
validagdo, mostrando ser um método linear, seletivo, preciso e exato para a determinagao
dos compostos, além de apresentar resultados de estabilidade e de efeito matriz de acordo
com os critérios de aceitagdo da ANVISA.

O método desenvolvido nesse estudo permitiu a quantificacdo simultdnea de DTF e
DXM em amostras de saliva de pacientes, e subsequentemente, a classificagdo fenotipica
individual de CYP2D6, sendo seu uso recomendado em outros estudos similares ou na

rotina clinica para a fenotipagem de CYP2D6.
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APENDICE A - CONCENTRACOES DE DXM E DTF EM AMOSTRAS DE
SALIVA

Pacientes [ ] Dextrofano [ ] Dextrometorfano Raz&o metabolica
Amostra_ TMX_001 12,8 297 23,20
Amostra_ TMX_003 5,23 622 118,93
Amostra_ TMX_004 4,45 163 36,63
Amostra_ TMX_005 4,5 232 51,56
Amostra_TMX_006 9,64 712 73,86
Amostra_ TMX_007 5,75 159 27,65
Amostra_ TMX_009 0,25 211 844,00
Amostra_ TMX_010 2,81 87,6 31,17
Amostra_ TMX_011 7,47 545 72,96
Amostra_ TMX_012 19,9 834 41,91
Amostra_ TMX_013 1,79 373 208,38
Amostra_TMX_014 9,88 303,2 30,69
Amostra_ TMX_016 5,28 127 24,05
Amostra_ TMX_018 0,158 239 1512,66
Amostra_ TMX_019 10,16 1648 162,20
Amostra_ TMX_021 3,16 149 47,15
Amostra_ TMX_022 9,84 533 54,17
Amostra_ TMX_024 7,33 106 14,46
Amostra_ TMX_025 11,3 431 38,14
Amostra_ TMX_026 111 779 70,18
Amostra_ TMX_027 9,7 213 21,96
Amostra_ TMX_028 7,67 277 36,11
Amostra_ TMX_029 4,81 25,9 5,38
Amostra_ TMX_030 4,1 177,6 43,32
Amostra_ TMX_033 3,83 1200 313,32
Amostra_ TMX_035 7,32 31 4,23
Amostra_ TMX_036 1,99 25,1 12,61
Amostra_ TMX_037 5,99 458 76,46
Amostra_ TMX_038 18 265 14,72
Amostra_ TMX_039 5,86 743 126,79
Amostra_ TMX_040 9,76 888 90,98
Amostra_ TMX_041 5,88 379 64,46
Amostra_ TMX_042 29 236 81,38
Amostra_ TMX_043 1,8 133 73,89
Amostra_ TMX_044 3,08 12,3 3,99
Amostra_ TMX_045 16,8 632 37,62

Amostra_ TMX_046 3,62 137 37,85
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Pacientes

Amostra_ TMX_047
Amostra_ TMX_048
Amostra_ TMX_049
Amostra_ TMX_050
Amostra_ TMX_051
Amostra_ TMX_052
Amostra_ TMX_053
Amostra_ TMX_055
Amostra_ TMX_057
Amostra_ TMX_058
Amostra_ TMX_059
Amostra_TMX_064
Amostra_TMX_066
Amostra_TMX_067
Amostra_TMX_070
Amostra_TMX_073

[ ] Dextrofano

4,19
2,93
2,47
3,08
13
4,3
8,44
4,33
5,46
9,59
2,52
3,53
5,27
2,18
4,79
7,53

[ ] Dextrometorfano

377
17
62,67
456
306
24,8
3232
198
76,7
125
320
57,8
421
105
979
648

Razao metabolica

89,98
5,80
25,41
148,05
23,54
577
382,94
45,73
14,05
13,03
126,98
16,37
79,89
48,17
204,38
86,06
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ABSTRACT

CYP2D6 is a metabolic enzyme and its activity varies according to factors like
environment, genetic, drug interactions and disease determinants. CYP2D6 phenotyping
with dextromethorphan is a useful approach to determine an individual metabolic activity
and its procedure involves the use of an appropriate analytical method. The use of
alternative matrices such as saliva can make phenotyping simpler, and favor its application
in the clinical routine. The aim of this study was to develop and validate an analytical
method in LC-MS/MS for dextromethorphan and dextrorphan quantification in human
saliva. An aliquot of 200 pl of saliva was required for analysis and samples were processed
using protein precipitation with methanol. The method used a C18 phenyl column and
mobile phase consisting of 10 mM ammonium formate buffer and acetonitrile, both
acidified with 0.1% formic acid, in the proportions of 65:35 (v: v) and flow of 1 ml / min .
The compounds were eluted using an isocratic system, and the retention times were 2.6
min , 3.6 min and 5Smin for DX, internal standard and DXM, respectively. The method was
precise (CV% < 7.5), accurate (EPR%: -13.6 to +8.8), and linear (r> 0.997) in the
concentration ranges of 1-100 ng / ml for DX and 5-1000 ng / ml for DXM. In addition, the
method presents good results for stability and matrix effect .The application of the method
was demonstrated by the determination of DX and DXM in 53 saliva samples from women
with breast cancer under treatment with tamoxifen. A dose of 30mg of DXM was
administered and saliva samples were collected 3 h after dose. Salivary concentrations
ranged from 12.3 to 3232 ng / ml for DXM and from <I to 19.9 ng / ml for DX. The MR
pxMm/px values were individually calculated for phenotype classification and ranged from 4
to 383. No patient with a poor metabolizer profile was identified in this study, all of which
were classified as extensive metabolizers. The present method is suitable for the
quantification of DTF and DXM in saliva and has demonstrated its viability in clinical

routine for CYP2D6 phenotyping.
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1. INTRODUCTION

Differences in drug response among patients are common, and factors like
environment, genetic, drug interactions and disease determinants may play an important
role on such variability(1). CYP2D6 is a cytochrome P-450 enzyme involved in the
metabolism of many commonly used drugs (i.e. tricyclic antidepressants, neuroleptics,
antiarrhythmics, B-blockers and others). It is already well established that CYP2D6
metabolic activity varies among individuals, mostly due to genetic differences (1), and that
such metabolic variability correlates with drug concentrations, impacting on therapeutic
efficacy and/or toxic events (2,3).

Assessing CYP2D6 phenotype has been a valuable strategy for therapeutic
individualization since it helps to identify individuals that may benefit from drug change or
dose optimization (2). Normally, individuals may be classified into four groups according
to their CYP2D6 phenotype: poor metabolizers, intermediate metabolizers, extensive
metabolizers and ultra-rapid metabolizers (1). However, inferring an individual CYP2D6
phenotype based on genotype data is challenging, in view of the huge number of genetic
variants (4).

An alternative approach for assessing CYP2D6 phenotype is the direct measure of
the metabolic ratio, by using a probe drug. This has proven to be a reliable strategy as it
takes into account other influencing factors than just genetic (i.e. environmental and co-
inducers or co-inhibitors) (5). A probe drug is administered to the individual and,
subsequently, the metabolic ratio is calculated by dividing the concentration of the parent
drug for the main metabolite in urine, plasma or oral fluid (5,6).

Dextromethorphan (DXM), an antitussive agent commonly used in clinical
practice, is also a substrate for the polymorphic CYP2D6 enzyme and due to its safety and
easy acquisition; it has been widely applied as a probe drug for CYP2D6 phenotyping. In
humans, DXM is mainly metabolized by CY2PD6 through O-demethylation to its main
metabolite dextrorphan (DT) (7).

Most methods described in the literature for determination of DXM and DT use
either human plasma (8—13) and/or urine (9,14—18) as the matrix of choice. Interestingly,
alternative matrices as dried blood spot (19) or exhaled air in breath test (20) have been
also reported. In addition, a few methods using oral fluid as matrix are also in use
(12,16,17,21,22). However, most of them require either greater amounts of samples (up to

3ml) and/or longer and high-cost process of sample pretreatment. The aim of the present
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study was to develop and validate an easy and rapid method for DXM determination in

oral fluid that may be applied as a tool for CYP2D6 phenotyping.
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2. EXPERIMENTALS

2.1 Chemicals and reagents
Dextromethorphan (d-3-Methoxy-N-methylmorphinan hydrobromide),

Dextrorphan tartrate and Levalorphan reference standards were purchased from Sigma
Aldrich® (St Louis, MO, USA). Acetonitrile, methanol, formic acid and ammonium
formate were obtained from Tedia® Company Inc, USA. Water was purified and deionized
using Elga USFilter system (Garden Grove, California, USA). Drug-free human oral fluid
was obtained from volunteers and total volume was pooled and used for validation
purposes.

2.2 Preparation of calibration standards and quality controls

Stock solutions for each analyte (I mg/ml) and internal standard (1mg/ml) were
prepared. Approximately 10 mg were accurately weighed and dissolved in 10 ml methanol.
Analytes working solution (0.1 - 10 ug/ml) and internal standard working solution (0.25
ug/ml) were obtained by dilutions using methanol: water (50:50; v:v).

Calibration standards were prepared by adding to human oral fluid increasing
amounts of dextromethorphan and dextrorphan. Standard curves were obtained in the
concentration range of 5-1000 ng/ml for dextromethorphan and 1-100 ng/ml for
dextrorphan. Three replicates of each concentration of the spiked oral fluid specimens were
analyzed in the same run.

Quality control samples (QC) were prepared at four concentrations levels. Oral
fluid blank samples were spiked to give concentrations of lower limit of quantification
(LLOQ) (DXM 5ng/ml and DXT Ing/ml), low (DXM 10ng/ml and DXT 2ng/ml), mid
(DXM 450ng/ml and DXT 45 ng/ml) and high (DXM 800ng/ml and DXT 80ng/ml)
concentration levels. All QC samples were prepared in one batch and stored at -20°C up to
analysis.

The ability to dilute samples originally above the upper limit of quantification
(ULOQ) was demonstrated by analyzing QC samples containing 3 times the concentration
of the higher calibration sample. These samples were analyzed after a 4-fold dilution in

blank human oral fluid.

2.3 Sample preparation
Oral fluid aliquots (200 ul) were spiked with a volume of 50 ul LVF working
solution (250 ng/ml) and vortexed for 5s. Proteins were precipitated by adding 500 ul

methanol to the samples and vortexed for plus 5 seconds. Samples were centrifuged for 20
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minutes at 15000 x g, 4°C and 200 ul of supernatant were placed in microvials. Volumes of

20ul were injected for analysis.

2.4 Liquid chromatography mass-spectrometry

An Agilent HPLC system 1200 series was used, which was composed of quaternary
pump, column oven, on-line degasser and autosampler (Agilent Technologies, CA, USA).
Mobile phase, consisted of 10mM ammonium formate solution (solvent A) and
acetonitrile (solvent B), both containing 0.1% formic acid, was pumped through a Zorbax
Phenyl column (150 mm x 4.6mm; Spum; Agilent technologies, CA, USA) using isocratic
elution (65:35; v:v; solvent A: solvent B), at a flow rate of 1ml/min. The separation was
performed at 20°C and the autosampler was thermostatted at 4°C. Total run time was 7 min.
Autosampler needle was flushed for 40 seconds with a washing solution containing
methanol: water: isopropanol (40:30:30; v:v:v), plus 0.1% triethylamine before each
injection.

A triple-quadrupole mass spectrometry system from Applied Biosystems (AB MDS
Sciex, Concord, Canada) API 3200 operating in the positive mode was used as a detector.
For quantification, multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms were acquired and
processed using Analyst® software (AB Sciex). APCI-MS/MS operating parameters and

mass transitions are listed in table L.

2.5 Validation procedures

A full validation of the assay was performed according to Brazilian Health
Surveillance Agency, RDC n° 27/2012 and FDA guidelines (24,25).The following
parameters were evaluated: selectivity, linearity, precision, accuracy, carry over, matrix
effect and stabilities (solution and matrix stabilities).

Selectivity was determined by analyzing blank oral fluid samples from eight
different human donors to check for peaks that might interfere with the detection of the
analytes or IS.

Linearity was determined by injection of samples at seven calibrations levels in
triplicate (1, 5, 10, 25, 50, 75 and 100 ng/ml for DX and 5, 15, 50, 100, 250, 500, 1000
ng/ml for DXM). Calibration curves were constructed by calculating the peak area ratios of
the analytes and IS and plotting them with nominal concentrations. Curves were fitted by

least-squares linear regression (weighting factor: 1/x%).
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Intra- and inter-assay precisions and accuracies were assessed by analyzing five
replicates of each of the QC samples at LLOQ, ULOQ, low, mid and high concentration
level in three different days. Results for precisions were expressed in terms of coefficient
of variation (CV%). Accuracies were calculated by comparing the nominal and obtained
concentration, and results were expressed in terms of Relative Standard Error (RSE%).

Matrix effects were evaluated by analyzing six blank oral fluid samples obtained
from individual donors. Blank samples were first processed and further spiked with DX,
DXM and IS to reach the low and high QC levels. Peak areas of DX and DXM were
compared to those obtained with solutions at each concentration levels by calculating the
IS-normalized matrix factor for each sample. Results were expressed in terms of
coefficient of variation (CV%).

Carry-over was investigated by the injection of three blank oral fluid samples, one
before and two after the highest calibration standard. Peak area response in the blank
sample at each expected retention time was compared to the peak area of the corresponding
analyte at the LLOQ.

For each stability assay (apart from stock solution stability) we used for analysis
low and high QC samples in five replicates. The stability of processed sample was
evaluated by analyzing processed QC samples after leaving them in the autosampler for
13h at 4°C. Bench-top stability was determined by analyzing QC samples kept at room
temperature for 3 hours before being processed for analysis. For evaluation of freeze and
thaw stability, QC samples were analyzed immediately after preparation and by the end of
three freeze-thaw cycles. For each freeze-thaw cycle, samples were frozen at -20°C for
24h, thawed and kept at room temperature for 1h until be taken to freeze again. On the
third cycle, samples were thawed and processed for analyses.

Analytes and IS stabilities in stock solution were analyzed on Ty (day 01) and after
stored at 4°C for 13 days. Dilutions of freshly prepared stock (1mg/ml for DXM, DXT and
IS) and working solutions (0,1ug/ml for DXM and DXT, 0,25ug/ml for IS) were made in
methanol:water (1:1; v:v) prior to analysis for each day, to give concentrations of 50 and
10 ng/ml, respectively. Each level was analyzed in five replicates and results were obtained
by comparing the mean of peak areas obtained on TO (day 01) and day 13 for DX, DXM
or IS.
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2.6 Study protocol for CYP2D6 phenotyping in saliva

A total of 53 patients on adjuvant hormonal treatment with tamoxifen were enrolled on
the study. This study was approved by the Research Ethics Committees at the National
Institute of Cancer (INCA) (hearing number: 126/09) and National School of Public Health
(hearing number: 5240). Exclusion Criteria included the use of concomitant medication
known to be moderate or strong inducers or inhibitors of CYP2D6 and/or have diabetes,
liver or kidney diseases.

Each volunteer received a 30mg oral dose of dextromethorphan as a probe-drug for
CYP2D6 phenotyping and four hours later a 1ml oral fluid sample was collected. The
samples were centrifuged at 1000 g x min, 4°C for 20 min, frozen and stored at -20°C up to
analysis. Volunteers were oriented to wash up the mouth with water immediately before

collection.

2.7 Statistics

R (version 3.3.2) was used for statistical analyses. The logarithms of MR was
analyzed using model-based clustering. Normal mixtures with one, two or three groups
with unequal variances were fitted using maximum likelihood and EM algorithm. Bayesian

information criteria (BIC) was used to compare the three fits.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Chromatography and sample preparation

The present study attempted to develop a simple and alternative method for
determining DXM and DXT in oral fluid samples using LC-MS/MS.

In our method, samples were processed using protein precipitation with methanol,
which is simpler and more rapid when compared to liquid-liquid or solid phase extraction
as described in other studies. Concerns regarding the use of protein precipitation include
the low efficiency in the elimination of interferents and the dilution of the samples (23).
However, none of these factors significantly interfered in the development of the method,
probably due to the high sensitivity and selectivity of the LC-MS/MS technique. Volumes
of 200 pl oral fluid were required for analysis, quite similar to those required in the studies
of Lutz et al. (2004) and Rodrigues et al. (2008) (250 pl aliquots) (16,17), but much lower
than other three methods described which require volumes up to 3 ml oral fluid (12,21,22).

The chromatographic separation was performed in C;s3 phenyl column (150 mm x 4.6

mm X 5 um) and mobile phase in isocratic elution mode, as also described in two other
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methods (12,22). A baseline separation was observed for DT, DXM and IS, with good
symmetry and resolution between the chromatographic peaks (figure 1).

In our method, the total run time was 7 minutes, lower than most methods documented
for which run time was up to 13 minutes (12,16,22), but greater than the time required in
the method of Amaratunga et al (2016) (4 minutes), which used Ultra High Performance
Liquid Chromatography technique (UHPLC) (21).

3.2 Method validation
3.2.1. Selectivity, LLOQ and LOD

No peaks from endogenous compounds were observed at the drugs retention times
in any blank oral fluids tested (n=8). All channels were simultaneously monitored and no
selectivity issues were detected across the acquisition channels. The limit of detection
(LoD) was determined by estimating the signal to noise ratios (S/N) of diluted LIQ
samples. S/N values should be greater than 3. The LoD was 0,25ng/ml (S/R:4.5) and
0,5ng/ml (S/R: 6.5) for DX and DXM, respectively.

The lower limit of quantification was set by us at Ing/ml for DX (S/N: 20) and
Sng/ml for DXM (S/N: 36).

3.2.2 Linearity

The calibration curves were linear in the concentration range of 1- 100ng/ml for
DX and 5-1000ng/ml for DXM. The coefficient of determination among the four
calibration curves were higher than 0,998 and 0,997 for DX and DXM, respectively. For
both analytes, the CVs were all less than 8.3% and the accuracy ranged from 92.8% to
107.7%.

3.2.3 Precision and accuracy

The intra- and inter-assay accuracy and precision results are summarized in table II.
The assay was both accurate and precise between runs and within runs for each level. The
intra-assay and inter-assay deviation from the nominal concentration of QCs ranged
between -13.6 to +8.8% and -9.6 to +5.7%, respectively (%RSE). The intra-assay
precisions for QCs were all less than 7.5% on each three days of validation. The inter-day
precision (%CV) for QCs ranged between 2.1 and 6.4%. The accuracy of measuring DXM

and DXT in diluted samples was assessed and the deviation from the nominal values for
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1:4 diluted samples were -6.1 and +5.4%, within the acceptance criteria (<15%),
suggesting that samples exceeding the ULOQ may be diluted up to 4-fold and reanalyzed

to fit within the concentration range.

3.2.4. Matrix effect and carry over

Results for matrix effect were within acceptance criteria for both analytes. The
%CV between the area ratios for CQ low and CQ high were 10.2% and 7.1% for DX and
3.7% and 11.8% for DXM, respectively. No carry over was observed for either the analytes

nor IS.

3.2.5. Stability in oral fluid and solution

Results of stability assays ranged from -3,3 to -14,3%-for processed sample, from:
-11,9 to 1,3% for bench-top and from -12,5 to 2,1% for freeze and thaw cycles. All assayed
concentration were within acceptance criteria (= 15% deviation from the nominal
concentration), thus, DXM, DX and LVF were stable in all conditions tested for oral fluid
stability. Analytes and PI were stable in stock solutions (methanol) and working solutions
(methanol:water) for at least 13 days at 4°C, for which values ranged from -8,5 a 7,4%,
within the acceptance criteria ( = 10% deviation from the nominal concentration). Results

of stability assays are summarized in table III.

3.3. Method application

The applicability of the assay was demonstrated by measuring the concentrations of
DX and DXM in 53 oral fluid samples of patients on adjuvant hormonal therapy with
tamoxifen (figure II). The mean values of concentration in oral fluid were 418.4 ng/ml
(ranged from 12.3 to 3232 ng/ml) for dextromethorphan and 6.6 ng/ml (ranged <1 to 19.9
ng/ml) for dextrorphan. Two patients had dextrorphan levels under the LIQ (1 ng/ml).
Three patients had DXM concentration greater than the ULOQ (1000ng/ml), and had their
samples reanalyzed after a 4-fold dilution.

MR pxwpxt) values obtained ranged from 4 to 383. The distribution of the
salivary metabolic ratios in a log scale is shown in Figure II. We failed to distinguish the

groups of metabolization, probably due to a limited sample size.
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4. CONCLUSION

Our validated assay is suitable for the simultaneous determination of DXM and
DXM in oral fluid. The present method is linear, accurate, precise, selective and may be a

good alternative for CYP2D6 phenotyping.
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Table I: LC-MS/MS operating parameters
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Transition

Compound (m/2) DP (V) CE(V)
Dextromethorphan 272—147 46 39

Dextrorphan 258—157 51 47

Levalorphan 284—157 51 47

Subtitles: DP: Declustering potential; CE: Collision energy

Table II: Results of Intra- and Inter-assay accuracy and precision.

Accuracy (RSE%) Precision (CV%)
Analyte Cor:ﬁzr;:;?)tion Intra-assay nter- Intra-assay nter.
Run Run Run assay Run Run Run  assay
1 2 3 1 2 3

DXM 5 1,3 -1,9 -7,7 -2,6 2,3 23 4,7 4,9

10 -6,5 -8,7 -13,6 -9,6 4,3 1,9 1,1 43

450 8,4 5,8 2,9 57 0,8 2,0 1,2 2,5

800 -1,4 -3,7 -6,3 -3,8 4,3 24 2,6 3,7

DX 1 -2,3 -6,0 -10,8 -6,9 7,5 4,1 3,3 6,4

2 -3,3 -2,1 -4,1 -3,2 3,2 1,9 5,6 4,5

45 -6,0 55 9,2 -6,9 0,9 1,1 1,5 2,1

80 8,8 6,1 2,3 57 3,3 23 22 3,6

Subtitles: RSE: Relative standard error; CV: Coefficient of variation.



Table III: Results of stability assays
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Nominal

Assay Condition Compound concentration (ng/ml) Dev (%)

Stability in solution 4°C, 13 days DXM 10 -2.3

50 2,1

DTF 10 7,4

50 -3,7

LVF 10 1,5

50 -8,5

Processed sample

stability 4°C, 13h DXM 10 -14,4

800 -8,8

DTF 2 -9,7

80 -3,3
Bench-top stability 25-30°C, 3h DXM 10 -11,9
800 -8,9

DTF 2 -1,3

80 1,3

Freeze and thaw 3 freeze (-20°C)

stability /thaw cycles DXM 10 -12,5

800 -6,8

DTF 2 -3,2

80 2,1

b

Subtitles: Dev: Deviation from nominal concentration.
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Figure I: (A) Chromatograms of a calibration sample (C5), showing the peaks
corresponding to 50 ng/ml DX (RT: 2.6 min ), IS (RT:3.6min) and 250 ng/ml DXM

(RT: 5.0 min ).(B): Blank oral fluid sample.
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Figure II: Frequency distribution of metabolic ratios in log scale
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W XIC of +MRM (6 pairs): 258.267/157.100 Da ID: Dextrofano from Sample 44 (Amostra_ TMX_051) of Data20170324 wiff (Turbo Spray) Max. 5900.0 cps
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Figure III: Representative chromatogram of an extensive metabolizer patient

showing chromatographic peaks of DX (13 ng/ml), LVF and DXM (306 ng/ml),
respectively.
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ANEXO - CURVAS DE CALIBRACAO

Analyte Name: Dextrorfano Internal Standard: Levalorfano
Data . Result Dia01 revalidacdo método
File 20170319.wiff Table saliva 19 03 2017.rdb
Acquisitio o Algorith
1 Date 3/19/2017 4:07:27 PM m Used MQL
Acquisitio , . Instrume
n Method Método DXT DXM saliva.dam nt Name API 3200
Proiect FENOTIPAGEM
rojec TAMOXIFENO\2016 05 11

Regression Equation: y=0.0131 x + 0.00292 (r = 0.9984)

Expected Number | Mean Std.
. of Calculated % Accuracy L %CV
Concentration . Deviation
Values Concentration

1 3 0.99 98.7 0.08 8.1
5 3 5.27 105.4 0.33 6.2
10 3 10.34 103.4 0.18 1.7
25 3 24.92 99.7 0.60 2.4
50 3 48.76 97.5 1.59 33
75 3 75.70 100.9 1.57 2.1
100 3 94 41 94 .4 1.29 1.4
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Analyte Name: Dextrometorfano Internal Standard: Levalorfano
. . Result Dia01 revalidacdo método

DalauiEgy 20170319.wii Table saliva 19 03 2017.rdb
Acquisitio o Algorith
1 Date 3/19/2017 4:07:27 PM m Used MQL
Acquisitio , . Instrume
1 Method Método DXT DXM saliva.dam nt Name API 3200
Proiect FENOTIPAGEM

rojec TAMOXIFENO\2016 05 11

Regression Equation: y=0.0118 x +0.00707 (r = 0.9978)

Mean
Expected . Number of Calculated % Accuracy Std'. . %CV
Concentration Values . Deviation
Concentration
5 3 4.96 99.2 0.14 2.9
15 2 16.08 107.2 0.03 0.2
50 3 47.46 949 2.28 4.8
100 3 94.30 943 3.82 4.0
250 3 238.42 954 3.14 1.3
500 3 532.79 106.6 13.62 2.6
1000 3 1048.66 104.9 6.76 0.6
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Analyte Name: Dextrorfano Internal Standard: Levalorfano
Data . Result  Dia02 revalidagdo métodosaliva 21 03
File 20170321 wiff Table 2017 esse.rdb
Acquisit Algorit
. 3/21/2017 3:29:25PM | hm MQL
ion Date
Used
Acquisit . Instrum
ion Método_DXT_DXM_s2 | eng API 3200
Method Name
FENOTIPAGEM
Project TAMOXIFENO\2016 0
5 11
Regression Equation: y=0.0153 x + 0.00349 (r = 0.9986)
Mean
Expected . Dkl Calculated % Accuracy Std'. . %CV
Concentration Values . Deviation
Concentration
1 3 0.99 99.0 0.06 6.2
5 3 5.10 102.1 0.20 4.0
10 3 10.60 106.0 0.39 3.7
25 3 25.46 101.8 0.55 2.2
50 3 48.66 97.3 0.84 1.7
75 3 74.75 99.7 2.18 2.9
100 3 94.07 94.1 3.08 3.3

nalyte Cone /13 Care
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Analyte Name: Dextrometorfano Internal Standard: Levalorfano
Data . Result  Dia02 revalidagdo métodosaliva 21 03
File 20170321 wiff Table 2017 esse.rdb
Acquisit Algorit
. 3/21/2017 3:29:25PM | hm MQL
ion Date
Used

Acquisit . Instrum
ion Método_DXT_DXM_s2 | eng API 3200
Method Name

FENOTIPAGEM
Project TAMOXIFENO\2016 0

5 11

Regression Equation: y=0.0133 x + 0.00629 (r = 0.9979)

Mean

Expected . Dkl Calculated % Accuracy Std'. . %CV
Concentration Values . Deviation
Concentration

5 3 4.95 99.0 0.38 7.7
15 3 15.76 105.1 0.62 39
50 3 47.38 94.8 1.60 34
100 3 96.81 96.8 1.97 2.0
250 3 238.92 95.6 4.94 2.1
500 3 521.42 104.3 18.16 3.5
1000 3 1044.77 104.5 39.81 3.8
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Analyte Name: Dextrorfano Internal Standard:Levalorfano

Data . Result Dia03 revalidacdo métodosaliva 22 0
File 20170322.wiff Table 3 2017.rdb
Acquisit A Algorith
ion Date 3/22/2017 3:12:48 PM m Used MQL
Acquisit , Instrum
ion Método DXT_DXMLsal | eng API 3200
Method ' Name

FENOTIPAGEM
Project TAMOXIFENO\2016 05
11

Regression Equation: y=0.0151 x +0.00412 (r = 0.9985)

Mean
Expected Number of | Calculated o Std. o
Concentration Values Concentratio Zocelinacy Deviation #CY
n
1 3 0.99 994 0.08 8.3
5 3 5.01 100.2 0.08 1.6
10 3 10.56 105.6 0.41 3.9
25 3 25.94 103.7 0.76 2.9
50 3 48.37 96.7 0.98 2.0
75 3 74.24 99.0 1.43 1.9
100 3 95.38 954 2.76 2.9
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Analyte Name: Dextrometorfano Internal Standard: Levalorfano
Data . Result Dia03 revalidacdo métodosaliva 22 0
File 20170322.wiff Table 3 2017.rdb
Acquisit A Algorith
ion Date 3/22/2017 3:12:48 PM m Used MQL
Acquisit , Instrum
ion ?faetgfrg—DXT—D XM_sal |0t API 3200
Method ' Name
FENOTIPAGEM
Project TAMOXIFENO\2016 05

11

Regression Equation: y=0.0132 x + 0.0105 (r =0.9976)

Mean
Expected Number of | Calculated o Std. o
Concentration Values Concentratio Zocelinacy Deviation #CY
n
5 3 4.95 99.1 0.10 2.0
15 3 15.82 105.5 0.16 1.0
50 3 46.62 93.2 1.12 2.4
100 3 96.78 96.8 1.97 2.0
250 3 232.02 92.8 491 2.1
500 3 528.61 105.7 13.62 2.6
1000 3 1069.09 106.9 31.38 2.9
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Analyte Name: Dextrorfano Internal Standard: Levalorfano
Data . Result Amostras_pacientes_saliva 24 03
File 20170324 witf Table  2017.rdb
Acquisiti . Algorith
on Date 3/24/2017 10:47:18 AM m Used MQL
Acquisith  \riodo DXT DXM saliv | Instrume
on a.dam - - nt Nam AP13200
Method ™ ¢
FENOTIPAGEM
Project TAMOXIFENO\2016 05
11

Regression Equation: y=0.0147 x + 0.00412 (r = 0.9985)

Mean
Expected Number of | Calculated o Std. o
Concentration Values Concentratio Zocelinacy Deviation #CY
n
1 3 0.98 98.4 0.03 3.2
5 3 5.33 106.7 0.11 2.0
10 3 10.39 103.9 0.11 1.1
25 3 25.40 101.6 0.62 2.4
50 3 47.69 95.4 0.46 1.0
75 3 75.68 100.9 2.40 32
100 3 93.18 93.2 1.64 1.8
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Analyte Name: Dextrometorfano Internal Standard: Levalorfano
Data . Result Amostras_pacientes_saliva 24 03
File 20170324 witf Table  2017.rdb
Acquisiti i Algorith
on Date 3/24/2017 10:47:18 AM m Used MQL
Acquisith  \riodo DXT DXM saliv | Instrume
on adam - - nt Nam API3200
Method ™ ¢
FENOTIPAGEM
Project TAMOXIFENO\2016 05
11

Regression Equation: y=0.0121 x + 0.00726 (r = 0.9973)

Mean
Expected Number of | Calculated o Std. o
Concentration Values Concentratio Zocelinacy Deviation #CY
n
5 3 4.93 98.5 0.37 7.6
15 3 16.05 107.0 0.48 3.0
50 3 46.92 93.8 0.30 0.6
100 3 95.42 95.4 2.58 2.7
250 3 236.21 94.5 8.78 3.7
500 3 538.42 107.7 11.30 2.1
1000 3 1030.26 103.0 7.87 0.8




