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Abstract 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder, frequently associated with 

advancing age. Its global incidence has been increasing dramatically and significant efforts have 

been made to develop new methods of treatment. However, there are still no available 

treatments for all patients that effectively slow or block disease progression. Thus, the 

discovery of innovative therapeutic approaches for the prevention or treatment of AD is 

necessary. A skin allergen was identified as an activator of the transcription factor Nrf2, which 

is deficiently activated in AD. Thus, it is expected that Nrf2 activation may promote 

neuroprotective mechanisms, potentially beneficial for the treatment of AD.  

The first objective of the present dissertation was the development and validation of a high-

pressure liquid chromatography (HPLC) technique for the quantification of the skin allergen 

in mouse plasma, brain and lung. Then, the method was applied to determine the 

concentrations of the skin allergen following pharmacokinetic studies with intranasal (IN) 

administration (100 mg/kg). 

Chromatographic analysis was performed by isocratic elution with a mobile phase composed 

of water:acetonitrile:methanol (65:35:5, v/v/v) at a flow rate of 1 mL/min. Analyte and internal 

standard extraction was achieved by protein precipitation with acetonitrile (1:2). Recoveries 

ranged from 87.1 – 97.1% (plasma), 75.4 – 81.9% (brain) and 77.5 – 79.0% (lung). Linearity was 

obtained in the concentration range of 0.07 – 7 µg/mL (low range) for plasma, brain and lung, 

and 7 – 140 µg/mL (high range) for plasma and lung. In the pharmacokinetic study, a fast 

absorption of the skin allergen was observed (tmax= 5 minutes in plasma), as well as a similarly 

fast distribution (tmax = 5 minutes in brain and lung) and elimination (t1/2β = 18.12 minutes in 

plasma). Dose-normalized exposure in plasma by IN route (AUCinf/dose = 6.04 µg min mL-1 kg 

mg-1) was identical to that of intravenous route (AUCinf/dose = 6.76 µg min mL-1 kg mg-1). 

Overall, the validated bioanalytical method demonstrated selectivity, linearity, sensitivity, 

accuracy and precision. In the future, additional studies with intravenous and oral 

administration are suggested, in order to characterize brain and lung exposure with these 

routes.  

Keywords: Alzheimer's disease, bioanalytical method, intranasal administration, Nrf2, 

pharmacokinetic study, skin allergen. 
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Resumo 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa, frequentemente associada 

ao avanço da idade. Como a sua incidência tem vindo a aumentar drasticamente, têm sido 

realizados grandes esforços para desenvolver novos métodos de tratamento. No entanto, 

ainda não existem tratamentos disponíveis para todos os doentes, de forma a retardar ou 

bloquear a progressão da doença. Assim, torna-se necessária a descoberta de novas 

abordagens terapêuticas. A identificação de um alergénio da pele como ativador do fator de 

transcrição Nrf2, o qual se encontra deficientemente ativado na DA, fez com que se 

perspetivasse que a sua ativação possa promover mecanismos neuroprotetores 

potencialmente benéficos para o tratamento da doença.  

O primeiro objetivo da presente tese foi o desenvolvimento e a validação de uma técnica 

analítica de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) para a quantificação do alergénio em 

plasma, cérebro e pulmão de murganho. De seguida, procedeu-se à aplicação do método 

bioanalítico para determinar as concentrações de alergénio em matrizes biológicas obtidas na 

sequência de estudos farmacocinéticos com administração intranasal (IN) (100 mg/kg). 

A análise cromatográfica foi efetuada por eluição isocrática com uma fase móvel composta por 

água:acetonitrilo:metanol (65:35:5, v/v/v) a um fluxo de 1 mL/min. A extração do analito e do 

padrão interno consistiu em precipitação de proteínas com acetonitrilo (1:2). Atingiram-se 

recuperações entre 87,1 – 97,1% (plasma), 75,4 – 81,9% (cérebro) e 77,5 – 79,0% (pulmão) e 

obteve-se linearidade na gama de 0,07 – 7 µg/mL (gama baixa) em plasma, cérebro e pulmão, 

e 7 – 140 µg/mL (gama alta) em plasma e pulmão. No estudo farmacocinético, o alergénio da 

pele revelou uma rápida absorção (tmax = 5 minutos em plasma), bem como uma célere 

distribuição (tmax = 5 minutos em cérebro e pulmão) e eliminação (t1/2β = 18,12 minutos). A 

exposição normalizada pela dose foi idêntica em plasma após administração IN (AUCinf/dose = 

6,04 µg min mL-1 kg mg-1) e intravenosa (AUCinf/dose = 6,76 µg min mL-1 kg mg-1). 

De forma geral, considera-se que o método bioanalítico desenvolvido demonstrou 

seletividade, linearidade, sensibilidade, exatidão e precisão. No futuro, sugerem-se estudos 

adicionais com administração oral e intravenosa para caracterizar a exposição cerebral e 

pulmonar com estas vias. 

Palavras-chave: Administração intranasal, alergénio da pele, Doença de Alzheimer, estudo 

farmacocinético, Nrf2, método bioanalítico. 
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1. Introdução 

1.1 Doença de Alzheimer 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa, frequentemente associada 

ao avanço da idade e cujas manifestações cognitivas e neuropsiquiátricas resultam da 

neurodegeneração do sistema nervoso central (SNC). Esta neurodegeneração leva a um 

declínio progressivo e irreversível das funções cognitivas, tais como memória, atenção, 

concentração, linguagem e capacidade de aprendizagem. Este declínio é muitas vezes 

acompanhado por distúrbios comportamentais, incluindo agressividade, depressão e 

alucinações. A isso acresce ainda uma perda de capacidade funcional que dificulta a realização 

das atividades quotidianas. 1,2 A progressão desta doença varia de pessoa para pessoa, mas em 

última instância, acaba por levar a uma situação de dependência completa, ou à morte do 

doente. 3 

Existem cada vez mais estudos clínicos que apontam para alterações cognitivas muito subtis 

durante anos (ou até mesmo décadas) antes do diagnóstico de DA. Nesse período, os 

indivíduos permanecem assintomáticos, mas o processo fisiopatológico da doença está a 

progredir, nomeadamente em indivíduos com maior risco genético. 4 

Por esse motivo, considera-se que a DA se carateriza primeiramente por uma fase inicial pré-

clínica assintomática, de grau ligeiro, que pode durar vários anos. Nesta fase há uma leve perda 

de memória e alterações patológicas no córtex e hipocampo, onde se verifica a existência de 

marcadores amilóides anormais. No entanto, ainda não há qualquer tipo de deficiência 

funcional nas atividades de vida diárias ou sintomas clínicos da doença. 4, 5 Posteriormente, 

segue-se uma fase de pré-demência (défice cognitivo ligeiro), de grau ligeiro a moderado. 

Nesta etapa, a doença propaga-se em áreas do córtex cerebral, observam-se marcadores 

amilóides anormais e lesões neuronais, e começam a surgir sintomas como a perda de 

concentração e memória, alterações de humor frequentes, desorientação e depressão. 4, 5 Por 

fim, segue-se a fase de demência (DA grave) correspondente a um grau severo. A doença 

propaga-se em todas as áreas do córtex e são encontrados marcadores amilóides anormais, 

bem como lesões neuronais graves. Ocorre ainda deficiência funcional e cognitiva progressiva, 

que pode provocar a morte do doente. 4, 5 

As terapêuticas disponíveis na atualidade e os resultados de ensaios clínicos recentemente 

realizados (direcionados para as fases de pré-demência e demência) demonstraram ter um 

efeito limitado. Desta forma, crê-se que o desenvolvimento de novas intervenções 

terapêuticas aplicadas na fase pré-clínica da DA poderia ser mais eficaz. Dado que nesta fase 
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ainda não é observada deficiência cognitiva significativa, poderá haver maior probabilidade de 

conseguir prevenir ou modificar o curso da doença. 5 

Porém, um dos maiores entraves na DA é a ausência de biomarcadores específicos que 

indiquem que um indivíduo assintomático irá progredir para fase de sintomatologia clínica. Se 

fosse possível determinar o risco de desenvolver DA e o seu tempo de progressão numa fase 

pré-clínica, poder-se-ia encontrar uma terapêutica modificadora da doença eficaz. 5 

 

1.1.1. Fatores de risco 

A DA é considerada uma doença multifatorial associada a fatores de risco diversificados tais 

como o envelhecimento, fatores genéticos, lesões cerebrais, doenças cardiovasculares 

(DCVs), obesidade, diabetes, doenças infeciosas e fatores ambientais (ex.: poluição 

atmosférica, exposição a metais, dieta e estilo de vida). 1, 6 

Um dos fatores de risco mais importantes na DA é o envelhecimento. De facto, esta doença 

raramente se manifesta em indivíduos mais jovens e a maioria dos casos (cerca de 94%) surge 

após os 65 anos de idade. O cérebro é um dos órgãos afetados, pois há redução do seu volume 

e peso, assim como perda de sinapses. Porém, algumas destas alterações também ocorrem no 

processo de envelhecimento normal (não associado a demência), o que torna mais difícil o 

diagnóstico da doença. Além disso, podem surgir várias outras patologias durante o 

envelhecimento, como a depressão e os distúrbios de sono, que também têm sido 

considerados fatores de risco modificáveis para prevenir ou atrasar o surgimento de DA. 1, 7, 8, 

9, 10, 11 

Precisamente com base na idade de início da patologia, pode dividir-se a DA em dois tipos, 

doença de Alzheimer familiar (DAF) e doença de Alzheimer esporádica (DAE). A DAF 

corresponde a cerca de 1-6% dos casos. Nesta forma da doença há um ou mais membros da 

família, de diferentes gerações, a quem esta foi diagnosticada. A idade em que pode surgir varia 

dos 30 aos 65 anos. Mais comum do que a DAF é a DAE, que tem início tardio e surge depois 

dos 65 anos. 1 

Neste contexto, importa realçar que os fatores genéticos também desempenham um papel 

importante no desenvolvimento de DA. A maioria dos casos de DAF é devida a mutações 

raras herdadas em genes dominantes da proteína precursora amilóide (APP), Presenilina-1 

(PSEN-1), Presenilina-2 (PSEN-2) e apolipoproteína-E (ApoE). 1, 7, 12 
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A APP é uma proteína transmembranar do tipo I codificada pelo gene APP no cromossoma 

21. É clivada pela α, β, e γ-secretases para libertar proteínas, nomeadamente o peptídeo 

amiloide β ou Aβ. Em indivíduos com DAF foram encontradas cerca de 30 mutações no gene 

APP, das quais 25 estão relacionadas com a DA. Estas mutações causam uma acumulação 

elevada de Aβ, com exceção de uma mutação protetora, a A673T, que diminui a secreção de 

Aβ e apresenta assim, um papel protetor na DA. 1, 13, 14 

Os genes PSEN-1 e PSEN-2 estão localizados nos cromossomas 14 e 1, respetivamente, e são 

dominantes na DAF. As mutações no gene PSEN-1 são as mais comuns (estima-se que possam 

ser mais de 200), enquanto as mutações no gene PSEN-2 são mais raras (menos de 40 

mutações identificadas). A PSEN-1 é uma proteína que ativa o complexo γ-secretase e 

desempenha um papel importante na produção de Aβ pela APP. As mutações no gene PSEN-

1 aumentam a produção da Aβ42 (isoforma mais tóxica) em relação à produção da Aβ40. As 

mutações PSEN-2 são raras, mas qualquer mutação na PSEN-2 pode ter um efeito grave na 

relação Aβ42/Aβ40, pois provocam um aumento significativo na atividade da γ-secretase. 1, 15, 

16 

A proteína ApoE é uma glicoproteína altamente expressa no fígado, nos astrócitos e na 

microglia. Tem um papel essencial na produção de mielina e na função cerebral normal. O 

gene da ApoE está localizado no cromossoma 19 e tem três isoformas, ApoE2, ApoE3 e 

ApoE4. A isoforma ApoE4 é um fator de risco forte para a DAF e para a DAE, enquanto que 

as isoformas ApoE2 e ApoE3 estão associadas a um risco menor e a um efeito protetor. A 

ApoE4 tem um papel importante na deposição da Aβ, e pode provocar danos vasculares 

cerebrais, como por exemplo, a angiopatia amilóide cerebral, usada como marcador para a 

DA. 1, 17 

Os fatores ambientais também apresentam risco para o desenvolvimento de DA. A poluição 

atmosférica é um fator relevante, pois verificou-se que indivíduos expostos a poluentes 

atmosféricos continham placas Aβ no córtex frontal e proteína tau hiperfosforilada, havendo 

elevado risco de stress oxidativo, neuroinflamação e neurodegeneração. 1, 7, 18  A dieta também 

tem influência na patogénese da DA porque o processamento alimentar causa degradação de 

micronutrientes e formação de produtos tóxicos secundários, incluindo produtos finais de 

glicação avançada ou AGEs (do inglês Advanced Glycation End products). Os AGEs têm a 

capacidade de induzir stress oxidativo e inflamação, que pode levar ao declínio cognitivo e à 

progressão da DA. A desnutrição é outro fator de risco para a DA, visto que a deficiência de 

nutrientes como o folato, vitamina B12 e vitamina D pode desencadear uma diminuição da 



20 

função cognitiva. 1, 7, 19 Por sua vez, os metais estão igualmente entre os fatores de risco 

ambientais envolvidos no desenvolvimento da DA, nomeadamente, o alumínio, chumbo e 

cádmio. O alumínio é utilizado significativamente na indústria alimentar, farmacêutica, de 

cosméticos, entre outras. Alguns estudos realizados em ratos e murganhos 20, demonstraram 

que o alumínio se acumula em áreas do córtex, hipocampo e cerebelo, após administração 

oral ou parentérica, e que pode provocar a desintegração, agregação e fosforilação da proteína 

tau. 20 O chumbo pode atravessar rapidamente a barreira hematoencefálica (BHE) e modificar 

a diferenciação neural e a sinaptogénese, causando danos cerebrais graves. O cádmio é um 

metal cancerígeno e solúvel em água, que também pode atravessar rapidamente a BHE e 

originar doenças neurológicas como a DA. Por fim, o consumo excessivo de álcool, o 

tabagismo, o sedentarismo e lesões físicas no cérebro (como a encefalopatia traumática 

crónica) também podem propiciar o desenvolvimento de DA. 1, 7 

Os doentes com diagnóstico de DA têm normalmente outras co-morbilidades como DCVs, 

obesidade, diabetes ou doenças infeciosas.1,7 Efetivamente, as DCVs são um dos fatores de 

risco mais importantes para a DA. Dentro deste grupo estão abrangidos o acidente vascular 

cerebral (AVC), a fibrilhação auricular, a insuficiência cardíaca, a doença coronária e a 

hipertensão arterial. A perda de tecido neuronal que ocorre durante um AVC vai promover 

um aumento do efeito neurodegenerativo, influenciando assim, a patogénese da DA. Por outro 

lado, a fibrilhação auricular causa embolias que podem provocar AVCs e conduzir a uma 

diminuição da memória e das funções cognitivas. Enquanto que na insuficiência cardíaca há um 

risco acrescido de hipóxia e danos neuronais, na doença coronária observa-se aterosclerose, 

hipoperfusão e embolias, as quais estão relacionadas com um aumento do risco de DA. Por 

último, a hipertensão também é um fator de risco para a DA, pois está associada ao 

espessamento e estreitamento das paredes dos vasos sanguíneos. Este efeito provoca uma 

redução do fluxo sanguíneo cerebral e, em casos crónicos, pode levar a edema cerebral. 1, 7, 21, 

22 

A obesidade pode facilitar o desenvolvimento de outras doenças como a diabetes tipo 2, DCVs 

e cancro, que estão identificadas como fatores de risco para a DA. 1, 7 Num contexto de 

obesidade, ocorre o aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias pelo tecido adiposo. 

Estas citocinas estimulam macrófagos e linfócitos que podem desencadear inflamação local e 

sistémica, promovendo assim, resistência à insulina e hiperglicemia. Na obesidade e diabetes, 

a inflamação cerebral estimula a ativação de células da microglia que leva a uma redução da 

plasticidade sináptica e a neurogénese insuficiente. As células da microglia podem afetar o 

substrato do recetor de insulina 1 (IRS-1, do inglês Insulin Receptor Substrate-1), bloqueando a 
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sinalização intracelular da insulina, que tem um papel importante na função neuronal. Por 

conseguinte, a alteração da ação da insulina pode resultar na acumulação de peptídeo Aβ e na 

redução da degradação da proteína tau. 1, 7, 23, 24 

Por fim, infeções crónicas do SNC, como por exemplo, pelo vírus do herpes simplex (HSV-1) 

e as infeções bacterianas crónicas, podem ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento 

de DA, pois causam acumulação de placas Aβ e formação de emaranhados neurofibrilares de 

proteína tau hiperfosforilada (NFTs, do inglês Neurofibrillary Tangles). 1, 7, 25 

 

1.1.2. Epidemiologia 

A incidência global de demência tem vindo a aumentar drasticamente nas últimas décadas. O 

aumento da esperança média de vida é um dos fatores mais relevantes que contribui para o 

agravamento do envelhecimento populacional e, assim, para o aumento do número de casos 

de demência. 3 

Em 2021, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou que haveria cerca de 55 milhões 

de pessoas com demência em todo o mundo, e que surgirão sensivelmente 10 milhões de 

novos casos a cada ano. As projeções indicam que o número de novos casos irá subir para 78 

milhões em 2030 e 139 milhões em 2050. A forma mais comum de demência é a DA que 

representa 60-70% dos casos. 3,26 

Em Portugal, as estimativas da prevalência de demência indicam que, em 2018, havia 

aproximadamente 193.516 pessoas com demência, correspondendo a 1,88% da população 

total. Apesar de se prever uma diminuição da população no país nos próximos anos, antevê-

se que o número de indivíduos com demência irá aumentar para 229.914 em 2025 (2,29% da 

população) e 346.905 em 2050 (3,82% da população). 27 

Atualmente, a OMS anunciou que a demência ocupa o sétimo lugar na taxa de mortalidade 

mundial em relação a outras doenças. Contudo, talvez tão relevante como a mortalidade 

atribuída à demência seja a morbilidade que lhe está associada. Neste sentido, estima-se que 

a demência contribua com mais de 11,9% dos anos vividos com incapacidade e dependência 

em pessoas acima dos 60 anos. 3,26 

Esta elevada morbilidade tem um impacto social e económico significativo, pois acarreta custos 

em assistência médica e social muito significativos que se refletem numa enorme sobrecarga 

para os sistemas nacionais de saúde, e também possuem um grande impacto na economia das 

famílias. 28 As famílias e cuidadores de doentes com demência são sujeitas a elevados níveis de 
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stress, devido à pressão física, emocional e financeira, estando muito predispostos a sofrer de 

depressão e distúrbios de ansiedade. 29 

Globalmente, a demência tem maior impacto nas mulheres e 75% do número total de mortes 

corresponde ao género feminino. 26 Além da doença ser mais prevalente no género feminino 

do que no género masculino, constata-se que os sintomas cognitivos e psiquiátricos são 

diferentes entre homens e mulheres. Por norma, as mulheres demonstram um declínio 

cognitivo mais acelerado e maior taxa de atrofia cerebral do que os homens, depois do 

diagnóstico de défice cognitivo ligeiro. Ainda não são conhecidas as causas que justificam estas 

diferenças entre os dois géneros, mas pensa-se que poderão estar parcialmente associadas à 

maior esperança média de vida das mulheres. 26,30, 31 

 

1.1.3. Fisiopatologia 

Apesar de a etiologia da DA ainda ser desconhecida, as hipóteses atualmente avançadas para 

justificar o seu aparecimento são a hipótese da cascata amilóide, as modificações pós-

transcrição da proteína tau, a hipótese colinérgica e a inflamação crónica. 1, 32 

A fisiopatologia da DA carateriza-se por uma perda sináptica significativa e por morte neuronal 

observada no córtex cerebral e no hipocampo. A cascata metabólica amilóide e as modificações 

pós-transcrição da proteína tau são consideradas as hipóteses mais importantes na fisiopatologia 

da DA (Figura 1). Contudo, não são suficientes para explicar a diversidade de anormalidades 

bioquímicas e patológicas verificadas nesta doença. 33 
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Figura 1 – Estrutura fisiológica do cérebro e dos neurónios no (a) cérebro saudável (b) cérebro com 

DA. Adaptado de 1 

As caraterísticas neuroquímicas da DA incluem mutações da APP que resultam na produção, 

agregação e deposição do peptídeo Aβ no hipocampo, e na formação de NFTs. Os NFTs 

consistem na acumulação de proteína tau hiperfosforilada dentro de neurónios corticais, sob a 

forma de filamentos helicoidais. 34 Adicionalmente, ocorre também diminuição de acetilcolina 

(ACh) e perda e disfunção de neurónios colinérgicos que culmina em morte neuronal, ativação 

de células da glia e neuroinflamação. 32 

 

1.1.3.1 Hipótese da cascata da amilóide 

As placas Aβ são aglomerados do peptídeo Aβ resultantes da clivagem anormal da APP. 

Segundo a hipótese da cascata amilóide, a acumulação de placas Aβ desencadeia um conjunto 

de processos patológicos que incluem danos cerebrovasculares, perda de sinapses, ativação 

da microglia e astrócitos, e formação de NFTs que, por seu turno, promovem neurotoxicidade 

e disfunção cognitiva. 35 
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Figura 2 – Esquema sobre as vias de processamento da APP. Adaptado de 36 

α-APP - fragmento solúvel da clivagem não-amiloidogénica da APP; Aβ - proteína amilóide; APP - proteína 

precursora amilóide; β-APPs - fragmento solúvel da clivagem amiloidogénica da APP; C83 - fragmento com 83 

aminoácidos resultante da clivagem não-amiloidogénica da APP; C99 - fragmento com 99 aminoácidos resultante 

da clivagem amiloidogénica da APP; NFT - formação de emaranhados neurofibrilares; P3 - variante truncada da 

Aβ. 

 

De acordo com a hipótese da cascata amilóide, a APP é maioritariamente processada pela β-

secretase e γ-secretase (Figura 2), resultando num desequilíbrio entre a produção e a 

eliminação do peptídeo Aβ. 36 

A APP é processada por duas vias endógenas: a via não-amiloidogénica e a via amiloidogénica. 

Na via não-amiloidogénica, a α-secretase cliva um produto solúvel, a α-APP, que se pensa ter 

um papel neuroprotetor, assim como o C-83, que origina uma variante truncada da Aβ (P3), 

não tóxica e não associada à DA (Figura 2). 37 

A via amiloidogénica envolve a β-secretase, mais precisamente a BACE-1 (do inglês Beta-site 

APP cleaving enzyme 1). Esta enzima cliva o fragmento solúvel β-APPs e um fragmento com 99 

aminoácidos conhecido como C99. O C99, após clivagem pela γ-secretase, origina o peptídeo 

Aβ envolvido na DA. Esta proteína apresenta duas isoformas principais, uma isoforma com 40 
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aminoácidos (Aβ40) e outra com 42 aminoácidos (Aβ42) (Figura 2). 38 O peptídeo Aβ não é 

solúvel e por isso, agrega-se e forma placas, denominadas placas Aβ ou placas senis. A isoforma 

Aβ42 é a mais tóxica e está presente na formação de placas Aβ. 36 As placas Aβ são capazes 

de bloquear rapidamente o mecanismo de formação de novas memórias pela alteração da 

plasticidade sináptica, originando distúrbios sinápticos e dendríticos. Estas perturbações 

alteram as redes neuronais corticais funcionais, levando a uma sub-regulação das mesmas e 

comprometendo anatómica e funcionalmente as áreas cerebrais interconectadas. 36 

Como mencionado anteriormente, a DA tem duas formas distintas, a DAF e a DAE. Enquanto 

que as causas da vulnerabilidade neuronal na DAE ainda permanecem desconhecidas, os 

resultados de estudos feitos na DAF têm vindo a auxiliar a compreensão desta patologia. 35 A 

origem da DAF é atribuída a mutações nos genes APP, nomeadamente na PSEN-1 e PSEN-2. 

As mutações na PSEN-1 e PSEN-2 alteram o padrão de clivagem da γ-secretase, provocando 

assim, um aumento na produção da substância Aβ42 em relação à produção da Aβ40 (Figura 

3). 35 

Outro fator que intervém no processo de acumulação de Aβ, é a ApoE. A isoforma ApoE4 

provoca a degeneração dos capilares cerebrais que mantêm a integridade da BHE e atua na 

deposição da Aβ (Figura 3). 37,39 A ApoE4 inibe a clearance da Aβ no cérebro, prologando o 

seu tempo de semi-vida no fluido intersticial cerebral e inibindo a sua degradação enzimática, 

o que conduz a maior acumulação e neurotoxicidade. 40 Em contraste, as isoformas ApoE2 e 

ApoE3 têm vindo a demonstrar modificações favoráveis na patogénese da DA, nomeadamente 

uma diminuição de placas Aβ e NFTs, podendo exercer um papel protetor contra a doença. 

40 
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Figura 3 – Diagrama exemplificativo da cascata amilóide. Adaptado de 41 

Aβ – proteína amilóide; APP – proteína precursora amilóide; ApoE4 – apolipoproteína-E 4; BACE1 – β-

secretase 1; PSEN1 – presenilina-1; PSEN2 – presenilina-2. 

 

1.1.3.2. Hipótese da proteína tau  

Os microtúbulos são componentes essenciais da estrutura celular dos neurónios. Fazem parte 

do seu citoesqueleto e asseguram o transporte de nutrientes e outras substâncias desde o 

corpo celular até ao axónio. A proteína tau está associada aos microtúbulos neuronais e tem 

a função de os estabilizar em condições fisiológicas (Figura 4). 42 Esta proteína torna-se 

patológica quando sofre diferentes modificações a nível da pós-tradução, como a 

hiperfosforilação (Figura 4). Este processo tem por base uma desregulação das quinases e 

fosfatases que atuam sobre si. 43 Na DA, a proteína tau pode ser fosforilada de forma anormal 

e esta hiperfosforilação dissemina-se para várias regiões do cérebro, afetando a comunicação 

entre os neurónios e provocando a sua neurodegeneração. Estima-se que esta proteína seja 

três a quatro vezes mais fosforilada no cérebro de doentes com DA do que no cérebro de 

indivíduos sem a patologia. 43 Quando ocorre hiperfosforilação, a proteína tau dissocia-se dos 

microtúbulos e agrega-se sob a forma de filamentos helicoidais insolúveis que, por sua vez, 

formam os NFTs (Figura 4). Os microtúbulos despolimerizam e o sistema de transporte e 

comunicação dos neurónios é destruído. 44 

Apesar da relação temporal ainda não estar completamente estabelecida, alguns estudos 

científicos 42, sugerem que a hiperfosforilação da tau ocorre após a formação das placas Aβ. 42 
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Figura 4 – Proteína tau e microtúbulos. Adaptado de 45 

 

1.1.3.3. Hipótese colinérgica 

A ACh é um dos neurotransmissores cerebrais mais importantes, envolvida na aprendizagem 

e na memória. Porém, na DA é constatado um decréscimo dos níveis de ACh devido à 

degeneração de neurónios colinérgicos, o que despoleta alterações na função cognitiva e a 

perda de memória. 35 

Na hipótese colinérgica verifica-se que a neurotransmissão colinérgica é afetada pela formação 

de placas Aβ, por terem sido observadas interações entre o peptídeo Aβ e a 

acetilcolinesterase (AChE), enzima responsável pela hidrólise da ACh. 1 

Outro fator que justifica a hipótese colinérgica é a deficiência glutaminérgica em áreas corticais 

cerebrais afetadas pela DA. No entanto, esta deficiência não se prende apenas com o 

glutamato, mas também com um dos seus recetores ionotrópicos, o N-metil-D-aspartato 

(NMDA), que está continuamente submetido a ativação. Em situações de repouso, o recetor 

NMDA está ligado ao magnésio, mas quando ativado, promove a libertação de magnésio e a 

entrada de cálcio para dentro dos neurónios. Na DA, o glutamato acumula-se na fenda 

sináptica por diminuição dos locais de recaptação ou por anormalidades no seu transportador, 

e ativa constantemente o recetor NMDA. Esta ativação contínua leva a um influxo crónico de 

cálcio, induzindo um estado de hiperpolarização e consequente excitotoxicidade e morte 

neuronal. 46 
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1.1.3.4. Inflamação crónica 

As células da microglia e os astrócitos estão envolvidos na resposta imunológica e inflamatória 

induzida pelos danos que ocorrem a nível cerebral. As placas Aβ, os NFTs e os neurónios 

danificados desencadeiam uma resposta inflamatória. Esta inflamação é crónica, pois há uma 

ativação persistente da microglia, em que os seus efeitos destrutivos irão ser amplificados, 

agravando ainda mais a doença. 32, 47 

Vários estudos 32, 47, em cérebros de doentes portadores de DA, comprovaram a presença de 

um elevado número de astrócitos reativos que podem libertar moléculas pró-inflamatórias, 

como interleucinas, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, fatores de coagulação, 

fatores de complemento e proteases. Observou-se ainda uma elevada expressão de fosfolipase 

A2, que por sua vez, leva ao aumento da atividade da via inflamatória do ácido araquidónico. 

32, 47 

A ativação de células da microglia origina a libertação de moléculas potencialmente citotóxicas 

como citocinas pró-inflamatórias, espécies reativas de oxigénio e proteases (Figura 5). As 

citocinas libertadas exacerbam a resposta inflamatória que irá potenciar a apoptose de 

neurónios e oligodendrócitos, originando citotoxicidade. 32,47 Adicionalmente, as citocinas 

libertadas pela microglia estimulam o processo amiloidogénico nos astrócitos, com 

consequente formação e acumulação de Aβ (Figura 5). 32, 47 
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Figura 5 – Papel das células da microglia no desenvolvimento da DA. Adaptado de 48 

 

1.1.3.5. Nrf2  

A DA pode ser desencadeada por múltiplos fatores patológicos que aumentam a formação de 

radicais livres ou de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species), 

responsáveis pela promoção de stress oxidativo. A produção de ROS propicia a produção de 

Aβ e forma-se assim, uma cascata auto-amplificadora que leva à neurodegeneração. 49 

Em condições fisiológicas normais, a homeostase de ROS é controlada por uma rede celular 

antioxidante da qual faz parte o fator nuclear Nfr2 (do inglês Nuclear factor-erythroid factor 2-

related factor 2). O Nrf2 tem um papel importante na manutenção da homeostase celular e na 

regulação da resposta anti-inflamatória. No cérebro, este fator de transcrição é expresso nos 

neurónios e células da glia, e a diminuição da sua expressão está associada a um risco acrescido 

ou ao início precoce de DA. 50 

A regulação do Nrf2 é feita pela proteína Keap1 e por elementos de resposta antioxidante 

(AREs, do inglês Antioxidant Response Elements). Na ausência de inflamação, o Nrf2 encontra-
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se maioritariamente no citosol e ligado à Keap1. A p38 MAPK, a proteína cinase 3β da sintase 

do glicogénio (GSK-3β) e a ligação entre a Keap1 e o Nrf2, irão promover a degradação do 

Nrf2 por proteossomas. Adicionalmente, a p65 NF-kB vai competir com o Nrf2 no núcleo, e 

provocará, desse modo, a desregulação da atividade transcricional (Figura 6, parte A). 51, 52 

Tem-se verificado que a GSK-3β pode ter influência na deposição de Aβ e na hiperfosforilação 

da proteína tau. Por este motivo, pensa-se que a ligação entre a GSK-3β e o Nrf2 possa ter 

um papel importante na patogénese da DA. 51, 52 

Porém, num contexto de stress oxidativo, a Keap1 sofre alterações conformacionais que vão 

permitir a dissociação do Nrf2 e a ligação da p62. Esta ligação irá promover a degradação 

autofágica da Keap1 e a acumulação do Nrf2 (Figura 6, parte B). Por outro lado, as vias de 

sinalização associadas ao Nrf2 (PI3K, JNK e MAPK/ERK) vão permitir a sua fosforilação e 

transporte para o núcleo. De seguida, o Nrf2 vai ligar-se a AREs, e esta ligação irá ativar genes 

que codificam enzimas antioxidantes que vão prevenir a sua degradação (Figura 6, parte B). 51, 

52  

Durante a inflamação, o Nrf2 tenta suprimir as vias pro-inflamatórias através da libertação de 

mediadores anti-inflamatórios como a interleucina 10 (IL-10) e inibição de mediadores pro-

inflamatórios como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), a IL-6 e IL-1β. Além disso, o 

Nrf2 também mostrou ter efeitos inibitórios sobre mediadores pro-apoptóticos como a Bax 

e Bad, e efeitos estimulantes sobre fatores anti-apoptóticos como a Bcl-2. 51 Este efeito anti-

apoptótico do Nrf2 também pode reduzir a perda de neurónios colinérgicos responsáveis pela 

produção de ACh, levando à minimização do declínio neurocognitivo. 50 

Durante a DA, verifica-se que a via Nrf2/ARE está desregulada. Em fases iniciais da doença 

pode haver um aumento dos sistemas endógenos de defesa, mas em fases tardias há perda dos 

mecanismos naturais de proteção. 49,51 Em modelos animais de DA, nomeadamente em 

murganhos 3xTg-AD e APP/PS1 AD, foram detetados níveis mais baixos de enzimas 

antioxidantes reguladas pelo Nrf2, o que sugere uma diminuição da ativação do Nrf2 e uma 

disfunção da via Nrf2/ARE. 52, 53, 54 Além disso, em estudos com cérebro humano, observou-se 

uma diminuição dos níveis de Nrf2 e de enzimas antioxidantes no hipocampo de doentes com 

AD. 52, 55, 56 Estes resultados indicam que a indução da via Nrf2/ARE pode vir a ser uma 

estratégia útil para o tratamento da DA, através da proteção contra a degeneração neuronal 

e cognitiva. 49,51 



31 

 

Figura 6 – Mecanismos do Nrf2 após regulação negativa (A) e positiva (B). Adaptado de 52 

 

1.1.4. Farmacoterapia atual e futuras abordagens 

Atualmente são alvo de extensiva investigação, várias estratégias de tratamento que consigam 

modificar a progressão da DA. Apesar do aumento do número de doentes com DA, há apenas 

cinco opções terapêuticas disponíveis nos Estados Unidos da América, aprovadas para o 

tratamento da sintomatologia da doença. A 7 de junho de 2021, a Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou o primeiro agente para modificação do curso da doença, o 

anticorpo monoclonal aducanumab, direcionado contra agregados solúveis e insolúveis de Aβ. 

O tratamento está indicado em doentes com défice cognitivo ligeiro ou demência leve, e 

presença confirmada de Aβ. 57, 58 A Agência Europeia do Medicamento (EMA) está ainda a 

avaliar a aprovação do aducanumab, tendo recebido a candidatura em outubro de 2020. 59  

Na União Europeia, estão aprovados quatro dos cinco fármacos aprovados pela FDA (com 

exceção do aducanumab), que consistem em três inibidores da acetilcolinesterase (AChEIs), 

designadamente o donepezilo, a galantamina e a rivastigmina, e um antagonista dos recetores 

de NMDA, a memantina. Em 2014, foi aprovada uma quinta opção de tratamento que consiste 

numa combinação de dose fixa de donepezilo com memantina para DA moderada a grave. 

Estas abordagens terapêuticas não modificam a progressão da doença, mas podem retardar 
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alguma perda de função cognitiva. A maioria dos agentes terapêuticos em desenvolvimento 

nos últimos 15 anos falhou e a DA está entre as doenças com menos tratamentos 

farmacológicos disponíveis. 60,61 

Os AChEI podem reduzir o decréscimo dos níveis de ACh no cérebro dos doentes com DA, 

através da inibição da AChE, responsável pela degradação de ACh. Assim, os AChEIs 

aumentam a neurotransmissão colinérgica na fenda sináptica e adiam o declínio cognitivo, pelo 

menos durante o primeiro ano de tratamento. Os três AChEIs aprovados comprovaram o seu 

benefício ao retardar o declínio cognitivo, ajudando os doentes nas suas atividades quotidianas. 

Não foram relatadas diferenças significativas de eficácia entre os diferentes AChEIs. O 

donepezilo e a rivastigmina foram aprovados pela FDA para a DA ligeira, moderada e grave, 

enquanto a galantamina foi aprovada para a DA ligeira e moderada. Os efeitos adversos mais 

comuns devem-se à ação colinomimética dos AChEI sobre o trato gastrointestinal, como 

diarreia, náuseas e vómitos. 62,60,63 Os AChEI aprovados apresentam características 

farmacocinéticas diferentes. A principal via de eliminação do donepezilo e galantamina é por 

metabolismo hepático, enquanto a rivastigmina é eliminada por metabolismo hepático e 

intestinal. O donepezilo e a galantamina inibem seletiva e reversivelmente a AChE, enquanto 

que a rivastigmina é um inibidor "pseudo-irreversível" da AChE e da butirilcolinesterase. 62,60,63 

Por sua vez, a memantina é um antagonista dos recetores NMDA, não competitivo e de baixa 

afinidade, que impede a neurotransmissão glutaminérgica excessiva observada na DA. A sua 

principal via de eliminação é renal, e os efeitos adversos mais comuns são cefaleias, confusão 

e tonturas. Foi aprovada pela FDA para DA moderada e grave, quer como monoterapia quer 

em combinação com uma AChEI, pois têm mecanismos de ação complementares que podem 

fornecer benefícios adicionais. Esta combinação não apresentou qualquer aumento dos efeitos 

adversos. 62,60,63 

A complexidade da DA sugere novas abordagens terapêuticas combinadas, de modo a atingir 

mais do que um alvo terapêutico em simultâneo. Estas terapias têm tido sucesso noutras 

doenças, como o cancro e o VIH, e podem vir a ser eficazes. 61 

Em 2019, foi aprovado na China um novo composto para o tratamento da DA ligeira a 

moderada, o oligomanato de sódio. Este composto é um oligossacarídeo oral derivado de 

algas marinhas. Apesar de o seu mecanismo de ação ainda não estar complemente esclarecido, 

foi demonstrado que recondiciona a microbiota intestinal e limita a contribuição da imunidade 

periférica alterada na DA. O oligomanato de sódio atravessa a BHE através de transportadores 
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como o GLUT-1, liga-se a múltiplas sub-regiões da Aβ e promove a inibição da formação de 

placas Aβ. 64 

Em ensaios pré-clínicos e clínicos de novos compostos para a DA, encontram-se várias 

terapêuticas que visam diminuir a produção ou aumentar a eliminação de Aβ, ao passo que 

outras pretendem impedir a hiperfosforilação anormal da proteína tau ou promover a redução 

da expressão de ApoE4. Todavia, muitas destas novas moléculas não têm tido sucesso devido 

a efeitos adversos graves ou falta de eficácia. Através da investigação mais aprofundada da 

fisiopatologia da DA, nomeadamente de mecanismos associados a stress oxidativo e 

inflamação, foram também feitas várias tentativas para retardar a progressão da doença através 

de antioxidantes ou medicamentos anti-inflamatórios. No entanto, até à data, ainda não surgiu 

qualquer tratamento eficaz. 65 

 

1.2. Alergénios da pele e o seu papel na DA 

O dimetilfumarato (DMF) é um alergénio da pele que tem sido estudado para o tratamento 

de doenças neurodegenerativas. 66 A formulação oral deste composto está aprovada para o 

tratamento de esclerose múltipla. Foi registado inicialmente com a designação BG-12 e é 

atualmente comercializado com o nome Tecfidera®. 67 

Alguns estudos referem que o DMF é um composto antioxidante, imunossupressor e 

neuroprotetor, pois reduz a neurodegeneração em todas as áreas hipocampais e a ativação da 

microglia no hipocampo, diminuindo assim, o stress oxidativo e as perturbações da memória. 

66,68,69 Após administração oral, o DMF é rapidamente hidrolisado na mucosa intestinal e 

convertido no seu metabolito ativo, o monometilfumarato (MMF). No interior das células é 

feita uma hidrólise adicional deste metabolito em ácido fumárico que irá entrar no ciclo de 

ácido cítrico. 70 O MMF é estável e biologicamente ativo. Induz o fator de transcrição Nrf2 

que como já anteriormente mencionado, vai ativar a expressão de várias enzimas 

antioxidantes. Segundo um estudo realizado num modelo de murganhos de  taupatia  66, este 

alergénio diminuiu a atividade da GSK-3β que, por sua vez, diminui a fosforilação da proteína 

tau e a deposição de Aβ. 66 Adicionalmente, em estudos realizados em modelos de ratos para 

a DAE 68,69, o DMF demonstrou ter efeitos anti-inflamatórios, pois diminuiu a síntese de 

mediadores pró-inflamatórios como a isoforma induzida da sintase do óxido nítrico (iNOS), 

IL-1β, TNF-α e IL-6, em células da microglia e astrócitos. 68 Preveniu ainda a perda de 

neurónios colinérgicos e a neurodegeneração no hipocampo. 69 Consequentemente, o DMF 
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parece revelar um efeito neuroprotetor em doenças neurodegenerativas, o que poderá ser 

útil para o tratamento da DA. 66,68,69 

1.2.1 Isoeugenol 

 

 

 

 

Figura 7 – Estrutura química do isoeugenol (2-metoxi-4-propenilfenol). 71 

O isoeugenol (Figura 7) pertence a um grupo de compostos voláteis derivados de plantas, os 

fenilpropenos, biosintetizados a partir da fenilalanina. A dupla ligação nos fenilpropenos é 

assimétrica e dá origem aos isómeros cis e trans. Este composto é um isómero do eugenol, no 

qual o substituinte alil é substituído por um grupo prop-1-enil. Apresenta-se sob a forma de 

líquido oleoso, de cor amarela, com odor doce, picante e floral. O seu ponto de ebulição é de 

266° C e o seu ponto de fusão é de -10° C. É pouco solúvel em água e miscível em etanol, 

éter e outros solventes orgânicos (Tabela 1). 72, 73, 74, 75 

Pode ser encontrado na natureza em óleos essenciais de plantas, como a ylang-ylang e devido 

à sua fragrância é frequentemente utilizado em vários produtos comercializados, como 

bebidas, comida, produtos de higiene/cosmética e limpeza. Porém, também é comercializado 

na forma de mistura racémica com os isómeros cis e trans na proporção 1:7, respetivamente, 

embora a forma que contém apenas o isómero trans também esteja disponível. Pode atuar 

como alergénio da pele e sensibilizante dermatológico. 72, 73, 74, 75 

Como anteriormente mencionado, os alergénios da pele poderão vir a ser uma estratégia 

terapêutica viável na DA, pois têm a capacidade de estimular o fator de transcrição Nrf2 que 

ativa as vias antioxidantes. Além de eficácia antioxidante, o isoeugenol tem vindo a mostrar 

ação antibacteriana e anti-inflamatória, mas são ainda escassos os estudos que exploram o seu 

potencial terapêutico. 73, 76, 77, 78, 79 

Segundo Topal F 80, o isoeugenol apresentou excelentes efeitos inibitórios (Ki = 16 ± 3 nM e 

IC50 = 77 nM) contra algumas enzimas metabólicas, nomeadamente a AChE. Tal como foi 

referido, os inibidores da AChE são úteis no tratamento de doenças neurológicas 

degenerativas como a DA. A inibição da AChE provoca o aumento da ACh, que promoverá a 
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neurotransmissão colinérgica. Este aumento da neurotransmissão colinérgica, aliada à ativação 

da via de transcrição Nrf2, poderá vir a revelar-se útil para o tratamento da DA. 80 

Tabela 1 – Caraterísticas físico-químicas do isoeugenol. 72 

Isoeugenol 

Peso molecular 164,2 g/mol 

Densidade 1,08 g/cm3 

LogP 3,04 

pKa 9,88 (25ºC) 

Solubilidade 
Álcool, éter e outros solventes 

orgânicos 

Espetro UV λmax: 260 nm 

LogP – coeficiente de partição octanol-água; pKa – constante de dissociação ácida; UV – ultravioleta. 

 

1.2.1.1 Propriedades farmacocinéticas 

Um estudo farmacocinético realizado por Badger et al. (2002) pretendia determinar a 

absorção, distribuição, metabolização e excreção do isoeugenol após administração oral (156 

mg/kg) e intravenosa (IV; 15,6 mg/kg) a ratos Fischer 344. 73 Verificou-se que o isoeugenol foi 

absorvido, metabolizado e excretado rapidamente através da urina (85%) e fezes (10%). 73 

Após a administração IV, este apresentou um t1/2β curto de 12 minutos, o que indica uma 

remoção rápida do sangue. Após administração oral, não foi detetado isoeugenol no sangue, 

o que sugere que o composto sofre uma distribuição acelerada para os tecidos e/ou é 

imediatamente eliminado. 73 

De facto, a rápida eliminação do isoeugenol após administração IV e oral é atribuída à sua fácil 

conversão em metabolitos de fase II, nomeadamente sulfato e/ou conjugados glucuronido, que 

se formam devido ao grupo hidroxilo livre do isoeugenol. 73 Este grupo funcional faz com que 

o isoeugenol possa originar conjugados glucuronido ou sulfato sem ter de passar 

obrigatoriamente por metabolismo de fase I, o que simplifica a sua eliminação. Contudo, foram 

também propostas algumas reações de fase I que englobam hidroxilação do grupo metilo 

terminal para formar o 3-hidroxi-1-fenilpropeno; oxidação da ligação dupla para formar o 1,2-

óxido correspondente; e O-desalquilação. A estas reações acresce uma outra via que consiste 

na oxidação direta com um único eletrão, originando um metabolito quinona-metídeo. Pensa-

se que a formação deste metabolito é responsável pela sensibilização da pele despoletada pelo 

isoeugenol e eugenol, e que pode também estar na base de outras respostas tóxicas. 75, 81 A 
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Figura 8 é uma representação esquemática da metabolização do isoeugenol por sulfatação 

direta e glucuronidação do grupo hidroxilo fenólico. 82 

 

Figura 8 – Esquema metabólico do isoeugenol. Adaptado de 82 

 

Os autores Hong et al. (2013) efetuaram um estudo toxicocinético com isoeugenol em ratos 

Fischer 344 e murganhos B6C3F1 de ambos os sexos. 74 O composto foi administrado por via 

IV [17 mg/kg (ratos); 35 mg/kg (murganhos)] e oral [17 mg/kg (ratos); 35 mg/kg (murganhos); 

70 e 140 mg/kg (ratos e murganhos)] em dose única. O estudo revelou que após administração 

IV, o isoeugenol foi rapidamente eliminado da circulação sistémica em ambas as espécies e 

sexos (t1/2β de 69,1-79,5 minutos em ratos macho ou fêmea; 102-118 minutos em murganhos 

macho ou fêmea). Mediante administração oral, constatou-se que o isoeugenol foi absorvido 

rapidamente, também em ambas as espécies e sexos [tempo para atingir a concentração 

máxima (tmax) de 2-20 minutos em ratos macho ou fêmea; 5-20 minutos em murganhos macho 

ou fêmea]. A biodisponibilidade absoluta foi significativamente maior em ratos fêmea (19%) do 

que em ratos macho (10%), mas não foi significativamente diferente entre os dois sexos nos 

murganhos (28% em murganhos macho vs. 31-32% em murganhos fêmea). De qualquer forma, 

verificou-se que a biodisponibilidade oral do isoeugenol foi geralmente baixa, tendo sido 

significativamente mais alta em murganhos do que em ratos. 74 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivos gerais 

Nas últimas décadas têm sido realizados grandes esforços para aprofundar a compreensão da 

patogénese da DA e desenvolver novos métodos de tratamento. No entanto, ainda não estão 

disponíveis tratamentos para retardar ou bloquear a progressão da DA de maneira eficaz. As 

atuais intervenções farmacológicas passam pela potenciação da ação da ACh, inibição da via 

glutamatérgica responsável pela neurotoxicidade e a mais recente remoção de placas Aβ 

cerebrais, cujo benefício pode não ser extensível a todos os doentes. 62, 58 Perante estes dados, 

é necessária a descoberta de novas abordagens terapêuticas com maior eficácia para a 

prevenção ou tratamento da DA. 

A molécula objeto deste estudo é um alergénio da pele e um ativador do fator de transcrição 

Nrf2, o qual se encontra deficientemente ativado na DA. Assim, perspetiva-se que a ativação 

do Nrf2 possa promover a ação de mecanismos neuroprotetores potencialmente benéficos 

para o tratamento da DA. 

 

2.2 Objetivos específicos 

O primeiro objetivo específico do trabalho efetuado no âmbito desta tese foi desenvolver e 

validar uma técnica analítica de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) para a 

quantificação do isoeugenol em plasma, cérebro e pulmão de murganho. Todos estes 

procedimentos foram executados de acordo com guidelines internacionais sobre validação de 

métodos bioanalíticos 83,84,85.  

O objetivo específico final passou pela aplicação prática do método bioanalítico para 

determinar as concentrações de isoeugenol nas matrizes biológicas de interesse, obtidas na 

sequência de estudos farmacocinéticos com administração intranasal (IN). Isso permitiu 

estimar os parâmetros farmacocinéticos do isoeugenol e inferir sobre a sua exposição 

sistémica e tecidular. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Reagentes químicos 

O isoeugenol (98% mistura de cis e trans) e o perampanel (Figura 9), usado como padrão 

interno (PI) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA).  

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Estrutura química do perampanel (PI). 86 

 

O acetonitrilo (ACN) e metanol (MeOH) (grau de pureza para HPLC) foram adquiridos da 

Thermo Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido). A água ultra-pura (grau de HPLC, 18,2 

mΩ.cm) foi obtida através de um aparelho de purificação de água Milli-Q, Sartorius Arium® 

Pro da Sartorius (Goettingen, Alemanha). A anestesia dos animais foi executada com ketamina 

(Imalgene 1000®, 100 mg/ml) e xilazina (Vetaxilaze 20®, 20 mg/ml) adquiridas comercialmente. 

A solução de cloreto de sódio 0,9% foi adquirida à B. Braun Medical (Queluz de Baixo, 

Portugal). Todos os restantes reagentes foram adquiridos à Sigma-Aldrich (Saint Louis, 

Missouri, EUA) salvo indicação em contrário. 

 

3.2 Instrumentação e condições cromatográficas  

A análise cromatográfica foi realizada num instrumento de HPLC Shimadzu (Shimadzu 

Corporation, Quioto, Japão) constituído por uma unidade de distribuição de solventes (LC-

20A), um sistema desgaseificador (DGU-20A5), um autosampler (SIL-20AHT), um forno de 

coluna (CTO10ASVP) e um detetor de fotodíodos (SPD-M20A). O sistema de HPLC e 

aquisição de dados foram controlados pelo software LCsolution (Shimadzu Corporation, 

Quioto, Japão).  

A coluna cromatográfica foi a LiChroCART® Purospher Star-C18 (55 x 4 mm; 3 μm de 

tamanho de partícula) da Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha). 
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A separação cromatográfica foi feita por eluição isocrática. A fase móvel foi composta por 

água Milli-Q, ACN e MeOH (60:35:5, v/v/v) a um fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do forno 

foi otimizada a 25ºC e o tempo de corrida estabelecido foi de 8 minutos. O volume de injeção 

das amostras foi 20 µL e a deteção do isoeugenol e PI foi efetuada aos 258 nm. 

 

3.3 Soluções stock e soluções de fortificação  

Em primeiro lugar, importa referir que no âmbito da presente tese foram desenvolvidos e 

validados dois métodos de extração, A e B, para um dos quais foram ainda definidas duas 

gamas de calibração detalhadas em secções subsequentes (método B: gama baixa e gama alta). 

De forma a facilitar a compreensão da preparação das soluções de fortificação foi elaborada a 

Tabela 2. 

Tabela 2 – Resumo das concentrações dos padrões de calibração e respetivas soluções de 

fortificação (entre [ ]) utilizados com o método de extração A e B nas matrizes biológicas de plasma, 

cérebro e pulmão. 

 

Nota: As concentrações dos padrões e soluções de fortificação estão indicadas em µg/mL. QC - controlo de 

qualidade. 

 

As soluções stock de isoeugenol (1 ou 2 mg/mL) foram preparadas através da diluição do 

composto com ACN puro. Estas soluções foram usadas diretamente para a preparação de 

soluções de fortificação ou diluídas para a preparação de soluções intermédias. 

Método de extração A 

Matriz P1 P2 P3 P4 P5 P6 QCLOQ QC1 QC2 QC3 

Plasma 

Pulmão 

0,07 

[0,7] 

0,14 

[1,4] 

0,35 

[3,5] 

1,5 

[15] 

3,5 

[35] 

7 

[70] 

0,07 

[0,7] 

0,2 

[2] 

3 

[30] 

6 

[60] 

Cérebro 
0,07 

[0,7] 

0,14 

[1,4] 

0,28 

[2,8] 

0,7 

[7] 

1,4 

[14] 

2,8 

[28] 

0,07 

[0,7] 

0,2 

[2] 

1 

[10] 
2,4 [24] 

Método de extração B (gama baixa) 

Matriz P1 P2 P3 P4 P5 P6 QCLOQ QC1 QC2 QC3 

Plasma 

Cérebro 

Pulmão 

0,07 

[0,7] 

0,14 

[1,4] 

0,35 

[3,5] 

1,5 

[15] 

3,5 

[35] 

7 

[70] 

0,07 

[0,7] 

0,2 

[2] 

3 

[30] 

6 

[60] 

Método de extração B (gama alta) 

Plasma 

Pulmão 

7 

[70] 

14 

[140] 

30 

[300] 

60 

[600] 

100 

[1000] 

140 

[1400] 

7 

[70] 

20 

[200] 

50 

[500] 

120 

[1200] 



41 

A solução stock de 1 mg/mL foi diluída em ACN para preparar soluções intermédias de 10 

µg/mL e 100 µg/mL. A solução intermédia de 10 µg/mL foi utilizada para preparar as soluções 

de fortificação de 0,7, 1,4, 2, 2,8 e 3,5 µg/mL. Por sua vez, a solução intermédia de 100 µg/mL 

foi utilizada para preparar as soluções de fortificação de 7, 10, 14, 24 e 28 µg/mL (Tabela 2). 

A solução stock de 1 mg/mL também foi utilizada diretamente para a preparação das soluções 

de fortificação de 15, 30, 35, 60, 70, 140, 200, 300, 500 e 600 µg/mL. Por fim, a solução stock 

de 2 mg/mL foi utilizada diretamente para a preparação das soluções de fortificação de 1000, 

1200 e 1400 µg/mL (Tabela 2).  

A solução stock de PI (1 mg/mL) foi dissolvida em DMSO e a sua respetiva solução de 

fortificação (60 µg/mL) foi preparada em ACN. 

Todas as soluções stock, intermédias e de fortificação, foram armazenadas a 4ºC e no escuro.  

 

3.4 Padrões de calibração e controlos de qualidade (QCs) 

Para a preparação dos padrões de calibração e controlos de qualidade (QCs) adicionaram-se 

10 µL da respetiva solução de fortificação a 100 µL de matriz biológica branca (sem composto).  

Como indicado na Tabela 2, os padrões de calibração no processo de extração A tiveram as 

concentrações nominais de 0,07, 0,14, 0,35, 1,5, 3,5 e 7 µg/mL para as matrizes de plasma e 

pulmão, e as concentrações nominais de 0,07, 0,14, 0,28, 0,7, 1,4 e 2,8 µg/mL para a matriz de 

cérebro. Com o método de extração B, os padrões de calibração tiveram as concentrações 

nominais de 0,07, 0,14, 0,35, 1,5, 3,5 e 7 µg/mL para a gama de calibração mais baixa, em todas 

as matrizes biológicas. As concentrações nominais para a gama de calibração mais alta foram 

7, 14, 30, 60, 100, 140 µg/mL, validada nas matrizes de plasma e pulmão. 

Os QCs foram divididos em 4 níveis de concentrações diferentes: QCLLOQ (limite inferior 

de quantificação), QC1 (nível baixo), QC2 (nível médio) e QC3 (nível alto). Os respetivos 

valores de concentrações para os QCs com o método de extração A foram 0,07, 0,2, 3 e 6 

µg/mL para as amostras de plasma e pulmão, e 0,07, 0,2, 1 e 2,4 µg/mL para as amostras de 

cérebro (Tabela 2). Com o método de extração B, definiram-se valores de 0,07, 0,2, 3 e 6 

µg/mL para a gama de calibração mais baixa e 7, 20, 50 e 120 µg/mL para gama de calibração 

mais alta (Tabela 2). 

 

 



42 

3.5 Preparação das amostras e métodos de extração 

De modo a conseguir extrair o isoeugenol das matrizes biológicas com sucesso, efetuou-se a 

otimização de dois métodos de extração (A e B). 

O método de extração A consistiu numa primeira etapa de precipitação de proteínas com 

ACN (1:2), seguida de evaporação e reconstituição do resíduo seco em fase móvel. Neste 

processo, as matrizes brancas de murganho (plasma, cérebro e pulmão) foram descongeladas 

à temperatura ambiente e centrifugadas (2 minutos; 13.400 rpm). Subsequentemente, 

procedeu-se à recolha de 100 µL de cada matriz, fortificados depois com 10 µL de solução de 

fortificação de isoeugenol e 10 µL de solução de fortificação de PI. Como referido acima, 

adicionaram-se 200 µL de ACN a fim de precipitar as proteínas plasmáticas. Agitou-se a 

mistura no vórtex durante 1 minuto e centrifugou-se (5 minutos; 13.400 rpm). O 

sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro e procedeu-se à sua evaporação numa 

placa a 50°C, sob um ligeiro fluxo de azoto. O resíduo sólido da evaporação foi reconstituído 

em 100 µL de fase móvel e agitado durante 1 minuto no vórtex. Recolheu-se a solução 

reconstituída para um eppendorf e centrifugou-se (2 minutos; 13.400 rpm). Por último, 

transferiram-se 80 µL para um vial e injetaram-se 20 µL no HPLC. 

No método de extração B, realizou-se igualmente a recolha de 100 µL de cada matriz, 

fortificados com 10 µL de solução de fortificação de isoeugenol e 10 µL de solução de 

fortificação de PI. De forma idêntica ao procedimento anterior, adicionaram-se 200 µL de 

ACN para precipitar as proteínas plasmáticas. A mistura foi agitada no vórtex durante 1 

minuto e centrifugada (5 minutos; 13.400 rpm). O sobrenadante resultante foi transferido para 

um eppendorf e transferiram-se 200 µL para um vial. No final, foram injetados 20 µL no 

instrumento de HPLC. 

As amostras do estudo in vivo foram processadas da mesma forma que os padrões de 

calibração e QCs, segundo o método de extração B. 

 

3.6 Validação do método 

3.6.1 Seletividade 

A seletividade consiste na capacidade de o método analítico diferenciar e medir a substância 

a analisar, na presença de substâncias que poderão atuar como interferentes. De acordo com 

as guidelines internacionais 83,84,85, a seletividade é avaliada em matrizes biológicas brancas (sem 
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adição do composto em estudo ou PI) de 6 fontes diferentes. Por isso, procedeu-se ao estudo 

de 6 amostras brancas de cada matriz (plasma, cérebro e pulmão).   

Para a avaliação da seletividade não devem ser observados compostos interferentes nos 

tempos de retenção (Rts) do composto em estudo ou PI. Se isso se verificar, os compostos 

interferentes não devem de ter uma resposta superior a 20% do analito no LLOQ, nem mais 

de 5% no caso do PI. 83,84,85 

 

3.6.2 Curva de calibração  

As curvas de calibração foram preparadas nas matrizes biológicas em estudo (plasma, cérebro 

e pulmão). São constituídas por 6 padrões de calibração que devem incluir o LLOQ (padrão 

de calibração mais baixo) e o ULOQ (padrão de calibração mais alto). Uma validação completa 

implica 5 curvas de calibração independentes, ao longo de 5 dias. 

O valor de exatidão das concentrações experimentais de cada padrão de calibração deve 

encontrar-se entre ±15% da concentração nominal, com exceção do LLOQ, para o qual se 

aceitam valores de ±20%. Pelo menos 75% dos 6 padrões de calibração devem cumprir este 

critério. 

Por ter surgido a necessidade de subir a gama de calibração em plasma e pulmão com o 

método de extração B, foi também realizada uma validação parcial. A validação parcial avalia 

modificações feitas a métodos bioanalíticos totalmente validados, incluindo neste caso, 

alterações na gama de calibração. Para tal, foram feitas 3 curvas de calibração independentes, 

em 3 dias. A validação parcial é aceitável se os parâmetros testados cumprirem os critérios 

impostos nas validações completas. 83,84,85 

 

3.6.3 Exatidão e precisão 

A exatidão e a precisão intra e inter-dia foram determinadas através da análise de QCs 

(QCLLOQ, QC1, QC2 e QC3). 

A precisão consiste na proximidade de valores individuais entre si, obtidos na mesma amostra. 

É determinada através do coeficiente de variação (CV), cujo critério de aceitação considera 

um CV (%) igual ou inferior a 15% para o QC1, QC2 e QC3, e igual ou inferior a 20% para o 

QCLLOQ. 
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A exatidão consiste na diferença entre as concentrações experimentais e as concentrações 

nominais (teóricas). É avaliada através da percentagem de bias (% Bias). O critério de aceitação 

considera a % Bias dentro de ± 15% para o QC1, QC2 e QC3 e dentro de ± 20% para o 

QCLLOQ. 

A precisão e exatidão intra-dia e inter-dia foram determinadas através da análise de 5 réplicas 

de cada QC. Os QCs de precisão e exatidão intra-dia foram analisados no mesmo dia, 

enquanto os QCs de precisão e exatidão inter-dia foram analisados em 5 dias diferentes. 83,84,85 

 

3.6.4 Recuperação 

A recuperação é avaliada para assegurar que o método de extração do analito é eficiente e 

reprodutível.  

A determinação da recuperação foi feita através da comparação entre as áreas de QCs 

submetidos ao processo de extração com as áreas de QCs (com as mesmas concentrações 

nominais) não submetidos ao processo de extração. Este procedimento foi repetido 5 vezes 

para os 3 níveis de concentração das amostras (QC1, QC2 e QC3). 

As guidelines não definem valores mínimos de recuperação, mas estipulam que esta deve ser 

consistente e reprodutível. 84 

 

3.6.5 Carry-over 

O efeito de carry-over ocorre quando se observam alterações na concentração medida de um 

analito atribuídas à presença de um analito residual no instrumento analítico, proveniente de 

uma amostra anterior. 

Para avaliar a existência de carry-over, foi feita a análise de uma amostra de matriz branca após 

o padrão de calibração mais alto (ULOQ). O carry-over não deve ser superior a 20% do LLOQ 

e 5% do PI. 83,84,85 

 

3.6.6 Estabilidade 

Os estudos de estabilidade são importantes para assegurar que as condições de preparação, 

análise e armazenamento das amostras biológicas, soluções stock e soluções de fortificação, 

não interferem com a concentração do composto a analisar. A avaliação da estabilidade foi 



45 

feita através da comparação de 5 réplicas de cada QC1 e QC3. Estes QCs foram analisados 

ao tempo 0 e após exposição às condições de estabilidade estipuladas. 

De forma a simular a preparação e armazenamento de amostras não submetidas a método de 

extração foi analisada a estabilidade de amostras não processadas. Neste contexto, 

determinou-se a estabilidade de amostras não processadas à temperatura ambiente durante 

1h; a -80°C durante 10 dias (estabilidade a longo prazo); na presença de luz durante 1h; e após 

2 ciclos de congelação-descongelação a -80°C.  

Para determinar a estabilidade de amostras já submetidas a método de extração foi analisada 

a estabilidade de amostras processadas. Avaliou-se a estabilidade destas amostras para todas 

as matrizes biológicas à temperatura ambiente durante 2h e a 4°C durante 24h.  

Foi igualmente efetuado o estudo da estabilidade das soluções de fortificação a 4°C durante 

96h, bem como a estabilidade das soluções stock a 4°C durante 8 dias. 

Os resultados obtidos com amostras sujeitas às condições de estabilidade acima referidas 

foram comparados com os resultados de amostras preparadas e analisadas de imediato (tempo 

0). Consideram-se aceitáveis valores de estabilidade entre 85 e 115%. 83,84,85 

 

3.7 Estudo in vivo 

3.7.1 Animais e ética 

Para se proceder à realização do estudo farmacocinético foram utilizados 24 murganhos 

macho da estirpe B6C3F1, com peso entre 25-30 g, fornecidos pelos Laboratórios Charles 

River (Écully, França). Os murganhos foram instalados no biotério da Faculdade de Farmácia 

da Universidade de Coimbra, sob condições ambientais controladas (12 h ciclo luz/escuro; 

temperatura 20 ± 2°C; humidade relativa 55 ± 5%). Antes dos procedimentos experimentais, 

os animais estiveram em aclimatização nas novas instalações durante pelo menos uma semana. 

Receberam uma dieta padrão para roedores (4RF21, Mucedola®, Itália) e água da torneira ad 

libitum, antes e durante os procedimentos experimentais.   

Todos os procedimentos experimentais com animais foram efetuados de acordo com a 

regulamentação internacional da Diretiva Europeia (2010) relativa à proteção de animais de 

laboratório utilizados para fins científicos (2010/63/UE) (Parlamento Europeu, Conselho da 

União Europeia, 2010) e a lei portuguesa sobre o bem-estar dos animais (Decreto-Lei 

113/2013). O projeto experimental aplicado foi aprovado pela Autoridade Nacional 

Portuguesa para a Saúde Animal, Fitossanidade e Segurança Alimentar (DGAV - Direção-Geral 
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de Alimentação e Veterinária) (Referência: 0421/000/000/2021) e pelo Órgão de Bem-Estar e 

Ética Animal (ORBEA) da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra (Referência 

interna: 01-2021). Foram feitos todos os esforços de modo a respeitar o princípio dos 3 R’s 

e minimizar o número de animais utilizados e o seu sofrimento. 

 

3.7.2 Estudo farmacocinético in vivo 

Todos os murganhos receberam uma dose única e individual de uma solução de isoeugenol na 

dose 100 mg/kg por via IN. Para a preparação da solução, adicionaram-se 2,8 µL de isoeugenol 

a 12 µL de tampão fosfato estéril num eppendorf de 500 µL. 

Antes da administração IN, os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e 

xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respetivamente), por via intraperitoneal, e mantidos num 

ambiente aquecido de forma a preservar a sua temperatura corporal. 

A solução de isoeugenol foi administrada por via IN com um tubo de poliuretano (24 G, 19 

mm) acoplado a uma seringa de 1 mL. A seringa foi introduzida a cerca de 1 cm da narina 

esquerda do animal, posicionado lateralmente.  

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 subgrupos (n=4) e sacrificados a 5, 15, 30, 

60, 120 e 180 minutos após administração. O sacrifício foi feito por deslocamento cervical 

seguido de decapitação. O sangue foi imediatamente recolhido para tubos heparinizados e 

centrifugado a 4°C a 3431 rpm, durante 10 minutos, de forma a obter os sobrenadantes de 

plasma. Os tecidos de interesse (cérebro e pulmões) foram removidos rapidamente, lavados 

com uma solução de cloreto de sódio 0,9% e pesados. Os tecidos foram homogeneizados em 

cloreto de sódio 0,9% (cérebro – 3 mL/g de tecido; pulmões – 4 mL/g de tecido) usando um 

homogeneizador de tecidos com pilão de teflon Thomas Scientific® (Nova Jérsia, EUA). Os 

homogeneizados de tecido foram centrifugados a 4800 rpm durante 15 minutos, a 4°C, e os 

sobrenadantes foram recolhidos. 

Todas as amostras biológicas foram armazenadas a -80°C até ser feita a sua análise 

cromatográfica. 

 

3.7.3 Análise farmacocinética 

Os perfis concentração-tempo do isoeugenol após administração IN foram traçados nas 

matrizes de plasma, cérebro e pulmão e submetidos a análise farmacocinética, através do 

software WinNonlin, versão 5.2 (Pharsight Co, Mountain View, CA, EUA). Os parâmetros 
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farmacocinéticos foram determinados através das concentrações médias (n=4) obtidas em 

cada ponto temporal (5, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos). Abrangem a concentração máxima 

(Cmax) nas matrizes biológicas em estudo, o tempo para atingir a Cmax (tmax), a área sob a curva 

concentração-tempo desde o tempo zero até à última concentração quantificável (AUCt), a 

área sob a curva concentração-tempo desde o tempo zero até ao infinito (AUCinf), calculada 

pela soma da AUCt e o quociente entre a última concentração mensurável, a constante de 

eliminação (kel). A determinação de kel foi feita por regressão linear logarítmica do segmento 

terminal do perfil concentração-tempo. A estes parâmetros acresce o t1/2β e a área sob a curva 

concentração-tempo extrapolada (AUCextrap) que traduz a exposição ao composto desde o 

último instante em que a concentração foi mensurável até ao infinito e que não deve exceder 

os 20%. Foram ainda calculados os rácios cérebro/plasma e pulmão /plasma, de forma a 

comparar a afinidade do isoeugenol para cada órgão em relação à sua exposição sistémica. 
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4. Resultados e Discussão 

4.1 Desenvolvimento do método 

4.1.1 Otimização da fase móvel e escolha do PI 

O primeiro passo do desenvolvimento do método foi a otimização da fase móvel. Esta etapa 

é essencial para estabelecer condições cromatográficas adequadas que permitam obter uma 

boa separação entre o isoeugenol, PI e potenciais impurezas, bem como um tempo de corrida 

compatível com uma análise rápida das amostras. Como este método incidiu apenas sobre 

dois analitos, isoeugenol e respetivo PI, o sistema de eluição definido foi a eluição isocrática 

em vez da eluição por gradiente, que se torna mais útil quando se pretende separar e 

quantificar diversos compostos em simultâneo. 

Inicialmente, foi testada uma fase móvel constituída por H2O e ACN (50:50, v/v) mas o 

isoeugenol eluiu demasiado cedo, isto é, houve uma afinidade excessiva para a fase móvel e 

uma retenção insuficiente pela fase estacionária. Assim, de modo a aumentar o seu Rt, tornou-

se a fase móvel menos apolar ao diminuir a percentagem de ACN. Testaram-se fases móveis 

compostas por H2O/ACN (60:40, v/v), H2O/ACN (65:35, v/v), H2O/ACN (70:30, v/v) e 

H2O/ACN/MeOH (60:35:5, v/v/v). Adicionou-se MeOH para tentar diminuir a percentagem 

de ACN na fase móvel sem a tornar demasiado polar. Com estas alterações, perspetivou-se 

que a afinidade do isoeugenol para a fase móvel iria ser menor e este seria mais retido pela 

fase estacionária.  

Efetivamente, a fase móvel eleita foi composta por H2O/ACN/MeOH (60:35:5, v/v/v) porque 

o isoeugenol apresentou uma melhor forma de pico (simétrico e afilado) e eluiu mais tarde 

(Rt = 3,5 minutos).  

De seguida, procedeu-se à avaliação de 13 compostos como potenciais PIs (Tabela 3). Estes 

foram selecionados com base nas suas caraterísticas físico-químicas, designadamente o grau 

de lipofilia, de forma a apresentarem um comportamento cromatográfico semelhante ao do 

analito, mas sem co-eluir com o mesmo.  

 

 

 

 



50 

Tabela 3 – Tempo de retenção (Rt) e grau de lipofilia (LogP) de fármacos testados como padrão 

interno (PI). 

Compostos LogP Rt (min) 

Cloranfenicol 1,1 87 1,12 

Cetoprofeno 3,1 88 1,29 

Carbamazepina 2,5 89 1,68 

10,11- dihidrocarbamazepina 2,3 90 1,79 

Quinidina 2,9 91 4,14 

Perampanel 3,4 92 6,05 

Trazodona 2,8 93 6,57 

Opicapone 3,4 94 ND 

Verapamil 3,8 95 ND 

Sertralina 4,8 96 ND 

Atorvastatina 5,0 97 ND 

Amitriptilina 5,0 98 ND 

Loperamida 5,0 99 ND 

ND - Não detetado. 

 

Algumas moléculas não foram suficientemente retidas pela fase estacionária e eluíram 

demasiado cedo (ex.: cloranfenicol), enquanto outras co-eluiram com o isoeugenol (ex.: 

quinidina) ou interagiram de forma excessiva com a fase estacionária e não foram detetadas 

ao fim de 15 minutos de corrida (ex.: loperamida). 

Por esse motivo, o composto que reuniu as melhores condições para ser escolhido como PI 

foi o perampanel, por apresentar um Rt adequado (Tabela 3) que permitiu conciliar a sua 

separação do isoeugenol e de impurezas, com um tempo de corrida que não compromete a 

rapidez da análise.  

O fluxo da fase móvel foi de 1,0 mL/min e o tempo de corrida final foi de 8 minutos. 

 

4.1.2 Otimização do processo de extração 

Os processos de extração foram otimizados tendo por base alguma instabilidade do 

isoeugenol descrita na literatura, que fez com que estes fossem o mais simples possível e 

procurassem conjugar a eliminação de impurezas com uma recuperação reprodutível do 

analito. 100, 101 

Os autores Ali et al. (2018) examinaram a estabilidade do isoeugenol a 5ºC e 25ºC, com e sem 

luz, durante um período de 6 meses. 101 Constataram que o isoeugenol não foi detetado em 

amostras armazenadas a 25°C, com ou sem a presença de luz, após 30 dias de armazenamento. 
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Contudo, este apresentou uma boa estabilidade (101,1%) quando esteve sujeito a condições 

de baixa temperatura (5°C) e no escuro, pois foi detetado mesmo após 6 meses. A 5ºC e com 

luz, foi possível quantificar isoeugenol (45%) após 4,5 meses de armazenamento, embora tenha 

ocorrido alguma degradação. 101 Por sua vez, os autores Avonto et al. (2018) submeteram 

várias moléculas, entre as quais o isoeugenol, a fotodegradação forçada durante 3 meses. 100 

O isoeugenol apresentou um aumento significativo do seu índice de reatividade, com a 

formação de espécies reativas. 100 Estes resultados estavam de acordo com os de Bertrand et 

al. (1997) que reportaram uma conversão do isoeugenol em espécies reativas por foto-

oxidação direta, incluindo o metabolito quinona-metídeo, referido na secção 1.2.1.1. 81 

Consequentemente, foram avaliadas algumas estratégias para evitar a potencial degradação do 

isoeugenol durante o processo de extração, nomeadamente a preparação das amostras a 

baixas temperaturas e na ausência de luz solar, bem como a inclusão de um agente antioxidante 

(ácido ascórbico). Para o efeito, adicionou-se ácido ascórbico (1,5 mM)102 às soluções stock e 

soluções de fortificação, e procedeu-se à preparação das amostras em gelo e sob luz 

infravermelha. Como a inclusão de ácido ascórbico não se revelou vantajosa, optou-se por 

continuar apenas com os procedimentos experimentais em gelo e na ausência de luz solar. 

Tal como referido na secção 3.5, foram validados dois processos de extração, A e B, com o 

intuito de eliminar impurezas que pudessem interferir com a quantificação do isoeugenol (ou 

PI) e otimizar as suas recuperações. Começou-se por testar uma técnica de precipitação de 

proteínas com ACN (1:2), ou seja, a 100 µL plasma foram adicionados 200 µL de ACN. Em 

seguida, o sobrenadante resultante da precipitação de proteínas foi evaporado a 45°C sob 

azoto e o resíduo seco foi reconstituído em fase móvel. A evaporação tem a vantagem de 

permitir concentrar o analito e desse modo, aumentar a sensibilidade da técnica 

cromatográfica. Por sua vez, a reconstituição do resíduo seco com fase móvel assegura a 

manutenção da forma dos picos, do Rt e da reprodutibilidade entre injeções.  

No entanto, com estas condições, verificou-se que os valores de recuperação do isoeugenol 

foram em média 54,6 ± 6,74% e o tempo de evaporação do sobrenadante foi demasiado longo 

(cerca de 35 minutos), o que tornava a técnica inexequível. Assim, de forma a encurtar o 

tempo de evaporação, subiu-se a temperatura de evaporação para 60°C. Porém, apesar de o 

tempo de evaporação ter diminuído para 13 minutos, o que tornaria a preparação de amostras 

mais célere, a recuperação média diminuiu em relação à primeira técnica para 30,1 ± 15,2%. 

Esse resultado poderá ser justificado por uma eventual degradação do isoeugenol a 

temperaturas mais altas, o que obrigou à procura de um compromisso entre o tempo e a 

temperatura de evaporação. Por esse motivo, reduziu-se a temperatura para 50°C e registou-



52 

se um tempo de evaporação de aproximadamente 20 minutos. Adicionalmente, não se 

observaram impurezas e a recuperação média preliminar foi de 70,8 ± 12,1%. Como descrito 

na secção 3.5, esta técnica designada processo de extração A, foi selecionada inicialmente para 

a validação da técnica cromatográfica de quantificação do isoeugenol em plasma, cérebro e 

pulmão de murganho. 

Contudo, por razões detalhadas adiante, houve necessidade de otimizar um método de 

extração alternativo, designado processo de extração B. Neste processo de extração 

manteve-se a técnica de precipitação de proteínas com ACN (1:2), mas eliminou-se o passo 

de evaporação e reconstituição, tendo-se injetado no HPLC, o sobrenadante resultante da 

precipitação de proteínas. Como a proporção de ACN adicionado foi baixa (apenas 1:2), não 

se observaram alterações das formas dos picos, oscilações de Rt entre corridas ou a 

destabilização da coluna. 

No final, o processo de extração B foi o processo eleito para o estudo in vivo, porque 

apresentou resultados mais satisfatórios não só a nível de recuperação, mas também de 

reprodutibilidade. 

 

4.2 Seletividade  

A separação cromatográfica do isoeugenol (Rt ≈ 3,5 minutos) e do PI (Rt ≈ 6,05 minutos) foi 

efetuada com sucesso. A isso acresce o facto de na análise de 6 amostras brancas de plasma, 

cérebro e pulmão, não se terem observado picos interferentes ao Rt dos analitos, podendo-

se concluir que o método é seletivo. Nas Figuras 10, 11, 12 e 13 estão representados 

cromatogramas de matrizes biológicas brancas e de amostras LLOQ e ULOQ, submetidas aos 

processos de extração A e B (gama baixa e gama alta), respetivamente. 
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Figura 10 – Cromatogramas representativos de amostras de matrizes biológicas brancas (plasma, 

cérebro e pulmão), submetidas aos processos de extração A e B. 
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Figura 11 – Cromatogramas representativos de amostras LLOQ e ULOQ, nas matrizes biológicas 

de plasma, cérebro e pulmão, após processo de extração A. 

Iso – Isoeugenol; Per – Perampanel (PI). 
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Figura 12 – Cromatogramas representativos das extrações das amostras LLOQ e ULOQ, nas 

matrizes biológicas de plasma, cérebro e pulmão, no processo de extração B (gama baixa).  

Iso – Isoeugenol; Per – Perampanel (PI). 
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Figura 13 – Cromatogramas representativos das extrações das amostras LLOQ e ULOQ, nas 

matrizes biológicas de plasma e pulmão, no processo de extração B (gama alta). 

Iso – Isoeugenol; Per – Perampanel (PI). 
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4.3 Curva de calibração e LLOQ 

As concentrações das amostras biológicas são avaliadas através dos resultados de regressão 

obtidos a partir de curvas de calibração, sendo a regressão linear o modelo mais utilizado. 103 

O método dos mínimos quadrados é um dos modelos de regressão linear mais comuns, mas 

só pode ser aplicado se se verificar homocedasticidade, ou seja, variâncias iguais ao longo da 

gama de calibração, avaliadas através da diferença entre os resíduos e os valores de 

concentração. Dada a amplitude das gamas de calibração utilizadas, tornou-se necessário 

verificar a presença de homocedasticidade através do teste F, um teste estatístico que avalia 

as diferenças entre o rácio das variâncias do padrão de calibração mais alto e mais baixo (F 

experimental). Quando as variâncias são estatisticamente diferentes e o valor de F 

experimental é mais elevado que o valor de F teórico, não se observa homocedasticidade e 

podem aplicar-se fatores de ponderação na regressão linear. Neste caso particular, o valor de 

F experimental foi superior ao valor de F teórico (15,98) em todas as matrizes biológicas, 

considerando um nível de significância α de 0,01 e 4 graus de liberdade (n-1). Assim, 

confirmou-se a existência de heterocedasticidade.  

Efetivamente, observaram-se diferenças menores entre os resíduos e as concentrações 

teóricas nas concentrações menores, e diferenças maiores entre os resíduos e as 

concentrações teóricas nas concentrações maiores. Estes últimos, tendem a influenciar a linha 

de regressão, nomeadamente, a exatidão no extremo inferior da gama. 103 

Para encontrar o fator de ponderação mais apropriado, foram avaliados o erro relativo (Tabela 

4) e a linearidade (Tabela 5) com seis fatores distintos, nomeadamente 1/x2, 1/x, 1/√x, 1/y2, 1/y 

e 1/√y.  
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Tabela 4 – Erro relativo (% ER) obtido para cada fator de ponderação aplicado às gamas de calibração de dois processos de extração (A e B) nas matrizes biológicas 

de plasma, cérebro e pulmão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 % ER 

Fatores de ponderação 
Sem 

ponderação 
1/𝑥2 1/𝑥 1/√𝑥 1/𝑦2 1/𝑦 1/√𝑦 

Processo de extração A 

Gama 0,07 – 7 µg/mL Plasma 1093,65 322,75 348,69 468,96 343,68 356,46 472,77 

Gama 0,07 – 2,8 µg/mL Cérebro 385,57 370,72 379,90 386,43 383,10 369,71 376,63 

Gama 0,07 – 7 µg/mL Pulmão 1006,74 969,74 960,43 986,36 1983,47 1419,66 1158,79 

Processo de extração B 

 

Gama 0,07 – 7 µg/mL 

 

Plasma 197,53 200,38 195,38 194,61 202,56 196,90 196,47 

Cérebro 140,57 117,86 117,57 117,86 118,87 118,59 117,61 

Pulmão 214,12 188,49 62,80 62,77 64,27 62,91 202,74 

Gama 7 – 140 µg/mL 

 

Plasma 69,80 44,81 45,98 50,91 44,19 45,74 50,52 

Pulmão 61,00 41,33 38,86 44,06 41,35 39,04 43,73 
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Tabela 5 – Linearidade obtida para cada fator de ponderação aplicado às gamas de calibração de dois processos de extração (A e B) nas matrizes biológicas de 

plasma, cérebro e pulmão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linearidade (r) 

Fatores de ponderação 
Sem 

ponderação 
1/𝑥2 1/𝑥 1/√𝑥 1/𝑦2 1/𝑦 1/√𝑦 

Processo de extração A 

Gama 0,07 – 7 

µg/mL 
Plasma 0,993 0,987 0,991 0,991 0,986 0,990 0,990 

Gama 0,07 – 2,8 

µg/mL 
Cérebro 0,992 0,970 0,995 0,997 0,987 0,995 0,997 

Gama 0,07 – 7 

µg/mL 
Pulmão 0,991 0,889 0,885 0,874 0,851 0,845 0,846 

Processo de extração B 

Gama 0,07 – 7 

µg/mL 

Plasma 0,998 0,994 0,998 0,998 0,995 0,998 0,998 

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

Pulmão 0,996 0,994 0,999 0,999 0,994 0,999 0,999 

Gama 7 – 140 

µg/mL 

Plasma 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 

Pulmão 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 
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No processo de extração A, os menores valores de erro relativo para as três matrizes 

biológicas foram constatados para os fatores de ponderação 1/𝑥2 e 1/𝑥. Porém, a linearidade 

foi superior com 1/𝑥, e por isso foi este o fator de ponderação escolhido. 

Em relação ao processo de extração B, foram estabelecidas duas gamas de calibração, uma 

gama que abrange concentrações mais baixas (0,07-7 µg/mL) e outra gama aplicável a 

concentrações mais altas (7-140 µg/mL). Esta necessidade surgiu por se terem obtido valores 

de concentração acima do ULOQ (7 µg/mL) durante o estudo farmacocinético in vivo, 

nomeadamente, nas matrizes de plasma e de pulmão. Por conseguinte, foi necessário fazer 

uma validação parcial para estas duas matrizes biológicas com uma gama de calibração superior 

(7-140 µg/mL), de acordo com as guidelines internacionais. 83,84,85 Na gama de calibração mais 

baixa, o fator de ponderação escolhido foi 1/√𝑥, enquanto na gama de calibração mais alta foi 

selecionado o fator de ponderação 1/𝑥, por apresentarem menor erro relativo e linearidade 

mais próxima de 1 (Tabela 4 e Tabela 5).  

No que concerne às curvas de calibração, obteve-se linearidade em todas as gamas de 

concentração para todas as matrizes biológicas em estudo (r2 ≥ 0,995). As equações de 

regressão das curvas de calibração, e os coeficientes de determinação correspondentes a cada 

matriz biológica estão representados na Tabela 6. 

 

Tabela 6 - Parâmetros das curvas de calibração do isoeugenol nas matrizes biológicas em estudo.  
 

 
Gama de 

concentrações 

Matrizes 

biológicas 
Equação de regressão r2 

Processo de 

extração A 

Gama 0,07 – 7 

µg/mL 

Plasma y = 0,1189x + 0,0013 0,9956 

Pulmão y = 0,0524x + 0,0023 0,9952 

Gama 0,07 – 2,8 

µg/mL 
Cérebro y = 0,0369x + 0,0039 0,9960 

Processo de 

extração B 

Gama 0,07 – 7 

µg/mL 

Plasma y = 0,3265x + 0,0040 0,9997 

Cérebro y = 0,2895x + 0,0062 0,9999 

Pulmão y = 0,3017x - 0,0011 0,9998 

Gama 7 – 140 

µg/mL 

Plasma y = 0,3635x + 0,0965 0,9991 

Pulmão y = 0,3538x + 0,0401 0,9991 

A equação de regressão e o coeficiente de determinação (r2) são determinados através da média de 5 curvas de 

calibração para os processos de extração A e B (gama baixa) e da média de 3 curvas de calibração para o processo 

de extração B (gama alta). A equação da curva de calibração é dada pela equação geral y = mx + b, onde y 

representa os rácios das áreas dos picos do isoeugenol em relação às áreas do PI e x representa a concentração 

de isoeugenol (μg/mL). 
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O valor definido como LLOQ foi 0,07 µg/mL para o processo de extração A e para o processo 

de extração B (gama de concentrações mais baixa) e 7 µg/mL para o processo de extração B 

(gama de concentrações mais alta). O LLOQ para os processos A e B (gama baixa) foi 

consideravelmente inferior ao de outras técnicas bioanalíticas de HPLC-UV descritas na 

literatura 104, 105, para as quais apresentou um valor de 0,5 µg/mL. Com estes dados podemos 

confirmar a sensibilidade dos métodos cromatográficos desenvolvidos, mesmo tendo um 

processo de extração associado. 

Os valores de exatidão (% Bias) inter-dia para o LLOQ variaram entre -2,95 a 9,55% (Tabela 

7), enquanto os valores intra-dia variaram entre -3,75 a 4,84% (Tabela 8). Todos estiveram 

dentro do valor limite de aceitação (± 20% para o LLOQ). 83,84,85 

Por outro lado, os valores de precisão (% CV) inter-dia foram mais altos no processo de 

extração A (Tabela 7), no entanto, não excederam 17,55% para o LLOQ. No processo de 

extração B (gama baixa e alta) os valores para o LLOQ não foram superiores a 14,02% e a 

2,63%, respetivamente (Tabela 7). Relativamente à precisão intra-dia os valores para o LLOQ 

não excederam 14,86% no processo de extração B e 8,61% no processo de extração A (Tabela 

8). As percentagens obtidas estão dentro do limite de aceitação (≤ 20%) para o LLOQ. 83,84,85 
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Tabela 7 – Determinação da precisão (% CV) e exatidão (% Bias) inter-dia no QCLLOQ (limite 

inferior de quantificação), QC1 (nível baixo), QC2 (nível médio) e QC3 (nível alto). 

Inter-dia 

 Matrizes 
Concentrações 

nominais (µg/mL) 

Concentrações 

experimentais 

(µg/mL) 

CV (%) Bias (%) 

Processo de 

extração A 

Plasma 

LLOQ (0,07) 0,070 17,55 -0,43 

QC1 (0,2) 0,183 2,35 -8,55 

QC2 (3) 3,114 10,18 3,81 

QC3 (6) 5,832 13,66 -2,80 

Cérebro 

LLOQ (0,07) 0,068 14,98 -2,95 

QC1 (0,2) 0,203 9,66 1,69 

QC2 (1) 0,987 14,20 -1,27 

QC3 (2,4) 2,393 12,90 -0,30 

Pulmão 

LLOQ (0,07) 0,074 7,09 5,72 

QC1 (0,2) 0,207 6,52 3,32 

QC2 (3) 2,809 10,14 -6,35 

QC3 (6) 6,144 7,58 2,40 

Processo de 

extração B 

(gama 0,07-7 

µg/mL) 

Plasma 

LLOQ (0,07) 0,075 14,02 6,56 

QC1 (0,2) 0,203 8,95 1,38 

QC2 (3) 3,106 5,02 3,54 

QC3 (6) 6,031 4,77 0,52 

Cérebro 

LLOQ (0,07) 0,071 3,47 1,63 

QC1 (0,2) 0,200 4,20 0,16 

QC2 (3) 3,027 5,91 0,90 

QC3 (6) 6,107 6,56 1,78 

Pulmão 

LLOQ (0,07) 0,077 10,98 9,55 

QC1 (0,2) 0,205 4,03 2,51 

QC2 (3) 3,067 4,04 2,24 

QC3 (6) 6,058 4,49 0,97 

Processo de 

extração B 

(gama 7-140 

µg/mL) 

Plasma 

LLOQ (7) 7,023 2,63 0,33 

QC1 (20) 19,796 2,86 -1,02 

QC2 (50) 51,772 5,00 3,54 

QC3 (120) 119,591 3,77 -0,34 

Pulmão 

LLOQ (7) 6,977 1,31 -0,33 

QC1 (20) 19,778 4,07 -1,11 

QC2 (50) 51,630 1,72 3,26 

QC3 (120) 118,682 2,47 -1,10 

Bias = desvio do valor nominal; CV = coeficiente de variação. 
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Tabela 8 - Determinação da precisão (% CV) e exatidão (% Bias) intra-dia no QCLLOQ (limite 

inferior de quantificação), QC1 (nível baixo), QC2 (nível médio) e QC3 (nível alto). 

Intra-dia 

 Matrizes 
Concentrações 

nominais (µg/mL) 

Concentrações 

experimentais 

(µg/mL) 

CV (%) Bias (%) 

Processo de 

extração A 

Plasma 

LLOQ (0,07) 0,071 3,09 1,39 

QC1 (0,2) 0,190 8,51 -5,16 

QC2 (3) 3,063 7,82 2,09 

QC3 (6) 5,802 3,84 -3,31 

Cérebro 

LLOQ (0,07) 0,072 3,19 2,34 

QC1 (0,2) 0,217 2,30 8,46 

QC2 (1) 0,965 8,68 -3,54 

QC3 (2,4) 2,551 3,80 6,30 

Pulmão 

LLOQ (0,07) 0,072 8,61 2,84 

QC1 (0,2) 0,199 4,09 -0,68 

QC2 (3) 3,200 6,79 6,65 

QC3 (6) 5,800 5,51 -3,34 

Processo de 

extração B 

(gama 0,07-7 

µg/mL) 

Plasma 

LLOQ (0,07) 0,067 7,61 -3,75 

QC1 (0,2) 0,202 3,94 0,85 

QC2 (3) 3,105 1,52 3,50 

QC3 (6) 6,130 0,69 2,17 

Cérebro 

LLOQ (0,07) 0,069 9,44 -0,74 

QC1 (0,2) 0,198 6,44 -0,99 

QC2 (3) 3,004 0,86 0,13 

QC3 (6) 6,049 0,67 0,82 

Pulmão 

LLOQ (0,07) 0,073 14,86 4,84 

QC1 (0,2) 0,212 5,96 6,00 

QC2 (3) 3,204 1,86 6,79 

QC3 (6) 6,188 0,92 3,13 

Bias = desvio do valor nominal; CV = coeficiente de variação. 

 

Existem técnicas bioanalíticas na literatura para a quantificação de isoeugenol que recorreram 

a cromatografia líquida ou gasosa acopladas a espectrometria de massa 106 107. Porém, estes 

métodos são mais complexos e os equipamentos são dispendiosos e não estão disponíveis em 

todos os laboratórios. Foi ainda implementada uma técnica de cromatografia líquida associada 

a deteção fluorométrica 108, mas mesmo assim, foram identificadas várias potenciais 

interferências. 

Consequentemente, verifica-se que a técnica cromatográfica desenvolvida, associada ao 

método de extração eleito para quantificar amostras dos estudos in vivo (método B), apresenta 

várias vantagens além de seletividade e sensibilidade, pois pode ser aplicada em laboratórios 
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que não possuam equipamentos de deteção com espetrometria de massa, o que é benéfico a 

nível económico. 

 

4.4 Exatidão e Precisão 

A exatidão e a precisão são parâmetros essenciais para a qualidade de uma curva de calibração, 

à semelhança da linearidade. Os valores de precisão (% CV) e exatidão (% Bias) devem estar 

entre ± 15% do valor nominal para o QC1, QC2 e QC3. 83,84,85 Na Tabela 7, pode constatar-

se que os valores de % CV inter-dia foram mais elevados com o processo de extração A, indo 

de 2,35 até 14,20%. Em contraste, para o processo B, observaram-se valores menores, entre 

4,03 e 8,95% (Tabela 7). Para o % CV intra-dia, os valores não excederam 8,68% para o 

processo de extração A e os 6,44% para o processo B (Tabela 8). Todas as percentagens 

obtidas estão dentro do limite de aceitação definido pelas normas internacionais de validação. 

83,84,85 

Os valores de % Bias inter-dia (Tabela 7) variaram entre -8,55 e 3,81% para o processo de 

extração A e 0,16 e 3,54% para o processo de extração B. Por sua vez, os valores intra-dia 

(Tabela 8) variaram entre -5,16 a 8,46% para o processo A e -0,99 e 6,79% para o processo 

B. Mesmo estando dentro do limite de aceitação, verificaram-se valores de % Bias mais 

elevados para o processo A do que para o processo B.  

O processo de extração B foi o mais exato e preciso, pois todos os valores para % CV (inter 

e intra-dia) e % Bias (inter e intra-dia) foram menores em relação aos valores obtidos no 

processo de extração A. 

No processo de extração B (gama alta), os valores inter-dia de % CV não excederam os 5,00% 

e os valores de % Bias não excederam os 3,54% (Tabela 7), estando assim, dentro do limite de 

aceitação definido. 83,84,85 

 

4.5 Recuperação e carry-over 

Como referido na secção 3.6.4, a recuperação foi avaliada através da comparação entre as 

áreas de QCs submetidos ao processo de extração com as áreas de QCs (com as mesmas 

concentrações nominais) não submetidos ao processo de extração. Este procedimento foi 

repetido 5 vezes para os 3 níveis de concentração das amostras (QC1, QC2 e QC3). 

Com o processo de extração A, os valores médios de recuperação do QC1, QC2 e QC3 

(Tabela 9), variaram de 29,8 a 37,4% no plasma, 12,7 a 14,2% no cérebro e 18,6 a 23,5% no 
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pulmão. No processo de extração B, os valores obtidos para a recuperação média variaram 

de 87,1 a 97,1% no plasma, 75,4 a 81,9% no cérebro e 77,5 a 79,0% no pulmão (Tabela 9). 

 

Tabela 9 – Recuperações relativas do isoeugenol para o QC1, QC2 e QC3 (n=5) em cada matriz 

biológica, com o processo de extração A e B. 

Processo de extração A 

Matrizes Plasma Cérebro Pulmão 

Concentrações 

nominais 

(µg/mL) 

QC1 

(0,2) 

QC2 

(3) 

QC3 

(6) 

QC1 

(0,2) 

QC2 

(1) 

QC3 

(2,4) 

QC1 

(0,2) 

QC2 

(3) 

QC3 

(6) 

Média (%) 

± SD 

29,8 ± 

0,70 

37,4 ± 

3,81 

35,2 ± 

4,81 

14,2 ± 

1,37 

12,7 ± 

1,81 

12,7 ± 

1,64 

19,2 ± 

5,35 

18,6 ± 

2,73 

23,5 ± 

7,07 

CV (%) 2,35 10,18 13,66 9,66 14,20 12,90 27,85 14,67 30,09 

Processo de extração B 

Concentrações 

nominais 

(µg/mL) 

QC1 

(0,2) 

QC2 

(3) 

QC3 

(6) 

QC1 

(0,2) 

QC2 

(3) 

QC3 

(6) 

QC1 

(0,2) 

QC2 

(3) 

QC3 

(6) 

Média (%) 

± SD 

97,1 ± 

3,82 

87,1 ± 

1,32 

92,4 ± 

0,63 

81,9 ± 

3,44 

75,4 ± 

4,45 

76,7 ± 

5,03 

77,5 ± 

3,13 

78,9 ± 

3,19 

79,0 ± 

3,55 

CV (%) 3,94 1,52 0,69 4,20 5,91 6,56 4,03 4,04 4,49 

CV – coeficiente de variação; SD – Desvio padrão 

Em relação aos valores de % CV (Tabela 9), estes variaram de 2,35 a 13,66% no plasma, 9,66 

a 14,20% no cérebro e 14,67% a 30,09% no pulmão para o processo de extração A. Com o 

processo de extração B, os valores de % CV foram mais baixos e variaram de 0,69 a 3,94% no 

plasma, 4,20 a 6,56% no cérebro e 4,03 a 4,49% no pulmão (Tabela 9). 

Os valores médios de recuperação do PI no método de extração A foram 100,3% para o 

plasma (% CV = 3,15%), 88,46% para o cérebro (% CV = 4,39%) e 106,3% para o pulmão (% 

CV = 3,65%). Com o método de extração B, foram 36,12% para o plasma (% CV = 9,1%), 

37,08% para o cérebro (% CV = 9,9%) e 36,53% para o pulmão (% CV = 13,3%). Apesar de os 

valores de recuperação do PI terem sido mais elevados com o método de extração A, 

possivelmente devido ao passo da evaporação que permite concentrar os analitos, foi 

escolhido o método de extração B para análise das amostras dos estudos in vivo. 

Este método de extração apresentou valores de recuperação média de isoeugenol 

significativamente mais altos e maior precisão dos valores de % CV em relação ao método A, 

justificando-se mais uma vez, a preferência pelo método B. 
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Finalmente, não foram observados picos interferentes em amostras de matriz branca após 

injeção do padrão de calibração mais alto (ULOQ). Assim, considera-se que não há efeito 

carry-over. 

 

4.6 Estabilidade 

A avaliação da estabilidade foi feita através da comparação de cinco réplicas de cada QC1 e 

QC3 no tempo 0 e após exposição às condições de estabilidade estipuladas na secção 3.6.6. 

Segundo as guidelines internacionais, confirma-se a existência de estabilidade quando o valor 

obtido se encontra dentro do intervalo 85-115%. 83,84,85 

Para verificar se o isoeugenol permaneceu inalterado durante todo o estudo, simulou-se o 

armazenamento de amostras biológicas não processadas, isto é, colhidas, mas não submetidas 

ao processo de extração. Adicionalmente, determinou-se a análise de amostras colhidas e 

submetidas ao processo de extração (processadas). Pelos motivos enumerados em secções 

prévias, a estabilidade foi apenas avaliada com o processo de extração B (Tabela 10).  

 

Tabela 10 – Estabilidade das amostras não processadas e processadas com o processo de extração B. 

RT – temperatura ambiente; cong/descong – congelação/descongelação 

 

 

Amostras não processadas 

Matrizes Plasma Cérebro Pulmão 

Concentrações 

nominais (µg/mL) 

QC1 

(0,2) 

QC3 

(6) 

QC1 

(0,2) 

QC3 

(6) 

QC1 

(0,2) 

QC3 

(6) 

C
o
n
d
iç

õ
e
s 

d
e
 e

st
ab

ili
d
ad

e
 

1h, RT 96,49 98,73 93,78 102,03 68,35 89,43 

2 ciclos, cong-

descong (-80°C) 
96,28 99,53 96,67 100,51 92,25 93,28 

1h na presença de 

luz 
93,45 98,29 103,32 100,06 95,24 99,96 

Longo prazo, 10 

dias (-80°C) 
95,49 99,68 87,94 98,15 63,69 59,84 

Longo prazo, 5 

dias (-80°C) 
- - - - 92,71 99,15 

Amostras processadas 

2h, RT 97,52 99,34 96,12 100,72 96,88 100,06 

24h, 4°C 96,02 105,01 105,84 112,94 106,18 116,15 
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As matrizes de plasma e cérebro demonstraram estabilidade em todas as condições testadas 

(Tabela 10). Contudo, na matriz de pulmão, não houve estabilidade nalgumas condições, 

nomeadamente nas amostras não processadas após 1h a temperatura ambiente e a longo prazo 

(10 dias a -80°C), bem como em amostras processadas, na condição 24h a 4°C (Tabela 10).  

Como não houve estabilidade na matriz de pulmão a longo prazo (10 dias a -80°C), reduziu-

se o tempo de armazenamento de 10 para 5 dias. Nestas condições, confirmou-se a existência 

de estabilidade (Tabela 10). 

As soluções de fortificação apresentaram estabilidade pelo menos até 96h a 4°C, enquanto a 

solução stock foi estável durante 8 dias a 4°C (Tabela 11). 

 

Tabela 11 – Estabilidade das soluções de fortificação e stock. 

 

 

 

Soluções de fortificação 

Concentrações 

nominais (µg/mL) 
QC1 (0,2) QC3 (6) 

C
o
n
d
iç

õ
e
s 

d
e
 e

st
ab

ili
d
ad

e
 

24h, 4°C 103,83 95,53 

48h, 4°C 99,47 100,77 

72h, 4°C 98,56 97,97 

96h, 4°C 96,98 97,02 

Solução stock 

Concentrações 

nominais (µg/mL) 
QC1 (0,2) QC3 (6) 

8 dias, 4°C 98,20 98,12 

 

4.7 Estudo farmacocinético in vivo 

A DA é uma doença neurodegenerativa e como tal, o acesso ao SNC é fundamental. A 

administração IN permite que os fármacos sejam transportados diretamente da cavidade nasal 

até ao cérebro, através das vias neuronais olfativas e trigeminais. Trata-se de um método 

rápido e simples para veicular fármacos, além de ser não invasivo e possibilita que moléculas 

de grande dimensão que não atravessam a BHE, tenham acesso ao SNC. Adicionalmente, evita 

uma metabolização gastrointestinal e efeito de primeira passagem hepático, permitindo a 

administração de doses mais baixas de fármaco que, por sua vez, reduzem uma potencial 

toxicidade.109, 110, 111 

Até ao momento, não foram ainda realizados estudos farmacocinéticos com administração IN 

de isoeugenol. Como mencionado na secção 1.2.1.1, os estudos concluídos até à data 

utilizaram as vias de administração oral e IV. 73, 74 Após administração oral em dose única, o 
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isoeugenol apresentou uma biodisponibilidade muito baixa (10-32%) em murganhos e ratos de 

ambos os sexos 74. Por sua vez, apesar de apresentar uma biodisponibilidade de 100%, a via de 

administração IV é invasiva. Consequentemente, efetuou-se o estudo farmacocinético com 

isoeugenol mediante administração IN (100 mg/kg) a murganhos. 

Na Figura 14 estão descritos os perfis concentração-tempo do isoeugenol nas matrizes 

biológicas de plasma, cérebro e pulmão, enquanto os parâmetros farmacocinéticos 

correspondentes estão representados na Tabela 12.  

 

Figura 14 – Perfis de concentração-tempo, nas matrizes biológicas de plasma (A), cérebro (B) e 

pulmão (C), após administração IN de isoeugenol (100 mg/kg). Os resultados são apresentados como 

média ± SEM de três a quatro animais por ponto (n=3-4). 

 

Tabela 12 – Parâmetros farmacocinéticos do isoeugenol em plasma, cérebro e pulmão, após 

administração IN (100 mg/kg) a murganhos. 

Parâmetros 

farmacocinéticos a 
Plasma Cérebro Pulmão 

tmax (min) 5,00 5,00 5,00 

Cmax (µg/mL) 26,41 4,34b 348,16b 

AUCt (µg min/mL) 599,05 140,87c 4030,85c 

AUCinf (µg min/mL) 604,28 142,15c 4091,75c 

AUCextrap (%) 0,86 0,90 1,49 

kel (min-1) 0,038 0,039 0,022 

t1/2β (min) 18,12 17,65 31,27 

Rácios AUCt 

AUCcérebro/plasma 0,23 - - 

AUCpulmão/plasma 6,73 - - 

a) Os parâmetros foram estimados utilizando os perfis médios de concentração-tempo obtidos a partir de três 

a quatro animais por ponto temporal (n = 3 - 4). b) Valores expressos em μg/g; c) Valores expressos em 

μg.min/g.  

AUCextrap - área sob a curva concentração-tempo extrapolada; AUCinf - área sob a curva concentração-tempo 

desde o tempo zero até ao infinito; AUCt - área sob a curva concentração-tempo desde o tempo zero até à 

última concentração quantificável; Cmax - concentração máxima; kel - constante de eliminação; t1/2β, tempo de 

semi-vida de eliminação terminal; tmax, tempo para atingir a concentração máxima. 
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O tmax foi atingido aos 5 minutos no plasma, o que sugere uma rápida absorção do isoeugenol. 

Efetivamente, no que diz respeito à exposição sistémica, observam-se semelhanças com 

estudos de Badger et al. (2002) 73 e Hong et al. (2013) 74, nomeadamente uma absorção rápida 

(tmax = 2-20 minutos após administração oral) 74 e a remoção rápida do sangue por distribuição 

para os tecidos ou eliminação. Apesar de não terem determinado os níveis de isoeugenol em 

cérebro e pulmão, Hong et al. (2013) inferiram que o isoeugenol se distribui de forma extensiva 

e célere para os tecidos através do baixo valor do tempo de semi-vida de distribuição (t1/2α) 

de 7-10 minutos e do valor de volume de distribuição aparente em estado estacionário (Vss) 

de 11-25,2 L/kg, após administração IV. Este valor excedeu o volume total de água corporal 

(0,668 L/kg), o que indicou uma distribuição extensiva do isoeugenol para os tecidos 

extravasculares.74 Por sua vez, Badger et al. (2002) também sugerem uma distribuição acelerada 

para os tecidos e/ou a eliminação imediata do isoeugenol, o que justificaram com a sua ausência 

de deteção no sangue, após administração oral. 73 Estes resultados estão de acordo com os 

valores de tmax no cérebro e pulmão (tmax = 5 minutos) após administração IN, que demonstram 

que o isoeugenol atingiu estes tecidos rapidamente (Tabela 12). A distribuição acelerada do 

isoeugenol pode ser devida ao seu baixo peso molecular e lipofilia, que permitem que este se 

difunda rapidamente através das membranas das células dos vasos sanguíneos e outros tecidos.  

Tendo em conta as diferentes doses que foram utilizadas por Hong et al. (2013) após 

administração IV (35 mg/kg) e administração oral (35, 70 e 140 mg/kg) a murganhos 74, houve 

necessidade de normalizar a AUC em plasma pela dose, para poder comparar com a AUC 

obtida com administração IN do presente estudo (100 mg/kg). O valor da AUC normalizada 

após administração IN (AUCinf/dose = 6,04 µg min mL-1 kg mg-1) foi idêntica ao valor de AUC 

normalizada após administração IV (AUCinf/dose = 6,76 µg min mL-1 kg mg-1) 74. Em contraste, 

as AUC normalizadas obtidas com administração oral (AUCt/dose = 1,91, 1,68, 1,45 µg min 

mL-1 kg mg-1) 74, foram inferiores à AUC normalizada do presente estudo (AUCt/dose = 5,99 

µg min mL-1 kg mg-1). Com isto, podemos constatar que a exposição sistémica da via de 

administração IN foi semelhante à exposição sistémica da via IV, e ambas foram superiores à 

via de administração oral. 

Por sua vez, o valor de t1/2β no plasma (Tabela 12) aponta para uma rápida eliminação do 

isoeugenol, possivelmente causada pela sua conversão facilitada em metabolitos de fase II, que 

acelera a sua excreção sob a forma de glucuronido ou sulfato, como referido na secção 1.2.1.1.  

Dado que ainda não existem dados disponíveis na literatura sobre a exposição cerebral e 

pulmonar com administração IV e oral 73, 74,  não é possível comparar estas vias de 
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administração com os resultados obtidos em cérebro e pulmão após administração IN. 

Contudo, apenas para a via IN, foi possível detetar diferenças de exposição entre as três 

matrizes biológicas analisadas, já que o cérebro apresentou um valor menor de AUCt em 

relação ao plasma, e o pulmão foi a matriz que apresentou a maior exposição (Tabela 12). De 

facto, os valores de Cmax e AUCt obtidos no pulmão foram muito superiores aos de outras 

matrizes biológicas, bem como os rácios pulmão-plasma (Tabela 12), o que sugere que poderá 

ter ocorrido passagem direta do isoeugenol para os pulmões após administração IN. Apesar 

de os t1/2β terem sido curtos, particularmente em plasma e cérebro (18,12 e 17,65 minutos, 

respetivamente) o t1/2β no pulmão foi mais longo (31,27 minutos) e a Kel foi mais baixa, 

evidenciando uma remoção mais lenta deste órgão (Tabela 12). Os valores de AUCextrap foram 

todos inferiores a 20%, o que confirma que os tempos de amostragem foram adequados para 

uma boa estimativa de Kel e AUCt e que os valores de AUCinf são fiáveis (Tabela 12).  
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5. Conclusões 

No âmbito da presente tese foi desenvolvida e validada uma técnica de HPLC com o objetivo 

de quantificar o isoeugenol em matrizes biológicas de plasma, cérebro e pulmão de murganho.  

Foram cumpridos os requisitos necessários para a validação de métodos bioanalíticos 

descritos em normas internacionais, como seletividade, linearidade, exatidão e precisão. 

Apesar de terem sido associados dois métodos de extração (A e B) a esta técnica, o método 

que reuniu melhores resultados e foi selecionado para os estudos in vivo foi o método B. De 

forma geral, considera-se que a técnica permite a análise de várias amostras de forma fiável, 

rápida e económica, podendo ser aplicada em laboratórios que não possuam equipamentos de 

deteção com espetrometria de massa. 

De seguida, efetuou-se o estudo farmacocinético com administração de isoeugenol a 

murganhos por via IN. As concentrações de isoeugenol nas três matrizes biológicas foram 

estimadas com recurso à técnica de HPLC previamente validada.  

Observou-se uma absorção rápida do isoeugenol, bem como uma distribuição e eliminação 

igualmente céleres. Entre as três matrizes biológicas analisadas, o pulmão foi a matriz que 

apresentou maior exposição após administração IN. Por conseguinte, poderá vir a ser 

necessário fazer uma avaliação histológica do tecido pulmonar para verificar potenciais 

alterações histopatológicas, em comparação com murganhos controlo (não tratados). 

Adicionalmente, também poderão ser efetuados estudos in vitro para avaliar a viabilidade de 

células de epitélio nasal e pulmonar após incubação com isoeugenol.  

Como não há dados sobre a exposição cerebral e pulmonar além da via de administração IN, 

sugere-se efetuar futuramente estudos farmacocinéticos com as vias de administração IV e 

oral, de forma a poder determinar a exposição do isoeugenol nestas matrizes e comparar de 

forma mais aprofundada, o potencial das três vias de administração.  

Por último, devido às diferenças nalguns parâmetros farmacocinéticos entre murganhos macho 

e fêmea de estudos anteriores 74, assim como à elevada prevalência de DA no sexo feminino 

26,30, 31, sugere-se ainda a realização de estudos farmacocinéticos com administração IN de 

isoeugenol em murganhos fêmea. 
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