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Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

1. INTRODUCAO

Os principios gerais do tratamento farmacologico envolvem a ocorréncia de
multiplas interac¢gdes farmaco-receptor, as quais podem induzir efeitos terapéuticos ou
toxicologicos. Neste processo ¢ determinante a concentragdo de fArmaco livre no local
de accdo, a qual ¢ influenciada por fenémenos de transferéncia dependentes da
velocidade e da extensdao de absorcao, distribuigdo, metabolismo e excre¢ao do farmaco
pelo organismo. Apesar da presenca incontestavel de variabilidade na farmacocinética e
na farmacodinamia, para que uma terapia farmacoldgica seja bem sucedida ¢ requerida
uma relagcdo razoavelmente bem definida entre a dose e a resposta farmacologica e o

entendimento dos factores que nela interferem (CALDWELL, 1996).

Durante décadas, a estrutura molecular tridimensional dos farmacos foi
largamente menosprezada na investiga¢do farmacologica. No entanto, nos tltimos anos,
tem vindo a ser considerada um factor preponderante no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos e na reavaliacdo de farmacos quirais com larga
utilizacdo clinica (PATIL e KOTHEKAR, 2006). Esta alteragdo deveu-se ao
reconhecimento da influéncia da estereoquimica na biodisposi¢do e na bioactividade dos
enantiomeros de firmacos quirais (ISLAM, MAHDI ¢ BOWEN, 1997; HuTtTt, 2007; LU,
2007). Os enantidbmeros sdo estereoisdmeros em que um ¢ a imagem no espelho do seu
antipode e ndo sdo sobreponiveis. Cada membro de um par enantiomérico difere do
outro apenas no arranjo espacial dos grupos ligados ao centro quiral, apresentando
propriedades fisico-quimicas idénticas e diferenciando-se, somente, pelo sentido de
rotagdo do plano da luz polarizada e pelas interacgdes que estabelecem em ambientes
quirais (HAN, 1997; MISL’ANOVA e HUTTA, 2003).

A quiralidade ¢ uma caracteristica proeminente dos sistemas biologicos, presente
desde as moléculas aos seres humanos e inerente a quase todos o0s processos
bioquimicos e fisiolégicos. De facto, as macromoléculas bioldgicas e, em particular, os
alvos farmacoldgicos (receptores, enzimas e canais i6nicos) sdao capazes de
discriminacdo quiral (RENTSCH, 2002; ANDERSSON, 2004). Portanto, nestas condigdes,
podem existir diferengas significativas na interaccdo farmaco-receptor entre os
estereoisomeros de fairmacos quirais, pelo menos se os centros estereogénicos forem

essenciais para aquelas interaccdoes (CALDWELL, 1996). Assim, os enantiomeros de
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farmacos quirais podem exibir diferentes efeitos farmacodinamicos, farmacocinéticos e
toxicologicos nos sistemas biologicos (CROM, 1992; AGRAWAL et al., 2007; GULATI,
2007; GURJAR, 2007; PATIL e KOTHEKAR, 2006). Ambos os enantidmeros podem ser
farmacologicamente activos ou apenas um deles ser responsavel pelo efeito
farmacologico principal, existindo vdarias possibilidades para o outro enantidmero
(efeito qualitativamente diferente, inactividade, antagonismo e toxicidade) (RENTSCH,
2002; PATIL e KOTHEKAR, 2006). Tais diferencas na actividade bioldgica podem estar
relacionadas com diferencas na actividade intrinseca de cada enantiomero ou podem
dever-se a diferengas na sua farmacocinética, as quais podem conduzir a diferentes
perfis concentragcdo-tempo no sangue e nos tecidos. Hoje em dia reconhece-se que, em
regra, ¢ o metabolismo que introduz o maior grau de estereoselectividade nos processos
farmacocinéticos, embora outros mecanismos como a absor¢ao, a ligagdo as proteinas
plasmaticas e tecidulares, a distribuicdo e a excrecdo possam contribuir também para a
disposi¢cdo estereoselectiva dos farmacos (CALDWELL, 1995; HUTT e TAN, 1996;
RENTSCH, 2002; BROCKS, 2006; Lu, 2007). Assim, face a consciencializacado do
impacto que a quiralidade pode ter na terapéutica, as entidades reguladoras do
medicamento tém colocado um énfase especial sobre os requisitos de eficacia e
seguranca no desenvolvimento de farmacos quirais desde o inicio dos anos 90, exigindo
estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, quer para a mistura racémica quer para ambos
os enantiomeros, antes de ser concedida a aprovagdo para a comercializagdo (MARZO,

1994; SRINIVAS, BARBHAIYA € MIDHA, 2001).

Tal como foi referido anteriormente nesta dissertagao, o ESL ou acetato de S-Lic
(BIA 2-093) ¢ um pro-farmaco quiral, andlogo da CBZ e da OXC, em desenvolvimento
clinico para o tratamento da epilepsia, perturbagao bipolar e dor neuropatica (ALMEIDA
e SOARES-DA-SILVA, 2005; ALMEIDA et al., 2007; ELGER et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2008). A molécula do acetato de Lic contém um centro quiral na posicao 10, ponto de
assimetria da molécula em que o atomo de carbono estd ligado a quatro ligandos
diferentes e, consequentemente, existe em duas formas enantioméricas, o ESL ¢ o seu
enantiomero complementar, o acetato de R-Lic (BIA 2-059) (BENEs et al., 1999;
HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA, 2001). O ESL, o acetato de R-Lic e a mistura
racémica correspondente, bem como outros compostos quimica e estruturalmente
relacionados, foram administrados oralmente em ratos e testados contra as crises

induzidas pelo MES para investigar a existéncia de diferengas na actividade
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anticonvulsivante. Ao mesmo tempo, a poténcia anticonvulsivante demonstrada por
estes compostos foi comparada com aquela obtida, nas mesmas condi¢des
experimentais, para a CBZ e a OXC. Surpreendentemente, os enantidmeros do acetato
de Lic apresentaram propriedades anticonvulsivantes manifestamente diferentes. O ESL
foi claramente o mais potente, exibindo uma poténcia anticonvulsivante similar a da
CBZ e superior a da OXC, enquanto que o acetato de R-Lic mostrou ser quase
desprovido de actividade anticonvulsivante e a mistura racémica apresentou uma
poténcia intermédia (BENES et al., 1999). Estes resultados sugerem que tais diferencas
nas propriedades farmacodindmicas dos enantiomeros do acetato de Lic podem dever-se
a estereoquimica intrinseca ao préprio centro quiral (carbono 10) ou podem ser
atribuidas a diferengas nos processos farmacocinéticos de absor¢do, distribuicdo,
metabolismo e excre¢do. Com o intuito de se conseguirem dados farmacocinéticos
suficientes para esclarecer a estereoselectividade evidenciada pelos enantiomeros do
acetato de Lic, HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA (2001) efectuaram diversos
ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo com os dois enantiomeros. Os resultados
decorrentes destes estudos demonstraram que o ESL e o seu antipode sdo hidrolisados,
respectivamente, aos seus derivados correspondentes, S-Lic e R-Lic. Todavia,
contrariamente ao enantiomero S, o enantidmero R parece ser posteriormente oxidado
ao metabolito trans-diol. Atendendo a que o trans-diol ¢ um metabolito inactivo, a
formagao deste conduzird a uma propensdo aumentada para a inactivagdo precoce do
seu percursor. Assim, o acetato de R-Lic seria um composto menos promissor do ponto
de vista terapéutico e o seu desenvolvimento foi abandonado em detrimento do
desenvolvimento do ESL. O trans-diol ¢ também produzido pela metabolizagdo da CBZ
e da OXC (MATAR et al., 1999).

O ESL foi desenvolvido como uma terceira geragdo da CBZ e uma segunda
geracdo da OXC e, naturalmente, de um ponto de vista metabdlico estd relacionado
mais estreitamente com a OXC. Sucintamente, a OXC ¢ um pro-farmaco aquiral que, no
homem, ¢ rapidamente reduzido a Lic na primeira passagem hepatica (MAY, KORN-
MERKER ¢ RAMBECK, 2003). Porém, o processo de metabolizagdo da OXC a Lic
(metabolito farmacologicamente activo) ¢ enantioselectivo, aparecendo no plasma como
S-Lic e R-Lic numa razdo enantiomérica de aproximadamente 4:1 (FLESCH et al., 1992;
VoLosov et al., 1999; FLESCH, 2004). No que respeita ao ESL, esta bem estabelecido

que, no homem, ¢ rdpida e extensamente metabolizado ao enantidmero S-Lic (>95%) e,
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em menor extensdao, ao enantiomero R-Lic e a OXC (ALMEIDA € SOARES-DA-SILVA,
2003 e 2004; ALMEIDA et al., 2005). No entanto, ainda ndo esta bem documentado se a
desacetilacdo do ESL ao enantiomero S-Lic tem inicio no tracto gastrointestinal, no
sangue apoOs a absor¢do ou no figado (HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA, 2001;
BIALER et al., 2007). Todavia, um trabalho realizado recentemente em doentes com
insuficiéncia hepdtica moderada permite afirmar que o figado ndo tem um papel
preponderante na metabolizagdo pré-sistémica do ESL em S-Lic (ALMEIDA et al.,
2008). De acordo com a informagdo metabdlica disponivel ¢ evidente que o
enantiomero S-Lic € o principal metabolito activo gerado pelos pro-farmacos OXC e
ESL, demonstrando, respectivamente, a ocorréncia de enantioselectividade e de
preservacdo da estereoquimica no metabolismo. Contudo, visto que concentragdes
baixas do enantidmero R-Lic sdo produzidas em resultado da biodisposi¢cdo do ESL,
parece ndo ocorrer uma preservacao absoluta da estereoquimica no seu metabolismo.
Ainda assim, tem-se sugerido que no homem o enantidmero R-Lic ndo ¢ formado
directamente a partir do ESL nem resulta da inversdo unidireccional do enantiémero S,
funcionando antes a OXC como um intermedidrio (HAINZL, PARADA € SOARES-DA-

S1LvA, 2001; BIALER, 2006).

A racemizagdo e a inversao unidireccional dos enantidémeros de fairmacos quirais
¢ um processo que pode ocorrer nos organismos vivos, podendo acarretar efeitos
indesejaveis em termos terapéuticos devido as diferencas na ac¢do farmacologica,
muitas vezes apresentadas pelos enantidmeros opostos. Por isso, a execugdo de estudos
de racemiza¢do ¢ hoje um aspecto importante no processo de avaliagdo de farmacos
quirais (ALI et al., 2007). Todavia, apesar da OXC ser usada na pratica clinica ha varios
anos e de o ESL se encontrar em fase final de desenvolvimento clinico e, reconhecendo
ainda que a acc¢ao farmacolégica destes pro-farmacos esta dependente dos metabolitos
S-Lic e R-Lic, surpreende que poucos estudos tenham investigado a farmacocinética
diferencial dos enantiomeros Lic quando administrados separadamente e averiguado a
possibilidade de ocorréncia de interconversao (VOLOSOV, YAGEN e BIALER, 2000;
HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA, 2001). Para a auséncia de estudos
farmacocinéticos mais aprofundados com os enantiomeros S-Lic e R-Lic podem ter
contribuido os trabalhos de MCLEAN et al. (1994) e de ScHumuTZ et al. (1994) ao

sugerirem propriedades anticonvulsivantes ¢ de toxicidade similares para ambos os
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enantidmeros ¢ uma probabilidade muito reduzida para a ocorréncia de inversao quiral
in vitro.

No entanto, os dados apresentados no capitulo anterior, decorrentes da
administracdo oral do ESL (350 mg/kg) em murganhos, quando conjugados com a
informacao publicada por HAINZL, PARADA € SOARES-DA-SILVA (2001) levaram-nos a
suspeitar da ocorréncia de inversdo unidireccional (S—R). De tal forma que o presente
trabalho foi planeado para caracterizar a farmacocinética e a biodisposicdo dos
enantidomeros S-Lic e R-Lic no murganho apds a administragdo separada de cada um
deles por via endogastrica e, paralelamente, para investigar a possibilidade de
ocorréncia de interconversdo enantiomérica in Vivo e averiguar a presenca de processos

estereoselectivos na farmacocinética dos dois enantiomeros (ALVES et al., 2008b).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Farmacos e Excipientes

Os enantiomeros S-Lic [(S)-(+)-10-hidroxi-10,11-dihidro-5H-
dibenz/b,f/azepina-5-carboxamida (BIA 2-194); 99,79% puro por LC; lote
PC020131B)] e R-Lic [(R)-(-)-10-hidroxi-10,11-dihidro-5H-dibenz/b,f/azepina-5-
carboxamida (BIA 2-195); 100% puro por LC; lote PC040414)] foram cedidos pelos
Laboratorios BIAL (Portela & Ca. S.A.; Porto, Portugal) e suspensos diariamente,
imediatamente antes do inicio das experiéncias, numa solu¢do aquosa de CMC a 0,5%.

A CMC foi adquirida a Sigma (St. Louis, MO, USA).

2.2 — Animais e Desenho Experimental

Os animais usados neste estudo foram murganhos CD-1 adultos machos (30-35
g), provenientes da Harlan-Interfauna (Barcelona, Espanha). Todos os animais foram
alojados e mantidos nas condi¢des referidas na sec¢ao 2.2 do capitulo V.

Os murganhos foram tratados com uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic ou
R-Lic administrada por via oral através de uma sonda endogéstrica (0,5 mL de
suspensao por cada 30 g de peso). As amostras de sangue, o cérebro, o figado e os rins
foram colhidos as 0,25, 0,50, 0,75, 1, 2, 4, 6, 10, 16 e 24 h apds a administragdo e foram
usados grupos de 8 murganhos, por ponto do tempo, para cada um dos tratamentos. Os
procedimentos aplicados na colheita e no tratamento das amostras de sangue e dos
tecidos foram aqueles indicados na sec¢do 2.2 do capitulo V.

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

Geral de Veterinaria.
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2.3 — Método de Quantificagcdo dos Enantiomeros Lic e do Metabolito OXC

As concentragdes dos enantiomeros Lic e do metabolito OXC no plasma e nos
tecidos de cérebro, figado e rim de murganho foram determinadas por um método quiral
de LC-UV previamente desenvolvido e validado e anteriormente descrito no capitulo IV
(ALVES et al., 2007b). Os limites de quantificagdo do método para os enantidmeros
S-Lic e R-Lic e para a OXC foram de 0,4 pg/mL no plasma e de 0,1 pg/mL no

sobrenadante dos homogeneizados dos tecidos (~ 0,4 png/g).

2.4 — Anélise Farmacocinética

Tendo por objectivo a caracterizagdo farmacocinética dos enantiomeros S-Lic e
R-Lic e dos seus metabolitos no plasma, no cérebro, no figado e no rim de murganho,
procurdmos, numa primeira fase, obter um nimero suficiente de pares de dados
experimentais concentracao VErsus tempo para os compostos de interesse, em cada uma
das matrizes bioldgicas consideradas, apds a administragdo oral e separada de cada um
dos enantiomeros Lic numa dose tUnica de 350 mg/kg. Numa segunda fase, os perfis
plasmaticos, cerebrais, hepaticos e renais médios concentragdo-tempo foram submetidos
a uma analise farmacocinética ndo-compartimental, tal como referido na secgdo 2.4 do
capitulo V. Da mesma forma, a velocidade e a extensdo de distribuicdo dos
enantidmeros Lic e dos seus metabolitos entre o plasma e os tecidos de murganho, bem
como as analises de correlagcdo e de regressdo linear efectuadas entre as concentragdes
plasmaticas e as concentragdes tecidulares, seguiram a metodologia previamente

referida na sec¢éo 2.4 do capitulo V.

Neste caso, com a intencdo de avaliar a presenga de estercoselectividade na
disposicao dos enantiomeros S-Lic e R-Lic no murganho, a razio enantiomérica foi
calculada para alguns dos pardmetros farmacocinéticos mais relevantes Cyax € AUC.
LEVY e BoODDY (1991) consideraram existir uma diferenca mensuravel no valor dos

parametros de um par de enantiomeros quando essa diferenca ¢ superior ou igual a 20%.

207



Capitulo VI

3. RESULTADOS

3.1 — Farmacocinética dos Enantidémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

3.1.1 — Biodisposicao do enantiomero S-Lic no plasma

As concentragdes plasmaticas do enantidmero S-Lic e dos seus metabolitos
R-Lic e OXC foram avaliadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, apos a
administracao por via oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic, sob a forma de
uma suspensdo aquosa de CMC. O enantiomero R-Lic foi detectado no plasma aos
primeiros tempos de amostragem, porém, as concentragdes correspondentes ndo foram
determinadas quantitativamente por se situarem em valores BLQ em todos os pontos do
tempo estudados (< 0,4 pg/mL). As concentragdes plasmaticas determinadas para o
enantidomero administrado (S-Lic) e para a OXC s3o apresentadas na tabela VI.1. Na
figura VI.1 estdo representados os perfis plasmaticos médios concentragdo-tempo para

os enantiomeros S-Lic e R-Lic e para a OXC.

Tabela V1.1 — Concentragdes plasmaticas em murganhos apds a administragdo oral de uma dose Unica de
350 mg/kg do enantidémero S-Lic (n = 8): (A) S-Lic e (B) OXC.
(A)

Tem po Murganho
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

M2 DP® CV®

0,25 37,51 4494 41,78 77,66 45,54 56,62 50,89 40,83 49,47 12,88 26,03
0,50 31,29 28,12 23,37 43,90 27,08 2995 31,97 50,27 3324 9,11 2742
0,75 34,08 28,74 28,77 37,43 53,13 38,52 33,58 2893 3540 8,14 22,99
1 22,87 29,21 20,22 2424 16,40 19,75 36,65 32,12 2518 6,90 27,40
2 14,01 21,78 17,70 14,39 22,60 19,21 26,01 16,67 19,05 4,19 22,02
4 11,83 11,36 12,40 15,18 17,69 13,30 14,88 16,90 14,19 235 16,55
6 10,47 10,48 24,75 14,31 9,16 10,53 11,61 12,776 13,01 5,01 38,48
10 6,08 7,10 6,17 1343 17,17 742 642 847 9,03 4,07 45,06
16 6,10 7,43 13,11 1242 572 4,12 642 543 7,59 3,33 4385

* * * * * * * * *
24 - - - - - - - - - - -

’ Concentragdes plasmaticas < 0,4 pg/mL (LQ); * Média, pg/mL; " Desvio padrio;  Coeficiente de variagio, %.

208



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

B
Tempo Murganho .
(h)IO 1 2 3 4 5 6 7 8 e
0,25 421 444 283 626 3,62 483 482 358 432 1,04 24,03
0,50 509 4066 371 515 479 487 538 6,08 497 0,67 13,56
0,75 430 576 624 6,81 862 577 458 3,08 565 1,70 30,03
1 500 6,01 477 530 411 516 869 6,11 564 1,39 24,62
2 362 514 3,71 347 543 456 512 3,776 435 0,80 18,41
4 376 2,16 1,58 1,64 2,86 235 263 18 236 0,73 30,87
6 2,16 228 460 3,19 2,14 2,62 251 322 284 083 29,12
10 1,12 1,13 1,52 1,75 2,81 1,65 126 1,59 160 054 3385
16 083 1,18 2,13 1,65 1,15 077 1,53 1,52 135 045 33,67
24 E o o E _* _* E E o i i

: Concentragdes plasmaticas < 0,4 ug/mL (LQ); * Média, ug/mL; ° Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.

Concentragéo (ug/mL)

20

—8— S-lic
—<— R-Lic
—A— OXC

12 18 24

Termpo (h)

Figura V1.1 — Perfis plasmaticos concentragédo-tempo obtidos para os enantiomeros S-Lic e R-Lic e para

a OXC, em murganhos, apos a administracao oral de uma dose tinica de 350 mg/kg de S-Lic. Os simbolos

representam a médiatdesvio padrdo de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).
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Para melhor ilustrar a relagdo existente entre as concentragdes plasmaticas do
enantiomero S-Lic e do seu metabolito OXC, as razdes entre as concentragoes médias
correspondentes foram calculadas e representadas graficamente em fungdo do tempo

(figura VI.2).

16+
—8— S-Lic/OXC

12+

T T 1
0 5 10 15 20

Termpo (h)

Figura V1.2 — Evolu¢do em fung¢do do tempo das razdes entre as concentragdes plasmaticas de S-Lic e
OXC, em murganhos, apds a administragdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic. O simbolo

representa a razdo entre as médias de 8 determinacdes por ponto do tempo (n = 8).

3.1.1.1 — Analise farmacocinética

As concentragdes plasmaticas médias obtidas, em funcdo do tempo, para o
enantiomero S-Lic e para a OXC foram sujeitas a uma andlise cinética nao-
compartimental. Os parametros farmacocinéticos estimados apresentam-se na tabela
VI1.2. Como as concentracdes plasmaticas referentes ao metabolito R-Lic apresentaram
invariavelmente niveis inferiores ao LQ do método analitico usado, ndo foi possivel

estimar os parametros farmacocinéticos correspondentes.
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Tabela V1.2 — Pardmetros farmacocinéticos plasmaticos referentes ao enantiomero S-Lic e aos seus
metabolitos R-Lic e OXC obtidos em murganhos apds a administragdo oral de uma dose tinica de 350

mg/kg de S-Lic.

Parametros S-Lic R-Lic (0):(®
tmax (h) 0,25 ND 0,75
Cinax (ng/mL) 49,47 ND 5,65
AUC (ng.h/mL) 209,18 NC 39,08
AUC., (ug.h/mL) 310,49 NC 53,10
t2 (h) 9,25 NC 7,22
MRT (h) 13,60 NC 11,37

ND, ndo disponivel; NC, ndo calculado.

3.1.2 — Biodisposi¢ao do enantiomero S-Lic no cérebro

As concentragdes cerebrais do enantidmero S-Lic e dos seus metabolitos R-Lic e
OXC foram avaliadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, ap6s a administrag@o
por via oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de S-Lic, sob a forma de uma suspensao
aquosa de CMC. Nas condic¢des experimentais definidas, as concentragdes cerebrais do
metabolito R-Lic ndo foram determinadas quantitativamente por se situarem em valores
BLQ em todos os pontos do tempo estudados (< 0,4 pg/g). As concentragdes
determinadas no cérebro para o enantiomero S-Lic e para a OXC sdo apresentadas na
tabela VI.3. Na figura V1.3 estdo representados os perfis cerebrais médios concentragao-

tempo para os enantidmeros S-Lic e R-Lic e para a OXC.
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Tabela V1.3 — Concentragdes cerebrais em murganhos apds a administragdo oral de uma dose unica de

350 mg/kg do enantidmero S-Lic (n = 8): (A) S-Lic e (B) OXC.

(A)

Tempo Murganho .
(h)p 1 2 3 4 5 6 7 8 Mt DPcv
0,25 396 2,62 632 541 944 6,00 440 417 529 206 38097
0,50 732 644 7,07 1134 629 488 672 389 676 219 3241
075 14,11 11,32 1787 741 1326 749 1181 595 1115 4,02 36,07

1 1344 944 13,72 8,03 1044 12,12 1249 1336 11,63 2,10 18,03
2 10,64 943 2124 9,12 1243 13,18 10,19 1423 1256 3,95 31,49
4 471 1134 1145 728 6,61 926 877 655 825 239 29,04
6 8,73 505 646 7,55 448 900 553 38 633 193  305I
10 8,70 3,57 479 421 371 527 468 581 509 1,64 3221
16 2,06 2,04 297 282 249 441 306 155 268 087 32,67
24 0,77 140 - 1,13 -7 245 -7 - 0,72 090 12554

¥ Concentragdes cerebrais < 0,4 ug/g (LQ); * Média, pg/g; " Desvio padrio; © Coeficiente de variagio, %.

(B)

Tem Murganho .
e(h)po 1 2 3 4 5 6 7 8 MtoDP Y
025 091 0,79 1,52 104 197 126 141 091 123 040 3232
050 1,87 190 1,8 220 1,62 123 161 088 165 042 2545
075 439 271 416 2,13 297 195 332 197 295 095 3233

1 324 2,18 3,09 245 298 332 327 295 294 041 14,02
2 2,50 1,69 3,66 233 432 348 251 295 293 0,85 2892
4 1,09 285 309 1,71 1,73 295 227 202 221 071 31,97
6 238 147 204 158 1,16 291 133 1,19 176 0,63 3580
10 221 090 1,60 122 1,14 141 142 1,51 143 039 27,20
16 054 0,552 075 091 0,73 130 092 051 077 027 3487
Y K K K K K K K E K ] ]

’ Concentragdes cerebrais < 0,4 ug/g (LQ); * Média, pg/g; ® Desvio padrio; ¢ Coeficiente de variagio, %.

212



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

20+

—8— S-lLic
T —o— R-Lic

Concentragao (ugy/g)
3

0 6 12 18 24

Termpo (h)

Figura V1.3 — Perfis cerebrais concentragdo-tempo obtidos para os enantidmeros S-Lic e R-Lic e para a
OXC, em murganhos, ap6s a administracdo oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de S-Lic. Os simbolos

representam a médiatdesvio padrdo de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

Para melhor visualizar a relagdo existente entre as concentragoes cerebrais do
enantiomero S-Lic e do seu metabolito OXC, as razdes entre as concentracoes médias
correspondentes foram calculadas e representadas graficamente em funcdo do tempo

(figura V1.4).
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Figura V1.4 — Evolu¢do em fungdo do tempo das razdes entre as concentragdes cerebrais de S-Lic e
OXC, em murganhos, apds a administragdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic. O simbolo

representa a razdo entre as médias de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

3.1.2.1 — Analise farmacocinética

As concentracdes cerebrais médias obtidas, em fung¢do do tempo, para o
enantidomero S-Lic e para o metabolito OXC foram submetidas a uma analise cinética
ndo-compartimental. Os parametros farmacocinéticos estimados apresentam-se na
tabela VI.4. As concentragdes cerebrais correspondentes ao metabolito R-Lic
encontravam-se em valores nao mensuraveis pelo que apenas foi possivel estimar os
parametros farmacocinéticos referentes ao composto administrado (S-Lic) e ao

metabolito OXC.
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Tabela V1.4 — Parametros farmacocinéticos cerebrais relativos ao enantiomero S-Lic e aos seus

metabolitos R-Lic e OXC obtidos em murganhos apds a administragdo oral de uma dose tinica de 350

mg/kg de S-Lic.

Parametros S-Lic R-Lic (0):(®
tmax (h) 2,00 ND 0,75
Cinax (1g/2) 12,56 ND 2,95
AUC (png.h/g) 114,46 NC 27,20
AUC., (png.h/g) 120,41 NC 35,47
t2 (h) 5,74 NC 7,40
MRT (h) 8,67 NC 11,01

ND, ndo disponivel; NC, ndo calculado.

3.1.3 - Biodisposicao do enantiomero S-Lic no figado

As concentragdes hepaticas do enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos R-Lic

e OXC foram determinadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, apos a

administracdo por via oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de S-Lic, sob a forma de

uma suspensao aquosa de CMC. As concentracdes obtidas no figado para o enantidmero

administrado (S-Lic) e para os metabolitos R-Lic e OXC sdo apresentadas na tabela

VL.5. Na figura VL5 estdo representados os perfis hepaticos médios concentragao-tempo

para os enantidomeros S-Lic e R-Lic e para a OXC.

Tabela V1.5 — Concentragdes hepaticas em murganhos apds a administragdo oral de uma dose tunica de

350 mg/kg do enantidémero S-Lic (n = 8): (A) S-Lic, (B) R-Lic e (C) OXC.

(A)
Murganho
-ge(rﬂ)p 1 2 3 4 : 5 6 7 8 M pP” v
0,25 61,65 3933 78,00 91,72 111,29 67,71 50,09 69,27 71,13 2281 32,07
050 47,30 36,98 48,33 81,94 56,72 38,776 47,81 38,40 49,53 14,68 29,64
0,75 42,46 3691 66,73 31,52 50,21 32,58 45,82 3091 4214 12,20 28,94
1 41,18 39,33 67,61 33,05 35,04 35,13 41,61 56,52 4368 12,12 27,74
2 36,98 36,45 5541 3427 24,71 30,41 2435 2598 3357 10,20 30,39
4 17,27 26,85 2845 18,95 1499 28,07 23,21 19,51 22,16 521 23,52
6 23,75 11,66 15,86 16,83 12,51 14,81 16,84 24,54 17,10 4,74 27,71
10 2594 11,23 11,06 14,73 13,50 16,46 11,65 18,69 1541 5,03 32,67
16 8,68 11,37 16,04 14,08 826 21,81 13,93 9,16 12,92 4,59 35,52
24 249 6,54 10,69 3,50 - 12,57 043 - 4,53 4,92 108,75

: Concentragdes hepaticas < 0,4 pg/g (LQ); * Média, pg/g; " Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.
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(B)
Tempo Murganho .
(h)IO 1 2 3 4 5 6 7 8 wtooprcv
025 065 085 08 1,13 131 074 063 078 087 024 2719
050 051 042 058 095 055 040 051 040 054 0,18 3322
075 072 047 095 040 054 041 080 0,550 060 020 33,6l
1 0,50 046 087 047 0554 056 054 061 057 0,13 23,07
2 - 5056 -7 041 - -5 045 -7 - -
4 E E E E K E E E K ) )
10 K K K E K K K E B ] )
16 K K K E K K K E B ] )
Y E K K E K K E E E ) )
¥ Concentragdes hepaticas < 0,4 pg/g (LQ); * Média, pg/g; * Desvio padrio; ° Coeficiente de variagdo, %.
©
Tempo Murganho .
(h)p 1 2 3 4 5 6 7 8 MtooDPrcv
025 1,09 1,02 1,51 267 372 183 249 099 192 098 50,96
050 1,78 1,83 222 220 1,00 1,08 1,12 0,62 149 059 3974
075 866 401 9,10 2,72 1,73 348 594 434 500 269 53,86
1 476 429 861 632 823 825 723 335 638 203 31,79
2 1,43 1,18 254 234 569 3,54 347 7,11 341 206 6037
4 062 150 502 073 132 291 1,07 2,18 192 146 76,35
6 338 254 402 146 123 092 138 486 247 147 5936
10 367 1,89 324 224 201 324 314 324 283 068 2390
16 0,40 0,54 0,77 196 045 080 086 0,74 082 049 60,50
24 - 0,49 0,66 - - 1,69 - - - - -

’ Concentragdes hepaticas < 0,4 pg/g (LQ)
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Figura V1.5 — Perfis hepaticos concentra¢do-tempo obtidos para os enantiomeros S-Lic e R-Lic e para a
OXC, em murganhos, ap6s a administracdo oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de S-Lic. Os simbolos

representam a média+desvio padrido de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

Para melhor interpretar a relagdo existente entre as concentragdes hepaticas do
enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos (OXC e R-Lic), as razdes entre as

concentragdes médias correspondentes foram calculadas e representadas graficamente

em funcdo do tempo (figura VI.6).
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Figura V1.6 — Evolugdo em fungdo do tempo das razdes entre as concentragdes hepaticas de S-Lic e dos
seus metabolitos OXC e R-Lic, em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose tinica de 350

mg/kg de S-Lic. Os simbolos representam a razao entre as médias de 8 determinagdes por ponto do tempo
(n=238).

3.1.3.1 — Anélise farmacocinética

As concentragdes hepaticas médias obtidas, em funcdo do tempo, para o
enantiomero S-Lic e para os seus metabolitos (R-Lic e OXC) foram sujeitas a uma
analise cinética ndo-compartimental. Os parametros farmacocinéticos estimados

apresentam-se na tabela VI.6.

Tabela V1.6 — Parametros farmacocinéticos hepaticos referentes ao enantiomero S-Lic e aos seus
metabolitos R-Lic e OXC obtidos em murganhos apds a administracdo oral de uma dose unica de 350

mg/kg de S-Lic.

Parametros S-Lic R-Lic 0OXC
tmax (h) 0,25 0,25 1,00
Cinax (1g/2) 71,13 0,87 6,38
AUC(png.h/g) 399,55 0,95 39,08
AUC., (png.h/g) 446,40 1,16 47,16
t1p (h) 7,18 0,82 6,87
MRT (h) 10,96 1,24 9,87
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3.1.4 — Biodisposicdo do enantiémero S-Lic no rim

As concentragdes renais do enantidmero S-Lic e dos seus metabolitos R-Lic e
OXC foram avaliadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, ap6s a administragao
por via oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic, sob a forma de uma suspensao
aquosa de CMC. As concentragdes determinadas no rim para o enantidmero
administrado (S-Lic) e para os metabolitos R-Lic e OXC sdo apresentadas na tabela
VIL.7. Na figura V1.7 estdo representados os perfis renais médios concentragdo-tempo

para os enantidomeros S-Lic e R-Lic e para a OXC.

Tabela V1.7 — Concentragdes renais em murganhos apos a administragdo oral de uma dose tnica de 350
mg/kg do enantiomero S-Lic (n = 8): (A) S-Lic, (B) R-Lic e (C) OXC.
(A)

Tem po Murganho
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

M? DP® CV®

0,25 54,00 22,54 53,77 58,36 81,42 54,56 41,38 47,67 51,71 16,55 32,01
0,50 33,47 28,70 26,34 53,43 3599 27,67 46,58 25,66 34,73 1023 29,45
0,75 33,83 30,41 73,02 33,48 53,01 34,87 45,71 28,55 4161 15,13 36,35
1 34,32 21,51 68,65 34,15 37,73 30,88 46,99 51,15 40,67 14,58 35,84
2 24,69 25,69 42,51 33,52 2222 2846 22,01 27,59 2834 6,83 24,09
4 10,32 29,77 25,29 17,76 13,29 33,18 21,47 1848 21,20 7,87 37,15
6 15,74 10,27 18,41 14,51 10,29 10,14 18,56 23,50 1518 4,86 32,01
10 21,72 13,50 8,97 10,26 11,03 14,79 1241 17,27 13,74 4,16 30,29
16 6,93 6,31 14,55 12,66 490 14,60 9,15 5,88 9,37 4,01 4278

*

24 1,71 4,71 813 3,10 042 940 - 1,94 3,68 3,48 94,79

’ Concentragdes renais < 0,4 pg/g (LQ); * Média, ng/g; ® Desvio padriio; ¢ Coeficiente de variagio, %.
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(B)
Tempo Murganho .
(h)p 1 2 3 4 5 6 7 8 Mt DP Y
025 063 -5 059 066 089 058 047 054 055 025 4628
0,50 - - - 0,60 - - 0,51 - - - -
0,75 - - 0,78 - 0,49 - 0,52 - . - -
1 - - 0,78 - 0,43 - 0,49 0,54 - - -
4 E E E E E E E E K ) )
10 K K K E K K K E B ] )
16 K K K E K K K E B ] )
Y E K K E K K E E E ) )
¥ Concentragdes renais < 0,4 pg/g (LQ); * Média, pg/g; * Desvio padrio;  Coeficiente de variagio, %.
©
Tempo Murganho .
(h)p 1 2 3 4 5 6 7 8 Mt DPTcv
025 1,09 052 191 130 216 1,54 137 1,06 138 0,51 36,65
050 129 1,55 123 207 139 096 198 0,78 141 045 32,10
075 2,19 128 38 241 249 147 201 1,73 218 0,79 36,39
1 228 133 431 3,07 348 238 353 367 301 095 31,74
2 2,57 1,65 330 298 250 239 159 3,15 252 0,64 2540
4 0,77 2,66 280 136 1,01 313 239 145 195 0,90 46,31
6 208 135 243 1,76 134 123 233 343 199 0,74 37721
10 238 083 132 1,08 130 138 1,17 140 136 045 33,45
16 042 044 094 085 044 095 09 -" 062 035 56,17
24 - 0,49 0,69 - - 0,91 - - - - -

’ Concentragdes renais < 0,4 ug/g (LQ); * Média, ng/g; * Desvio padrio; © Coeficiente de variagdo, %.
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Figura V1.7 — Perfis renais concentragdo-tempo obtidos para os enantiomeros S-Lic ¢ R-Lic e para a
OXC, em murganhos, ap6s a administracdo oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de S-Lic. Os simbolos

representam a média+desvio padrdo de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

Para melhor explanar a relagdo existente entre as concentragdes renais do
enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos (OXC e R-Lic), as razdes entre as

concentragdes médias correspondentes foram calculadas e representadas graficamente

em fungdo do tempo (figura VL.8).
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Figura V1.8 — Evolugdo em fungdo do tempo das razdes entre as concentra¢des renais de S-Lic e dos seus
metabolitos OXC e R-Lic, em murganhos, ap6s a administragdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de

S-Lic. Os simbolos representam a razao entre as médias de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

3.1.4.1 — Analise farmacocinética

As concentragdes renais médias obtidas, em funcdo do tempo, para o
enantidomero S-Lic e para os seus metabolitos (R-Lic e OXC) foram sujeitas a uma
analise cinética ndo-compartimental. Os pardmetros farmacocinéticos estimados
apresentam-se na tabela VI.8. Dada a escassez de pares de dados concentragiao-tempo
conseguidos para o metabolito R-Lic no tecido renal, os parametros farmacocinéticos
que foram possiveis de obter resumem-se, neste caso particular, aos valores

experimentais de tmax € Crax.

Tabela V1.8 — ParAmetros farmacocinéticos renais relativos ao enantiomero S-Lic e aos seus metabolitos

R-Lic e OXC obtidos em murganhos ap6s a administragdo oral de uma dose tinica de 350 mg/kg de S-Lic.

Parametros S-Lic R-Lic OXC
tmax (h) 0,25 0,25 1,00
Cinax (1g/2) 51,71 0,55 3,01
AUC,(ng.h/g) 336,89 NC 25,42
AUC., (ng.h/g) 375,37 NC 31,79
t1p (h) 7,26 NC 7,08
MRT (h) 10,62 NC 10,26

NC, nio calculado.
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3.1.5 - Distribuicéo tecidular do enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos

Para tornar mais perceptivel a relacdo que se estabelece no murganho entre as
concentragdes plasmaticas e as concentragdes tecidulares (cerebrais, hepaticas e renais)
para o enantidmero S-Lic e para os metabolitos R-Lic e OXC formados in vivo mediante
a administragdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic, os perfis médios

concentragdo-tempo correspondentes sdo apresentados conjuntamente na figura VI.9.

(A) 80
—®— Plasma S-Lic (ug/mL)
—&— Plasma R-Lic (ug/mL)
604 T —— Plasma OXC (ug/mL)
—O— Cérebro S-Lic (ug/g)
2 ® —<— Cérebro R-Lic (ug/g)
On
£ —&A— Cérebro OXC (ng/g)
c 40+
3
[
(@]
@)
204
0_
T T T T 1
0 6 12 18 24
Tempo (h)
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Figura V1.9 — Perfis concentragdo-tempo obtidos para o enantidomero S-Lic e para os metabolitos R-Lic e

OXC, em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic: (A)

plasmaticos e cerebrais, (B) plasmaticos e hepaticos e (C) plasmaticos e renais. Os simbolos representam

a médiatdesvio padrio de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).
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Com o intuito de averiguar a natureza da associa¢do entre as concentragoes
plasmaticas e tecidulares obtidas para o enantidomero S-Lic e para o metabolito OXC,
procedeu-se as analises de correlacdo e de regressdo linear para diferentes intervalos de
tempo. O mesmo tipo de analise ndo foi aplicado ao metabolito R-Lic porque as
concentragdes correspondentes foram encontradas, geralmente, em valores BLQ. Os

resultados decorrentes das analises efectuadas estao resumidos nas tabelas VI.9, VI.10 e

VI.11.

Tabela V1.9 — Analises de correlagdo (A) e de regressdo linear (B) entre as concentragdes plasmaticas e
cerebrais médias obtidas para o enantiomero S-Lic e para o metabolito OXC, em murganhos, apos a

administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic.

(A)
Analise de Correlacao
S-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
=0,427 =0,727 =0,865 1=0,946 1=0,960
p>0,05 p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,01
OoXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24]h [2-24] h
r=0,796 =0,863 r=0,940 r=0,937 r=0,955
p<0,01 p<0,01 p<0,001 p<0,01 p<0,01

r, Coeficiente de correlagdo de Pearson.

(B)
Andlise de Regressao Linear
S-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C=0,110C,+4,78 C=0,249C,+2,91 C~0,341C,;#2,04  C~0,510C,+0,343  C=0,615C,-0,511
"=0,182 17=0,529 1’=0,748 ’=0,896 1°=0,922
OoXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C~0,403C,+0,455  C~0,435C,+0,458  C~0,500C,+0,387  C=0,537C,+0,329  C~0,672C,+0,116
1’=0,634 1’=0,745 1’=0,884 1’=0,877 1’=0,912

C., Concentragdo no cérebro (ng/g); C,, Concentragio no plasma (ng/mL); 1?, Coeficiente de determinagdo.
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Tabela V1.10 — Analises de correlagdo (A) e de regressdo linear (B) entre as concentragdes plasmaticas e
hepaticas médias obtidas para o enantiomero S-Lic e para o metabolito OXC, em murganhos, apos a

administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic.

(A)
Andlise de Correlacao
S-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
=0,979 1=0,961 =0,948 =0,978 1=0,962
p<0,0001 p<0,0001 p<0,001 p<0,001 p<0,01
OoXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
r=0,746 =0,789 r=0,936 r=0,928 =0,861
p<0,05 p<0,05 p<0,001 p<0,01 p<0,05

r, Coeficiente de correlagdo de Pearson.

(B)
Andlise de Regressao Linear

S-Lic

[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
Cr1,33C,+3,87 C=1,28C,+4,50 C=1,23C,+4,98 C=1,59C,+1,34 C=1,43C,+2,62

’=0,958 1°=0,924 1’=0,899 ’=0,956 1’=0,925

OXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h

C=0,727C,+0,220  C=0,775C,+0,226 ~ C{=0,948C,+0,0360  C=1,00C,-0,0504  C=0,749C,+0,348

1’=0,556 ’=0,622 ’=0,877 1’=0,860 =0,741

Cy, Concentragdo no figado (ug/g); C,, Concentragio no plasma (ug/mL); r*, Coeficiente de determinagdo.
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Tabela VI1.11 — Analises de correlagdo (A) e de regressdo linear (B) entre as concentragdes plasmaticas e
renais médias obtidas para o enantidmero S-Lic e para o metabolito OXC, em murganhos, apos a

administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic.

(A)
Andlise de Correlacao
S-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
=0,961 =0,950 =0,964 =0,976 1=0,966
p<0,0001 p<0,0001 p<0,001 p<0,001 p<0,01
OoXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
r=0,777 =0,814 r=0,902 r=0,957 =0,952
p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,001 p<0,01

r, Coeficiente de correlagdo de Pearson.

(B)
Andlise de Regressao Linear

S-Lic

[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C,=1,01C,+5,24 C,=1,10C,+3,96 C=1,23C,+2,79 C=1,49C,+0,138 C,=1,28C,+1,80

’=0,924 1°=0,906 1’=0,930 ’=0,952 1’=0,933

OXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h

C,=0,352C,+0,478  C~=0,373C,+0,481  C=0,434C,+0,413  C=0,530C,+0,261  C=0,610C,+0,136
?=0,604 =0,662 ’=0,813 ’=0,916 *=0,906

C,, Concentragdo no rim (ug/g); C,, Concentragdo no plasma (pg/mL); r*, Coeficiente de determinagio.
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Para avaliar a velocidade e a extensao de distribuicao tecidular do enantidmero
S-Lic e dos seus metabolitos em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de S-Lic, as razdes cérebro/plasma, figado/plasma e rim/plasma
para os parametros farmacocinéticos correspondentes Cpax € AUCy., foram calculadas e

sao apresentadas na tabela VI.12.

Tabela V1.12 — Razdes tecidulares/plasmaticas para os enantiomeros S-Lic e R-Lic e para a OXC, usando
os parametros farmacocinéticos C,,,x € AUC,., obtidos apds a administragdo oral de S-Lic (350 mg/kg)

em murganhos.

Cmax AUC()_co
Razao
S-Lic R-Lic OXC S-Lic R-Lic OXC
Cérebro/Plasma 0,25 ND 0,52 0,39 ND 0,67
Figado/Plasma 1,44 ND 1,13 1,44 ND 0,89
Rim/Plasma 1,05 ND 0,53 1,21 ND 0,60

ND, ndo disponivel.

3.1.6 — Biodisposicéo do enantiémero R-Lic no plasma

As concentragdes plasmaticas do enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos
S-Lic e OXC foram determinadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, apds a
administracdo por via oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic, sob a forma de
uma suspensdo aquosa de CMC. As concentragdes determinadas no plasma para os
enantidomeros R-Lic e S-Lic e para a OXC sao apresentadas na tabela VI.13. Na figura
VI.10 estdo representados os perfis plasmaticos médios concentragdo-tempo
correspondentes. No entanto, ¢ importante salientar que, para além dos metabolitos
S-Lic e OXC, foi detectado, aparentemente em quantidades consideraveis, um
metabolito adicional mais polar que os enantidmeros (menor tempo de retencao), o qual

ndo foi quantificado porque a técnica analitica usada ndo estava validada para esse fim.
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Tabela V1.13 — Concentragdes plasmaticas em murganhos apos a administra¢do oral de uma dose tnica
de 350 mg/kg do enantidmero R-Lic (n = 8): (A) R-Lic, (B) S-Lic e (C) OXC.
(A)

Tempo Murganho
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

M2 DP® CV®

025 46,77 102,93 4847 127,15 6550 7439 82,76 4843 7455 28,92 38,80
050 96,82 21,56 23,12 19,56 29,99 39,97 5846 5921 4359 26,67 61,19
075 43,44 4785 43,09 3440 3499 2157 33,52 5801 3961 10,98 27,73
1 16,14 3147 4748 19,54 2505 2517 46,75 4224 3173 1233 38,85
2 1342 49,76 10,06 40,05 11,58 16,96 11,09 22,87 21,97 1496 68,08
4 40,67 27,78 1947 26,02 951 897 1872 20,88 2150 10,28 47,83
6 832 13,18 489 1133 210 1027 423 579 751 3,87 51,51
10 451 229 447 994 762 924 460 549 602 2,65 44,03
16 489 477 13,19 734 336 3,66 407 337 558 334 59,78

*

24 2,94 1,85 1,71 0,51 441 4,06 - 511 257 186 7239

: Concentragdes plasmaticas < 0,4 ug/mL (LQ); * Média, pg/mL; " Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.

B)
Murganho
Ter;lwpo g M®  DP*  CV®
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8
0,25 0,75 1,50 0,76 1,73 0,94 1,10 1,22 0,69 1,09 0,38 34,82
0,50 2,20 0,43 _t -t 0,55 0,61 0,86 0,97 0,70 0,70 99,67

0,75 1,41 1,09 1,32 0,64 0,75 042 0,63 1,00 091 035 38,97
1 0,42 0,83 1,25 0,41 0,53 0,75 0,79 1,29 0,78 0,34 43,49
2 0,63 1,28 0,51 1,03 0,54 0,51 0,42 098 0,74 031 42,68

* *

4 0,86 0,54 - - 2,12 050 047 0,72 065 0,67 102,54
6 0,63 093 0,66 0,67 - 0,57 047 0,69 058 0,27 46,29
10 E i i E i i E E o i i
16 K o o K i i K K o i i
24 K i i K i i K K o i i

’ Concentragdes plasmaticas < 0,4 pg/mL (LQ); * Média, pg/mL; " Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.
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©

Tempo Murganho
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

M2 DP® CV©

0,25 3,23 539 289 6,06 392 3,21 4,72 2,62 4,01 1,26 31,38
0,50 9,45 2,34 1,70 1,96 2,15 3,03 536 4,63 383 2,63 68,62
0,75 533 478 526 2,70 4,05 2,71 325 737 4,43 1,59 35,94
1 1,80 3,34 620 4,77 2,67 3,11 542 6,67 4,25 1,77 41,67
2 3,07 8,16 1,78 747 2,76 3,83 2,63 3,67 417 234 56,19
4 6,48 4,31 3,60 3,64 1,60 1,49 2,54 1,83 3,19 1,70 53,23
6 1,24 1,71 0,96 1,52 0,63 1,70 1,10 1,07 124 0,38 30,60
10 0,63 0,66 0,71 1,41 1,62 1,40 066 0,74 098 042 4281
16 0,73 0,61 1,02 0,76 060 0,68 08 077 075 0,14 18,27

* *

24 0,66 0,58 0,55 - 1,18 0,75 - 1,20 062 045 73,84

: Concentragdes plasmaticas < 0,4 ug/mL (LQ); * Média, ug/mL; ° Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.
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Figura V1.10 — Perfis plasmaticos concentragdo-tempo obtidos para os enantiomeros R-Lic e S-Lic e para
a OXC, em murganhos, ap6s a administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic. Os

simbolos representam a médiatdesvio padrdo de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).
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Para melhor ilustrar a relagdo existente entre as concentragdes plasmaticas do
enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos (OXC e S-Lic), as razdes entre as
concentragdes médias correspondentes foram calculadas e representadas graficamente

em fungdo do tempo (figura VI.11).

80—
—<$— R-Lic/OXC
—— R-Lic/S-Lic
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Figura V1.11 — Evolugao em fungdo do tempo das razdes entre as concentragdes plasmaticas de R-Lic e
dos seus metabolitos OXC e S-Lic, em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose unica de 350
mg/kg de R-Lic. Os simbolos representam a razdo entre as médias de 8 determinagdes por ponto do

tempo (n = 8).

3.1.6.1 — Anélise farmacocinética

As concentragdes plasmaticas médias obtidas, em fun¢do do tempo, para o
enantiomero R-Lic e para os seus metabolitos (S-Lic e OXC) foram sujeitas a uma
analise cinética ndo-compartimental. Os parametros farmacocinéticos estimados

apresentam-se na tabela VI.14.
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Tabela VI1.14 — Pardmetros farmacocinéticos plasmaticos referentes ao enantidmero R-Lic e aos seus
metabolitos S-Lic e OXC obtidos em murganhos ap6s a administracdo oral de uma dose tnica de 350

mg/kg de R-Lic.

Parametros R-Lic S-Lic (0):(®
tmax () 0,25 0,25 0,75
Cinax (ng/mL) 74,55 1,09 4,43
AUC (ng.h/mL) 237,22 4,16 34,69
AUC., (ug.h/mL) 282,68 11,67 42,21
t2 (h) 12,24 8,98 8,47
MRT (h) 12,30 13,21 12,54

3.1.7 — Biodisposicao do enantiomero R-Lic no cérebro

As concentracdes cerebrais do enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos S-Lic e
OXC foram avaliadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, ap6s a administragao
por via oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic, sob a forma de uma suspensao
aquosa de CMC. Nas condigdes experimentais estabelecidas as concentragdes cerebrais
de S-Lic ndo foram determinadas quantitativamente por se situarem em valores BLQ em
todos os pontos do tempo estudados (< 0,4 pg/g). As concentragdes determinadas no
cérebro para o enantiomero R-Lic e para a OXC sdo apresentadas na tabela VI.15. Na
figura VI.12 estdo representados os perfis cerebrais médios concentragdo-tempo para os
enantiomeros R-Lic e S-Lic e para a OXC. Pela disposi¢ao do enantiomero R-Lic surgiu
no cérebro, tal como no plasma, um metabolito extra, o qual ndo foi investigado em

termos quantitativos.
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Tabela VI1.15 — Concentragdes cerebrais em murganhos apds a administragdo oral de uma dose tinica de
350 mg/kg do enantidémero R-Lic (n = 8): (A) R-Lic e (B) OXC.
(A)

Tempo Murganho
() 1 2 3 4 5 6 7 8

Mm? DP® CV©

025 481 645 449 13,75 838 8,60 888 424 745 318 4274
050 485 252 7,00 284 376 405 842 393 467 204 4376
075 11,06 584 614 692 7.82 924 1054 1251 876 246 28,10
1 528 10,00 2,70 521 738 790 638 408 612 231 37,73
2 12,82 7,97 484 546 361 528 3,14 58 612 308 5033
4 1401 426 541 486 395 393 541 441 578 338 5842

6 2,18 3,78 1,49 2,72 0,77 232 1,45 232 213 0,92 43,01
10 L1I2 088 1,39 3,04 3,04 278 1,19 1,66 189 091 48,40
16 1,48 0,85 2,26 1,77 0,85 1,23 L1I2 0,73 1,29 0,53 40,93
24 0,84 0,77 0,72 - 0,98 0,71 - 1,19 065 043 66,29

: Concentragdes cerebrais < 0,4 pg/g (LQ); * Média, ng/g; " Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.

(B)

Tem po Murganho

h M2 DP® CV®
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

025 076 1,62 081 251 179 138 1,61 091 142 059 41,73

050 120 065 1,51 0,79 072 109 201 088 111 046 4181

075 239 145 133 144 191 164 2,04 284 189 053 28,16
1 097 220 068 101 147 1,76 137 083 129 051 39,99
2 285 2,11 1,00 128 092 133 085 141 147 068 46,61
4 215 099 121 126 074 070 1,09 071 111 048 43,13
6 046 0,80 041 064 - 062 0,50 047 049 023 48,00
10 - - - - - - - - - - -
16 - - - - - - - - - - -
24 - - - - - - - - - - -

’ Concentragdes cerebrais < 0,4 ug/g (LQ); * Média, pg/g; ® Desvio padrio; ¢ Coeficiente de variagio, %.
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Figura V1.12 — Perfis cerebrais concentragdo-tempo obtidos para os enantidmeros R-Lic e S-Lic e para a
OXC, em murganhos, apds a administragdo oral de uma dose nica de 350 mg/kg de R-Lic. Os simbolos

representam a médiatdesvio padrdo de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

Para melhor visualizar a relagdo existente entre as concentragoes cerebrais do
enantiomero R-Lic e do seu metabolito OXC, as razdes entre as concentragdes médias

correspondentes foram calculadas e representadas graficamente em funcdo do tempo

(figura VI.13).
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Figura VI1.13 — Evolugdo em fungdo do tempo das razdes entre as concentragdes cerebrais de R-Lic e
OXC em murganhos, ap6s a administracdo oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de R-Lic. O simbolo

representa a razdo entre as médias de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

3.1.7.1 — Analise farmacocinética

As concentragdes cerebrais médias obtidas, em fun¢do do tempo, para o
enantiomero R-Lic e para o metabolito OXC foram submetidas a uma analise cinética
ndo-compartimental. Os pardmetros farmacocinéticos estimados apresentam-se na
tabela VI.16. As concentragdes cerebrais correspondentes ao metabolito S-Lic foram
encontradas em valores ndo mensuraveis pelo que apenas foi possivel estimar os
parametros farmacocinéticos referentes ao composto administrado (R-Lic) e ao

metabolito OXC.

Tabela VI1.16 — Pardmetros farmacocinéticos cerebrais relativos ao enantiomero R-Lic e aos seus
metabolitos S-Lic e OXC obtidos em murganhos ap6s a administragdo oral de uma dose unica de 350

mg/kg de R-Lic.

Parametros R-Lic S-Lic 0).(®
tmax () 0,75 ND 0,75
Coax (ng/g) 8,76 ND 1,89
AUC,. (ng.h/g) 57,21 NC 6,81
AUC,., (ug.h/g) 64,38 NC 9,10
tyz (h) 7,63 NC 3,25
MRT (h) 10,27 NC 4,62

ND, néo disponivel; NC, ndo calculado.
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3.1.8 — Biodisposicao do enantiomero R-Lic no figado

As concentragdes hepaticas do enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos S-Lic
e OXC foram avaliadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, apds a
administracao por via oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic, sob a forma de
uma suspensdo aquosa de CMC. As concentragdes determinadas no figado para o
enantidomero administrado (R-Lic) e para os metabolitos S-Lic e OXC sdo apresentadas
na tabela VI.17. Na figura VI.14 estdo representados os perfis hepaticos médios
concentragdo-tempo para os enantiomeros R-Lic e S-Lic e para a OXC. O metabolito

desconhecido detectado no plasma e no cérebro surgiu também nas amostras de figado.

Tabela VI1.17 — Concentragdes hepaticas em murganhos apds a administragdo oral de uma dose unica de
350 mg/kg do enantidmero R-Lic (n = 8): (A) R-Lic, (B) S-Lic e (C) OXC.
(A)

Tempo Murganho

h M2 DP®  CV®
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

0,25 40,62 5538 4549 15439 74,52 84,05 90,39 54,82 7496 36,77 49,06
0,50 33,56 28,35 45,67 22,52 29,89 22,62 65,72 2791 3453 14,58 42,22
0,75 54,44 29,13 34,17 46,88 51,14 49,13 61,63 77,89 5055 1525 30,17
1 20,02 45,06 13,10 2829 29,60 32,06 4234 2644 29,61 10,58 35,72
2 35,57 21,86 13,55 15,79 11,64 16,22 12,37 21,26 1853 7,86 42,39
4 35,07 15,29 17,27 13,97 852 857 16,28 22,70 17,21 8,57 49,81
6 10,13 15,17 5,97 12,19 2,17 11,60 5,04 528 8,44 446 52,80
10 6,52 2,65 531 1146 749 10,24 526 7,21 7,02 2,82 40,20
16 543 5,66 14,48 6,96 364 3,78 5,17 446 620 3,52 56,73

*

24 3,19 1,54 1,91 0,59 510 3,98 - 6,37 2,84 223 78,50

’ Concentragdes hepéticas < 0,4 ug/g (LQ); * Média, ug/g; ® Desvio padrio; ¢ Coeficiente de variagdo, %.

236



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

(B)

Tempo Murganho
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

M2 DP® CV©

0,25 1,89 434 3,00 926 6,05 657 7,02 381 524 242 46,08
0,50 584 2,31 456 254 388 2,76 560 2,77 3,78 1,41 37,30
0,75 885 323 298 366 503 48 638 3,70 4,84 1,97 40,75
1 3,03 9,38 1,58 322 535 6,50 796 4,69 521 2,64 50,64
2 4,73 434 3,19 1,07 2,50 2,20 1,92 249 281 1,23 43,79
4 6,06 1,97 2,40 1,61 2,01 1,83 1,30 2,97 2,52 1,52 60,22
6 2,07 2,67 1,76 1,77 0,68 2,00 1,58 082 167 0,65 39,22
10 1,95 093 1,05 230 2,06 1,30 0,47 1,14 140 0,64 4545
16 0,82 0,70 1,32 099 0,67 0,78 047 1,00 0,84 0,26 30,64

* *

24 0,92 0,53 1,01 - 0,87 0,77 - 1,71 0,73 056 77,22

: Concentragdes hepaticas < 0,4 pg/g (LQ); * Média, pg/g; ® Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.

©

Tempo Murganho

h M? Dp® CV*
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

0,25 1,79 3,40 1,46 546 232 241 3,36 1,98 2,77 1,29 46,46
0,50 0,51 1,34 2,40 1,32 0,70 1,54 5,19 1,69 1,84 1,48 80,35
0,75 2,55 2,24 1,86 2,65 4,12 2,72 346 9,10 3,59 2,34 65,11
1 0,88 1,81 1,05 1,18 1,19 1,25 0,81 0,70 1,11 0,35 31,16
2 429 280 098 2,67 1,38 2,53 2,05 336 251 1,06 42,18
4 2,86 1,30 1,83 232 049 0,56 1,85 0,91 1,52 0,85 56,03

* * *

6 045 0,73 - 0,88 - 093 - 0,40 042 040 9347
10 - - - 0,56 065 097 059 052 041 037 8922
16 052 040 054 052 -° - 1,14 049 045 036 79,60
24 - - - - 1,06 - - 0,68 - - -

’ Concentragdes hepéticas < 0,4 ug/g (LQ); * Média, ug/g; ® Desvio padrio; ¢ Coeficiente de variagdo, %.
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Figura V1.14 — Perfis hepaticos concentragdo-tempo obtidos para os enantidmeros R-Lic e S-Lic e para a
OXC, em murganhos, apds a administragdo oral de uma dose nica de 350 mg/kg de R-Lic. Os simbolos

representam a média+desvio padrao de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

Para melhor evidenciar a relagdo existente entre as concentragdes hepaticas do
enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos (OXC e S-Lic), as razdes entre as

concentragdes médias correspondentes foram calculadas e representadas graficamente

em funcao do tempo (figura VI.15).
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Figura VI1.15 — Evolugdo em fungdo do tempo das razdes entre as concentra¢des hepaticas de R-Lic e dos
seus metabolitos OXC e S-Lic, em murganhos, apos a administragdo oral de uma dose tinica de 350
mg/kg de R-Lic. Os simbolos representam a razdo entre as médias de 8 determinagdes por ponto do

tempo (n = §).

3.1.8.1 — Anélise farmacocinética

As concentragdes hepaticas médias obtidas, em funcdo do tempo, para o
enantiomero R-Lic e para os seus metabolitos (S-Lic e OXC) foram sujeitas a uma
analise cinética ndo-compartimental. Os parametros farmacocinéticos estimados

apresentam-se na tabela VI.18.

Tabela VI1.18 — Pardmetros farmacocinéticos hepaticos referentes ao enantiomero R-Lic e aos seus
metabolitos S-Lic e OXC obtidos em murganhos ap6s a administragdo oral de uma dose unica de 350

mg/kg de R-Lic.

Parametros R-Lic S-Lic OXC
tmax (h) 0,25 0,25 0,75
Cinax (1g/2) 74,96 5,24 3,59
AUC. (ng.h/g) 235,88 36,76 14,05
AUC,., (ug.h/g) 263,44 46,25 18,04
t2 (h) 6,74 9,06 6,14
MRT (h) 9,98 14,03 9,38
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3.1.9 — Biodisposi¢do do enantiémero R-Lic no rim

As concentragdes renais do enantidmero R-Lic e dos seus metabolitos S-Lic e
OXC foram avaliadas em murganhos, durante um periodo de 24 h, ap6s a administragao
por via oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de R-Lic, sob a forma de uma suspensao
aquosa de CMC. As concentragdes determinadas no tecido renal para o enantidmero
administrado (R-Lic) e para os metabolitos S-Lic e OXC sdo apresentadas na tabela
VI.19. Na figura VI.16 estdo representados os perfis renais médios concentragdo-tempo
para os enantidmeros R-Lic e S-Lic e para a OXC. A semelhanga do que se verificou
nas restantes matrizes bioldgicas analisadas, também no rim foi detectado um

metabolito adicional de natureza desconhecida.

Tabela V1.19 — Concentragdes renais em murganhos apos a administragdo oral de uma dose tinica de 350
mg/kg do enantiomero R-Lic (n = 8): (A) R-Lic, (B) S-Lic e (C) OXC.
(A)

Tem po Murganho

M2 DP* CV®
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

025 35,02 44,83 31,61 123,51 58,67 5298 56,56 33,81 54,62 29,79 54,53
050 23,78 20,76 37,25 14,75 28,17 2643 59,16 2829 29,82 13,51 45,31
0,75 4499 28,12 30,74 39,55 37,97 42,86 56,75 6148 4281 11,61 27,12
1 16,71 29,50 895 18,76 16,19 18,16 26,45 1423 1862 6,57 3529
2 24,72 16,65 8,03 23,08 10,95 19,13 10,17 18,96 16,46 6,17 37,48
4 35,07 13,38 15,61 12,06 22,82 8,66 17,07 15,50 17,52 8,19 46,74
6 7,02 8,90 3,04 8,10 1,54 744 246 552 550 281 51,11
10 2,91 18,31 3,77 8,29 647 738 3,64 424 688 501 7291
16 320 2,69 8,51 7,09 198 344 281 435 426 232 5445

*

24 2,57 1,54 1,58 0,88 5,04 3,82 - 502 2,56 1,90 74,18

: Concentragdes renais < 0,4 pg/g (LQ); * Média, ug/g; ° Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.
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(B)

Tempo Murganho
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

M2 DP® CV©

0,25 1,64 2,74 1,76~ 5,12 297 2,04 2,26 1,65 252 1,16 4598
0,50 1,97 1,19 2,56 1,03 1,91 1,75 3,65 1,97 200 0,82 40,92
0,75 320 2,04 1,48 1,66 2,11 2,11 3,05 281 231 0,64 27,67
1 1,54 3,14 0,83 1,29 1,83 1,85 2,87 1,03 1,80 0,83 46,09
2 3,09 1,65 1,21 1,66 1,85 2,20 1,43 2,19 191 0,59 30,71
4 4,50 1,57 1,67 1,60 2,03 1,09 1,22 1,67 1,92 1,08 56,40

*

6 089 1,01 055 081 - 081 051 080 067 032 4732
10 -t 1,13 - 0,73 097 0,61 - 043 048 045 9361
16 - - 0,48 0,57 - - - 0,51 . - -
24 - 0,50 0,47 - 0,82 - - 0,95 - - -

: Concentragdes renais < 0,4 pg/g (LQ); * Média, ng/g; " Desvio padrio; ° Coeficiente de variagio, %.

©

Tempo Murganho

h [V DP® CV©
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8

0,25 1,34 2,62 L,LI8 534 298 2,14 2,66 1,43 2,46 1,35 54,70
0,50 1,73 1,20 2,36 1,21 1,42 2,22 3,58 1,88 195 0,79 40,39
0,75 4,23 241 2,21 300 382 28 489 582 3,66 1,27 34,71
1 0,96 2,61 0,92 1,24 1,31 1,71 1,98 1,38 151 0,57 37,46
2 324 284 087 1,65 1,26 2,10 1,36 2,29 195 0,82 41,88
4 3,59 1,21 1,54 1,67 1,49 1,00 1,37 090 160 085 53,13

5

6 051 0,83 052 069 - 091 046 059 056 028 49,30
10 -t 1,02 048 094 099 084 042 044 064 036 56,55
16 0,42 - 0,55 051 - 0,40 0,46 - -7 - -
24 - - - - 0,77 0,53 - 0,66 - - -

’ Concentragdes renais < 0,4 ug/g (LQ); * Média, ng/g; * Desvio padrio; © Coeficiente de variagdo, %.
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Figura V1.16 — Perfis renais concentragdo-tempo obtidos para os enantidmeros R-Lic e S-Lic e para a
OXC, em murganhos, apds a administragdo oral de uma dose nica de 350 mg/kg de R-Lic. Os simbolos

representam a média+desvio padrido de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).

Para melhor explanar a relagdo existente entre as concentragdes renais do
enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos (OXC e S-Lic), as razdes entre as

concentragdes médias correspondentes foram calculadas e representadas graficamente

em fung¢do do tempo (figura VI.17).

242



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

28—
—— R-Lic/OXC
—— R-Lic/S-Lic
214
gi 14
’7_
0_
I T T T 1
0 3 6 9 12
Tempo (h)

Figura VI1.17 — Evolugao em fungo do tempo das razdes entre as concentragdes renais de R-Lic e dos
seus metabolitos OXC e S-Lic, em murganhos, apos a administragdo oral de uma dose tinica de 350
mg/kg de R-Lic. Os simbolos representam a razdo entre as médias de 8 determinagdes por ponto do

tempo (n = 8).

3.1.9.1 — Anélise farmacocinética

As concentragdes renais médias obtidas, em fun¢do do tempo, para o
enantidomero R-Lic e para os seus metabolitos S-Lic e OXC foram sujeitas a uma analise
cinética nao-compartimental. Os parametros farmacocinéticos estimados apresentam-se

na tabela VI.20.

Tabela VI1.20 — Parimetros farmacocinéticos renais relativos ao enantiomero R-Lic e aos seus
metabolitos S-Lic e OXC obtidos em murganhos ap6s a administracdo oral de uma dose tinica de 350

mg/kg de R-Lic.

Parametros R-Lic S-Lic 0):(®
tmax (h) 0,25 0,25 0,75
Chnax (1g/8) 54,62 2,52 3,66
AUC (png.h/g) 194,11 12,52 12,05
AUC., (png.h/g) 227,96 15,43 16,28
t12 (h) 9,18 4,16 4,56
MRT (h) 11,59 5,92 6,99
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3.1.10 - Distribuicé&o tecidular do enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos

Para evidenciar a relacdo que se estabelece no murganho entre as concentragdes
plasmaticas e as concentragdes tecidulares (cerebrais, hepaticas e renais) para o
enantiomero R-Lic e para os metabolitos S-Lic ¢ OXC, formados in vivo apos a
administracdo oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de R-Lic, os perfis médios

concentragdo-tempo correspondentes sao apresentados conjuntamente na figura VI.18.

(A 120
—®— Plasma S-Lic (ug/mL)
T —&— Plasma R-Lic (ug/mL)
904 —&— Plasma OXC (ug/mL)
—OS— Cérebro S-Lic (ug/g)
<t —<— Cérebro R-Lic (ug/g)

—2&— Cérebro OXC (ug/g)

Concentragao
D
T

s
PN

30

0 6 12 18 24

Tempo (h)
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Figura V1.18 — Perfis concentragdo-tempo obtidos para o enantidmero R-Lic e para os metabolitos S-Lic
e OXC, em murganhos, apoés a administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic: (A)
plasmaticos e cerebrais, (B) plasmaticos e hepaticos e (C) plasmaticos e renais. Os simbolos representam

a médiatdesvio padrdo de 8 determinagdes por ponto do tempo (n = 8).
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Para investigar o cardcter da associacdo entre as concentragdes plasmaticas e
tecidulares obtidas para o enantiomero R-Lic e para os metabolitos S-Lic e OXC,
recorreu-se as analises de correlagdo e de regressdo linear para diferentes intervalos de
tempo. Pelo facto de as concentragdes cerebrais correspondentes ao metabolito S-Lic se
encontrarem em valores nao mensuraveis, as analises de correlagao e de regressao linear
efectuadas para este metabolito consideraram somente as matrizes biologicas plasma-
figado e plasma-rim. Os resultados decorrentes das andlises realizadas estdo sumariados

nas tabelas VI1.21, VI1.22 e V1.23.

Tabela V1.21 — Analises de correlagdo (A) e de regressdo linear (B) entre as concentragdes plasmaticas e
cerebrais médias obtidas para o enantidmero R-Lic e para o metabolito OXC, em murganhos, apos a
administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic.

(A)

Andlise de Correlacao

R-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
=0,788 1=0,841 =0,975 =0,958 1=0,997
p<0,01 p<0,01 p<0,0001 p<0,001 p<0,0001
OXC
[0,25-10] h [0,5-10] h [0,75-10] h [1-10] h [2-10] h
1=0,944 =0,941 1=0,954 =0,963 =0,970
p<0,001 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,05

1, Coeficiente de correlagdo de Pearson.

(B)
Andlise de Regresséo Linear
R-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C=0,0979C,+1,99  C=0,149C,+1,17  C~0,210C,+0,511  C~=0,212C,+0,489  C~0,275C,-0,00551
17=0,622 1’=0,707 1’=0,951 7=0,918 1"=0,995
OXC
[0,25-10] h [0,5-10] h [0,75-10] h [1-10] h [2-10] h
C=0,407C,-0,231 C=0,406C,-0,229  C~0,420C,-0236 ~ C~=0,375C,-0,165  C~0,411C,-0,217
’=0,891 ’=0,886 =0,910 1’=0,928 ’=0,942

C., Concentraciio no cérebro (ug/g); C,, Concentragdo no plasma (ug/mL); r*, Coeficiente de determinagio.

246



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

Tabela V1.22 — Analises de correlagdo (A) e de regressdo linear (B) entre as concentragdes plasmaticas e

hepaticas médias obtidas para o enantidmero R-Lic e para os metabolitos S-Lic e OXC, em murganhos,

apos a administrag@o oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de R-Lic.

(A)
Andlise de Correlacao
R-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
1=0,975 1=0,941 1=0,960 =0,990 1=0,993
p<0,0001 p<0,001 p<0,001 p<0,0001 p<0,0001
S-Lic
[0,25-10] h [0,5-10] h [0,75-10] h [1-10] h [2-10] h
=0,807 1=0,746 1=0,742 =0,661 =0,813
p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
OoXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
1=0,862 1=0,852 =0,850 =0,865 =0,982
p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,001
T, Coeficiente de correlagao de Pearson.
B)
Analise de Regressao Linear
R-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C=0,994C,-0,318  C=0,961C,+0,213 C=1,11C,-1,43 C=0,837C,+1,25 C=0,735C,+2,05
’=0,951 ’=0,885 ’=0,922 *=0,980 ’=0,986
S-Lic
[0,25-10] h [0,5-10] h [0,75-10] h [1-10] h [2-10] h
C=3,95C,+0,743 C=3,78C,+0,823 C=3,72C,+0,805 C=0,661C,-0,531 Cr1,63C,+1,30
7=0,651 1’=0,557 1’=0,551 17=0,437 1"=0,661
OXC
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C=0,633C,-0,278 C=0,601C,-0,250  C=0,615C,-0,259  C=0,458C,-0,0766  C{=0,624C,-0,255
1’=0,742 ’=0,726 ’=0,723 1’=0,747 ’=0,964

Cy, Concentragdo no figado (ug/g); C,, Concentragio no plasma (ug/mL); r*, Coeficiente de determinagdo.
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Tabela V1.23 — Analises de correlagdo (A) e de regressdo linear (B) entre as concentragdes plasmaticas e
renais médias obtidas para o enantidmero R-Lic e para os metabolitos S-Lic e OXC, em murganhos, apds

a administragdo oral de uma dose tnica de 350 mg/kg de R-Lic.

(A)
Andlise de Correlacao
R-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
r=0,961 r=0,927 =0,932 =0,967 r=0,988
p<0,0001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
S-Lic
[0,25-10] h [0,5-10] h [0,75-10] h [1-10] h [2-10] h
r=0,874 r=0,839 =0,843 r=0,796 r=0,765
p<0,01 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
OXC
[0,25-16] h [0,5-16] h [0,75-16] h [1-16] h [2-16] h
1=0,864 =0,854 =0,850 =0,940 =0,971
p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,01

1, Coeficiente de correlagdo de Pearson.

B)
Analise de Regressao Linear
R-Lic
[0,25-24] h [0,5-24] h [0,75-24] h [1-24] h [2-24] h
C,=0,744C,+0,960  C=0,795C,+0,148  C=0,894C,-0,930 C,=0,605C,+1,88  C=0,745C,+0,778
’=0,924 ’=0,859 ’=0,868 ’=0,934 ’=0,977
S-Lic
[0,25-10] h [0,5-10] h [0,75-10] h [1-10] h [2-10] h
C,=2,02C,+0,325 C=2,03C,+0,322 C=1,98C,+0,306 C,=1,80C,+0,365 C=1,78C,+0,370
17=0,764 1’=0,704 ’=0,711 17=0,634 1’=0,585
OXC
[0,25-16] h [0,5-16] h [0,75-16] h [1-16] h [2-16] h
C,=0,621C,-0,260 C,=0,606C,-0,246  C=0,614C,-0,251  C=0,435C,-0,0129  C,=0,511C,-0,106
1’=0,746 ’=0,729 ’=0,723 1’=0,884 ’=0,942

C,, Concentragdo no rim (ug/g); C,, Concentragdo no plasma (ug/mL); r*, Coeficiente de determinagio.

248



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

Para avaliar a velocidade e a extensao de distribuicao tecidular do enantidmero
R-Lic e dos seus metabolitos em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de R-Lic, as razdes cérebro/plasma, figado/plasma e rim/plasma
para os parametros farmacocinéticos correspondentes Cpax € AUCy., foram calculadas e

sao apresentadas na tabela VI.24.

Tabela V1.24 — Razdes tecidulares/plasmaticas para os enantiomeros R-Lic e S-Lic e para a OXC, usando
os parametros farmacocinéticos C,,x € AUCy., obtidos apds a administrag@o oral de R-Lic (350 mg/kg)

em murganhos.

Cmax AUCO_CO
Razao
R-Lic S-Lic (0)(® R-Lic S-Lic OoXC
Cérebro/Plasma 0,12 ND 0,43 0,23 ND 0,22
Figado/Plasma 1,01 4,81 0,81 0,93 3,96 0,43
Rim/Plasma 0,73 2,31 0,83 0,81 1,32 0,39

ND, ndo disponivel.

3.1.11 — Estereoselectividade na exposi¢édo aos enantiomeros S-Lic e R-Lic

A presenca de diferencas na exposigdo sistémica, cerebral, hepatica e renal aos
enantidomeros S-Lic e R-Lic foi investigada em murganhos ap6s a administra¢do oral e
separada de cada um deles numa dose Unica de 350 mg/kg. Para tal procedeu-se a
determinag¢do do indice de estereoselectividade (razdo enantiomérica) com base nos

parametros farmacocinéticos Cpax € AUCy. (figura VI.19).
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Figura V1.19 — Razao enantiomérica S/R para os pardmetros farmacocinéticos Cp,, € AUC.,, obtidos no
plasma, no cérebro, no figado e nos rins de murganho, apés a administracdo oral e separada dos

enantidmeros S-Lic e R-Lic numa dose de 350 mg/kg.

3.1.12 — Estereoselectividade no metabolismo dos enantiomeros S-Lic e

R-Lic e inversao enantiomérica

Indiscutivelmente, mediante a andlise dos perfis médios concentragao-tempo
obtidos no plasma, cérebro, figado e rim de murganho, ap6s a administra¢do oral dos
enantiomeros S-Lic e R-Lic ¢ evidente que os compostos administrados foram os
principais responsaveis pela exposicdo farmacoldgica sistémica e tecidular (figuras
VI.1, V1.3, VL5, VL.7, VI.10, VI.12, VI.14 e VI. 16). Também ¢ 6bvio que a OXC ¢ um
metabolito comum a ambos os enantiomeros Lic, o qual apareceu em quantidades
mensuraveis em todas as matrizes de murganho estudadas. Assim, para comparar a
producdo de OXC a partir dos enantiomeros S-Lic e R-Lic, as razdes correspondentes
para os pardmetros farmacocinéticos Cp,.x € AUC., foram calculadas e representadas na

figura VI1.20.
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Figura V1.20 — Razdo para os pardmetros farmacocinéticos C,, € AUCy., obtidos para a OXC no
plasma, no cérebro, no figado ¢ nos rins de murganho, apds a administragdo oral e separada dos

enantidmeros S-Lic e R-Lic numa dose de 350 mg/kg.

Pela analise global dos resultados obtidos parece nao subsistir qualquer davida
no que se refere a ocorréncia de racemiza¢do dos enantidmeros S-Lic e R-Lic no
murganho. De facto, mediante tratamento com o enantidmero S-Lic verificou-se a
formagdo de R-Lic e apds a administracdo de R-Lic o seu enantiomero complementar
foi também produzido (tabelas V1.5, VLI.7, VL.13, VI.17 e VL.19). Para identificar a
direc¢do preferencial do processo de interconversao enantiomerica, foram comparados,
sempre que possivel, os parametros farmacocinéticos Cp,x € AUC. estimados para os

enantidmeros S-Lic e R-Lic gerados pela administracdo do enantidmero complementar

correspondente (tabela VI.25).
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Tabela V1.25 — Racemizagdo dos enantiomeros S-Lic e R-Lic em murganhos apds a administragio oral e

separada de cada um deles numa dose tnica de 350 mg/kg.

S-LiC(R_LiC)/R-LiC(s_LiC)

Razado

Cinax AUC,
Plasma ND ND
Cérebro ND ND
Figado 6,02 39,9
Rim 4,58 ND

S-Licr-Lic), S-Lic resultante da administragdo de R-Lic; R-Lics.Li¢), R-Lic resultante da administra¢do de S-Lic.

ND, ndo disponivel.
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4. DISCUSSAO

Hoje em dia ¢ largamente reconhecido que os enantidmeros de fairmacos quirais
diferem, comummente, nas suas propriedades farmacoldgicas e toxicologicas. Em
situacdes extremas um dos enantiomeros pode ser desprovido de qualquer actividade,
por um lado, e, por outro, ambos os enantidmeros podem exibir efeitos qualitativamente
diferentes. Estas diferengas podem dever-se ndo apenas a ocorréncia de discriminagdo
quiral na interac¢do com os receptores farmacoldgicos, mas também a diferengas nos
processos farmacocinéticos (AGRAWAL et al., 2007). A estercoselectividade pode ser
observada na absorcao, na distribuicdo, no metabolismo ¢ na excrecdo de farmacos,
porém, ¢ particularmente marcada nos processos que dependem da interac¢do dos
enantiomeros com macromoléculas bioldgicas quirais, tais como no transporte activo
mediado por proteinas, na ligacao as proteinas plasmaticas e no metabolismo enzimatico
(HuTT e TAN, 1996). Segundo LEVY e BODDY (1991) a estereoselectividade pode ser
acentuada ou atenuada, dependendo do nivel organizacional que os parametros
representam: a interacgdo macromolecular, o 6rgdo ou o organismo inteiro. As
diferencas nos parametros cinéticos que envolvem a interac¢do directa de um
enantiomero com uma macromolécula bioldgica (por exemplo a clearance intrinseca de
formagdo de um metabolito, a fraccdo livre) tendem a ser mais marcadas
comparativamente aos parametros que reflectem o nivel organizacional do organismo
inteiro (por exemplo a semi-vida, a clearance, o volume de distribuicdo), os quais
podem mascarar a estereoselectividade existente a nivel macromolecular. No entanto,
pela administracdo de uma mistura racémica, os enantiomeros individuais exibem
frequentemente diferentes perfis farmacocinéticos e raramente se verifica uma razao
enantiomérica de 1:1 nos fluidos biolodgicos. Todavia, a magnitude das diferencas
observadas entre os parametros cinéticos de um par de enantiomeros tende a ser
relativamente modesta (1 a 3 vezes) em comparagdo com as diferengas nas respectivas
propriedades farmacodinamicas (HUTT e TAN, 1996; HUTT, 2007). Ainda assim, os
perfis plasmaticos concentragao-tempo dos enantiomeros de um farmaco administrado
sob a forma de uma mistura racémica podem diferir marcadamente, atendendo aos
multiplos factores que podem influenciar a disposi¢do enantioselectiva dos farmacos
quirais, tais como o tipo de formulagao, a via de administracdo, a idade, o sexo, a raga, o

estado patoldgico e o polimorfismo genético das isoenzimas citocromo P450 envolvidas

253



Capitulo VI

no metabolismo (RENTSCH, 2002; HUTT, 2007). Portanto, para farmacos quirais, a
avaliacdo dos parametros cinéticos e da relacdo existente entre as concentragcdes
plasmaticas e o efeito farmacoldgico, com base na determinacdo do farmaco total
presente nas amostras bioldgicas, podem ser desprovidas de significado e conduzir a

conclusdes erradas (HUTT e TAN, 1996; RENTSCH, 2002).

Embora existam diferengas indiscutiveis entre o murganho e a espécie humana,
neste capitulo pretendeu-se caracterizar a farmacocinética e a biodisposi¢do oral dos
enantidmeros S-Lic e R-Lic no murganho, para investigar a existéncia de fenomenos
estereoselectivos que possam ajudar a fundamentar as diferencas encontradas no homem
na exposi¢do sistémica ao ESL e a OXC. BIALER et al. (2004) referiram que a
biodisponibilidade oral do ESL, avaliada pela extensdo de exposi¢do aos enantidmeros
S-Lic e R-Lic, foi 16% superior aquela verificada com a OXC apos a administracdo oral

de uma dose molar equivalente.

4.1 — Farmacocinética dos Enantiomeros S-Lic e R-Lic no Murganho

Perante a inviabilidade de estudar os perfis concentragdo-tempo dos
enantiomeros S-Lic e R-Lic e dos seus metabolitos em todas as matrizes bioldgicas de
murganho, foram analisadas aquelas consideradas mais relevantes de um ponto de vista
farmacocinético que, para além de possibilitarem a caracterizacdo da cinética e da
disposicdo dos enantiomeros Lic, permitiram também averiguar a presenca de
estereoselectividade na exposicdo sistémica, no metabolismo e na distribui¢cdo para o

cérebro (6rgdo alvo), para o figado e para o rim.

4.1.1 - Biodisposi¢do do enantiémero S-Lic no plasma

Os perfis plasmaticos médios concentracdo-tempo obtidos em murganhos apos a
administragao oral do enantidémero S-Lic, numa dose Unica de 350 mg/kg, indicam que
o composto administrado atingiu prontamente a circulacdo sistémica e, aparentemente,
foi metabolizado numa pequena extensdo nesta espécie animal. Nas condigdes

experimentais definidas, o Gnico metabolito encontrado no plasma em concentragdes
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mensuraveis foi a OXC, surgindo o enantiomero R-Lic em concentragdes inferiores a
0,4 pg/mL (LQ) (figura VI.1). Assim, no murganho, o enantidmero S-Lic parece ser
parcialmente oxidado em OXC, apresentando a razdo entre as concentragdes
plasmaticas médias de S-Lic e OXC um valor préximo de 12 aos 15 min pds-dose,

passando posteriormente a apresentar valores compreendidos entre 4 e 7 (figura VI1.2).

Pela andlise cinética ndo-compartimental dos perfis plasmaticos médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos para o enantidmero S-Lic e para o
metabolito OXC, apods a administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic,
constatou-se que as concentracdes plasmaticas maximas de S-Lic (49,47 ug/mL) e de
OXC (5,65 ng/mL) foram alcangadas, respectivamente, aos 15 min e aos 45 min apos a
administracdo. Assim, em relacdo ao composto administrado (S-Lic) observou-se um
deslocamento para a direita do ty,x correspondente a OXC, sugerindo que a reac¢do de
oxidagdo do enantiomero S-Lic ndo ocorre instantancamente no murganho.
Considerando os pardmetros farmacocinéticos Cpax € AUCy., 0s valores encontrados
para as razdes plasmaticas S-Lic/OXC foram, respectivamente, de 8,76 e 5,85.
Atendendo ao pardmetro AUCp., o0 enantiomero S-Lic foi responsavel por
aproximadamente 85% da exposicdo farmacologica sistémica total enquanto o
metabolito OXC foi responsavel por cerca de 15%. A ti» e o MRT estimados
apresentaram os valores de 9,25 h e 13,60 h para o enantiomero S-Lic e de 7,22 h e
11,37 h para a OXC (tabela VI.2).

Contrariamente ao observado no murganho, os estudos realizados por HAINZL,
PARADA e SOARES-DA-SILVA demonstraram que a OXC ¢€ o principal composto presente
no plasma de rato ap6s a administragdo oral do enantiomero S-Lic, a qual representou
cerca de 92% da exposicao farmacologica sistémica total (avaliado pelo parametro
AUCq.24 n). VOLOSOV, YAGEN e BIALER (2000) procederam também a administracao
oral do enantidémero S-Lic no cdo, porém, a técnica analitica usada ndo permitiu avaliar
se nesta espécie animal o composto administrado foi metabolizado em OXC. No
entanto, o valor do MRT plasmatico estimado para o enantiomero S-Lic no cdo (3,6 h)
foi bastante inferior aquele por nds estimado no murganho (13,60 h). Em contraste, a t;»
plasmatica da Lic no homem (9,3 h) foi similar aquela estimada para o enantidémero S-
Lic no murganho (9,25 h) (SOUPPART et al., 2008). No homem foi também demonstrado
que a Lic é metabolizada em OXC, ainda que numa pequena extensao, ~ 3% (VOLOSOV,

YAGEN e BIALER, 2000) e ~ 1% (SOUPPART et al., 2008). Estes dados suportam a ideia
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de que o murganho ¢, entre os pequenos animais de laboratério, um modelo animal
relevante para o homem ao pretender-se avaliar a farmacocinética e a biodisposi¢do da

Lic.

4.1.2 — Biodisposicéo do enantiomero S-Lic no cérebro

Em conformidade com os resultados alcancados no plasma, ao observar os perfis
cerebrais médios concentragdo-tempo obtidos em murganhos ap6s a administracdo oral
do enantidémero S-Lic, numa dose unica de 350 mg/kg, facilmente se reconhece que
apenas o composto administrado e o metabolito OXC foram quantificados no tecido
cerebral, surgindo o enantiomero R-Lic em concentragdes inferiores a 0,4 pg/g. Da
observacao da evolugdo em fung¢do do tempo das concentragdes cerebrais médias de
S-Lic e OXC ¢ evidente que o enantiomero S-Lic foi o principal responsavel pela
exposicdo farmacologica cerebral (figura VI.3). Efectivamente, ao relacionarem-se as
concentragdes cerebrais médias de S-Lic e OXC verificou-se que as razoes
correspondentes foram sempre superiores a unidade, exibindo valores bastante estaveis,

os quais variaram entre 3,5 e 4,5 (figura VI1.4).

Mediante uma andlise cinética ndo-compartimental dos perfis cerebrais médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos para o enantiomero S-Lic e para o
metabolito OXC, apos a administracao oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic,
observou-se que as concentragdes cerebrais maximas de S-Lic (12,56 pg/g) e de OXC
(2,95 ng/g) foram atingidas, respectivamente, as 2 h e 0,75 h apds a administragdo.
Atendendo aos parametros farmacocinéticos Cpax € AUCy., 0s valores para as razdes
cerebrais S-Lic/OXC foram, respectivamente, de 4,26 e 3,39. Assim, considerando o
parametro AUCy.., 0 enantidmero S-Lic foi responsavel por aproximadamente 77% da
exposicdo farmacologica cerebral total ao farmaco enquanto a OXC foi responsavel por
aproximadamente 23%. A t;» ¢ o MRT estimados apresentaram os valores de 5,74 h e
8,67 h para o enantiomero S-Lic e de 7,40 h e 11,01 h para a OXC, indicando que a
OXC permaneceu no cérebro por mais tempo, na sua forma inalterada, que o
enantiomero S-Lic (tabela VI.4). Portanto, pela administragdo do enantidémero S-Lic ao
murganho, a exposi¢cdo cerebral a OXC ocorreu por um periodo de tempo superior

aquela observada mediante a administragdo do ESL. Esta observacao nao ¢ de todo
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favoravel ao desenvolvimento do enantidmero S-Lic como um novo farmaco
antiepiléptico, pois os estudos realizados por AMBROSIO et al. (2000) e ARAUJO et al.

(2004) demonstraram que a OXC apresenta um potencial elevado de neurotoxicidade.

4.1.3 — Biodisposic¢éo do enantiomero S-Lic no figado

Pela observacdo dos perfis hepaticos médios concentragdo-tempo obtidos em
murganhos, apos a administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic, ¢
perceptivel a ocorréncia de uma rapida exposicao hepatica ao composto administrado,
sugerindo que o enantidmero S-Lic ¢ prontamente absorvido a partir do tracto
gastrointestinal do murganho. Paralelamente, constatou-se que, no murganho, a
metabolizacdo hepatica do enantibmero S-Lic ocorreu numa pequena extensao,
apresentando uma estabilidade metabdlica consideravel nesta espécie. Ainda assim, em
oposicdo ao observado para as matrizes de cérebro e de plasma, além da OXC, também
o enantiomero R-Lic apareceu no tecido hepatico em concentragdes mensuraveis (> 0,4
ug/g) (tabela VI.5 e figura VI.5). As razdes S-Lic/OXC e S-Lic/R-Lic calculadas para as
concentragdes hepaticas médias obtidas em func¢do do tempo indicam que o composto
administrado foi, de longe, o principal responsdvel pela exposicdo farmacoldgica
hepatica nas condi¢des experimentais estabelecidas. O perfil estimado no figado para a
razdo entre as concentragdes hepaticas médias de S-Lic e OXC mostra um paralelismo
estreito com o perfil correspondente estimado no plasma, embora existam diferencas
Obvias na magnitude das razdes obtidas, em especial aos primeiros tempos de
amostragem, as quais sdo largamente superiores no figado. A razdo entre as
concentragdes hepaticas médias de S-Lic e R-Lic apresentou valores sempre superiores
a 70, porém, foi calculada somente até¢ a 1 h, pois a partir desse momento os niveis de

R-Lic cairam para valores BLQ (< 0,4 ng/g) (figura VI.6).

Pela andlise cinética ndo-compartimental dos perfis hepaticos médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos, apds a administragao oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de S-Lic, verificou-se que as concentragdes maximas de S-Lic
(71,13 pg/g) e de R-Lic (0,87 pg/g) foram alcancadas ao primeiro tempo de
amostragem (0,25 h) e as concentragdes maximas de OXC (6,38 pg/g) foram atingidas a

1 h ap6s a administracao. Considerando os parametros farmacocinéticos Cyax € AUCy.c,
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os valores encontrados no figado para as razdes S-Lic/OXC foram, respectivamente, de
11,15 e 9,47, e para as razdes S-Lic/R-Lic foram, respectivamente, de 81,76 e 384,83.
Assim, atendendo ao pardmetro AUCy.,, 0 enantiomero S-Lic foi responsavel por
aproximadamente 90% da exposi¢do hepatica total ao farmaco, a OXC por cerca de
10% e o metabolito R-Lic representou menos de 0,24%. A t;, e o MRT estimados
apresentaram os valores de 7,18 h e 10,96 h para o enantiomero S-Lic, de 0,82 h e 1,24
h para o enantidémero R-Lic e de 6,87 h e 9,87 h para a OXC (tabela VI.6).

Estes dados confirmam que o enantiomero S-Lic ¢ parcialmente oxidado em
OXC no murganho e, simultaneamente, sugerem a possibilidade de ocorréncia de
inversao quiral S—R. Efectivamente, a sincronicidade observada para os tp,x hepaticos
correspondentes ao enantiomero administrado (S-Lic) e ao enantiomero formado
(R-Lic) conjugada com o facto de o tmax da OXC surgir mais tardiamente, afasta a
possibilidade de a OXC ser a principal fonte do enantiomero R-Lic gerado no
murganho. HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA (2001) referiram que a OXC ¢
reduzida apenas ao enantiomero S-Lic no figado de rato e de murganho, embora essa
reaccdo nao ocorra de forma efectiva no murganho. Assim, os dados obtidos por
HAINZL e colaboradores (2001) também apoiam a ideia de a OXC nao actuar no
murganho, contrariamente ao que sucede no homem, como um intermediario na

formacao do enantiomero R-Lic.

4.1.4 — Biodisposic¢éo do enantiomero S-Lic no rim

Os perfis renais médios concentracdo-tempo obtidos em murganhos, apés a
administracio oral de uma dose unica de 350 mg/kg de S-Lic, permitem afirmar que a
exposicao farmacologica renal se deveu fundamentalmente ao proprio composto
administrado. Tal como nas matrizes biologicas previamente analisadas, também no
tecido renal a OXC foi o principal metabolito encontrado, surgindo, geralmente, o
enantiomero R-Lic em concentragdes ndo mensuraveis. As concentragdes renais médias
de R-Lic foram encontradas em niveis superiores ao LQ do método analitico apenas ao
primeiro tempo de amostragem (15 min) (tabela V1.7 e figura V1.7). Ao representar a
evolucdo em funcdo do tempo das razdes calculadas entre as concentragdes renais
médias do enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos, OXC e R-Lic, constatou-se que as

razoes respectivas apresentaram valores largamente superiores a unidade. A razao entre
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as concentragdes renais médias de S-Lic e OXC apresentou um valor superior a 37 aos
15 min, decrescendo rapidamente até a 1 h para um valor proximo de 13, apresentando,
a partir desse momento, valores compreendidos entre 7 e 16. Por outro lado, a razdo
entre as concentracdes renais médias de S-Lic e R-Lic apresentou um valor superior a
94 ao primeiro tempo de amostragem (15 min), ndo tendo sido calculada posteriormente
porque as concentragdes de R-Lic desceram para valores ndo mensuraveis (< 0,4 pg/g)

(figura VL.8).

Pela analise cinética ndo-compartimental dos perfis renais médios concentragao-
tempo obtidos em murganhos, ap6s a administragdo oral de uma dose tnica de 350
mg/kg de S-Lic, observou-se que as concentragdes maximas de S-Lic (51,71 pg/g) e de
R-Lic (0,55 pg/g) foram alcancadas aos 15 min e as concentragdes maximas de OXC
(3,01 pg/g) foram atingidas a 1 h apés a administragdo. Considerando os parametros
farmacocinéticos Cpax € AUCp., 0s valores encontrados no rim para as razdes
S-Lic/OXC foram, respectivamente, de 17,18 e 11,81. A razdo S-Lic/R-Lic foi
calculada recorrendo apenas ao pardmetro Cpax € apresentou o valor de 94,02.
Atendendo ao pardmetro AUCp., o0 enantiomero S-Lic foi responsavel por
aproximadamente 92% da exposicao renal total e a OXC por cerca de 8%. A exposi¢do
renal ao metabolito R-Lic foi residual, pois, este apenas foi quantificado ao primeiro
tempo de amostragem, ndo tendo sido possivel estimar o parametro AUC..
correspondente. A t;; ¢ o MRT estimados apresentaram os valores de 7,26 h e 10,62 h

para o enantiomero S-Lic e de 7,08 h e 10,26 h para a OXC (tabela VI.8).

4.1.5 - Distribuicéo tecidular do enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos

Embora seja o cérebro o compartimento farmacodindmico alvo do enantiémero
S-Lic e dos seus metabolitos, para além da caracterizacdo da distribuicdo plasma-
cérebro no murganho, foi também estudada a afinidade para os tecidos hepatico e renal.
De facto, por vezes, durante o processo de distribuicdo ou devido a fendmenos de
redistribuicdo pode ocorrer acumulaciao de farmacos em diferentes tecidos ou 6rgaos do
organismo, tais como o figado e os rins, os quais podem constituir reservatdrios
importantes de farmaco (SEGARRA, MOVSHIN ¢ ZARIF, 2002; CASTEL-BRANCO et al.,
2004).
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Pela analise visual da relagdo existente entre os perfis plasmaticos e tecidulares
médios concentragdo-tempo obtidos em murganhos, apds a administragcdo oral de uma
dose tunica de 350 mg/kg de S-Lic, identifica-se, claramente, a presenca de
heterogeneidade na biodistribuicdo do enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos (figura
VI1.9). Nas condi¢des experimentais estabelecidas, com o objectivo de investigar a
natureza do processo de distribui¢do do enantiomero S-Lic e dos seus metabolitos, os
perfis plasmaticos e tecidulares foram correlacionados em diferentes intervalos de
tempo (tabelas VI.9, VI.10 e VI.11). Para o enantiémero S-Lic verificou-se a presenca
de uma correlagdo linear positiva robusta entre as concentragdes plasmaticas e as
concentragdes hepaticas (r=0,979; p<0,0001) e renais (r=0,961; p<0,0001)
correspondentes, incluindo o primeiro ponto experimental ap6s a administragdo (15
min). Ao confrontar as concentracdes de S-Lic determinadas no plasma com as
alcangadas no cérebro ndo foi demonstrada a existéncia de uma correlagdo linear
significativa no intervalo de tempo entre as 0,25 e as 24 h (r=0,427; p>0,05). No
entanto, a presenga de uma correlacdo linear significativa entre as concentragdes
plasmaticas e cerebrais de S-Lic foi observada a partir da 0,5 h (r=0,727; p<0,05), com
tendéncia para se tornar mais consistente com o decorrer do tempo. Por outro lado,
atendendo as concentracdes plasmaticas e tecidulares determinadas para a OXC,
enquanto metabolito do enantidmero S-Lic, verificou-se a presenga de correlagdes
lineares significativas entre as concentracdes plasmaticas e cerebrais, plasmaticas e
hepaticas e plasmaticas e renais em todos os intervalos de tempo considerados, ainda
que, globalmente, o grau de associacdo linear tenha sido menos robusto entre as
concentragdes plasmaticas e hepdaticas. Assim, pelas andlises de correlagdo efectuadas
pode inferir-se que uma alteracdo nas concentragdes plasmaticas de S-Lic se reflectira
quase instantaneamente nos tecidos periféricos altamente irrigados e s6 mais
tardiamente no compartimento cerebral, talvez pela necessidade de transposicao da
BHE. Em contraste com o observado para o enantiomero S-Lic, uma varia¢do nas
concentragdes plasmaticas de OXC far-se-a sentir de imediato nos tecidos periféricos
com elevado fluxo sanguineo e também a nivel cerebral.

Os resultados das andlises de regressao linear efectuadas sdo apresentados nas
tabelas V1.9, VI.10 e VI.11, evidenciando valores de coeficiente de determinagdo que
tendem a aproximar-se da unidade a medida que a robustez da correlagdo linear

aumenta.
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Para avaliar a velocidade e a extensao da distribuicao tecidular do enantidmero
S-Lic e dos seus metabolitos em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de S-Lic, as razdes tecido/plasma para os pardmetros
farmacocinéticos Cpx € AUC., correspondentes a cada composto, foram calculadas e
apresentadas na tabela VI.12. As razdes tecido/plasma para os parametros
farmacocinéticos Cpax € AUCp. correspondentes ao enantiomero R-Lic ndo foram
estimadas porque as concentracdes plasmaticas deste metabolito foram encontradas em
niveis inferiores ao LQ da técnica analitica empregue, em todos os tempos de
amostragem. As razdes cérebro/plasma obtidas mostram diferengas importantes na
distribuicao do enantiomero S-Lic e da OXC para o cérebro. Concretamente, atendendo
a exposi¢do sistémica, a velocidade de penetragdo cerebral e a extensdo da distribui¢do
plasma-cérebro foram, respectivamente, 2,1 e 1,7 vezes maiores para a OXC que para o
enantiomero S-Lic. Estes dados indicam que a distribuicdo plasma-cérebro ¢ menos
favoravel para o enantidomero S-Lic que para a OXC e, em adi¢do, outros argumentos
convergem neste mesmo sentido, nomeadamente, a simultaneidade entre 0s tmax
observados no plasma e no cérebro para a OXC e o deslocamento para a direita do tpax
cerebral do enantiomero S-Lic em relacdo ao ty.x plasmatico (tabelas VI.2 e VI.4). Em
relagdo aos valores obtidos para as razdes figado/plasma e rim/plasma parece ser
evidente uma predisposi¢do para a acumulag@o hepatica e renal de S-Lic, sendo o figado
o principal reservatdrio. Em contraste, a OXC apareceu numa maior extensdo no

plasma.

4.1.6 — Biodisposic¢édo do enantidémero R-Lic no plasma

Os perfis plasmaticos médios concentracdo-tempo obtidos em murganhos apos a
administracao oral do enantiomero R-Lic, numa dose unica de 350 mg/kg, mostram que
o composto administrado atingiu rapidamente a circulagdo sistémica e, para além do
enantiomero R-Lic, nas condigdes experimentais estabelecidas, foram também
quantificados no plasma os metabolitos OXC e S-Lic (figura VI.10 e tabela VI.13). Um
outro metabolito, mais polar que os anteriores, foi também detectado no plasma de
murganho em quantidades consideraveis, o qual ndo foi determinado quantitativamente
porque a técnica analitica usada ndo estava validada para este fim. No entanto, este

metabolito adicional gerado no murganho apenas mediante tratamento com o
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enantiomero R-Lic correspondera, muito provavelmente, ao trans-diol. A suportar esta
ideia estdo os estudos realizados por HAINZL e colaboradores (2001) em ratos e
murganhos, os quais indicam que a formagdo de trans-diol s6 ocorre em quantidades
significativas apds a administragdo de R-Lic ou do seu percursor, o acetato de R-Lic
(BIA 2-059). O trans-diol passou mesmo a constituir o principal metabolito presente no
plasma de murganhos 3 h apds a administracdo do acetato de R-Lic. Assim, no
murganho, comparativamente, o enantiomero R-Lic parece apresentar um metabolismo
oxidativo mais complexo que aquele apresentado pelo enantidémero S-Lic.

Ao analisar a evolu¢do em fungdo do tempo das razdes entre as concentragdes
plasmaticas médias do enantiomero R-Lic e dos metabolitos OXC e S-Lic, constatou-se
que a relagdo entre as concentragdes de R-Lic e de OXC atingiu o equilibrio a 1 h apds a
administracdo, variando entre 4 e 8, enquanto que a razao entre as concentracdes de R-
Lic e S-Lic decresceu abruptamente até as 6 h, ndo tendo sido estimada a partir desse
momento porque as concentragcdes do enantiomero S cairam para niveis nao

mensuraveis (< 0,4 pg/mL) (figura VI.11).

Pela analise cinética nao-compartimental dos perfis plasmaticos médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos, apds a administragao oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de R-Lic, observou-se que as concentra¢cdes maximas de R-Lic
(74,55 pg/mL) e de S-Lic (1,09 pg/mL) foram atingidas aos 15 min e as concentracdes
maximas de OXC (4,43 pg/mL) foram alcangadas aos 45 min pos-dose. Assim, em
relagdo ao composto administrado (R-Lic), observou-se um deslocamento para a direita
do tmax correspondente a OXC, sugerindo que a oxidagdo do enantidmero R-Lic em
OXC nao ocorre prontamente no murganho. Surpreendente foi o facto de 0s tmax
relativos ao enantiomero R-Lic administrado e ao enantiomero S-Lic formado terem
sido coincidentes. Considerando os parametros farmacocinéticos Cyax € AUCo., 08
valores encontrados para as razdes plasmaticas R-Lic/OXC foram, respectivamente, de
16,83 e 6,70, e para as razdes R-Lic/S-Lic foram, respectivamente, de 68,39 e 24,22.
Neste caso, o composto administrado (R-Lic) foi também o principal responsavel pela
exposicao farmacologica sistémica, porém, nao foi indicado objectivamente o valor
percentual dessa exposicdo pela impossibilidade de quantificar o metabolito extra
detectado. A t;» e 0 MRT estimados apresentaram os valores de 12,24 h e 12,30 h para
o enantidmero R-Lic, de 8,98 h e 13,21 h para o enantiomero S-Lic e de 8,47 h e

12,54 h para a OXC (tabela VI1.14).
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4.1.7 — Biodisposic¢éo do enantidmero R-Lic no cérebro

Em concordancia com os dados plasmaticos, os perfis cerebrais médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos apds a administragdo oral do enantidmero
R-Lic, numa dose unica de 350 mg/kg, indicam que o composto administrado foi o
principal responsdvel pela exposicdo farmacoldgica cerebral e, ao primeiro tempo de
amostragem (15 min), as concentragdes cerebrais de R-Lic tinham ja atingido niveis
proximos do Cpax cerebral. O metabolito OXC foi quantificado no cérebro até as 6 h e,
em contraste com o observado no plasma, as concentragdes do metabolito S-Lic
surgiram em valores BLQ (< 0,4 ng/g) em todos os pontos experimentais (figura VI.12
e tabela VI.15). O metabolito adicional detectado no plasma foi também encontrado no
tecido cerebral.

Ao confrontar as concentra¢des cerebrais médias de R-Lic e OXC obtidas em
funcdo do tempo, verificou-se que as razdes correspondentes foram sempre superiores a
unidade e exibiram valores relativamente estaveis, os quais se mantiveram entre 4 ¢ 5,3

(figura VI.13).

Mediante uma analise cinética ndo-compartimental dos perfis cerebrais médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de R-Lic, constatou-se que as concentragdes cerebrais maximas de
R-Lic (8,76 pg/g) e de OXC (1,89 pg/g) foram atingidas, em simultaneo, as 0,75 h pos-
dose. Atendendo aos parametros Cpyax € AUC.0, as razdes cerebrais R-Lic/OXC foram,
respectivamente, de 4,63 e 7,07. A t;» e o MRT estimados apresentaram os valores de
7,63 h e 10,27 h para o enantiomero R-Lic e de 3,25 h e 4,62 h para a OXC (tabela
VI.16).

4.1.8 — Biodisposicdo do enantiémero R-Lic no figado

Pela observacao dos perfis hepaticos médios concentragdo-tempo obtidos em
murganhos, apds a administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic, ¢
evidente a ocorréncia de uma célere exposicdo hepatica ao composto administrado,
indicando que o enantidmero R-Lic € prontamente absorvido a partir do tracto

gastrointestinal do murganho. No tecido hepatico, tal como sucedeu no plasma, os
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metabolitos OXC e S-Lic surgiram em concentragdes mensurdveis € o metabolito
desconhecido detectado no plasma e no cérebro surgiu também nas amostras de figado
(tabela VI.17 e figura VI.14). Paralelamente, confirma-se que no murganho a
biotransformag¢do hepatica do enantiomero R-Lic ¢ mais complexa que aquela
observada para o enantiomero oposto (S-Lic). Ainda assim, no murganho, a semelhanga
do que acontece no rato, o enantidomero R-Lic apresenta uma estabilidade metabolica
aceitavel (HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA, 2001). No entanto, assumindo que o
metabolito de natureza desconhecida corresponde ao trans-diol, tratar-se-4, portanto, de
um metabolito farmacologicamente inactivo (MATAR et al., 1999) e, consequentemente,
o enantiomero R-Lic terd maior propensdo para inactivagao precoce.

Os perfis estimados no figado para as razdes R-Lic/OXC e R-Lic/S-Lic sugerem
que o composto administrado (R-Lic) ¢ o principal responsavel pela exposi¢do
farmacoldgica hepatica nas condigdes experimentais estabelecidas. Porém, a magnitude
dos perfis estimados indica que nesta matriz as concentragdes determinadas para o
metabolito S-Lic sdo largamente superiores aquelas obtidas para o metabolito OXC

(figura VI.15).

Pela analise cinética ndo-compartimental dos perfis hepaticos médios
concentragdo-tempo obtidos em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose
unica de 350 mg/kg de R-Lic, verificou-se que as concentragdes maximas de R-Lic
(74,96 pg/g) e de S-Lic (5,24 pg/g) foram alcangadas ao primeiro tempo de amostragem
(0,25 h) e as concentragdes maximas de OXC (3,59 pg/g) foram atingidas as 0,75 h pos-
dose. Considerando os parametros farmacocinéticos Cpax € AUCy., 0s valores
encontrados no figado para as razdes R-Lic/OXC foram, respectivamente, de 20,88 e
14,60, e para as razdes R-Lic/S-Lic foram, respectivamente, de 14,31 ¢ 5,70. A tjn e 0
MRT estimados apresentaram os valores de 6,74 h e 9,98 h para o enantiomero R-Lic,
de 9,06 h e 14,03 h para o enantidémero S-Lic e de 6,14 h e 9,38 h para a OXC (tabela
VI.18).

Estes dados sugerem que o enantiomero R-Lic é parcialmente oxidado em OXC
no murganho e, eventualmente, em trans-diol. Ao mesmo tempo, confirmam a
ocorréncia de inversdo quiral R—S. Efectivamente, a sincronicidade observada para os
tmax hepaticos correspondentes ao enantidmero administrado (R-Lic) e ao enantidmero
formado (S-Lic) conjugada com o facto de o ty.x da OXC surgir mais tardiamente,

afasta a possibilidade de a OXC ser a principal fonte do enantidémero S-Lic produzido
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no murganho. HAINZL, PARADA e SOARES-DA-SILVA (2001) documentaram a reducao
da OXC ao enantiomero S-Lic no figado de rato e de murganho, mas salientaram
também que o Ultimo ndo tem capacidade para reduzir a OXC eficientemente. Esta
informagdo menospreza o efeito da OXC enquanto intermediario na formagdo do
enantidémero S-Lic no murganho, contrariamente ao que acontece no homem, e reforga a

hipotese de ocorréncia de inversdo quiral R—S no murganho.

4.1.9 - Biodisposicdo do enantiémero R-Lic no rim

Os perfis renais médios concentracdo-tempo obtidos em murganhos, apos a
administracdo oral de uma dose unica de 350 mg/kg de R-Lic, demonstram uma rapida
exposic¢ao renal ao composto administrado e aos metabolitos OXC e S-Lic (tabela VI.19
e figura VI.16). Em analogia com o sucedido nas restantes matrizes biologicas,
qualitativamente, a exposi¢do renal ao metabolito desconhecido também ocorreu em
niveis consideraveis.

No rim, a evolu¢do em funcdo do tempo das razdes entre as concentragdes
médias de R-Lic e dos metabolitos OXC e S-Lic sugerem que o composto administrado
(R-Lic) ¢ o principal responsavel pela exposi¢do farmacoldgica renal. Por outro lado, a
proximidade dos perfis respectivos estimados indica que as concentracdes dos

metabolitos OXC e S-Lic alcangadas no tecido renal sdo similares (figura VI.17).

Da andlise cinética ndo-compartimental dos perfis renais médios concentracao-
tempo obtidos em murganhos, ap6s a administracdo oral de uma dose unica de 350
mg/kg de R-Lic, constatou-se que as concentragdes maximas de R-Lic (54,62 pg/g) e de
S-Lic (2,52 ng/g) foram alcancadas ao primeiro tempo de amostragem (0,25 h) e as
concentragdes maximas de OXC (3,66 pg/g) foram atingidas as 0,75 h apos a
administracdo. Considerando os parametros farmacocinéticos Cpax € AUC., 0s valores
encontrados no rim para as razdes R-Lic/OXC foram, respectivamente, de 14,92 e
14,00, e para as razdes R-Lic/S-Lic foram, respectivamente, de 21,67 e 14,77. Atjp e o
MRT estimados apresentaram valores de 9,18 h e 11,59 h para o enantiomero R-Lic, de

4,16 h e 5,92 h para o enantidmero S-Lic e de 4,56 h e 6,99 h para a OXC.
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4.1.10 — Distribuig&o tecidular do enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos

Pela analise visual da relagdo existente entre os perfis plasmaticos e tecidulares
médios concentragdo-tempo obtidos em murganhos, apds a administragdo oral de uma
dose unica de 350 mg/kg de R-Lic, reconhece-se, indubitavelmente, a presenca de
diferencas na biodistribuicdo do enantiomero R-Lic e dos seus metabolitos (figura
VI.18). Assim, com o intuito de aprofundar o processo de distribui¢do do enantidmero
R-Lic e dos seus metabolitos OXC e S-Lic, as concentragdes plasmaticas e tecidulares
correspondentes foram correlacionadas em diferentes intervalos de tempo (tabelas
VI.21, VI1.22 e VI.23). Para o enantidmero R-Lic observou-se a presenca de uma
correlacdo linear significativa entre as concentracdes determinadas no plasma e no
cérebro (r=0,788; p<0,01), no plasma e no figado (r=0,975; p<0,0001) e no plasma e no
rim (r=0,961; p<0,0001), incluindo o primeiro ponto de amostragem apds a
administracao (0,25 h). No entanto, a robustez da correlagdo entre as concentragdes
plasmaticas e cerebrais de R-Lic s6 se aproximou daquela apresentada pelas correlagdes
plasma/figado e plasma/rim a partir do momento em que se alcangou o pico cerebral
(0,75 h) (r=0,975; p<0,0001). Da mesma forma, para a OXC foram também encontradas
correlagdes lineares significativas entre as concentragdes plasmaticas e cerebrais
(r=0,944; p<0,001), plasmaticas e hepaticas (r=0,862; p<0,01) e plasmaticas e renais
(r=0,864; p<0,01), logo a partir do primeiro ponto experimental (0,25 h). Em relag¢do ao
metabolito S-Lic s6 foram efectuadas analises de correlacdo entre as concentragdes
plasma/figado e plasma/rim, pois, as concentracdes cerebrais de S-Lic ndo foram
determinadas quantitativamente. Os resultados obtidos para o enantiomero S-Lic
mostraram uma auséncia de correlagdo linear entre os niveis plasmaticos e hepaticos e
entre os niveis plasmaticos e renais, respectivamente, a partir da 0,5 h e 1 h poés-dose.
Em sintese, considerando globalmente as analises de correlacdo efectuadas pode
concluir-se que as alteragdes nas concentragdes de R-Lic e OXC no plasma terdo
repercussdo quase imediata nas respectivas concentragdes cerebrais, hepaticas e renais,
contrastando com o observado para o metabolito S-Lic.

Os resultados das analises de regressao linear efectuadas sdao apresentados nas
tabelas VI.21, VI.22 e VI.23, mostrando valores de coeficiente de determinacdo que
tendem a aproximar-se da unidade a medida que a significancia da correlagdo entre as

variaveis aumenta.
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Para avaliar a velocidade e a extensao da distribui¢ao tecidular do enantiomero
R-Lic e dos seus metabolitos em murganhos, apds a administracdo oral de uma dose
unica de 350 mgkg de R-Lic, as razdes tecido/plasma para os parametros
farmacocinéticos Cpax € AUCy., referentes a cada um compostos, foram calculadas e
apresentadas na tabela VI.24. As razdes cérebro/plasma para os parametros
farmacocinéticos Cpax € AUCj. correspondentes ao metabolito S-Lic ndo foram
estimadas porque as concentracdes cerebrais deste foram encontradas em niveis BLQ,
em todos os tempos de amostragem. As razdes cérebro/plasma obtidas para o
enantiomero R-Lic e para a OXC apresentaram valores bastante inferiores a unidade,
indicando uma fraca distribuicao destes compostos para o cérebro. Todavia, ainda que a
extensdo de distribuicdo para o cérebro seja similar para o enantiomero R-Lic e para a
OXC (considerando o parametro AUCy.,), a razdo cérebro/plasma ¢ 3,6 vezes maior
para a OXC (considerando o pardmetro Cp,,x), sugerindo a existéncia de diferencas entre
eles na velocidade de travessia da BHE. Efectivamente, o tp,x para o enantidmero R-Lic
no plasma ¢ menor que o observado no cérebro, enquanto o tmax para a OXC ocorreu
simultaneamente em ambas as matrizes (tabelas VI.14 e VI.16). Atendendo aos valores
obtidos para as razdes figado/plasma parece ser evidente que o composto administrado
(R-Lic) ndo tem propensao para acumulacdo no tecido hepatico (razdes proximas da
unidade). Em contraste, o metabolito S-Lic formado tende a sofrer acumulagao hepatica
e o metabolito OXC parecer ser libertado para a circulagdo sistémica. Os valores obtidos
para as razdes rim/plasma também suportam a acumulacdo renal do metabolito S-Lic,
mas em menor extensao que a observada no figado. No que se refere ao enantidémero

R-Lic e a OXC, eles surgiram em maiores quantidades no plasma que no tecido renal.

4.1.11 - Estereoselectividade na exposicdo aos enantiomeros S-Lic e R-Lic

As diferencas na exposicdo sistémica, cerebral, hepatica e renal aos
enantiomeros S-Lic e R-Lic apds a administragdo oral e separada de cada um deles em
murganhos, numa dose unica de 350 mg/kg, foram investigadas com base razao
enantiomérica para os parametros farmacocinéticos Cpax € AUCo (figura VI.19). As
razdes S/R estimadas para o pardmetro AUCy.,, foram superiores a unidade em todas as
matrizes estudadas, indicando uma maior exposi¢do ao enantidomero S-Lic que ao

enantiomero R-Lic apds tratamento equivalente. Ainda que a exposicao sistémica seja
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comparavel para ambos os enantidmeros S-Lic e R-Lic, grandes diferencas foram
evidenciadas na exposicdo cerebral, hepatica e renal. Concretamente, estes dados
suportam a ocorréncia de acumulacdo hepatica e renal do enantidomero S-Lic e a sua
maior distribuicdo para o cérebro, demonstrando a ocorréncia de fendmenos de
discriminacao quiral dos enantiomeros Lic no murganho. Em adi¢do, considerando o
parametro Cpayx, as razdes S/R estimadas no plasma (0,66), no figado (0,95) e no rim
(0,95) e referentes aos 15 min pos-dose, confirmam a afinidade aumentada do
enantiomero S-Lic, desde os primeiros pontos do tempo, para os tecidos hepatico e

renal.

4.1.12 — Estereoselectividade no metabolismo dos enantiomeros S-Lic e

R-Lic e inversao enantiomérica

O metabolismo enantioselectivo de farmacos quirais catalizado pelas enzimas de
fase I ou fase II ¢, muitas vezes, o factor predominante para a estereoselectividade
observada na farmacocinética ¢ na disposi¢do de farmaco quirais, embora outros
factores como a via de administracdo, o sexo, a idade, a presenca de patologias e de
polimorfismos genéticos possam também contribuir de forma significativa. Portanto,
nas fases iniciais do desenvolvimento pré-clinico de firmacos quirais ¢ importante
avaliar o metabolismo destes em diferencas espécies para melhor predizer a
farmacocinética no homem. Os primeiros estudos metabdlicos sdo, geralmente,
conduzidos em condigdes in Vvitro, usando suspensdes de microssomas hepaticos ou
hepatocitos (LU, 2007). De facto, durante a fase de desenvolvimento pré-clinico do ESL
foram realizados estudos exploratérios de metabolismo em microssomas de figado
humano, de rato, de murganho, de coelho, de cdo e de macaco e, entre algumas
espécies, foram encontradas diferencas importantes nos perfis metabolicos.
Paralelamente, foram também executados estudos Iin vivo em ratos e murganhos, os
quais confirmaram as diferencas encontradas in vitro (HAINZL, PARADA ¢ SOARES-DA-

SiLvA, 2001).

Concretamente, em relagdo aos perfis metabolicos obtidos no murganho para os
enantiomeros S-Lic e R-Lic, ap6s a administracdo oral e separada de doses Unicas de

350 mg/kg, foram identificadas diferencas importantes que apoiam a presenca de

268



Farmacocinética e Biodisposi¢do dos Enantiémeros S-Lic e R-Lic no Murganho

estereoselectividade no metabolismo da Lic nesta espécie (figura VI.20 e tabela VI.25).
Estes dados mostram claramente que o enantiomero S-Lic foi metabolizado numa maior
extensdo em OXC. Particularmente, deve salientar-se que a exposi¢do cerebral a OXC
foi aproximadamente 4 vezes superior apds a administracdo do enantidomero S-Lic. Por
outro lado, a presenca de estereoselectividade no metabolismo dos enantiomeros Lic no
murganho foi também comprovada pela formacdo de um metabolito adicional apos a
administracdo do enantiomero R-Lic, o qual muito provavelmente corresponderd ao
trans-diol. Pela andlise global dos resultados obtidos parece também ndo subsistir
qualquer duvida a respeito da ocorréncia de inversao quiral dos enantiémeros S-Lic e R-
Lic no murganho. Na verdade, pela administracdo do enantiémero S-Lic foi formado o
enantiomero R-Lic e ap6s a administragdo de R-Lic o seu enantiomero complementar
foi também produzido (tabelas VL.5, VI.7, V.13, VI.17 e VI.19). Atendendo ainda aos
perfis farmacocinéticos obtidos, é notdria a existéncia, em ambas as situagdes, de um
paralelismo estreito entre os perfis do enantiomero administrado e do seu antipode
formado, sempre que foi possivel proceder a quantificacdo simultdnea dos dois
enantiomeros (figuras VL5, VL.7, VI.10, VIL.14, VI.16 e tabelas V1.6, VL8, VI.14,
VI.18, V1.20). Estes resultados sugerem que o murganho tem capacidade para promover
a interconversdao dos enantidmeros Lic, embora numa pequena extensdo. Todavia, a
formagdo do enantidmero S-Lic a partir do enantidomero R-Lic ¢ mais favoravel. De
facto, considerando o pardmetro AUC.., a exposi¢ao hepatica ao enantidomero S-Lic foi
cerca de 40 vezes superior aquela observada para o enantidmero R-Lic apos a
administracao dos enantiomeros opostos correspondentes (tabela VI.25). Entdo, todas
estas evidéncias apoiam a ocorréncia de racemizacdo dos enantidmeros Lic no
murganho, a qual ocorrerd, possivelmente, através de uma racemase hepatica que
favorece a produgao de S-Lic a partir de R-Lic e ndo mediante a redugdo do metabolito
OXC. WSOL, SKALOVA e SZOTAKOVA (2004) sugeriram que a inversdo quiral ¢ sempre
mediada por enzimas e, no homem, foi primeiro demonstrada para o ibuprofeno. Em
suma, conjugando os dados decorrentes deste estudo e a informacdo proveniente dos
trabalhos de HAINZL e colaboradores (2001), apresentam-se, de seguida, as principais
vias metabodlicas propostas para os enantiomeros S-Lic e R-Lic no murganho (figura

VI.21).
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Figura VI.21 — Principais vias metabolicas propostas para o metabolismo dos enantidmeros S-Lic e
R-Lic no murganho. A espessura das setas indica a extensao relativa dos processos metabolicos: a OXC é
o principal metabolito dos enantiémeros S-Lic (1) e R-Lic (2), a inversdo enantiomérica ¢ favoravel a
formacao de S-Lic (3) e conjugando os dados deste estudo com os resultados referidos por HAINZL e

colaboradores (2001) o metabolito trans-diol sera produzido apenas a partir do enantidmero (4).
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