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Método Quiral de LC-UV para Quantificar o ESL e os seus Metabolitos em Matrizes Bioldgicas de Murganho

1. INTRODUCAO

O método cromatografico descrito no capitulo III foi desenvolvido e validado
para determinar o ESL e os seus principais metabolitos na matriz de plasma humano.
No entanto, o objectivo primdrio desta dissertacdo era a caracterizagdo farmacocinética
do ESL e dos seus principais metabolitos em murganhos, com a certeza porém de que
esta informagdo permitira esclarecer alguns aspectos relacionados com os fendmenos de
disposi¢ao destes compostos no homem. Para tornar exequivel o objectivo proposto,
procedeu-se ao desenvolvimento e a validacdo de um método enantioselectivo de
LC-UV capaz de quantificar o ESL e os seus metabolitos S-Lic, R-Lic e OXC nas
matrizes de plasma, cérebro, figado e rim de murganho (ALVES et al., 2007b).

De facto, para que os resultados analiticos obtidos sejam fidedignos tém de ser
gerados por métodos desenvolvidos e validados na mesma matriz bioldgica das
amostras a analisar. Por isso, antes da aplicacdo de um determinado método analitico
ter-se-a de proceder a respectiva validagdo na mesma espécie animal e em cada uma das
matrizes a estudar (HUBERT et al., 1999; SHAH et al., 2000). Neste contexto, o0 método
quiral de LC-UV previamente desenvolvido para quantificar o ESL, S-Lic, R-Lic e
OXC em plasma humano, ndo poderia ser directamente aplicivel a determinagdo
daqueles compostos em amostras de murganho. No entanto, os conhecimentos
adquiridos durante o processo de desenvolvimento daquele método permitiram agilizar
o desenvolvimento e a validacdo do método de LC-UV para quantificar o ESL, S-Lic,

R-Lic e OXC nas matrizes de murganho.

Neste capitulo, de modo a evitar a repeticdo desnecessaria de conteudos, ndo €
feita uma abordagem teorica as orientacdes internacionais que guiam o processo de
validagdo dos métodos cromatograficos em bioandlise. Efectivamente, este assunto ja
foi discutido no capitulo anterior, por isso aqui apenas se pretende apresentar os
procedimentos e os resultados analiticos referentes aos parametros de fiabilidade
estudados na validagdo do método em plasma e sobrenadante dos homogeneizados de

cérebro, figado e rim de murganho.
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Capitulo IV

2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Farmacos e Reagentes

Os farmacos e os reagentes usados no desenvolvimento e validagdo do método
cromatografico que aqui se apresenta sdo comuns aqueles referidos na sec¢do 2.1 do

capitulo III.

2.2 — Matrizes Bioldgicas

As matrizes brancas de plasma, cérebro, figado e rim de murganho isentas dos
analitos de interesse, usadas durante os ensaios de desenvolvimento e validagdo do
método cromatografico, foram obtidas a partir de murganhos CD-1, machos, adultos
(30-35 g), provenientes da Harlan-Interfauna (Barcelona, Espanha) e mantidos em
armarios-biotério ventilados, com ciclos de luz-obscuridade de 12 h e com temperatura
controlada. Durante o periodo de alojamento os murganhos tiveram livre acesso a agua
e a dieta padronizada para roedores (4RF21, Mucedola, Itlia).

Os murganhos usados para a obten¢do das matrizes brancas ndo foram sujeitos a
qualquer tratamento farmacologico. As amostras de sangue foram recolhidas para tubos
heparinizados, apds deslocamento cervical e imediata decapitacdo. As amostras de
sangue foram centrifugadas a 4000 rpm/10 min (4°C) e o plasma foi separado e
armazenado a -30°C. ApoOs a exsanguinacdo, o cérebro, o figado e os rins foram
rapidamente removidos, pesados e homogeneizados (1 g/4 mL) em tampao fosfato de
sodio 0,1 M (pH 5). Os homogeneizados obtidos foram centrifugados a 4800 rpm/15
min (4°C) e os sobrenadantes recolhidos e armazenados a -30°C.

A experimentacdo animal foi conduzida em conformidade com a Directiva
Europeia (86/609/EEC) para a protec¢ao dos animais utilizados para fins experimentais
ou outros fins cientificos e todos os procedimentos foram aprovados pela Direcgao-

Geral de Veterinaria.
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2.3 — SolugOes Stock, Padrdes de Calibragcdo e Amostras de Controlo de
Qualidade

As solugdes stock de ESL (2 mg/mL), S-Lic (10 mg/mL), R-Lic (10 mg/mL),
OXC (2 mg/mL) e Pi (I mg/mL) foram preparadas por dissolu¢do de quantidades
apropriadas de cada um destes compostos em acetonitrilo. Estas solu¢des foram diluidas
no mesmo solvente de forma a obter solugdes de S-Lic e R-Lic na concentragao de 2
mg/mL e solugdes de ESL, S-Lic, R-Lic e OXC na concentragdo de 200 pg/mL. Estas
solugdes individuais foram usadas para preparar solugdes combinadas de fortificagdo
contendo os quatro farmacos de referéncia nas concentragoes de 10, 50, 500, 1000, 1500
e 2000 pg/mL para os enantidmeros S-Lic e R-Lic, e de 10, 20, 50, 100, 150 e 200
png/mL para o ESL e OXC. Também foi preparada uma solucdo de trabalho do Pi na
concentragdo de 200 pg/mL por diluigdo apropriada da respectiva solugdo stock. Todas
as solugdes foram armazenadas durante um més, protegidas da luz e a aproximadamente
4°C, com excepgao da solucdo de trabalho do Pi cuja preparagao foi didria.

Os padrdes de calibragdo foram preparados por fortificacdo das matrizes brancas
de plasma e de sobrenadante dos homogeneizados dos diferentes tecidos. Os padrdes
foram preparados em plasma de murganho nas concentracdes de 0,4, 0,8, 2, 4 ¢ &
ug/mL para o ESL e OXC e de 0,4, 2, 20, 40 e 80 pg/mL para os enantidomeros S-Lic e
R-Lic; em sobrenadante dos homogeneizados de cérebro nas concentragdes de 0,1, 0,2,
0,5, 1 e 1,5 pg/mL para o ESL e OXC e de 0,1, 0,5, 5, 10 e 15 ug/mL para os
enantidomeros S-Lic e R-Lic; e em sobrenadante dos homogeneizados de figado/rim nas
concentragdes de 0,1, 0,2, 0,5, 1 e 2 pg/mL para o ESL e OXC e de 0,1, 0,5, 5, 10 e 20
pg/mL para os enantidomeros S-Lic e R-Lic. Na figura IV.1 estd esquematizada a
preparagao dos padrdes de calibragdo nas matrizes bioldgicas referidas. As amostras de

CQ foram preparadas, independentemente, em brancos das mesmas matrizes bioldgicas.
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(A) ESL S-Lic R-Lic oxcC
2 mg/mL 10 mg/mL 10 mg/mL 2 mg/mL
S-Lic R-Lic
2 mg/mL 2 mg/mL
ESL S-Lic R-Lic OoxcC
200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL

sc, SC,

SC, SC, SC,

10 pg/mL S-Lic/R-Lic 50 pg/mL S-Lic/R-Lic 500 pg/mL S-Lic/R-Lic 1000 pg/mL S-Lic/R-Lic 2000 pg/mL S-Lic/R-Lic
10 pg/mL ESL/OXC 20 pg/mL ESL/OXC 50 pg/mL ESL/OXC 100 pg/mL ESL/OXC 200 pg/mL ESL/OXC
P, P, P, P, Pg
0,4 pg/mL S-Lic/R-Lic 2 pg/mL S-Lic/R-Lic 20 pg/mL S-Lic/R-Lic 40 pg/mL S-Lic/R-Lic 80 pg/mL S-Lic/R-Lic
0,4 pg/mL ESL/OXC 0,8 pg/mL ESL/OXC 2 pg/mL ESL/OXC 4 pg/mL ESL/OXC 8 pg/mL ESL/OXC

(B) ESL S-Lic R-Lic OXC
2 mg/mL 10 mg/mL 10 mg/mL 2 mg/mL
S-Lic R-Lic
2 mg/mL 2 mg/mL
ESL S-Lic R-Lic OXC
200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL
SC, SC, SC, SC, SCq
10 pg/mL S-Lic/R-Lic 50 pg/mL S-Lic/R-Lic 500 pg/mL S-Lic/R-Lic 1000 pg/mL S-Lic/R-Lic 1500 pg/mL S-Lic/R-Lic
10 pg/mL ESL/OXC 20 pg/mL ESL/OXC 50 pg/mL ESL/OXC 100 pg/mL ESL/OXC 150 pg/mL ESL/OXC
P, P, P, P, Py
0,1 pg/mL S-Lic/R-Lic 0,5 pg/mL S-Lic/R-Lic 5 pg/mL S-Lic/R-Lic 10 pg/mL S-Lic/R-Lic 15 pg/mL S-Lic/R-Lic
0,1 pg/mL ESL/OXC 0,2 pg/mL ESL/OXC 0,5 pg/mL ESL/OXC 1 pg/mL ESL/OXC 1,5 ng/mL ESL/OXC
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© ESL S-Lic R-Lic (e)'(o
2 mg/mL 10 mg/mL 10 mg/mL 2 mg/mL

S-Lic R-Lic
2 mg/mL 2 mg/mL

ESL S-Lic R-Lic OXC
200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL

W
SC, SC, SC, SC, SCq

10 pg/mL S-Lic/R-Lic 50 pg/mL S-Lic/R-Lic 500 pg/mL S-Lic/R-Lic 1000 pg/mL S-Lic/R-Lic 1500 pg/mL S-Lic/R-Lic

10 pg/mL ESL/OXC 20 pg/mL ESL/OXC 50 pg/mL ESL/OXC 100 pg/mL ESL/OXC 150 pg/mL ESL/OXC

P, P, P, P, Pg
0,1 pg/mL S-Lic/R-Lic 0,5 pg/mL S-Lic/R-Lic 5 pg/mL S-Lic/R-Lic 10 pg/mL S-Lic/R-Lic 20 pg/mL S-Lic/R-Lic
0,1 pg/mL ESL/OXC 0,2 pg/mL ESL/OXC 0,5 pg/mL ESL/OXC 1 pg/mL ESL/OXC 2 pg/mL ESL/OXC

Figura IV.1 — Preparacdo dos padrdes de calibragdo nas matrizes bioldgicas de murganho: (A) plasma,

(B) sobrenadante do homogeneizado de cérebro e (C) sobrenadante do homogeneizado de figado/rim.

2.4 — Preparagdo das Amostras

O procedimento empregue para a extrac¢do do ESL, S-Lic, R-Lic, OXC e Pi das
amostras de murganho foi a SPE, metodologia previamente usada para extrair os
mesmos analitos das amostras de plasma humano (Sec¢éo 2.4 do capitulo III).

Aliquotas de 250 puL de plasma de murganho foram adicionadas a 750 uL de
tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 5) fortificado com 10 pL da solu¢do de trabalho do
Pi. Apds agitagdo no vortex (10 s) a mistura foi transferida para um cartucho de
extracgdo Waters Oasis” HLB (30 mg/1 mL; Waters, Milford, MA, USA), previamente
acondicionado com 1 mL de metanol, 1 mL de acetonitrilo ¢ 1 mL 4gua-acetonitrilo
(95:5, v/v). Uma vez eluida a amostra, os cartuchos foram submetidos a um vacuo de
-30 kPa e lavados duas vezes com 1 mL de dgua e duas vezes com 1 mL de agua-

acetonitrilo (95:5, v/v). Apos a secagem do adsorvente sob vacuo (-30 kPa, 5 min),
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procedeu-se a eluicdo dos analitos com 1 mL de acetato de etilo, sob condicdes de
vacuo ligeiro, e posterior secagem do adsorvente a -30 kPa (30 s). O eluato entdo obtido
foi evaporado a secura sob uma corrente de azoto a 45°C e o residuo seco reconstituido
em 100 pL de fase movel por agitagdo no vortex (30 s) e ultra-sons (1 min). O extracto
reconstituido foi transferido para um filtro de centrifuga Spin-X (0,22 pm) e filtrado por
centrifugacdo a 13400 rpm/2 min, obtendo-se o extracto final pronto a injectar no
sistema de LC.

Os sobrenadantes dos homogeneizados dos tecidos de murganho (cérebro,
figado e rim) foram descongelados e centrifugados a 13400 rpm/20 min, de forma a
obter sobrenadantes claros. Aliquotas de 1 mL foram usadas para a andlise apos
fortificacdo com 10 pL da solu¢do de trabalho do Pi. De seguida, os analitos foram
extraidos das amostras de sobrenadante pelo procedimento de SPE ja descrito para as
amostras de plasma, embora algumas diferencas tenham sido introduzidas nos passos de
lavagem e nas condi¢des de vacuo (-40 kPa). Atendendo a maior complexidade das
matrizes de cérebro, figado e rim, os cartuchos foram lavados com 1 mL de 4gua e 1 mL
de 4gua-acetonitrilo (95:5, v/v), trés ou quatro vezes, respectivamente em amostras de
cérebro ou em amostras de figado/rim. Os eluatos correspondentes foram processados

do mesmo modo que os obtidos a partir das amostras de plasma.

2.5 — Equipamento e Condi¢des Cromatograficas

O sistema de LC e as condigdes cromatograficas usadas na separagdo e
quantificagdo do ESL, S-Lic, R-Lic e OXC em plasma e sobrenadante dos
homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho foram aquelas descritas na

sec¢ao 2.5 do capitulo II1.

2.6 — Validacao do Método Quiral de LC-UV em Matrizes de Murganho

O método quiral de LC-UV desenvolvido para determinar quantitativamente o
ESL, S-Lic, R-Lic e OXC, em plasma e sobrenadante dos homogeneizados de cérebro,
figado e rim de murganho foi validado em conformidade com as orientacdes

internacionais relativas a validacdo de métodos bioanaliticos. Os parametros de
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fiabilidade estudados e os critérios de aceitacdo correspondentes foram comuns aos

avaliados em plasma humano (sec¢éo 2.6 do capitulo III).

2.6.1 — Selectividade

A selectividade do método cromatografico para quantificar o ESL, S-Lic, R-Lic
e OXC, nas matrizes de plasma e sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado
e rim de murganho, foi avaliada pela analise de extractos (n = 6) das respectivas
matrizes brancas provenientes de seis murganhos diferentes. A auséncia de interferentes

aos tempos de retencao dos analitos e do Pi indica que o método ¢ selectivo.

2.6.2 — Curvas de calibracéo e limites de quantificagdo e deteccao

A linearidade do método cromatografico foi estudada para o ESL e OXC nas
concentragdes de 0,4-8 pg/mL, 0,1-1,5 ug/mL e 0,1-2 pug/mL, respectivamente em
plasma, cérebro e figado/rim de murganho, e para os enantidmeros S-Lic e R-Lic nas
concentragdes de 0,4-80 pg/mL, 0,1-15 pg/mL e 0,1-20 pg/mL nas respectivas matrizes
referidas. As curvas de calibragdo foram preparadas em cinco dias diferentes (n = 5),
por andlise de cinco padrdes de calibracdo obtidos por fortificacdo das matrizes brancas.
As curvas de calibragdao foram construidas pela razao entre a altura do pico dos analitos
e a altura do pico do Pi (resposta cromatografica) versus as concentragcdes dos analitos
adicionados as matrizes. Os dados foram sujeitos a andlise de regressdo linear
ponderada, usando como factor de ponderag¢ao o inverso do quadrado da concentracio
(1/X2), o qual foi seleccionado atendendo as curvas geradas e a soma em valor absoluto
da percentagem de erro relativo.

O LQ do método para cada um dos farmacos a quantificar nas amostras de
murganho foi avaliado, intra e interdia, em replicado (n = 5), na concentragdo mais
baixa da respectiva gama de calibragdo: 0,4 pg/mL para o ESL, OXC, S-Lic e R-Lic em
plasma de murganho, e 0,1 pg/mL para os mesmos compostos em sobrenadante dos
homogeneizados de cérebro, figado e rim. No LQ um CV que ndo exceda 20% e um
bias dentro de +20%, respectivamente para a precisdo ¢ exactiddo, sdo considerados

aceitaveis.
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O LD do método foi estimado para o ESL, OXC, S-Lic e R-Lic em cada uma
das matrizes de murganho consideradas, por diluicdes sucessivas do padrio de
calibracao de menor concentragdo. O LD estabeleceu-se na concentracdo mais baixa em

que a razao sinal/ruido foi igual ou superior a 3.

2.6.3 — Precisao e exactidao

A precisdo e a exactidao foram estudadas, intra e interdia, em replicado (n = 5),
através da analise de amostras de CQ em trés concentracdes diferentes representativas
das gamas de calibragcdo consideradas. As concentragdes testadas foram 0,4, 4 e 8
pg/mL para o ESL e OXC e 0,4, 40 e 80 pug/mL para os enantidémeros S-Lic e R-Lic em
plasma de murganho; 0,1, 1 e 1,5 pg/mL para o ESL e OXC ¢ 0,1, 10 e 15 ug/mL para
os enantiomeros S-Lic e R-Lic em sobrenadante de homogeneizado de cérebro; 0,1, 1 e
2 ng/mL para o ESL e OXC e 0,1, 10 e 20 pg/mL para os enantidémeros S-Lic e R-Lic
em sobrenadante de homogeneizados de figado/rim. O critério de aceitacdo para a
precisdo foi um valor de CV que nao exceda 15% (ou 20% no LQ) e para a exactidao

um valor de bias dentro de +15% (ou +20% no LQ).

2.6.4 — Influéncia da diluicao

A influéncia da diluicdo nas amostras de plasma e de sobrenadante dos
homogeneizados de figado e rim de murganho foi investigada, na razdo de 1:10, com
amostras de CQ de concentragdes apropriadas (40 pg/mL para o ESL e OXC e 400
pug/mL para os enantidmeros S-Lic e R-Lic em plasma; 10 pg/mL para o ESL e OXC e
100 pg/mL para os enantiomeros S-Lic e R-Lic em sobrenadante dos homogeneizados
de figado e rim) de forma a assegurar que amostras de concentragdes superiores a gama
de calibragdo considerada possam ser diluidas com a matriz branca correspondente e
quantificadas com precisao e exactiddo aceitaveis. A precisdo e a exactidao na dilui¢ao
das amostras de CQ foram avaliadas, intra e interdia, em replicado (n = 5). O efeito da
dilui¢do ndo foi estudado no sobrenadante do homogeneizado de cérebro, pois os
ensaios preliminares efectuados revelaram que as gamas de calibragdo estudadas no

sobrenadante do homogeneizado de cérebro seriam suficientemente abrangentes para
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compreender as eventuais concentragdes cerebrais de ESL, S-Lic, R-Lic e OXC

alcangadas com os estudos farmacocinéticos planeados.

2.6.5 — Recuperacgéo

A recuperagdo dos analitos e do Pi a partir das amostras de plasma e de
sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho foi estudada
em trés concentragdes diferentes representativas das gamas de calibracdo consideradas,
mediante andlises em replicado (n = 5). As concentragdes testadas foram 0,4, 4 ¢ 8
pg/mL para o ESL e OXC e 0,4, 40 e 80 ng/mL para os enantiomeros S-Lic e R-Lic em
plasma de murganho; 0,1, 1 e 1,5 pg/mL para o ESL e OXC e 0,1, 10 e 15 pg/mL para
os enantiomeros S-Lic e R-Lic em sobrenadante de homogeneizado de cérebro; 0,1, 1 e
2 pg/mL para o ESL e OXC e 0,1, 10 e 20 pg/mL para os enantiomeros S-Lic e R-Lic
em sobrenadante de homogeneizados de figado/rim. A recupera¢cdo do Pi também foi
estudada nas concentracdes de 8 pg/mL e de 2 ug/mL, respectivamente, nas matrizes de
plasma e de sobrenadante dos homogeneizados dos tecidos de murganho. A recuperacao
para o ESL, OXC, S-Lic e R-Lic foi estimada comparando a razdo obtida entre as
alturas dos picos farmaco/Pi nas amostras extraidas e nas solugdes correspondentes ndo
extraidas, as quais representam 100% de recuperacdo. A recuperacao do Pi foi calculada
pela razdo entre as alturas dos picos do Pi obtidos em amostras extraidas e em solugdes

ndo extraidas.

2.6.6 — Estabilidade nas matrizes biologicas

A estabilidade do ESL e dos seus metabolitos foi avaliada nas matrizes de
murganho de interesse, mediante a analise, em replicado (n = 5), de amostras de CQ em
dois niveis de concentracdo (0,8 e 4 pg/mL para o ESL e OXC e 2 ¢ 40 ug/mL para os
enantiomeros S-Lic e R-Lic em plasma; 0,2 ¢ 1 pg/mL para o ESL e OXC e 0,5 ¢ 10
pg/mL para os enantidmeros S-Lic e R-Lic no sobrenadante dos homogeneizados de
cérebro, figado e rim). Os ensaios de estabilidade foram conduzidos durante 24 h a 4°C
e durante 30 dias a -30°C, simulando as condi¢des de manipulagdo e de armazenamento

das amostras que antecederam a analise. A estabilidade foi estimada por comparagao
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dos dados obtidos a partir das amostras de CQ analisadas antes (amostras de referéncia)
e depois (amostras de estabilidade) de expostas as condicdes de estabilidade
previamente mencionadas. Como critério de estabilidade estabeleceu-se que a diferenga
em percentagem entre os dados resultantes das amostras de estabilidade e de referéncia

deve estar compreendida em +15%.
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3. RESULTADOS

3.1 — Selectividade

A selectividade do método para a determinagdo quantitativa do ESL, S-Lic, R-
Lic e OXC nas matrizes de murganho foi demonstrada pela auséncia de interferentes
das proprias matrizes aos tempos de retencdo do Pi e dos analitos. Nas figuras IV.2,
IV.3, IV.4 e IV.5 sdo apresentados os cromatogramas tipicos resultantes da analise de
extractos de amostras brancas e fortificadas de plasma e de sobrenadante dos
homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho.

Neste caso, no estudo da selectividade apenas foram consideradas as
interferéncias enddgenas das matrizes biologicas de interesse, ndo tendo sido incluidos
ensaios com quaisquer outros compostos exodgenos porque os estudos experimentais
planeados para a aplicagdo deste método cromatografico ndo requerem a co-

administracdo de outros farmacos.
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Figura IV.2 — Cromatogramas representativos de extractos de plasma de murganho: (A) branco; (B)
fortificado com Pi (8 pg/mL), R-Lic, S-Lic, OXC e ESL (0,4 pg/mL); (C) fortificado com Pi (8 pg/mL),
R-Lic e S-Lic (20 pg/mL), OXC e ESL (2 pg/mL); (D) fortificado com Pi (8 pg/mL), R-Lic e S-Lic (80
pg/mL), OXC e ESL (8 pg/mL).
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Figura IV.3 — Cromatogramas representativos de extractos de sobrenadante do homogeneizado de
cérebro de murganho: (A) branco; (B) fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic, S-Lic, OXC e ESL (0,1
pg/mL); (C) fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic e S-Lic (5 pg/mL), OXC e ESL (0,5 pg/mL); (D)
fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic e S-Lic (15 pg/mL), OXC ¢ ESL (1,5 pg/mL).
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Capitulo IV

Figura 1V.4 — Cromatogramas representativos de extractos de sobrenadante do homogeneizado de figado
de murganho: (A) branco; (B) fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic, S-Lic, OXC e ESL (0,1 pg/mL); (C)
fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic e S-Lic (5 pg/mL), OXC e ESL (0,5 pg/mL); (D) fortificado com Pi
(2 pg/mL), R-Lic e S-Lic (20 ug/mL), OXC ¢ ESL (2 pg/mL).
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Figura IV.5 — Cromatogramas representativos de extractos de sobrenadante do homogeneizado de rim de
murganho: (A) branco; (B) fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic, S-Lic, OXC e ESL (0,1 pg/mL); (C)
fortificado com Pi (2 pg/mL), R-Lic e S-Lic (5 pg/mL), OXC e ESL (0,5 pg/mL); (D) fortificado com Pi
(2 pg/mL), R-Lic e S-Lic (20 ug/mL), OXC ¢ ESL (2 pg/mL).
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3.2 — Curvas de Calibracao e Limites de Quantificacéo e Detecgéo

As curvas de calibragdo construidas nas matrizes de murganho mostraram
linearidade para o ESL ¢ OXC de 0,4-8 pg/mL em plasma de murganho, de 0,1-1,5
ug/mL em sobrenadante de homogeneizado de cérebro e de 0,1-2 pg/mL em
sobrenadante de homogeneizados de figado e rim, e para cada um dos enantiomeros Lic
nas concentragdes de 0,4-80 pg/mL, de 0,1-15 pg/mL e de 0,1-20 pg/mL,
respectivamente em plasma, cérebro e figado/rim. As equagdes de regressdo e os
coeficientes de determinagio (r’) das curvas de calibragdo sdo apresentados na tabela

IV.1. Os resultados demonstram uma boa linearidade para todos os analitos € em todas

as matrizes estudadas (r* > 0,996).

Tabela IV.1 — Curvas de calibrag¢do para o ESL, S-Lic, R-Lic e OXC em plasma e em sobrenadante dos

homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho (n = 5).

Matriz/Farmaco

Padroes calibragao (pug/mL)

Equagdo de regresséo”

Plasma
ESL
S-Lic
R-Lic
OXC

04;0,8;2;4;8
0,4; 2; 20; 40; 80
0,4; 2; 20; 40; 80
0,4;0,8;2;4;8

y =0,0578x

y=0,1201x - 0,0004
y =0,1425x - 0,0062
y =0,1786x + 0,0069

0,996
0,998
0,998
0,996

Cérebro
ESL
S-Lic
R-Lic
(0):(®

0,1;0,2;0,5;1; 1,5
0,1;0,5;5;10; 15
0,1;0,5;5;10; 15
0,1;0,2;0,5;1; 1,5

y = 0,2295x - 0,0004
y=04127x +0,0016
y=0,5178x + 0,0029
y = 0,6460x - 0,0071

0,998
0,999
0,999
0,998

Figado
ESL
S-Lic
R-Lic
OXC

0,1;0,2;0,5;1; 2
0,1;0,5; 5;10; 20
0,1;0,5;5;10; 20
0,1;0,2;0,5;1; 2

y=0,2199x - 0,0008
y = 0,4186x + 0,0009
y = 0,5236x - 0,0030
y = 0,6726x - 0,0052

0,998
0,999
0,999
0,998

Rim
ESL
S-Lic
R-Lic
OXC

0,1;0,2;0,5;1; 2
0,1;0,5;5;10; 20
0,1;0,5; 5;10; 20
0,1;0,2;0,5;1;2

y =0,2025x - 0,0004
y =0,4084x - 0,0013
y =0,4952x - 0,0018
y =0,6026x - 0,0056

0,999
0,999
0,999
0,997

*y = bx+ a, em que x ¢ a concentragdo do farmaco, expressa em (ug/mL), e y € a razdo entre as alturas dos picos do farmaco/Pi,
expresso em unidades arbitrarias, b € o declive e a € a intersec¢do na origem.; 1, coeficiente de determinagdo.
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O padrao de calibragdo de menor concentragao foi considerado o LQ do método
para cada um dos analitos de interesse nas matrizes estudadas (0,4 pg/mL ou 0,1 pg/mL
usando, respectivamente, 250 pL de plasma ou 1 mL de sobrenadante dos
homogeneizados de cérebro, figado e rim). O LD do método foi estabelecido em 0,1

ug/mL para o ESL e 0,04 pg/mL para a OXC, S-Lic e R-Lic em todas as matrizes.

3.3 — Precisao e Exactidao

Na tabela IV.2 sdo apresentados os dados intra e interdia relativos ao estudo da
precisdo e exactiddo na determinagdo do ESL, S-Lic, R-Lic e OXC em plasma e
sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho. Considerando
a totalidade dos resultados obtidos, o valor do CV ndo ultrapassa 11,55% e o bias variou
de -3,79% a 3,84%. Os valores destes parametros indicam que a precisdo e a exactidao
estdo dentro dos limites aceitaveis, incluindo no LQ, em todas as matrizes estudadas.
Portanto, o método ¢ preciso e exacto para determinar o ESL e os seus principais
metabolitos a partir de amostras de plasma, cérebro, figado e rim de murganho.

Na analise do ESL, S-Lic, R-Lic e OXC em amostras diluidas (1:10) de plasma
e de sobrenadante dos homogeneizados de figado e rim de murganho, os valores de CV
foram inferiores a 5,00% e o bias variou de -2,94% a 1,35%, indicando uma boa
precisdo e exactiddo na quantificacdo daqueles compostos nas amostras diluidas. Estes
resultados revelam que uma diluicdo de 10 vezes com matriz branca podera ser
adequadamente aplicada se a concentragdo de uma amostra a quantificar exceder o

limite superior da curva de calibragao.

153



Capitulo IV

Tabela IV.2 — Preciséo (% CV) e exactiddo (% Bias) intra e interdia para a quantificagdo do ESL, S-Lic,

R-Lic e OXC em plasma e em sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho

(n=5).
Cominal Ensaio
Intradia Interdia
% CV % Bias % CV % Bias % CV % Bias % CV % Bias
Plasma ESL 0):(® ESL 0OXC
0,4 6,06 -3,53 4,66 -2,49 3,21 -2,59 4,17 2,57
4 2,05 -0,30 2,13 0,34 2,60 0,04 3,15 0,18
8 1,99 -2,32 2,37 -1,73 349  -0,88 3,69 -1,34
S-Lic R-Lic S-Lic R-Lic
0,4 3,52 -0,84 3,14 -0,81 532 -1,31 3,76  -0,98
40 2,73 0,25 2,70 0,73 340  -1,26 3,55  -0,35
80 1,78 -2,77 1,67 -2,50 4,94  -2,60 5,03 -1,85
Cérebro ESL OXC ESL OoXC
0,1 7,63 0,10 421 1,62 11,55  -1,81 5,15 1,53
1 3,84 -2,06 2,82 -0,99 594  -3,00 6,38  -1,29
1,5 5,62 1,50 5,10 2,72 5,81 0,37 6,94 2,27
S-Lic R-Lic S-Lic R-Lic
0,1 4,93 0,20 4,31 -0,01 9,62  -0,02 9,79  -0,20
10 3,89 0,56 3,94 0,36 4,97 0,51 4,83 0,34
15 5,72 -0,13 5,77 -0,14 4,57 0,09 4,50 0,15
Figado ESL O0XC ESL OXC
0,1 3,76 -1,37 4,69 0,50 5,93 0,95 4,67 1,44
1 1,61 -3,79 2,94 -1,57 2,12 0,65 3,73 1,01
2 3,49 0,01 4,01 0,16 2,70  -0,59 1,01 0,76
S-Lic R-Lic S-Lic R-Lic
0,1 4,20 -0,01 5,73 -0,24 4,76  -0,11 596  -0,21
10 1,80 0,57 1,88 0,46 3,20 1,15 3,09 1,29
20 1,87 -0,96 1,88 -0,93 3,49 0,05 3,45 0,15
Rim ESL OXC ESL OXC
0,1 7,71 1,94 9,70 3,84 8,89 0,99 7,17 2,82
1 1,75 3,35 3,27 3,30 3,32 1,21 5,65 0,69
2 2,85 -0,17 4,16 1,04 2,95  -0,03 2,95 1,79
S-Lic R-Lic S-Lic R-Lic
0,1 7,01 0,35 4,13 0,44 10,40 0,39 10,12 0,31
10 3,18 1,62 3,14 1,85 3,46 1,26 3,44 1,13
20 4,01 1,07 4,07 0,42 2,58  -0,22 2,54 -1,04

*Concentragdo nomimal (pg/mL).
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3.4 — Recuperagéo

A recuperacdo do ESL, OXC e dos enantiomeros Lic a partir das matrizes de
plasma e de sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho
foi avaliada e os dados analiticos correspondentes sdo apresentados na tabela IV.3. Da
analise dos resultados obtidos pode constatar-se que a recuperacdo média dos analitos ¢
consistente nos intervalos de concentracdes consideradas. Atendendo conjuntamente a
todos os analitos em todas as matrizes estudadas, os valores da recuperacdo média
variaram de 89,09% a 102,10% e os CV médios ndo apresentaram valores superiores a
6,18%. A recuperacdo do Pi também foi estimada nas mesmas matrizes bioldgicas e

apresentou valores que variaram de 73,53% a 89,14%, com CV dentro de 5,77%.
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Tabela 1V.3 — Recuperagao (%) do ESL, OXC, S-Lic e R-Lic em plasma e sobrenadante dos

homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho.

Chominal" n° Recuperacio (%)
Média % CV Média % CV
Plasma ESL OXC
0,4 5 95,07 3,57 92,14 5,43
4 5 97,96 2,30 96,67 2,06
8 5 95,11 2,86 91,04 3,37
15 96,05 3,26 93,28 4,64
S-Lic R-Lic
0,4 5 103,11 4,27 100,21 2,84
40 5 104,99 2,13 106,21 2,30
80 5 98,19 2,69 96,54 3,01
15 102,10 4,23 100,99 4,79
Cérebro ESL 0).(®
0,1 5 90,30 7,05 87,82 3,60
1 5 95,18 5,90 87,44 6,60
1,5 5 97,12 2,30 92,67 2,39
15 94,20 6,18 89,31 5,22
S-Lic R-Lic
0,1 5 95,71 3,32 98,77 6,10
10 5 94,74 5,77 95,73 5,80
15 5 98,57 3,13 99,25 2,91
15 96,34 4,54 97,92 5,37
Figado ESL 0).(®
0,1 5 97,65 8,40 97,45 4,23
1 5 96,10 2,53 88,73 3,79
2 5 99,21 4,74 97,63 4,87
15 97,65 5,92 94,60 6,18
S-Lic R-Lic
0,1 5 97,42 6,85 95,46 5,21
10 5 97,13 3,49 97,89 3,39
20 5 97,59 3,54 98,13 3,46
15 97,38 4,89 97,16 4,27
Rim ESL 0OXC
0,1 5 93,22 4,53 90,36 3,48
1 5 93,85 3,16 88,00 2,66
2 5 91,60 3,30 88,91 2,19
15 92,89 3,85 89,09 3,04
S-Lic R-Lic
0,1 5 98,26 2,18 93,33 2,89
10 5 92,58 3,42 93,08 345
20 5 96,02 2,01 96,28 1,98
15 95,62 3,56 94,23 3,21

* Concentragio nomimal (ug/mL); ° Niimero de amostras.
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3.5 — Estabilidade

Os dados de estabilidade obtidos para o ESL, OXC, S-Lic e R-Lic em plasma e
sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho sdo

apresentados na tabela I'V.

Tabela V.4 — Estabilidade do ESL, OXC, S-Lic e R-Lic em plasma e sobrenadante dos homogeneizados

de cérebro, figado e rim de murganho (n = 5).

Ensaios de estabilidade

Diferenga em relagdo a amostra de referéncia (%)

Plasma ESL OXC S-Lic R-Lic
Cominal 0,8 4 0,8 4 2 40 2 40
4°C (24 h) -46,13  -31,16 2,84 0,04 725  -0,75 -0,70  -2,86
-30°C (30 dias) 9,80  -3,74 -1,79 -6,96 9,15 8,77 -7,99 9,13
Cérebro ESL OXC S-Lic R-Lic
Crominal 0,2 1 0,2 1 0,5 10 0,5 10
4°C (24 h) -6,02  -7,05 -3,91 -2,71 -6,84  -4,46 -6,04  -4,79
-30°C (30 dias) -9,82  -12,67 -0,28 -7,59 942 -8,44 -8,81  -9,59
Figado ESL oxcC S-Lic R-Lic
Crominal’ 0,2 1 0,2 1 0,5 10 0,5 10
4°C (24 h) -1,39 2,34 6,14 6,47 1,06 2,03 0,40 1,76
-30°C (30 dias) 3,93 3,46 1,16 3,14 1,62 2,90 1,45 2,31
Rim ESL OXC S-Lic R-Lic
Crominal 0,2 1 0,2 1 0,5 10 0,5 10
4°C (24 h) -22,10  -22.38 9,54 -1,52 8,43 2,92 5,25 1,42
-30°C (30 dias) -5,56 4,24 6,93  -10,87 -441  -8,29 2,60  -7,53

*Concentragao nomimal (pg/mL).

A partir dos resultados alcancados foi observado que todos os analitos se
mostraram estaveis a -30°C por 30 dias em todas as matrizes de murganho estudadas.
Porém, os ensaios de estabilidade executados a 4°C durante 24 h indicaram a ocorréncia
de perdas significativas de ESL nas matrizes de plasma e de sobrenadante do
homogeneizado de rim. Os restantes analitos (OXC, S-Lic e R-Lic) ndo apresentaram
degradacdo significativa a 4°C durante 24 h.

Todavia, os dados referentes a instabilidade do ESL nas amostras de plasma e
rim de murganho ndo comprometem a aplicagao deste método, pois os estudos pré-

clinicos e clinicos previamente realizados tém demonstrado que o pro-farmaco ESL ¢
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rapidamente metabolizado in vivo e as concentragdes remanescentes ndao sao geralmente
mensuraveis, mesmo mediante a aplicagcdo de técnicas de LC-MS (HAINZL, PARADA e
SOARES-DA-SILVA, 2001, ALMEIDA € SOARES-DA-SILVA, 2003 e 2004; ALMEIDA et al.,
2005).

3.6 — Aplicacao do método

Para assegurar que o método quiral de LC-UV desenvolvido é apropriado para
quantificar o ESL e seus metabolitos nas matrizes de plasma, cérebro, figado e rim de
murganho, esta técnica analitica foi aplicada a amostras reais apds a administracao oral
de 500 mg/kg de ESL em dose tnica. O procedimento experimental consistiu em colher
as amostras de interesse, plasma, cérebro, figado e rins, 0,5 h apds a administracdo do
ESL, as quais foram imediatamente processadas e analisadas como descrito nas sec¢des
2.2, 24 e 2.5. Na figura IV.6 estdo representados os cromatogramas referentes a
determinagdo dos metabolitos do ESL nas amostras de plasma, cérebro, figado e rim nas
condi¢des experimentais definidas. A partir dos cromatogramas obtidos pode constatar-
se que os enantiomeros R-Lic e S-Lic estdo suficientemente separados apesar da
discrepancia nas respectivas quantidades formadas in vivo pela administragdo do pro-
farmaco ESL em murganhos. No entanto, o enantiomero R-Lic s6 foi encontrado em
quantidades mensuraveis no figado (figura IV.6C), aparecendo nas restantes matrizes
em concentragdes BLQ. O ESL, por sua vez, ndo foi detectado, o que estd em
conformidade com os resultados decorrentes de ensaios prévios realizados em

murganhos (HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA, 2001).
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Figura 1V.6 — Cromatogramas obtidos a partir de amostras de murganho 0,5 h apds a administracao oral
de 500 mg/kg de ESL. As concentragdes dos metabolitos do ESL encontradas foram as seguintes: (A) R-
Lic (BLQ), S-Lic (31,0 pg/mL) e OXC (3,26 ug/mL) no plasma; (B) R-Lic (BLQ), S-Lic (1,91 pg/mL) e
OXC (0,88 ng/mL) no sobrenadante do homogeneizado de cérebro; (C) R-Lic (0,16 pg/mL), S-Lic (9,61
pg/mL) e OXC (0,48 pg/mL) no sobrenadante do homogeneizado de figado; (D) R-Lic (BLQ), S-Lic
(8,73 ng/mL) e OXC (0,57 pg/mL) no sobrenadante do homogeneizado de rim.
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4. DISCUSSAO

O método cromatografico de LC-UV apresentado neste capitulo foi
desenvolvido e validado para a determinacao quantitativa do ESL, S-Lic, R-Lic e OXC
no plasma e sobrenadante dos homogeneizados de cérebro, figado e rim de murganho.
Atendendo a que o objectivo central desta dissertacdo foi, desde sempre, o estudo da
evolucdo das concentragdes plasmaticas e tecidulares do ESL e dos seus metabolitos em
murganhos, a técnica analitica aqui descrita constituiu a ferramenta basilar para a
concretizacao de todos os estudos experimentais apresentados nos capitulos seguintes.

Este método cromatografico contém, de facto, muitos pontos em comum com
aquele previamente desenvolvido para a determinagdo do ESL, S-Lic, R-Lic e OXC em
plasma humano. No entanto, a validacdo da técnica analitica em cada uma das matrizes
de murganho tornou-se inevitavel para assegurar a qualidade dos dados obtidos, pois
para além de estar em causa a alteracdo da espécie, pretendia-se ainda quantificar o ESL
e os seus metabolitos em matrizes de tecidos, as quais, pela sua complexidade, exigiram
modifica¢des aos procedimentos empregues na preparagao das amostras de plasma. A
confirmar a necessidade de se proceder ao estudo dos parametros de validagdo na
mesma matriz bioldgica das amostras reais estdo as diferencas encontradas na
estabilidade do ESL nas amostras de plasma humano e de murganho armazenadas a 4°C
por 24 h.

A sequéncia pela qual se procedeu ao desenvolvimento e validagdo das duas
técnicas analiticas ndo foi aleatdria, mas antes planeada de forma a sacrificar o menor
numero possivel de murganhos para a obteng¢do de matriz bioldgica branca. Na verdade,
todo o conhecimento adquirido durante os ensaios de desenvolvimento do método em
plasma humano, componente do sangue em excedente nos bancos de sangue, permitiu
acelerar o desenvolvimento nas matrizes de murganho e, consequentemente, reduzir as
quantidades necessarias de matriz branca.

As amostras de murganho foram as seleccionadas para efectuar a validacao deste
método cromatografico porque, de acordo com os dados pré-clinicos e clinicos
disponiveis referentes a biotransformag¢do do ESL e dos seus metabolitos, entre os
pequenos animais de laboratorio, o murganho parece ser, neste caso, o modelo
experimental mais relevante para o homem (HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA,

2001, ALMEIDA e SOARES-DA-SILVA, 2003 e 2004; ALMEIDA et al., 2005). Por outro
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lado, as matrizes estudadas foram o plasma, o cérebro, o figado e os rins por serem os
principais tecidos de interesse de um ponto de vista farmacocinético.

O método enantioselectivo de LC descrito neste capitulo ¢, efectivamente, o
unico método cromatografico totalmente validado que estd publicado para a
determinagdo quantitativa e simultanea do ESL, S-Lic, R-Lic e OXC no plasma,
cérebro, figado e rim de murganho. Em termos préaticos, esta técnica analitica combina
caracteristicas favoraveis, particularmente a separag¢do directa dos enantiomeros numa
coluna quiral, evitando as etapas de derivatizacdo muitas vezes necessarias para a
separagdo de enantiomeros, ¢ a fase movel usada € constituida essencialmente por agua,
0 que torna os ensaios analiticos menos dispendiosos. Os resultados decorrentes dos
ensaios de validagdo também demonstraram que o método € sensivel, preciso, exacto e
o procedimento de SPE desenvolvido possibilita uma boa selectividade e uma elevada
recuperagao dos analitos.

A disponibilidade deste método quiral de LC-UV em fase reversa para a
quantifica¢do dos principais metabolitos do ESL nas matrizes de murganho, suportara a
realizagdo de futuros ensaios experimentais in Vivo para complementar os dados
farmacocinéticos que serdo gerados progressivamente a partir dos ensaios clinicos em
curso para o ESL. Além disso, também constituirda uma ferramenta indispensavel para

esclarecer as vias metabolicas da OXC e dos enantiomeros S-Lic € R-Lic.
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