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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 | 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 pug/mL (low range) for plasma, brain and lung,
and 7 — 140 pg/mL (high range) for plasma and lung. In the pharmacokinetic study, a fast
absorption of the skin allergen was observed (t,.x= 5 minutes in plasma), as well as a similarly
fast distribution (t,..x = 5 minutes in brain and lung) and elimination (t;,s = 18.12 minutes in
plasma). Dose-normalized exposure in plasma by IN route (AUC, ose = 6.04 pg min mL"' kg

mg™') was identical to that of intravenous route (AUC, s = 6.76 pg min mL"' kg mg™).

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.






Resumo

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa, frequentemente associada
ao avanc¢o da idade. Como a sua incidéncia tem vindo a aumentar drasticamente, tém sido
realizados grandes esfor¢os para desenvolver novos métodos de tratamento. No entanto,
ainda nao existem tratamentos disponiveis para todos os doentes, de forma a retardar ou
bloquear a progressao da doenga. Assim, torna-se necessaria a descoberta de novas
abordagens terapéuticas. A identificagao de um alergénio da pele como ativador do fator de
transcricao Nrf2, o qual se encontra deficientemente ativado na DA, fez com que se
perspetivasse que a sua ativagao possa promover mecanismos neuroprotetores

potencialmente benéficos para o tratamento da doenga.

O primeiro objetivo da presente tese foi o desenvolvimento e a validagao de uma técnica
analitica de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) para a quantificacao do alergénio em
plasma, cérebro e pulmao de murganho. De seguida, procedeu-se a aplicagao do método
bioanalitico para determinar as concentragoes de alergénio em matrizes bioldgicas obtidas na

sequéncia de estudos farmacocinéticos com administracao intranasal (IN) (100 mg/kg).

A analise cromatografica foi efetuada por eluigao isocratica com uma fase mével composta por
agua:acetonitrilo:metanol (65:35:5, v/v/v) a um fluxo de | mL/min. A extragao do analito e do
padrao interno consistiu em precipitagao de proteinas com acetonitrilo (1:2). Atingiram-se
recuperagoes entre 87,1 — 97,1% (plasma), 75,4 — 81,9% (cérebro) e 77,5 — 79,0% (pulmao) e
obteve-se linearidade na gama de 0,07 — 7 pg/mL (gama baixa) em plasma, cérebro e pulmao,
e 7 — 140 pg/mL (gama alta) em plasma e pulmao. No estudo farmacocinético, o alergénio da
pele revelou uma rapida absorgao (t,.. = 5 minutos em plasma), bem como uma célere
distribuicao (t..x = 5 minutos em cérebro e pulmao) e eliminagao (t;,3 = 18,12 minutos). A
exposi¢ao normalizada pela dose foi idéntica em plasma apés administragao IN (AUC, ydose =

6,04 pg min mL™"' kg mg™") e intravenosa (AUC,g40sc = 6,76 ug min mL"' kg mg™).

De forma geral, considera-se que o método bioanalitico desenvolvido demonstrou
seletividade, linearidade, sensibilidade, exatidao e precisao. No futuro, sugerem-se estudos
adicionais com administracao oral e intravenosa para caracterizar a exposigao cerebral e

pulmonar com estas vias.

Palavras-chave: Administragao intranasal, alergénio da pele, Doenga de Alzheimer, estudo

farmacocinético, Nrf2, método bioanalitico.






l. Introducao

I.1 Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa, frequentemente associada
ao avan¢o da idade e cujas manifestagoes cognitivas e neuropsiquiatricas resultam da
neurodegeneragao do sistema nervoso central (SNC). Esta neurodegeneragao leva a um
declinio progressivo e irreversivel das fungoes cognitivas, tais como memoria, atengao,
concentragao, linguagem e capacidade de aprendizagem. Este declinio é muitas vezes
acompanhado por disturbios comportamentais, incluindo agressividade, depressao e
alucinagoes. A isso acresce ainda uma perda de capacidade funcional que dificulta a realizagao
das atividades quotidianas. "* A progressao desta doenca varia de pessoa para pessoa, mas em
dltima instancia, acaba por levar a uma situagao de dependéncia completa, ou a morte do

doente. ?

Existem cada vez mais estudos clinicos que apontam para alteragoes cognitivas muito subtis
durante anos (ou até mesmo décadas) antes do diagnostico de DA. Nesse periodo, os
individuos permanecem assintomaticos, mas o processo fisiopatologico da doenga esta a

progredir, nomeadamente em individuos com maior risco genético. *

Por esse motivo, considera-se que a DA se carateriza primeiramente por uma fase inicial pré-
clinica assintomatica, de grau ligeiro, que pode durar varios anos. Nesta fase ha uma leve perda
de memoria e alteragoes patoldgicas no cortex e hipocampo, onde se verifica a existéncia de
marcadores amildides anormais. No entanto, ainda nao ha qualquer tipo de deficiéncia
funcional nas atividades de vida diarias ou sintomas clinicos da doenca. *° Posteriormente,
segue-se uma fase de pré-deméncia (défice cognitivo ligeiro), de grau ligeiro a moderado.
Nesta etapa, a doenga propaga-se em areas do cortex cerebral, observam-se marcadores
amildides anormais e lesdes neuronais, e comegam a surgir sintomas como a perda de
concentragio e memoria, alteracdes de humor frequentes, desorientagio e depressio. ** Por
fim, segue-se a fase de deméncia (DA grave) correspondente a um grau severo. A doenga
propaga-se em todas as areas do cortex e sao encontrados marcadores amilodides anormais,
bem como lesdes neuronais graves. Ocorre ainda deficiéncia funcional e cognitiva progressiva,

que pode provocar a morte do doente. **

As terapéuticas disponiveis na atualidade e os resultados de ensaios clinicos recentemente
realizados (direcionados para as fases de pré-deméncia e deméncia) demonstraram ter um
efeito limitado. Desta forma, cré-se que o desenvolvimento de novas intervengoes

terapéuticas aplicadas na fase pré-clinica da DA poderia ser mais eficaz. Dado que nesta fase
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ainda nao é observada deficiéncia cognitiva significativa, podera haver maior probabilidade de

conseguir prevenir ou modificar o curso da doenga. *

Porém, um dos maiores entraves na DA é a auséncia de biomarcadores especificos que
indiquem que um individuo assintomatico ira progredir para fase de sintomatologia clinica. Se
fosse possivel determinar o risco de desenvolver DA e o seu tempo de progressao numa fase

pré-clinica, poder-se-ia encontrar uma terapéutica modificadora da doenga eficaz. °

I.1.1. Fatores de risco

A DA é considerada uma doenga multifatorial associada a fatores de risco diversificados tais
como o envelhecimento, fatores genéticos, lesoes cerebrais, doengas cardiovasculares
(DCVs), obesidade, diabetes, doengas infeciosas e fatores ambientais (ex.: poluigao

atmosférica, exposicio a metais, dieta e estilo de vida). "¢

Um dos fatores de risco mais importantes na DA é o envelhecimento. De facto, esta doenga
raramente se manifesta em individuos mais jovens e a maioria dos casos (cerca de 94%) surge
apos os 65 anos de idade. O cérebro é um dos 6rgaos afetados, pois ha redugao do seu volume
e peso, assim como perda de sinapses. Porém, algumas destas alteragoes também ocorrem no
processo de envelhecimento normal (nao associado a deméncia), o que torna mais dificil o
diagnostico da doenga. Além disso, podem surgir varias outras patologias durante o
envelhecimento, como a depressaio e os disturbios de sono, que também tém sido

considerados fatores de risco modificaveis para prevenir ou atrasar o surgimento de DA. ""#

9,10, I'l

Precisamente com base na idade de inicio da patologia, pode dividir-se a DA em dois tipos,
doenga de Alzheimer familiar (DAF) e doenga de Alzheimer esporadica (DAE). A DAF
corresponde a cerca de |-6% dos casos. Nesta forma da doenga ha um ou mais membros da
familia, de diferentes geragoes, 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 inicio tardio e surge depois

dos 65 anos. '

Neste contexto, importa realgar que os fatores genéticos também desempenham um papel
importante no desenvolvimento de DA. A maioria dos casos de DAF é devida a mutagoes
raras herdadas em genes dominantes da proteina precursora amiléide (APP), Presenilina-|

(PSEN-1), Presenilina-2 (PSEN-2) e apolipoproteina-E (ApoE). "7 "2



A APP é uma proteina transmembranar do tipo | codificada pelo gene APP no cromossoma
21. E clivada pela o, B, e y-secretases para libertar proteinas, nomeadamente o peptideo
amiloide B ou AB. Em individuos com DAF foram encontradas cerca de 30 mutagoes no gene
APP, das quais 25 estao relacionadas com a DA. Estas mutagdes causam uma acumulagao
elevada de AP, com excegao de uma mutagao protetora, a A673T, que diminui a secregao de

AB e apresenta assim, um papel protetor na DA. "'"*"

Os genes PSEN-I e PSEN-2 estao localizados nos cromossomas 14 e |, respetivamente, e sao
dominantes na DAF. As mutagoes no gene PSEN-1 sao as mais comuns (estima-se que possam
ser mais de 200), enquanto as mutagoes no gene PSEN-2 sao mais raras (menos de 40
mutagoes identificadas). A PSEN-1 é uma proteina que ativa o complexo y-secretase e
desempenha um papel importante na producao de A pela APP. As mutagoes no gene PSEN-
| aumentam a producao da AB42 (isoforma mais toxica) em relagao a producao da AB40. As
mutagoes PSEN-2 s3ao raras, mas qualquer mutagao na PSEN-2 pode ter um efeito grave na

relagio AB42/AB40, pois provocam um aumento significativo na atividade da y-secretase. ">
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A proteina ApoE é uma glicoproteina altamente expressa no figado, nos astrocitos e na
microglia. Tem um papel essencial na produgao de mielina e na fun¢ao cerebral normal. O
gene da ApoE estd localizado no cromossoma |9 e tem trés 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 estao associadas a um risco menor e a um efeito protetor. A
ApoE4 tem um papel importante na deposicao da AP, e pode provocar danos vasculares

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

DA. "

Os fatores ambientais também apresentam risco para o desenvolvimento de DA. A poluicao
atmosférica é um fator relevante, pois verificou-se que individuos expostos a poluentes
atmosféricos continham placas AB no cortex frontal e proteina tau hiperfosforilada, havendo
elevado risco de stress oxidativo, neuroinflamagio e neurodegeneragio. """ '® A dieta também
tem influéncia na patogénese da DA porque o processamento alimentar causa degradagao de
micronutrientes e formagao de produtos toxicos secundarios, incluindo produtos finais de
glicagao avangada ou AGEs (do inglés Advanced Glycation End products). Os AGEs tém a
capacidade de induzir stress oxidativo e inflamagao, que pode levar ao declinio cognitivo e a
progressao da DA. A desnutrigao é outro fator de risco para a DA, visto que a deficiéncia de

nutrientes como o folato, vitamina Bl2 e vitamina D pode desencadear uma diminui¢ao da
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funcio cognitiva. " '° Por sua vez, os metais estio igualmente entre os fatores de risco
ambientais envolvidos no desenvolvimento da DA, nomeadamente, o aluminio, chumbo e
cadmio. O aluminio é utilizado significativamente na industria alimentar, farmacéutica, de
cosméticos, entre outras. Alguns estudos realizados em ratos e murganhos *, demonstraram
que o aluminio se acumula em areas do cértex, hipocampo e cerebelo, apds administragao
oral ou parentérica, e que pode provocar a desintegragao, agregagao e fosforilagao da proteina
tau. *° O chumbo pode atravessar rapidamente a barreira hematoencefalica (BHE) e modificar
a diferenciagao neural e a sinaptogénese, causando danos cerebrais graves. O cadmio é um
metal cancerigeno e soluvel em agua, que também pode atravessar rapidamente a BHE e
originar doengas neurolédgicas como a DA. Por fim, o consumo excessivo de alcool, o
tabagismo, o sedentarismo e lesdes fisicas no cérebro (como a encefalopatia traumatica

croénica) também podem propiciar o desenvolvimento de DA. "’

Os doentes com diagnostico de DA tém normalmente outras co-morbilidades como DCVs,
obesidade, diabetes ou doencas infeciosas."” Efetivamente, as DCVs sio um dos fatores de
risco mais importantes para a DA. Dentro deste grupo estao abrangidos o acidente vascular
cerebral (AVC), a fibrilhagao auricular, a insuficiéncia cardiaca, a doenca coronaria e a
hipertensao 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 fibrilhagao auricular causa embolias que podem provocar AVCs e conduzir a uma
diminuicao da memoria e das fungoes cognitivas. Enquanto que na insuficiéncia cardiaca ha um
risco acrescido de hipoxia e danos neuronais, na doenga coronaria observa-se aterosclerose,
hipoperfusao e embolias, as quais estao relacionadas com um aumento do risco de DA. Por
tltimo, a hipertensio também é um fator de risco para a DA, pois esta associada ao
espessamento e estreitamento das paredes dos vasos sanguineos. Este efeito provoca uma

redugao do fluxo sanguineo cerebral e, em casos cronicos, pode levar a edema cerebral. %21,

22

A obesidade pode facilitar o desenvolvimento de outras doengas como a diabetes tipo 2, DCVs
e cancro, que estio identificadas como fatores de risco para a DA. "7 Num contexto de
obesidade, ocorre o aumento da secregao de citocinas pro-inflamatorias pelo tecido adiposo.
Estas citocinas estimulam macrofagos e linfocitos que podem desencadear inflamagao local e
sistémica, promovendo assim, resisténcia a insulina e hiperglicemia. Na obesidade e diabetes,
a inflamagao cerebral estimula a ativagao de células da microglia que leva a uma redugao da
plasticidade sindptica e a neurogénese insuficiente. As células da microglia podem afetar o

substrato do recetor de insulina | (IRS-1, do inglés Insulin Receptor Substrate-1), bloqueando a
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sinalizagao intracelular da insulina, que tem um papel importante na fungao neuronal. Por
conseguinte, a alteragao da agao da insulina pode resultar na acumulagao de peptideo AB e na

reducio da degradagio da proteina tau. ">

Por fim, infe¢oes cronicas do SNC, como por exemplo, pelo virus do herpes simplex (HSV-1)
e as infegoes bacterianas cronicas, podem ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento
de DA, pois causam acumulagao de placas AP e formagao de emaranhados neurofibrilares de

1,7,25

proteina tau hiperfosforilada (NFTs, do inglés Neurofibrillary Tangles).

1.1.2. Epidemiologia

A incidéncia global de deméncia tem vindo a aumentar drasticamente nas Gltimas décadas. O
aumento da esperanga média de vida € um dos fatores mais relevantes que contribui para o
agravamento do envelhecimento populacional e, assim, para o aumento do nimero de casos

de deméncia. *

Em 2021, a Organizagao Mundial de Saide (OMS) estimou que haveria cerca de 55 milhoes
de pessoas com deméncia em todo o mundo, e que surgirao sensivelmente |0 milhdes de
novos casos a cada ano. As projegoes indicam que o numero de novos casos ira subir para 78
milhdes em 2030 e 139 milhdes em 2050. A forma mais comum de deméncia é a DA que

representa 60-70% dos casos. **

Em Portugal, as estimativas da prevaléncia de deméncia indicam que, em 2018, havia
aproximadamente 193.516 pessoas com deméncia, correspondendo a [,88% da populagao
total. Apesar de se prever uma diminuigao da populagao no pais nos préximos anos, antevé-
se que o numero de individuos com deméncia ira aumentar para 229.914 em 2025 (2,29% da

populagdo) e 346.905 em 2050 (3,82% da populagao). ¥

Atualmente, a OMS anunciou que a deméncia ocupa o sétimo lugar na taxa de mortalidade
mundial em relacao a outras doencas. Contudo, talvez tao relevante como a mortalidade
atribuida a deméncia seja a morbilidade que lhe esta associada. Neste sentido, estima-se que
a deméncia contribua com mais de |1,9% dos anos vividos com incapacidade e dependéncia

em pessoas acima dos 60 anos. **

Esta elevada morbilidade tem um impacto social e econémico significativo, pois acarreta custos
em assisténcia médica e social muito significativos que se refletem numa enorme sobrecarga
para os sistemas nacionais de saude, e também possuem um grande impacto na economia das

familias. *® As familias e cuidadores de doentes com deméncia sio sujeitas a elevados niveis de
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stress, devido a pressao fisica, emocional e financeira, estando muito predispostos a sofrer de

depressio e distdrbios de ansiedade. »

Globalmente, a deméncia tem maior impacto nas mulheres e 75% do nimero total de mortes
, .. 26 , . , ..
corresponde ao género feminino. * Além da doenga ser mais prevalente no género feminino
do que no género masculino, constata-se que os sintomas cognitivos e psiquiatricos sao
diferentes entre homens e mulheres. Por norma, as mulheres demonstram um declinio
cognitivo mais acelerado e maior taxa de atrofia cerebral do que os homens, depois do
diagnostico de défice cognitivo ligeiro. Ainda nao sao conhecidas as causas que justificam estas
diferengas entre os dois géneros, mas pensa-se que poderao estar parcialmente associadas a

maior esperanca média de vida das mulheres. 233!

1.1.3. Fisiopatologia

Apesar de a etiologia da DA ainda ser desconhecida, as hipoteses atualmente avangadas para
justificar o seu aparecimento sao a hipotese da cascata amildide, as modificagoes pos-

transcricao da proteina tau, a hipétese colinérgica e a inflamagio crénica. "*

A fisiopatologia da DA carateriza-se por uma perda sinaptica significativa e por morte neuronal
observada no cortex cerebral e no hipocampo. A cascata metabdlica amildide e as modificagoes
pos-transcricao da proteina tau sao consideradas as hipéteses mais importantes na fisiopatologia
da DA (Figura |). Contudo, nao sao suficientes para explicar a diversidade de anormalidades

bioquimicas e patolégicas verificadas nesta doenca. *
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Figura | — Estrutura fisiolégica do cérebro e dos neurénios no (a) cérebro saudavel (b) cérebro com
DA. Adaptado de '

As carateristicas neuroquimicas da DA incluem mutagoes da APP que resultam na produgao,
agregacao e deposicao do peptideo AB no hipocampo, e na formagao de NFTs. Os NFTs
consistem na acumulagao de proteina tau hiperfosforilada dentro de neurénios corticais, sob a
forma de filamentos helicoidais. ** Adicionalmente, ocorre também diminuicio de acetilcolina
(ACh) e perda e disfungao de neuronios colinérgicos que culmina em morte neuronal, ativagao

de células da glia e neuroinflamagio. *

1.1.3.1 Hipotese da cascata da amildide

As placas AB sao aglomerados do peptideo AP resultantes da clivagem anormal da APP.
Segundo a hipdtese da cascata amildide, a acumulagao de placas AP desencadeia um conjunto
de processos patoldgicos que incluem danos cerebrovasculares, perda de sinapses, ativagao

da microglia e astrocitos, e formagao de NFTs que, por seu turno, promovem neurotoxicidade

e disfuncio cognitiva. **
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Figura 2 — Esquema sobre as vias de processamento da APP. Adaptado de 3¢

a-APP - fragmento sollUvel da clivagem nao-amiloidogénica da APP; AP - proteina amiléide; APP - proteina
precursora amiléide; B-APPs - fragmento sollvel da clivagem amiloidogénica da APP; C83 - fragmento com 83
aminoacidos resultante da clivagem nio-amiloidogénica da APP; C99 - fragmento com 99 aminoacidos resultante
da clivagem amiloidogénica da APP; NFT - formagdo de emaranhados neurofibrilares; P3 - variante truncada da
AB.

De acordo com a hipotese da cascata amiloide, a APP é maioritariamente processada pela f3-
secretase e y-secretase (Figura 2), resultando num desequilibrio entre a produgao e a

eliminagao do peptideo AB. *

A APP é processada por duas vias endogenas: a via nao-amiloidogénica e a via amiloidogénica.
Na via nao-amiloidogénica, a a-secretase cliva um produto soluvel, a a-APP, que se pensa ter
um papel neuroprotetor, assim como o C-83, que origina uma variante truncada da AB (P3),

nao téxica e nio associada a DA (Figura 2). ¥’

A via amiloidogénica envolve a B-secretase, mais precisamente a BACE-I| (do inglés Beta-site
APP cleaving enzyme ). Esta enzima cliva o fragmento soltvel B-APPs e um fragmento com 99
aminoacidos conhecido como C99. O C99, apos clivagem pela y-secretase, origina o peptideo

AB envolvido na DA. Esta proteina apresenta duas isoformas principais, uma isoforma com 40
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aminodcidos (AB40) e outra com 42 aminoacidos (AB42) (Figura 2). *® O peptideo AB nio é
sollvel e por isso, agrega-se e forma placas, denominadas placas A ou placas senis. A isoforma
AB42 é a mais tdxica e esta presente na formagao de placas AB. ** As placas AP sio capazes
de bloquear rapidamente o mecanismo de formagao de novas memorias pela alteragao da
plasticidade sinaptica, originando disturbios sinapticos e dendriticos. Estas perturbagoes
alteram as redes neuronais corticais funcionais, levando a uma sub-regulagao das mesmas e

comprometendo anatémica e funcionalmente as areas cerebrais interconectadas. *

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 tém vindo a auxiliar a compreensio desta patologia. ** A
origem da DAF ¢ atribuida a mutagoes nos genes APP, nomeadamente na PSEN-I| e PSEN-2.
As mutacoes na PSEN-I e PSEN-2 alteram o padrao de clivagem da y-secretase, provocando
assim, um aumento na produgao da substiancia AB42 em relagao a produgao da AB40 (Figura

3) 35

Outro fator que intervém no processo de acumulagao de AB, é a ApoE. A isoforma ApoE4
provoca a degeneracgao dos capilares cerebrais que mantém a integridade da BHE e atua na
deposicao da AB (Figura 3). *”** A ApoE4 inibe a clearance da AB no cérebro, prologando o
seu tempo de semi-vida no fluido intersticial cerebral e inibindo a sua degradagao enzimatica,
o que conduz a maior acumulagio e neurotoxicidade. “* Em contraste, as isoformas ApoE2 e
ApoE3 tém vindo a demonstrar modificagoes favoraveis na patogénese da DA, nomeadamente

uma diminuigao de placas AB e NFTs, podendo exercer um papel protetor contra a doenga.

40
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Figura 3 — Diagrama exemplificativo da cascata amiloide. Adaptado de 4!

AB — proteina amil6ide; APP — proteina precursora amildide; ApoE4 — apolipoproteina-E 4; BACEI — B-
secretase |; PSEN| — presenilina-1; PSEN2 — presenilina-2.

1.1.3.2. Hipotese da proteina tau

Os microtubulos sao componentes essenciais da estrutura celular dos neurénios. Fazem parte
do seu citoesqueleto e asseguram o transporte de nutrientes e outras substancias desde o
corpo celular até ao axdnio. A proteina tau esta associada aos microtubulos neuronais e tem
a fungdo de os estabilizar em condigdes fisioldgicas (Figura 4). * Esta proteina torna-se
patolégica quando sofre diferentes modificagoes a nivel da pods-tradugao, como a
hiperfosforilagao (Figura 4). Este processo tem por base uma desregulagao das quinases e
fosfatases que atuam sobre si. ® Na DA, a proteina tau pode ser fosforilada de forma anormal
e esta hiperfosforilagao dissemina-se para varias regioes do cérebro, afetando a comunicagao
entre os neuronios e provocando a sua neurodegeneragao. Estima-se que esta proteina seja
trés a quatro vezes mais fosforilada no cérebro de doentes com DA do que no cérebro de
individuos sem a patologia. “ Quando ocorre hiperfosforilagao, a proteina tau dissocia-se dos
microtubulos e agrega-se sob a forma de filamentos helicoidais insoltveis que, por sua vez,
formam os NFTs (Figura 4). Os microtubulos despolimerizam e o sistema de transporte e

comunicacio dos neurénios é destruido. *

Apesar da relagao temporal ainda nao estar completamente estabelecida, alguns estudos

cientificos *?, sugerem que a hiperfosforilagio da tau ocorre apés a formagio das placas AB. ©

26



- ‘-

<r S -
.I “:'... =o'.'.‘:::-,: NS .\r"', ' < f :\.

-
s

Neurénio T2uestabilizaos Ahiperfosforilacio Agregacio Formac3ode

: : Formac3ode
microtibulos datauprovocaa de filamentos

emaranhados Ativac3o da microgliz e danos
(normal) despolimerizacdo oligomeros helicoidais neurofibrilares Neuronais progressivos

dos microtibulos a3y emparelhados que causam a
morte neuronal

ealibertacdode

eee FProteinatau oligomeros tau
* Fosfatase para o ambiente
7 Microglia extracelular

Figura 4 — Proteina tau e microtibulos. Adaptado de 4

1.1.3.3. Hipotese colinérgica

A ACh é um dos neurotransmissores cerebrais mais importantes, envolvida na aprendizagem
e na memoria. Porém, na DA é constatado um decréscimo dos niveis de ACh devido a
degeneragao de neuronios colinérgicos, o que despoleta alteragoes na fungao cognitiva e a

perda de meméria. *®

Na hipotese colinérgica verifica-se que a neurotransmissao colinérgica é afetada pela formagao
de placas AP, por terem sido observadas interagoes entre o peptideo AP e a

acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel pela hidrélise da ACh. '

Outro fator que justifica a hipotese colinérgica é a deficiéncia glutaminérgica em areas corticais
cerebrais afetadas pela DA. No entanto, esta deficiéncia nao se prende apenas com o
glutamato, mas também com um dos seus recetores ionotrépicos, o N-metil-D-aspartato
(NMDA), que esta continuamente submetido a ativagao. Em situagoes de repouso, o recetor
NMDA esta ligado ao magnésio, mas quando ativado, promove a libertagao de magnésio e a
entrada de calcio para dentro dos neurodnios. Na DA, o glutamato acumula-se na fenda
sinaptica por diminuigao dos locais de recaptagao ou por anormalidades no seu transportador,
e ativa constantemente o recetor NMDA. Esta ativacao continua leva a um influxo crénico de
calcio, induzindo um estado de hiperpolarizagao e consequente excitotoxicidade e morte

neuronal.
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1.1.3.4. Inflamacdo crénica

As células da microglia e os astrocitos estao envolvidos na resposta imunologica e inflamatoria
induzida pelos danos que ocorrem a nivel cerebral. As placas AB, os NFTs e os neurodnios
danificados desencadeiam uma resposta inflamatoria. Esta inflamagao € croénica, pois ha uma
ativagao persistente da microglia, em que os seus efeitos destrutivos irao ser amplificados,

agravando ainda mais a doenga. *>¥

Viarios estudos 3%

, em cérebros de doentes portadores de DA, comprovaram a presenca de
um elevado nimero de astrocitos reativos que podem libertar moléculas pro-inflamatorias,
como interleucinas, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, fatores de coagulagao,
fatores de complemento e proteases. Observou-se ainda uma elevada expressao de fosfolipase

A2, que por sua vez, leva ao aumento da atividade da via inflamatoria do acido araquidonico.

32,47

A ativagao de células da microglia origina a libertagao de moléculas potencialmente citotoxicas
como citocinas proé-inflamatorias, espécies reativas de oxigénio e proteases (Figura 5). As
citocinas libertadas exacerbam a resposta inflamatoria que ira potenciar a apoptose de
neurdnios e oligodendrécitos, originando citotoxicidade. ***’ Adicionalmente, as citocinas
libertadas pela microglia estimulam o processo amiloidogénico nos astrocitos, com

consequente formacio e acumulagio de AB (Figura 5). *>¥
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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 multiplos fatores patolodgicos que aumentam a formagao de
radicais livres ou de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species),
responsaveis pela promogao de stress oxidativo. A producao de ROS propicia a producao de

AB e forma-se assim, uma cascata auto-amplificadora que leva a neurodegeneragao. ¥

Em condicoes fisioldgicas normais, a homeostase de ROS é controlada por uma rede celular
antioxidante da qual faz parte o fator nuclear Nfr2 (do inglés Nuclear factor-erythroid factor 2-
related factor 2). O Nrf2 tem um papel importante na manutengao da homeostase celular e na
regulacao da resposta anti-inflamatéria. No cérebro, este fator de transcricao é expresso nos
neurdnios e células da glia, e a diminuigao da sua expressao esta associada a um risco acrescido

ou ao inicio precoce de DA. *°

A regulacao do Nrf2 é feita pela proteina Keapl e por elementos de resposta antioxidante

(AREs, do inglés Antioxidant Response Elements). Na auséncia de inflamagao, o Nrf2 encontra-
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se maioritariamente no citosol e ligado a Keap|. A p38 MAPK, a proteina cinase 3B da sintase
do glicogénio (GSK-3B) e a ligagao entre a Keapl e o Nrf2, irao promover a degradagao do
Nrf2 por proteossomas. Adicionalmente, a p65 NF-kB vai competir com o Nrf2 no ntcleo, e
provocara, desse modo, a desregulagio da atividade transcricional (Figura 6, parte A). ">
Tem-se verificado que a GSK-3f pode ter influéncia na deposi¢ao de A e na hiperfosforilagao

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

um papel importante na patogénese da DA. °"*

Porém, num contexto de stress oxidativo, a Keap| sofre alteragdes conformacionais que vao
permitir a dissociagao do Nrf2 e a ligagao da p62. Esta ligagao ira promover a degradagao
autofagica da Keap| e a acumulagao do Nrf2 (Figura 6, parte B). Por outro lado, as vias de
sinalizagao associadas ao Nrf2 (PI3K, JNK e MAPK/ERK) vao permitir a sua fosforilagao e
transporte para o nlcleo. De seguida, o Nrf2 vai ligar-se a AREs, e esta ligagao ira ativar genes

que codificam enzimas antioxidantes que vao prevenir a sua degradacio (Figura 6, parte B). *"

52

Durante a inflamagao, o Nrf2 tenta suprimir as vias pro-inflamatérias através da libertacao de
mediadores anti-inflamatorios como a interleucina 10 (IL-10) e inibicao de mediadores pro-
inflamatorios como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a IL-6 e IL-1B. Além disso, o
e Bad, e efeitos estimulantes sobre fatores anti-apoptéticos como a Bcl-2. *' Este efeito anti-
apoptotico do Nrf2 também pode reduzir a perda de neurénios colinérgicos responsaveis pela

produgdo de ACh, levando a minimizagio do declinio neurocognitivo. *°

Durante a DA, verifica-se que a via Nrf2/ARE esta desregulada. Em fases iniciais da doenga
pode haver um aumento dos sistemas endogenos de defesa, mas em fases tardias ha perda dos

31 Em modelos animais de DA, nomeadamente em

mecanismos naturais de protegao.
murganhos 3xTg-AD e APP/PS| AD, foram detetados niveis mais baixos de enzimas
antioxidantes reguladas pelo Nrf2, o que sugere uma diminuigao da ativagao do Nrf2 e uma
disfuncio da via Nrf2/ARE. *%°*** Além disso, em estudos com cérebro humano, observou-se
uma diminuigao dos niveis de Nrf2 e de enzimas antioxidantes no hipocampo de doentes com
AD. **°>* Estes resultados indicam que a indugdo da via Nrf2/ARE pode vir a ser uma
estratégia Util para o tratamento da DA, através da protecao contra a degeneragao neuronal

e cognitiva. '
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Figura 6 — Mecanismos do Nrf2 apos regulagao negativa (A) e positiva (B). Adaptado de 52

l1.1.4. Farmacoterapia atual e futuras abordagens

Atualmente sao alvo de extensiva investigagao, varias estratégias de tratamento que consigam
modificar a progressao da DA. Apesar do aumento do niumero de doentes com DA, ha apenas
cinco opgoes terapéuticas disponiveis nos Estados Unidos da América, aprovadas para o
tratamento da sintomatologia da doenga. A 7 de junho de 202l, a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o primeiro agente para modificagao do curso da doenga, o
anticorpo monoclonal aducanumab, direcionado contra agregados soluveis e insoltveis de AB.
O tratamento esta indicado em doentes com défice cognitivo ligeiro ou deméncia leve, e
presenca confirmada de AB. *”** A Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) esta ainda a

avaliar a aprovagio do aducanumab, tendo recebido a candidatura em outubro de 2020. *°

Na Uniao Europeia, estao aprovados quatro dos cinco farmacos aprovados pela FDA (com
excecao do aducanumab), que consistem em trés inibidores da acetilcolinesterase (AChEls),
designadamente o donepezilo, a galantamina e a rivastigmina, e um antagonista dos recetores
de NMDA, a memantina. Em 2014, foi aprovada uma quinta opgao de tratamento que consiste
numa combinagao de dose fixa de donepezilo com memantina para DA moderada a grave.
Estas abordagens terapéuticas nao modificam a progressao da doenga, mas podem retardar
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alguma perda de fungao cognitiva. A maioria dos agentes terapéuticos em desenvolvimento
nos ultimos |5 anos falhou e a DA esta entre as doengas com menos tratamentos

farmacoldgicos disponiveis. **¢'

Os AChEl podem reduzir o decréscimo dos niveis de ACh no cérebro dos doentes com DA,
através da inibicio da AChE, responsavel pela degradagio de ACh. Assim, os AChEls
aumentam a neurotransmissao colinérgica na fenda sinaptica e adiam o declinio cognitivo, pelo
menos durante o primeiro ano de tratamento. Os trés AChEls aprovados comprovaram o seu
beneficio ao retardar o declinio cognitivo, ajudando os doentes nas suas atividades quotidianas.
Nao foram relatadas diferencas significativas de eficacia entre os diferentes AChEls. 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 a agao colinomimética dos AChEIl sobre o trato gastrointestinal, como
diarreia, niuseas e vomitos. ***® Os AChEl aprovados apresentam caracteristicas
farmacocinéticas diferentes. A principal via de eliminagao do donepezilo e galantamina € por
metabolismo hepiatico, enquanto a rivastigmina é eliminada por metabolismo hepatico e
intestinal. O donepezilo e a galantamina inibem seletiva e reversivelmente a AChE, enquanto

que a rivastigmina é um inibidor "pseudo-irreversivel" da AChE e da butirilcolinesterase. ¢

Por sua vez, a memantina € um antagonista dos recetores NMDA, nao competitivo e de baixa
afinidade, que impede a neurotransmissao glutaminérgica excessiva observada na DA. A sua
principal via de eliminagao é renal, e os efeitos adversos mais comuns sao cefaleias, confusao
e tonturas. Foi aprovada pela FDA para DA moderada e grave, quer como monoterapia quer
em combinagao com uma AChEI, pois tém mecanismos de agdo complementares que podem
fornecer beneficios adicionais. Esta combinagao nao apresentou qualquer aumento dos efeitos

adversos. %6063

A complexidade da DA sugere novas abordagens terapéuticas combinadas, de modo a atingir
mais do que um alvo terapéutico em simultineo. Estas terapias tém tido sucesso noutras

doengas, como o cancro e o VIH, e podem vir a ser eficazes. *

Em 2019, foi aprovado na China um novo composto para o tratamento da DA ligeira a
moderada, o oligomanato de sédio. Este composto é um oligossacarideo oral derivado de
algas marinhas. Apesar de o seu mecanismo de ac¢ao ainda nao estar complemente esclarecido,
foi demonstrado que recondiciona a microbiota intestinal e limita a contribui¢cao da imunidade

periférica alterada na DA. O oligomanato de sodio atravessa a BHE através de transportadores
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como o GLUT-I, liga-se a multiplas sub-regices da AB e promove a inibicao da formagao de

placas AB. *

Em ensaios pré-clinicos e clinicos de novos compostos para a DA, encontram-se varias
terapéuticas que visam diminuir a produgao ou aumentar a eliminagao de AP, ao passo que
outras pretendem impedir a hiperfosforilagio anormal da proteina tau ou promover a redugao
da expressao de ApoE4. Todavia, muitas destas novas moléculas nao tém tido sucesso devido
a efeitos adversos graves ou falta de eficacia. Através da investigagao mais aprofundada da
fisiopatologia da DA, nomeadamente de mecanismos associados a stress oxidativo e
inflamagao, foram também feitas varias tentativas para retardar a progressao da doenga através
de antioxidantes ou medicamentos anti-inflamatérios. No entanto, até a data, ainda nao surgiu

qualquer tratamento eficaz. *

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 doengas neurodegenerativas. * A formulagio oral deste composto estd aprovada para o
tratamento de esclerose multipla. Foi registado inicialmente com a designagao BG-12 e ¢

atualmente comercializado com o nome Tecfidera®. ¢

Alguns estudos referem que o DMF é um composto antioxidante, imunossupressor e
neuroprotetor, pois reduz a neurodegeneragao em todas as areas hipocampais e a ativagao da
microglia no hipocampo, diminuindo assim, o stress oxidativo e as perturbagoes da memoria.
666867 Ap6s administragao 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 hidrolise adicional deste metabolito em acido fumarico que ira entrar no ciclo de
4cido citrico. ° O MMF ¢é estavel e biologicamente ativo. Induz o fator de transcri¢io Nrf2
que como ja anteriormente mencionado, vai ativar a expressao de varias enzimas

¢ este

antioxidantes. Segundo um estudo realizado num modelo de murganhos de taupatia
alergénio diminuiu a atividade da GSK-3p que, por sua vez, diminui a fosforilagao da proteina
tau e a deposigao de AB. *® Adicionalmente, em estudos realizados em modelos de ratos para
a DAE %, o DMF demonstrou ter efeitos anti-inflamatérios, pois diminuiu a sintese de
mediadores pro-inflamatérios como a isoforma induzida da sintase do oxido nitrico (iNOS),

IL-1B, TNF-a e IL-6, em células da microglia e astrocitos. ® Preveniu ainda a perda de

neurénios colinérgicos e a neurodegeneragio no hipocampo. ¢ Consequentemente, o DMF
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parece revelar um efeito neuroprotetor em doengas neurodegenerativas, o que podera ser

atil para o tratamento da DA. *¢%¢

1.2.1 Isoeugenol

HO

N F

O

Figura 7 — Estrutura quimica do isoeugenol (2-metoxi-4-propenilfenol). 7!

O isoeugenol (Figura 7) pertence a um grupo de compostos volateis derivados de plantas, os
fenilpropenos, biosintetizados a partir da fenilalanina. A dupla ligagao nos fenilpropenos é
assimétrica e da origem aos isdbmeros cis e trans. Este composto é um isébmero do eugenol, no
qual o substituinte alil é substituido por um grupo prop-|-enil. Apresenta-se sob a forma de
liquido oleoso, de cor amarela, com odor doce, picante e floral. O seu ponto de ebulicao é de
266° C e o seu ponto de fusio é de -10° C. E pouco sollivel em agua e miscivel em etanol,

éter e outros solventes organicos (Tabela 1). 7> 747

Pode ser encontrado na natureza em 6leos essenciais de plantas, como a ylang-ylang e devido
a sua fragrancia é frequentemente utilizado em varios produtos comercializados, como
bebidas, comida, produtos de higiene/cosmética e limpeza. Porém, também é comercializado
na forma de mistura racémica com os isomeros cis e trans na proporgao |:7, respetivamente,
embora a forma que contém apenas o isomero trans também esteja disponivel. Pode atuar

como alergénio da pele e sensibilizante dermatoloégico. "> > 7+ 7

Como anteriormente mencionado, os alergénios da pele poderao vir a ser uma estratégia
terapéutica viavel na DA, pois tém a capacidade de estimular o fator de transcricao Nrf2 que
ativa as vias antioxidantes. Além de eficicia antioxidante, o isoeugenol tem vindo a mostrar
acao antibacteriana e anti-inflamatoria, mas sao ainda escassos os estudos que exploram o seu

potencial terapéutico. > 77787

Segundo Topal F %, o isoeugenol apresentou excelentes efeitos inibitorios (K; = 16 £ 3 nM e
ICso = 77 nM) contra algumas enzimas metabdlicas, nomeadamente a AChE. Tal como foi
referido, os inibidores da AChE sao uteis no tratamento de doengas neuroldgicas

degenerativas como a DA. A inibicao da AChE provoca o aumento da ACh, que promovera a
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neurotransmissao colinérgica. Este aumento da neurotransmissao colinérgica, aliada a ativagao

da via de transcricio Nrf2, podera vir a revelar-se (til para o tratamento da DA. ¥

Tabela | = Carateristicas fisico-quimicas do isoeugenol. 72
Isoeugenol
Peso molecular 164,2 g/mol
Densidade 1,08 g/cm3
LogP 3,04
pKa 9,88 (25°C)
Solubilidade Alcool, éter e :)L.Itr'OS solventes
organicos
Espetro UV Amax: 260 nm

LogP — coeficiente de particao octanol-agua; pKa — constante de dissociagao acida; UV — ultravioleta.

1.2.1.1 Propriedades farmacocinéticas

Um estudo farmacocinético realizado por Badger et al. (2002) pretendia determinar a
absorc¢ao, distribuicao, metabolizagao e excre¢ao do isoeugenol apos administragao oral (156
mg/kg) e intravenosa (IV; 15,6 mg/kg) a ratos Fischer 344. ” Verificou-se que o isoeugenol foi
absorvido, metabolizado e excretado rapidamente através da urina (85%) e fezes (10%).
Apos a administragao IV, este apresentou um t;,s curto de |12 minutos, o que indica uma
remogao rapida do sangue. Apos administragao oral, nao foi detetado isoeugenol no sangue,
o que sugere que o composto sofre uma distribuicao acelerada para os tecidos e/ou é

imediatamente eliminado. 7

De facto, a rapida eliminagao do isoeugenol apos administragao IV e oral ¢ atribuida a sua facil
conversao em metabolitos de fase Il, nomeadamente sulfato e/ou conjugados glucuronido, que
se formam devido ao grupo hidroxilo livre do isoeugenol. ”* Este grupo funcional faz com que
o isoeugenol possa originar conjugados glucuronido ou sulfato sem ter de passar
obrigatoriamente por metabolismo de fase |, o que simplifica a sua eliminagao. Contudo, foram
também propostas algumas reagoes de fase | que englobam hidroxilagao do grupo metilo
terminal para formar o 3-hidroxi- | -fenilpropeno; oxidagao da ligagao dupla para formar o |,2-
oxido correspondente; e O-desalquilagao. A estas reagoes acresce uma outra via que consiste
na oxidagao direta com um Unico eletrao, originando um metabolito quinona-metideo. Pensa-
se que a formagao deste metabolito é responsavel pela sensibilizagao da pele despoletada pelo

isoeugenol e eugenol, e que pode também estar na base de outras respostas toxicas. "> %' A
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Figura 8 € uma representacao esquematica da metabolizagao do isoeugenol por sulfatagao

direta e glucuronidagio do grupo hidroxilo fendlico. ®
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Figura 8 — Esquema metabolico do isoeugenol. Adaptado de 82

Os autores Hong et al. (2013) efetuaram um estudo toxicocinético com isoeugenol em ratos
Fischer 344 e murganhos B6C3F| de ambos os sexos. * 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 unica. O estudo revelou que apos administragao
IV, o isoeugenol foi rapidamente eliminado da circulagao sistémica em ambas as espécies e
sexos (t;p de 69,1-79,5 minutos em ratos macho ou fémea; 102-1 18 minutos em murganhos
macho ou fémea). Mediante administragao oral, constatou-se que o isoeugenol foi absorvido
rapidamente, também em ambas as espécies e sexos [tempo para atingir a concentragao
maxima (t.,,,) de 2-20 minutos em ratos macho ou fémea; 5-20 minutos em murganhos macho
ou fémea]. A biodisponibilidade absoluta foi significativamente maior em ratos fémea (19%) do
que em ratos macho (10%), mas nao foi significativamente diferente entre os dois sexos nos
murganhos (28% em murganhos macho vs. 31-32% em murganhos fémea). 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. ’*
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Nas ultimas décadas tém sido realizados grandes esforgos para aprofundar a compreensao da
patogénese da DA e desenvolver novos métodos de tratamento. No entanto, ainda nao estao
disponiveis tratamentos para retardar ou bloquear a progressao da DA de maneira eficaz. As
atuais intervengoes farmacoldgicas passam pela potenciagao da acao da ACHh, inibicao da via
glutamatérgica responsavel pela neurotoxicidade e a mais recente remogao de placas AR
cerebrais, cujo beneficio pode ndo ser extensivel a todos os doentes. *>** Perante estes dados,
€ necessaria a descoberta de novas abordagens terapéuticas com maior eficacia para a

prevencao ou tratamento da DA.

A molécula objeto deste estudo é um alergénio da pele e um ativador do fator de transcrigao
Nrf2, o qual se encontra deficientemente ativado na DA. Assim, perspetiva-se que a ativagao
do Nrf2 possa promover a agao de mecanismos neuroprotetores potencialmente benéficos

para o tratamento da DA.

2.2 Objetivos especificos

O primeiro objetivo especifico do trabalho efetuado no ambito desta tese foi desenvolver e
validar uma técnica analitica de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) para a
quantificacao do isoeugenol em plasma, cérebro e pulmiao de murganho. Todos estes
procedimentos foram executados de acordo com guidelines internacionais sobre validagao de

métodos bioanaliticos 8%

O objetivo especifico final passou pela aplicagao pratica do método bioanalitico para
determinar as concentragoes de isoeugenol nas matrizes biologicas de interesse, obtidas na
sequéncia de estudos farmacocinéticos com administragao intranasal (IN). Isso permitiu
estimar os parametros farmacocinéticos do isoeugenol e inferir sobre a sua exposicao

sistémica e tecidular.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Reagentes quimicos

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

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

Figura 9 - Estrutura quimica do perampanel (PI). 8

O acetonitrilo (ACN) e metanol (MeOH) (grau de pureza para HPLC) foram adquiridos da
Thermo Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido). A agua ultra-pura (grau de HPLC, 18,2
mQ.cm) foi obtida através de um aparelho de purificacio de 4dgua 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 solugao de cloreto de sédio 0,9% foi adquirida a B. Braun Medical (Queluz de Baixo,

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

Missouri, EUA) salvo indicagao em contrario.

3.2Instrumentacdo e condi¢des cromatograficas

A anidlise cromatogrifica foi realizada num instrumento de HPLC Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Quioto, Japao) constituido por uma unidade de distribuicao de solventes (LC-
20A), um sistema desgaseificador (DGU-20A5), um autosampler (SIL-20AHT), um forno de
coluna (CTOIOASVP) e um detetor de fotodiodos (SPD-M20A). O sistema de HPLC e
aquisicio de dados foram controlados pelo software LCsolution (Shimadzu Corporation,

Quioto, Japao).

A coluna cromatografica foi a LiChroCART® Purospher Star-CI8 (55 x 4 mm; 3 um de

tamanho de particula) da Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha).
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A separagao cromatografica foi feita por eluicao isocratica. A fase movel foi composta por
agua 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 25°C e o tempo de corrida estabelecido foi de 8 minutos. O volume de injegao

das amostras foi 20 pL e a detegao do isoeugenol e Pl foi efetuada aos 258 nm.

3.3 Solucoes stock e solucoes de fortificacao

Em primeiro lugar, importa referir que no ambito da presente tese foram desenvolvidos e
validados dois métodos de extragao, A e B, para um dos quais foram ainda definidas duas
gamas de calibragao detalhadas em secgoes subsequentes (método B: gama baixa e gama alta).
De forma a facilitar a compreensao da preparagao das solugoes de fortificagao foi elaborada a

Tabela 2.

Tabela 2 — Resumo das concentragoes dos padroes de calibragao e respetivas solugoes de
fortificacao (entre [ ]) utilizados com o método de extragao A e B nas matrizes bioldgicas de plasma,
cérebro e pulmao.

Método de extracao A

Matriz | PI | P2 | P3 | P4 P5 P6 | QCLOQ | QCI | QC2 [ QC3
Plasma | 007 | 0,14 | 035 | 1,5 | 35 7 0,07 02 3 6
Pulmdo | [0,7] | [1,4] | [351 | [15] | [35] | [70] [0,7] 21 | [30] | [60]

corepro | 007 | 014 [ 028 [ 07 | 14 2,8 0,07 02 | 24 [24]

071 | [1,41 | [28] | [71 | [14] | [28] [0,7] [2] | [I0]

Método de extraciao B (gama baixa)

Matriz Pl P2 P3 P4 P5 Pé QCLOQ | QCI | QC2 | QcC3
Plasma

0,07 | 0,14 0,35 1,5 3,5 7 0,07 0,2 3 6
Cérebro

3 (071 | [1.41 | [3,5] | [15]1 | [35] [70] [0,7] [2] | [30] | [60]
Pulmao

Método de extraciao B (gama alta)

Plasma | 7 14 | 30 | 60 | 100 | 140 7 20 | 50 120
Pulmio | [70] | [140] | [300] | [600] | [1000] | [1400] | [70] | [200] | [500] | [1200]

Nota: As concentragoes dos padroes e solugoes de fortificagao estao indicadas em pg/mL. QC - controlo de
qualidade.

As solugoes stock de isoeugenol (I ou 2 mg/mL) foram preparadas através da diluigdo do
composto com ACN puro. Estas solugoes foram usadas diretamente para a preparagao de

solugdes de fortificagao ou diluidas para a preparagao de solugbes intermédias.
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A solugao stock de | mg/mL foi diluida em ACN para preparar solugoes intermédias de 10
pg/mL e 100 pg/mL. A solugao intermédia de 10 pg/mL foi utilizada para preparar as solu¢oes
de fortificagao de 0,7, 1,4, 2, 2,8 e 3,5 pg/mL. Por sua vez, a solugao intermédia de 100 pg/mL
foi utilizada para preparar as solugoes de fortificagao de 7, 10, 14, 24 e 28 pg/mL (Tabela 2).

A solugao stock de | mg/mL também foi utilizada diretamente para a preparagao das solugoes
de fortificagao de 15, 30, 35, 60, 70, 140, 200, 300, 500 e 600 pg/mL. Por fim, a solugao stock
de 2 mg/mL foi utilizada diretamente para a preparagao das solugdes de fortificagao de 1000,

1200 e 1400 pg/mL (Tabela 2).

A solugao stock de Pl (I mg/mL) foi dissolvida em DMSO e a sua respetiva solugdo de

fortificagao (60 pg/mL) foi preparada em ACN.

Todas as solugoes stock, intermédias e de fortificacao, foram armazenadas a 4°C e no escuro.

3.4Padrdes de calibracdao e controlos de qualidade (QCs)

Para a preparagao dos padroes de calibragao e controlos de qualidade (QCs) adicionaram-se

|0 pL da respetiva solugao de fortificagao a 100 pL de matriz biologica branca (sem composto).

Como indicado na Tabela 2, os padroes de calibragao no processo de extragao A tiveram as
concentragoes nominais de 0,07, 0,14, 0,35, 1,5, 3,5 e 7 pg/mL para as matrizes de plasma e
pulmao, e as concentragoes nominais de 0,07, 0,14, 0,28, 0,7, 1,4 e 2,8 ug/mL para a matriz de
cérebro. Com o método de extragao B, os padroes de calibragao tiveram as concentragoes
nominais de 0,07, 0,14, 0,35, 1,5, 3,5 e 7 pg/mL para a gama de calibragao mais baixa, em todas
as matrizes bioldgicas. As concentragoes nominais para a gama de calibragao mais alta foram

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

Os QCs foram divididos em 4 niveis de concentragoes diferentes: QCLLOQ (limite inferior
de quantificagao), QCI (nivel baixo), QC2 (nivel médio) e QC3 (nivel alto). Os respetivos
valores de concentragoes para os QCs com o método de extragao A foram 0,07, 0,2, 3 e 6
pg/mL para as amostras de plasma e pulmao, e 0,07, 0,2, | e 2,4 pg/mL para as amostras de
cérebro (Tabela 2). Com o método de extragao B, definiram-se valores de 0,07, 0,2, 3 e 6
pg/mL para a gama de calibragao mais baixa e 7, 20, 50 e 120 pg/mL para gama de calibragao

mais alta (Tabela 2).
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3.5Preparacao das amostras e métodos de extracao

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

otimizagao de dois métodos de extragao (A e B).

O método de extragao A consistiu numa primeira etapa de precipitagio de proteinas com
ACN (I:2), seguida de evaporagao e reconstituicao do residuo seco em fase mével. Neste
processo, as matrizes brancas de murganho (plasma, cérebro e pulmao) foram descongeladas
a temperatura ambiente e centrifugadas (2 minutos; 13.400 rpm). Subsequentemente,
procedeu-se a recolha de 100 pL de cada matriz, fortificados depois com |0 pL de solugao de
fortificagao de isoeugenol e 10 pL de solugao de fortificagao de Pl. Como referido acima,
adicionaram-se 200 pL de ACN a fim de precipitar as proteinas plasmaticas. Agitou-se a
mistura no vortex durante | minuto e centrifugou-se (5 minutos; 13.400 rpm). O
sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro e procedeu-se a sua evaporagao numa
placa a 50°C, sob um ligeiro fluxo de azoto. O residuo sélido da evaporagao foi reconstituido
em |00 pL de fase moével e agitado durante | minuto no vortex. Recolheu-se a solugao
reconstituida para um eppendorf e centrifugou-se (2 minutos; 13.400 rpm). Por ultimo,

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

No método de extragao B, realizou-se igualmente a recolha de 100 pL de cada matriz,
fortificados com 10 pL de solugao de fortificagdo de isoeugenol e 10 pL de solugao de
fortificacao de Pl. De forma idéntica ao procedimento anterior, adicionaram-se 200 pL de
ACN para precipitar as proteinas plasmaticas. A mistura foi agitada no vértex durante |
minuto e centrifugada (5 minutos; 13.400 rpm). O sobrenadante resultante foi transferido para
um eppendorf e transferiram-se 200 pL para um vial. No final, foram injetados 20 pL no

instrumento de HPLC.

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

calibragao e QCs, segundo o método de extragao B.

3.6 Validacao do método
3.6.1 Seletividade

A seletividade consiste na capacidade de o método analitico diferenciar e medir a substancia

a analisar, na presenca de substancias que poderao atuar como interferentes. De acordo com

83,84,85

as guidelines internacionais , a seletividade é avaliada em matrizes biologicas brancas (sem
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adicao do composto em estudo ou Pl) de 6 fontes diferentes. Por isso, procedeu-se ao estudo

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

Para a avaliagao da seletividade nao devem ser observados compostos interferentes nos
tempos de retengao (Rts) do composto em estudo ou Pl. Se isso se verificar, os compostos
interferentes nao devem de ter uma resposta superior a 20% do analito no LLOQ, nem mais

de 5% no caso do PI. 8848

3.6.2 Curva de calibracao

As curvas de calibragao foram preparadas nas matrizes biologicas em estudo (plasma, cérebro
e pulmao). Sao constituidas por 6 padroes de calibragao que devem incluir o LLOQ (padrao
de calibragao mais baixo) e o ULOQ (padrao de calibragao mais alto). Uma validagao completa

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

O valor de exatidao das concentragoes experimentais de cada padrao de calibragao deve
encontrar-se entre *15% da concentragao nominal, com excegao do LLOQ, para o qual se
aceitam valores de +20%. Pelo menos 75% dos 6 padroes de calibragao devem cumprir este
critério.

Por ter surgido a necessidade de subir a gama de calibragao em plasma e pulmao com o
método de extragao B, foi também realizada uma validagao parcial. A validagao parcial avalia
modificagoes feitas a métodos bioanaliticos totalmente validados, incluindo neste caso,
alteragoes na gama de calibragao. Para tal, foram feitas 3 curvas de calibragao independentes,
em 3 dias. A validagao parcial é aceitavel se os parametros testados cumprirem os critérios

impostos nas validagoes completas. 83,84,85

3.6.3 Exatidao e precisao

A exatidao e a precisao intra e inter-dia foram determinadas através da andlise de QCs

(QCLLOQ, QCI, QC2 e QC3).

A precisao consiste na proximidade de valores individuais entre si, obtidos na mesma amostra.
E determinada através do coeficiente de variagio (CV), cujo critério de aceitacio considera
um CV (%) igual ou inferior a 15% para o QCI, QC2 e QC3, e igual ou inferior a 20% para o
QCLLOQ.
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A exatidao consiste na diferenga entre as concentragoes experimentais e as concentragoes
nominais (tedricas). E avaliada através da percentagem de bias (% Bias). O critério de aceitagio
considera a % Bias dentro de * 15% para o QCIl, QC2 e QC3 e dentro de * 20% para o
QCLLOQ.

A precisao e exatidao intra-dia e inter-dia foram determinadas através da analise de 5 réplicas
de cada QC. Os QCs de precisao e exatidao intra-dia foram analisados no mesmo dia,

enquanto os QCs de precisio e exatidio inter-dia foram analisados em 5 dias diferentes. #%%

3.6.4 Recuperacio

A recuperagao € avaliada para assegurar que o método de extragao do analito ¢ eficiente e

reprodutivel.

A determinagao da recuperagao foi feita através da comparagao entre as areas de QCs
submetidos ao processo de extragao com as areas de QCs (com as mesmas concentragoes
nominais) nao submetidos ao processo de extragao. Este procedimento foi repetido 5 vezes

para os 3 niveis de concentragao das amostras (QCI, QC2 e QC3).

As guidelines nao definem valores minimos de recuperagao, mas estipulam que esta deve ser

consistente e reprodutivel. *

3.6.5 Carry-over

O efeito de carry-over ocorre quando se observam alteragoes na concentragao medida de um
analito atribuidas a presenca de um analito residual no instrumento analitico, proveniente de

uma amostra anterior.

Para avaliar a existéncia de carry-over, foi feita a analise de uma amostra de matriz branca apos
o padrao de calibragao mais alto (ULOQ). O carry-over nao deve ser superior a 20% do LLOQ
e 5% do PI. 8%

3.6.6 Estabilidade

Os estudos de estabilidade sao importantes para assegurar que as condi¢oes de preparagao,
analise e armazenamento das amostras bioldgicas, solugoes stock e solugoes de fortificagao,

nao interferem com a concentragao do composto a analisar. A avaliacio da estabilidade foi
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feita através da comparagao de 5 réplicas de cada QCI| e QC3. Estes QCs foram analisados

ao tempo 0 e apos exposigao as condigoes de estabilidade estipuladas.

De forma a simular a preparagao e armazenamento de amostras nao submetidas a método de
extragao foi analisada a estabilidade de amostras nao processadas. Neste contexto,
determinou-se a estabilidade de amostras nao processadas a temperatura ambiente durante
I'h; a -80°C durante 10 dias (estabilidade a longo prazo); na presenca de luz durante |h; e apos

2 ciclos de congelagao-descongelagio a -80°C.

Para determinar a estabilidade de amostras ja submetidas a método de extragao foi analisada
a estabilidade de amostras processadas. Avaliou-se a estabilidade destas amostras para todas

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

Foi igualmente efetuado o estudo da estabilidade das solu¢des de fortificagdo a 4°C durante

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

Os resultados obtidos com amostras sujeitas as condigoes de estabilidade acima referidas
foram comparados com os resultados de amostras preparadas e analisadas de imediato (tempo

0). Consideram-se aceitaveis valores de estabilidade entre 85 e |15%. #%4%

3.7 Estudo in vivo
3.7.1 Animais e ética

Para se proceder a realizagao do estudo farmacocinético foram utilizados 24 murganhos
macho da estirpe B6C3FI, com peso entre 25-30 g, fornecidos pelos Laboratérios Charles
River (Ecully, Franca). Os murganhos foram instalados no biotério da Faculdade de Farmécia
da Universidade de Coimbra, sob condi¢des ambientais controladas (12 h ciclo luz/escuro;
temperatura 20 + 2°C; humidade relativa 55 + 5%). Antes dos procedimentos experimentais,
os animais estiveram em aclimatizagao nas novas instalagoes durante pelo menos uma semana.
Receberam uma dieta padrao para roedores (4RF21, Mucedola®, Italia) e 4gua da torneira ad

libitum, antes e durante os procedimentos experimentais.

Todos os procedimentos experimentais com animais foram efetuados de acordo com a
regulamentacao internacional da Diretiva Europeia (2010) relativa a protecao de animais de
laboratério utilizados para fins cientificos (2010/63/UE) (Parlamento Europeu, Conselho da
Uniao 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 Saude Animal, Fitossanidade e Seguranga Alimentar (DGAYV - Dire¢ao-Geral
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de Alimentacio e Veterinaria) (Referéncia: 0421/000/000/2021) e pelo Orgio de Bem-Estar e
Etica Animal (ORBEA) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (Referéncia
interna: 01-2021). Foram feitos todos os esforgos de modo a respeitar o principio dos 3 R’s

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

3.7.2 Estudo farmacocinético in vivo

Todos os murganhos receberam uma dose unica e individual de uma solugao de isoeugenol na
dose 100 mg/kg por via IN. Para a preparagao da solugao, adicionaram-se 2,8 pL de isoeugenol

a 12 pL de tampao fosfato estéril num eppendorf de 500 pL.

Antes da administracao 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 solucgao de isoeugenol foi administrada por via IN com um tubo de poliuretano (24 G, 19
mm) acoplado a uma seringa de | mL. A seringa foi introduzida a cerca de | ¢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 apos administragao. O sacrificio foi feito por deslocamento cervical
seguido de decapitagao. 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 pulmoes) foram removidos rapidamente, lavados
com uma solugao de cloreto de sédio 0,9% e pesados. Os tecidos foram homogeneizados em
cloreto de sodio 0,9% (cérebro — 3 mL/g de tecido; pulmoes — 4 mL/g de tecido) usando um
homogeneizador de tecidos com pilio 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 biologicas foram armazenadas a -80°C até ser feita a sua andlise

cromatografica.

3.7.3 Analise farmacocinética

Os perfis concentragao-tempo do isoeugenol apos administragao IN foram tragados nas
matrizes de plasma, cérebro e pulmao e submetidos a andlise farmacocinética, através do

software WinNonlin, versao 5.2 (Pharsight Co, Mountain View, CA, EUA). Os parametros
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farmacocinéticos foram determinados através das concentragoes médias (n=4) obtidas em
cada ponto temporal (5, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos). Abrangem a concentragao maxima
(Ciax) Nas matrizes biologicas em estudo, o tempo para atingir a C,,, (tmax), @ area sob a curva
concentragao-tempo desde o tempo zero até a ultima concentragao quantificavel (AUC,), a
area sob a curva concentragao-tempo desde o tempo zero até ao infinito (AUC,y), calculada
pela soma da AUC, e o quociente entre a ultima concentragao mensuravel, a constante de
eliminagao (ke). A determinagao de k. foi feita por regressao linear logaritmica do segmento
terminal do perfil concentragao-tempo. A estes parametros acresce o t;p € a area sob a curva
concentragao-tempo extrapolada (AUC,,.,,) que traduz a exposi¢io ao composto desde o
ultimo instante em que a concentragao foi mensuravel até ao infinito e que nao deve exceder
os 20%. Foram ainda calculados os racios cérebro/plasma e pulmao /plasma, de forma a

comparar a afinidade do isoeugenol para cada 6rgao em relagao a sua exposigao sistémica.
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4, Resultados e Discussao

4.1 Desenvolvimento do método

4.1.1 Otimizacdao da fase movel e escolha do Pl

O primeiro passo do desenvolvimento do método foi a otimizagao da fase movel. Esta etapa
é essencial para estabelecer condi¢oes cromatograficas adequadas que permitam obter uma
boa separagao entre o isoeugenol, Pl e potenciais impurezas, bem como um tempo de corrida
compativel com uma analise rapida das amostras. Como este método incidiu apenas sobre
dois analitos, isoeugenol e respetivo Pl, o sistema de eluicao definido foi a eluicao isocratica
em vez da eluicao por gradiente, que se torna mais Util quando se pretende separar e

quantificar diversos compostos em simultaneo.

Inicialmente, foi testada uma fase movel constituida por H,O e ACN (50:50, v/v) mas o
isoeugenol eluiu demasiado cedo, isto €, houve uma afinidade excessiva para a fase movel e
uma retengao insuficiente pela fase estacionaria. Assim, de modo a aumentar o seu Rt, tornou-
se a fase movel menos apolar ao diminuir a percentagem de ACN. Testaram-se fases moveis
compostas por H,O/ACN (60:40, v/v), H,O/ACN (65:35, v/v), H,O/ACN (70:30, v/v) e
H,O/ACN/MeOH (60:35:5, v/v/v). Adicionou-se MeOH para tentar diminuir a percentagem
de ACN na fase movel sem a tornar demasiado polar. Com estas alteragoes, perspetivou-se
que a afinidade do isoeugenol para a fase movel iria ser menor e este seria mais retido pela

fase estacionaria.

Efetivamente, a fase movel eleita foi composta por H,O/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 a avaliagio de |3 compostos como potenciais Pls (Tabela 3). Estes
foram selecionados com base nas suas carateristicas fisico-quimicas, designadamente o grau
de lipofilia, de forma a apresentarem um comportamento cromatografico semelhante ao do

analito, mas sem co-eluir com o mesmo.
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Tabela 3 — Tempo de retencao (Rt) e grau de lipofilia (LogP) de farmacos testados como padrao

interno (PI).

Compostos LogP Rt (min)
Cloranfenicol I,1 87 1,12
Cetoprofeno 3, 88 1,29
Carbamazepina 2,58 1,68
10,1 I- dihidrocarbamazepina 2,3 9 1,79
Quinidina 2,991 4,14
Perampanel 3,49 6,05
Trazodona 2,8 93 6,57
Opicapone 3,494 ND
Verapamil 3,89 ND
Sertralina 4,8 % ND
Atorvastatina 5,0 97 ND
Amitriptilina 5,0 % ND
Loperamida 5,0 9 ND

ND - Nao detetado.

Algumas moléculas nao foram suficientemente retidas pela fase estacionaria e eluiram
demasiado cedo (ex.: cloranfenicol), enquanto outras co-eluiram com o isoeugenol (ex.:
quinidina) ou interagiram de forma excessiva com a fase estacionaria e nao foram detetadas

ao fim de |5 minutos de corrida (ex.: loperamida).

Por esse motivo, o composto que reuniu as melhores condigoes para ser escolhido como Pl
foi o perampanel, por apresentar um Rt adequado (Tabela 3) que permitiu conciliar a sua
separagao do isoeugenol e de impurezas, com um tempo de corrida que nao compromete a

rapidez da analise.

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

4.1.2 Otimizacao do processo de extracao

Os processos de extracio foram otimizados tendo por base alguma instabilidade do
isoeugenol descrita na literatura, que fez com que estes fossem o mais simples possivel e
procurassem conjugar a eliminagdo de impurezas com uma recuperagao reprodutivel do

analito. '® '

Os autores Ali et al. (2018) examinaram a estabilidade do isoeugenol a 5°C e 25°C, com e sem
luz, durante um periodo de 6 meses. '°' Constataram que o isoeugenol nio foi detetado em

amostras armazenadas a 25°C, com ou sem a presenca de luz, apos 30 dias de armazenamento.
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Contudo, este apresentou uma boa estabilidade (101,1%) quando esteve sujeito a condigoes
de baixa temperatura (5°C) e no escuro, pois foi detetado mesmo apds 6 meses. A 5°C e com
luz, foi possivel quantificar isoeugenol (45%) apos 4,5 meses de armazenamento, embora tenha
ocorrido alguma degradagdo. '°' Por sua vez, os autores Avonto et al. (2018) submeteram
varias moléculas, entre as quais o isoeugenol, a fotodegradagao forgada durante 3 meses. '®
O isoeugenol apresentou um aumento significativo do seu indice de reatividade, com a
formagao de espécies reativas. '® Estes resultados estavam de acordo com os de Bertrand et

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

oxidagio direta, incluindo o metabolito quinona-metideo, referido na secgio 1.2.1.1. °®'

Consequentemente, foram avaliadas algumas estratégias para evitar a potencial degradagao do
isoeugenol durante o processo de extragao, nomeadamente a preparagao das amostras a
baixas temperaturas e na auséncia de luz solar, bem como a inclusao de um agente antioxidante
(acido ascérbico). Para o efeito, adicionou-se 4cido ascérbico (1,5 mM)'® as solugdes stock e
solugoes de fortificagdo, e procedeu-se a preparagio das amostras em gelo e sob luz
infravermelha. Como a inclusao de acido ascorbico nao se revelou vantajosa, optou-se por

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

Tal como referido na secgao 3.5, foram validados dois processos de extragao, A e B, com o
intuito de eliminar impurezas que pudessem interferir com a quantificagao do isoeugenol (ou
Pl) e otimizar as suas recuperagoes. Comegou-se por testar uma técnica de precipitagao de
proteinas com ACN (1:2), ou seja, a 100 pL plasma foram adicionados 200 uL de ACN. Em
seguida, o sobrenadante resultante da precipitagio de proteinas foi evaporado a 45°C sob
azoto e o residuo seco foi reconstituido em fase movel. A evaporagao tem a vantagem de
permitir concentrar o analito e desse modo, aumentar a sensibilidade da técnica
cromatografica. Por sua vez, a reconstituicao do residuo seco com fase movel assegura a

manutengao da forma dos picos, do Rt e da reprodutibilidade entre injegoes.

No entanto, com estas condigoes, verificou-se que os valores de recuperagao do isoeugenol
foram em média 54,6 * 6,74% e o tempo de evaporagao do sobrenadante foi demasiado longo
(cerca de 35 minutos), o que tornava a técnica inexequivel. Assim, de forma a encurtar o
tempo de evaporagao, subiu-se a temperatura de evaporagao para 60°C. Porém, apesar de o
tempo de evaporagao ter diminuido para |3 minutos, o que tornaria a preparagao de amostras
mais célere, a recuperagao média diminuiu em relagao a primeira técnica para 30,1 + 15,2%.
Esse resultado podera ser justificado por uma eventual degradagao do isoeugenol a
temperaturas mais altas, o que obrigou a procura de um compromisso entre o tempo e a

temperatura de evaporagao. Por esse motivo, reduziu-se a temperatura para 50°C e registou-
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se um tempo de evaporagao de aproximadamente 20 minutos. Adicionalmente, nao se
observaram impurezas e a recuperagao média preliminar foi de 70,8 + 12,1%. Como descrito
na secgao 3.5, esta técnica designada processo de extragao A, foi selecionada inicialmente para
a validacao da técnica cromatografica de quantificagao do isoeugenol em plasma, cérebro e

pulmao de murganho.

Contudo, por razdes detalhadas adiante, houve necessidade de otimizar um método de
extragao alternativo, designado processo de extragao B. Neste processo de extragao
manteve-se a técnica de precipitagao de proteinas com ACN (1:2), mas eliminou-se o passo
de evaporagao e reconstituigao, tendo-se injetado no HPLC, o sobrenadante resultante da
precipitagao de proteinas. Como a proporg¢ao de ACN adicionado foi baixa (apenas 1:2), nao
se observaram alteragoes das formas dos picos, oscilagoes de Rt entre corridas ou a

destabilizagao da coluna.

No final, o processo de extragao B foi o processo eleito para o estudo in vivo, porque
apresentou resultados mais satisfatorios nao s6 a nivel de recuperagao, mas também de

reprodutibilidade.

4.2 Seletividade

A separagao cromatografica do isoeugenol (Rt = 3,5 minutos) e do Pl (Rt = 6,05 minutos) foi
efetuada com sucesso. A isso acresce o facto de na andlise de 6 amostras brancas de plasma,
cérebro e pulmao, nao se terem observado picos interferentes ao Rt dos analitos, podendo-
se concluir que o método é seletivo. Nas Figuras 10, |1, 12 e |3 estio representados
cromatogramas de matrizes biologicas brancas e de amostras LLOQ e ULOQ), submetidas aos

processos de extraciao A e B (gama baixa e gama alta), respetivamente.
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Figura 10 — Cromatogramas representativos de amostras de matrizes biologicas brancas (plasma,

cérebro e pulmao), submetidas aos processos de extragao A e B.
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Figura |1 — Cromatogramas representativos de amostras LLOQ e ULOQ, nas matrizes biologicas
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de plasma, cérebro e pulmao, apos processo de extragao A.

Iso — Isoeugenol; Per — Perampanel (Pl).



LLOQ Plasma B (gama baixa)
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Figura 12 — Cromatogramas representativos das extragoes das amostras LLOQ e ULOQ, nas
matrizes biologicas de plasma, cérebro e pulmao, no processo de extragiao B (gama baixa).

Iso — Isoeugenol; Per — Perampanel (PI).
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Figura 13 — Cromatogramas representativos das extragcoes das amostras LLOQ e ULOQ, nas
matrizes biologicas de plasma e pulmao, no processo de extracao B (gama alta).

Iso — Isoeugenol; Per — Perampanel (Pl).



4.3 Curva de calibracao e LLOQ

As concentragoes das amostras bioldgicas sao avaliadas através dos resultados de regressao
obtidos a partir de curvas de calibragdo, sendo a regressao linear o modelo mais utilizado. '
O método dos minimos quadrados é um dos modelos de regressao linear mais comuns, mas
sO pode ser aplicado se se verificar homocedasticidade, ou seja, variancias iguais ao longo da
gama de calibragao, avaliadas através da diferenca entre os residuos e os valores de
concentragao. Dada a amplitude das gamas de calibragao utilizadas, tornou-se necessario
verificar a presenga de homocedasticidade através do teste F, um teste estatistico que avalia
as diferengas entre o racio das variancias do padrao de calibragao mais alto e mais baixo (F
experimental). Quando as variancias sao estatisticamente diferentes e o valor de F
experimental é mais elevado que o valor de F tedrico, nao se observa homocedasticidade e
podem aplicar-se fatores de ponderagao na regressao linear. Neste caso particular, o valor de
F experimental foi superior ao valor de F tedrico (15,98) em todas as matrizes biologicas,

considerando um nivel de significincia a de 0,01 e 4 graus de liberdade (n-1). Assim,

confirmou-se a existéncia de heterocedasticidade.

Efetivamente, observaram-se diferencas menores entre os residuos e as concentragoes
tedricas nas concentragoes menores, e diferengas maiores entre os residuos e as
concentragoes tedricas nas concentragcoes maiores. Estes Ultimos, tendem a influenciar a linha

de regressiao, nomeadamente, a exatidao no extremo inferior da gama. '

Para encontrar o fator de ponderagao mais apropriado, foram avaliados o erro relativo (Tabela
4) e a linearidade (Tabela 5) com seis fatores distintos, nomeadamente |/x%, 1/x, |Nx, I/y? lly

e I Ay.
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Tabela 4 — Erro relativo (% ER) obtido para cada fator de ponderagao aplicado as gamas de calibragao de dois processos de extragao (A e B) nas matrizes bioldgicas
de plasma, cérebro e pulmao.

% ER
Fatores de ponderagio sem I/x? |/x |/1\/x 1/y? |1y VNEY
ponderagao
Processo de extragao A
Gama 0,07 — 7 pg/mL Plasma 1093,65 322,75 348,69 468,96 343,68 356,46 472,77
Gama 0,07 — 2,8 pg/mL | Cérebro 385,57 370,72 379,90 386,43 383,10 369,71 376,63
Gama 0,07 — 7 pg/mL Pulmao 1006,74 969,74 960,43 986,36 1983,47 | 1419,66 1158,79
Processo de extragao B
Plasma 197,53 200,38 195,38 194,61 202,56 196,90 196,47
Gama 0,07 — 7 yg/mL | Cérebro 140,57 117,86 117,57 117,86 118,87 118,59 117,61
Pulmao 214,12 188,49 62,80 62,77 64,27 62,91 202,74
Gama 7 — 140 pg/mL Plasma 69,80 44,81 45,98 50,91 44,19 45,74 50,52
Pulmao 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 ponderagao aplicado as gamas de calibragao de dois processos de extragao (A e B) nas matrizes biologicas de

plasma, cérebro e pulmao.

Linearidade (r)
. Sem ) )
Fatores de ponderagao ponderagio I/x I/x | Ix I/y Iy I/\/;
Processo de extragao A
Gama 0,07 -7 Plasma 0,993 0,987 0,991 0,991 0,986 0,990 0,990
pg/mL
Gama 007-28 | . o 0,992 0,970 0,995 0,997 0,987 0,995 0,997
pg/mL
Gama 0,07 -7 Pulmio 0,991 0,889 0,885 0,874 0,851 0,845 0,846
pg/mL
Processo de extragao B
Plasma 0,998 0,994 0,998 0,998 0,995 0,998 0,998
Gama 0,07 -7 -
o Cérebro 0,998 0,998 0,999 0,999 0,998 0,999 0,999
He Pulmio 0,99 0,994 0,999 0,999 0,994 0,999 0,999
Gama 7 — 140 Plasma 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
ug/mL Pulmiao 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
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No processo de extragao A, os menores valores de erro relativo para as trés matrizes
bioldgicas foram constatados para os fatores de ponderagao |/x? e |/x. Porém, a linearidade
foi superior com |/x, e por isso foi este o fator de ponderagao escolhido.

Em relagao ao processo de extragao B, foram estabelecidas duas gamas de calibragao, uma
gama que abrange concentragdes mais baixas (0,07-7 pg/mL) e outra gama aplicavel a
concentragoes mais altas (7-140 pg/mL). Esta necessidade surgiu por se terem obtido valores
de concentragao acima do ULOQ (7 pg/mL) durante o estudo farmacocinético in vivo,
nomeadamente, nas matrizes de plasma e de pulmao. Por conseguinte, foi necessario fazer
uma validagao parcial para estas duas matrizes bioldgicas com uma gama de calibragao superior
(7-140 pg/mL), de acordo com as guidelines internacionais. ****** Na gama de calibragio mais
baixa, o fator de ponderacio escolhido foi 1/4/x, enquanto na gama de calibracio mais alta foi
selecionado o fator de ponderacao |/x, por apresentarem menor erro relativo e linearidade

mais proxima de | (Tabela 4 e Tabela 5).

No que concerne as curvas de calibragao, obteve-se linearidade em todas as gamas de
concentragio para todas as matrizes biologicas em estudo (r> 2 0,995). As equagdes de
regressao das curvas de calibragao, e os coeficientes de determinagao correspondentes a cada

matriz biologica estao representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros das curvas de calibragao do isoeugenol nas matrizes biologicas em estudo.

Gama de Matrizes - -
~ o . Equacio de regressao r2
concentracoes biolégicas
Gama 0,07 — 7 Plasma y =0,1189x + 0,0013 0,9956
Processo de ug/mL Pulmio y = 0,0524x + 0,0023 | 0,952
extragao A
Gama 007-28 | oo | y=00369x+ 00039 | 09960
pg/mL
Plasma y =0,3265x + 0,0040 | 0,9997
Gama 0,07 -7 Cérebro y = 0,2895x + 0,0062 | 0,9999
pg/mL
Processo de Pulmio y =0,3017x - 0,001 | 0,9998
extracao B
Gama 7 — 140 Plasma y =0,3635x + 0,0965 | 09991
ug/ml Pulmio y =0,3538x + 0,040 | 0,9991

A equagio de regressio e o coeficiente de determinagio (r?) sao determinados através da média de 5 curvas de
calibragio para os processos de extragiao A e B (gama baixa) e da média de 3 curvas de calibragao para o processo
de extragao B (gama alta). A equagao da curva de calibragao é dada pela equagao geral y = mx + b, onde y
representa os racios das areas dos picos do isoeugenol em relagdo as areas do Pl e x representa a concentragao
de isoeugenol (pg/mL).
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O valor definido como LLOQ foi 0,07 pg/mL para o processo de extragao A e para o processo
de extracao B (gama de concentragoes mais baixa) e 7 pg/mL para o processo de extragao B
(gama de concentragoes mais alta). O LLOQ para os processos A e B (gama baixa) foi
consideravelmente inferior ao de outras técnicas bioanaliticas de HPLC-UV descritas na

literatura ' '%®

, para as quais apresentou um valor de 0,5 pg/mL. Com estes dados podemos
confirmar a sensibilidade dos métodos cromatograficos desenvolvidos, mesmo tendo um

processo de extragao associado.

Os valores de exatidao (% 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 aceitagdo (+ 20% para o LLOQ). %%

Por outro lado, os valores de precisao (% CV) inter-dia foram mais altos no processo de
extragao A (Tabela 7), no entanto, nao excederam 17,55% para o LLOQ. No processo de
extragao B (gama baixa e alta) os valores para o LLOQ nao foram superiores a 14,02% e a
2,63%, respetivamente (Tabela 7). Relativamente a precisao intra-dia os valores para o LLOQ
nao excederam 14,86% no processo de extragao B e 8,6 % no processo de extragao A (Tabela

8). As percentagens obtidas estio dentro do limite de aceitagio (S 20%) para o LLOQ. #%%
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Tabela 7 — Determinagao da precisao (% CV) e exatidao (% Bias) inter-dia no QCLLOQ (limite

inferior de quantificagao), QCI (nivel baixo), QC2 (nivel médio) e QC3 (nivel alto).

Inter-dia
. Concentragoes Conce'ntragé.es .
Matrizes nominais (ug/mL) experimentais CV (%) Bias (%)
(ug/mL)
LLOQ (0,07) 0,070 17,55 -0,43
Plasma QCI (0,2) 0,183 2,35 -8,55
QC2 (3) 3,114 10,18 3,81
QC3 (6) 5,832 13,66 -2,80
LLOQ (0,07) 0,068 14,98 -2,95
Processo de Cérebro QCI (0,2) 0,203 9,66 1,69
extragao A QC2 (1) 0,987 14,20 -1,27
QC3 (2,4) 2,393 12,90 -0,30
LLOQ (0,07) 0,074 7,09 5,72
Pulmio QCI (0,2) 0,207 6,52 3,32
QC2 (3) 2,809 10,14 -6,35
QC3 (6) 6,144 7,58 2,40
LLOQ (0,07) 0,075 14,02 6,56
Plasma QCI (0,2) 0,203 8,95 1,38
QC2 (3) 3,106 5,02 3,54
QC3 (6) 6,031 4,77 0,52
Processo de LLOQ (0,07) 0,071 3,47 1,63
extragao B Corebro QCI (0,2) 0,200 4,20 0,16
(gama 0,07-7 QC2 (3) 3,027 591 0,90
pg/mL) QC3 (6) 6,107 6,56 1,78
LLOQ (0,07) 0,077 10,98 9,55
Pulmio QCI (0,2) 0,205 4,03 2,51
QC2 (3) 3,067 4,04 2,24
QC3 (6) 6,058 4,49 0,97
LLOQ (7) 7,023 2,63 0,33
QCI (20) 19,796 2,86 -1,02
Plasma
Processo de QC2 (50) 51,772 5,00 3,54
extragao B QC3 (120) 119,591 3,77 -0,34
(gama 7-140 LLOQ (7) 6,977 1,31 -0,33
ug/mL) 3 QCI (20) 19,778 4,07 LI
Pulmao
QC2 (50) 51,630 1,72 3,26
QC3 (120) 118,682 2,47 -1,10
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Tabela 8 - Determinagao da precisao (% CV) e exatidao (% Bias) intra-dia no QCLLOQ (limite
inferior de quantificagao), QCI (nivel baixo), QC2 (nivel médio) e QC3 (nivel alto).

Intra-dia
Concentracdes Concentragoes
Matrizes nominais ( ¢ /mL) experimentais CV (%) Bias (%)
he (ug/mL)
LLOQ (0,07) 0,071 3,09 1,39
QCI (0,2) 0,190 8,51 -5,16
Plasma
QC2 (3) 3,063 7,82 2,09
QC3 (6) 5,802 3,84 -3,31
LLOQ (0,07) 0,072 3,19 2,34
Processo de , QCI (0,2) 0,217 2,30 8,46
. Cérebro
extragao A QC2 (1) 0,965 8,68 -3,54
QC3 (2,4) 2,551 3,80 6,30
LLOQ (0,07) 0,072 8,61 2,84
- QCI (0,2) 0,199 4,09 -0,68
Pulmao
QC2 (3) 3,200 6,79 6,65
QC3 (6) 5,800 5,51 -3,34
LLOQ (0,07) 0,067 7,61 -3,75
QCI (0,2) 0,202 3,94 0,85
Plasma
QC2 (3) 3,105 1,52 3,50
QC3 (6) 6,130 0,69 2,17
Processo de LLOQ (0,07) 0,069 9,44 -0,74
extragao B , QCI (0,2) 0,198 6,44 -0,99
Cérebro
(gama 0,07-7 QC2 (3) 3,004 0,86 0,13
pg/mL) QC3 (6) 6,049 0,67 0,82
LLOQ (0,07) 0,073 14,86 4,84
Pulmi QCI (0,2) 0,212 5,96 6,00
Himao QC2 (3) 3,204 1,86 6,79
QC3 (6) 6,188 0,92 3,13

Bias = desvio do valor nominal; CV = coeficiente de variagio.

Existem técnicas bioanaliticas na literatura para a quantificacao de isoeugenol que recorreram
T : 106 107 4

a cromatografia liquida ou gasosa acopladas a espectrometria de massa . Porém, estes

métodos sao mais complexos e os equipamentos sao dispendiosos e nao estao disponiveis em

todos os laboratérios. Foi ainda implementada uma técnica de cromatografia liquida associada

108

a detegao fluorométrica ™, mas mesmo assim, foram identificadas varias potenciais

interferéncias.

Consequentemente, verifica-se que a técnica cromatografica desenvolvida, associada ao
método de extragao eleito para quantificar amostras dos estudos in vivo (método B), apresenta

varias vantagens além de seletividade e sensibilidade, pois pode ser aplicada em laboratérios
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que nao possuam equipamentos de detegao com espetrometria de massa, o que é benéfico a

nivel econémico.

4.4 Exatidao e Precisido

A exatidao e a precisao sao parametros essenciais para a qualidade de uma curva de calibragao,
a semelhanca da linearidade. Os valores de precisao (% CV) e exatidao (% Bias) devem estar
entre = 15% do valor nominal para o QCl, QC2 e QC3. #%% Na Tabela 7, pode constatar-
se que os valores de % CV inter-dia foram mais elevados com o processo de extragao 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 nao excederam 8,68% para o
processo de extragao A e os 6,44% para o processo B (Tabela 8). Todas as percentagens

obtidas estao dentro do limite de aceitagao definido pelas normas internacionais de validagao.

83,84,85

Os valores de % Bias inter-dia (Tabela 7) variaram entre -8,55 e 3,81% para o processo de
extracao A e 0,16 e 3,54% para o processo de extragao 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 aceitacao, verificaram-se valores de % Bias mais

elevados para o processo A do que para o processo B.

O processo de extragao 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 relagao aos valores obtidos no

processo de extragao A.

No processo de extragao B (gama alta), os valores inter-dia de % CV nao excederam os 5,00%
e os valores de % Bias nao excederam os 3,54% (Tabela 7), estando assim, dentro do limite de

aceitacio definido. #84%

4.5 Recuperacdo e carry-over

Como referido na secgao 3.6.4, a recuperacgao foi avaliada através da comparagao entre as
areas de QCs submetidos ao processo de extragao com as areas de QCs (com as mesmas
concentragoes nominais) nao submetidos ao processo de extragao. Este procedimento foi

repetido 5 vezes para os 3 niveis de concentragao das amostras (QCI, QC2 e QC3).

Com o processo de extragao A, os valores médios de recuperagao do QCI, 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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pulmao. No processo de extragao B, os valores obtidos para a recuperagao média variaram

de 87,1 2 97,1% no plasma, 75,4 a 81,9% no cérebro e 77,5 a 79,0% no pulmao (Tabela 9).

Tabela 9 — Recuperagoes relativas do isoeugenol para o QCIl, QC2 e QC3 (n=5) em cada matriz
biologica, com o processo de extragao A e B.

Processo de extracao A

Matrizes Plasma Cérebro Pulmao
C°2‘;‘:\:‘it£:i§°es QCl | 0C2 | Qc3 | Qcl | Qc2 | oc3 | ocI | oc2 | Qc3
0,2 3 6 0,2 | 2.4 0.2 3 6
amy | @ @ | © e O ey 0] @ | ®
Média (%) 298+ | 374+ | 352+ | 142+ | 127+ | 127+ | 192+ | 186+ | 23,5+
+ SD 070 | 3,81 | 48l 137 | 1,81 1,64 5,35 2,73 | 7,07
CV (%) 235 | 10,18 | 13,66 | 9,66 | 1420 | 12,90 | 27.85 | 14,67 | 30,09

Processo de extracao B

C°2‘;f;‘itr"’:i‘i°es QCl | QC2 | QC3 | QCl | Qc2 | Qc3 | QcI | Qc2 | Qc3
0.2 3 6 0,2 3 6 0,2 3 6
(ug/mL) (0,2) (3) (6) (0,2) (3) (6) (0,2) (3) (6)
Média (%) 971+ | 87,1+ | 924+ | 819+ | 754+ | 767+ | 775+ | 789+ | 79,0 +
+SD 382 | 132 | 063 | 344 | 445 | 503 3,13 3,19 | 3,55
CV (%) 394 | 1,52 | 069 | 420 | 591 6,56 4,03 404 | 449

CV - coeficiente de variagdo; SD — Desvio padrao

Em relagao 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 pulmao para o processo de extragio A. Com o
processo de extragao 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 pulmao (Tabela 9).

Os valores médios de recuperagao do Pl no método de extragao A foram 100,3% para o
plasma (% CV = 3,15%), 88,46% para o cérebro (% CV = 4,39%) e 106,3% para o pulmao (%
CV = 3,65%). Com o método de extragao B, foram 36,12% para o plasma (% CV = 9,1%),
37,08% para o cérebro (% CV = 9,9%) e 36,53% para o pulmao (% CV = 13,3%). Apesar de os
valores de recuperagao do Pl terem sido mais elevados com o método de extragio A,
possivelmente devido ao passo da evaporagio que permite concentrar os analitos, foi

escolhido o método de extragao B para andlise das amostras dos estudos in vivo.

Este método de extragao apresentou valores de recuperagio média de isoeugenol
significativamente mais altos e maior precisao dos valores de % CV em relagao ao método A,

justificando-se mais uma vez, a preferéncia pelo método B.
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Finalmente, nao foram observados picos interferentes em amostras de matriz branca apos
injecao do padrao de calibragao mais alto (ULOQ). Assim, considera-se que nao ha efeito

carry-over.

4.6 Estabilidade

A avaliagao da estabilidade foi feita através da comparagao de cinco réplicas de cada QCI e
QC3 no tempo 0 e apds exposicao as condi¢oes de estabilidade estipuladas na sec¢ao 3.6.6.
Segundo as guidelines internacionais, confirma-se a existéncia de estabilidade quando o valor

obtido se encontra dentro do intervalo 85-115%. 84

Para verificar se o isoeugenol permaneceu inalterado durante todo o estudo, simulou-se o
armazenamento de amostras bioldgicas nao processadas, isto &, colhidas, mas nao submetidas
ao processo de extragao. Adicionalmente, determinou-se a andlise de amostras colhidas e
submetidas ao processo de extragao (processadas). Pelos motivos enumerados em secgoes

prévias, a estabilidade foi apenas avaliada com o processo de extragao B (Tabela 10).

Tabela 10 — Estabilidade das amostras nao processadas e processadas com o processo de extragao B.

Amostras nao processadas

Matrizes Plasma Cérebro Pulmao
Concentragoes QClI QC3 QClI QC3 QClI QC3
nominais (ug/mL) | (0,2) (6) (0,2) (6) (0,2) (6)
lh, 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
e
= 'h na Ploenes 9 | 9345 | 9829 | 10332 | 100,06 | 9524 | 9996
«
&
o Longo prazo, 10| o5 4o | 9948 | 8794 | 9815 | 6369 | 59.84
° dias (-80°C)
« Longo prazo, 5
8. dias (-80°C) ] ] ) ) il e
;E Amostras processadas
(o]
© 2h, RT 97,52 | 99,34 96,12 | 100,72 | 96,88 | 100,06
24h, 4°C 96,02 | 10501 | 10584 | 112,94 | 106,18 | 116,15

RT — temperatura ambiente; cong/descong — congelagao/descongelagio
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As matrizes de plasma e cérebro demonstraram estabilidade em todas as condigoes testadas
(Tabela 10). Contudo, na matriz de pulmao, nao houve estabilidade nalgumas condigoes,
nomeadamente nas amostras nao processadas apos |h a temperatura ambiente e a longo prazo

(10 dias a -80°C), bem como em amostras processadas, na condigao 24h a 4°C (Tabela 10).

Como nao houve estabilidade na matriz de pulmao a longo prazo (10 dias a -80°C), reduziu-
se o tempo de armazenamento de 10 para 5 dias. Nestas condigoes, confirmou-se a existéncia

de estabilidade (Tabela 10).

As soluges de fortificagdo apresentaram estabilidade pelo menos até 96h a 4°C, enquanto a

solugdo stock foi estavel durante 8 dias a 4°C (Tabela 11).

Tabela | | — Estabilidade das solugées de fortificagao e stock.
Solugoes de fortificacao
Concentracdes
nominais (pg/mL) QCl1(02) QC3 (6)
24h, 4°C 103,83 95,53
2 48h, 4°C 99,47 100,77
=
;; 72h, 4°C 98,56 97,97
ot 96h, 4°C 96,98 97,02
o
l§ Solugao stock
O
o Concentracoes
5 nominais (ug/mL) QcCl (0.2) QC3(6)
8 dias, 4°C 98,20 98,12

4.7 Estudo farmacocinético in vivo

A DA é uma doenga neurodegenerativa e como tal, o acesso ao SNC é fundamental. A
administragao IN permite que os farmacos sejam transportados diretamente da cavidade nasal
até ao cérebro, através das vias neuronais olfativas e trigeminais. Trata-se de um método
rapido e simples para veicular farmacos, além de ser nao invasivo e possibilita que moléculas
de grande dimensao que nao atravessam a BHE, tenham acesso ao SNC. Adicionalmente, evita
uma metabolizagao gastrointestinal e efeito de primeira passagem hepatico, permitindo a
administragao de doses mais baixas de farmaco que, por sua vez, reduzem uma potencial

toxicidade.'® "0 !

Até ao momento, nao foram ainda realizados estudos farmacocinéticos com administragao IN
de isoeugenol. Como mencionado na secgao |.2.1.], os estudos concluidos até a data

utilizaram as vias de administracio oral e IV. ”*’* Apés administragio oral em dose Gnica, o
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isoeugenol apresentou uma biodisponibilidade muito baixa (10-32%) em murganhos e ratos de
ambos os sexos ’*. Por sua vez, apesar de apresentar uma biodisponibilidade de 100%, a via de
administragao IV é invasiva. Consequentemente, efetuou-se o estudo farmacocinético com

isoeugenol mediante administragao IN (100 mg/kg) a murganhos.

Na Figura 14 estio descritos os perfis concentragao-tempo do isoeugenol nas matrizes
biologicas de plasma, cérebro e pulmio, enquanto os parametros farmacocinéticos

correspondentes estao representados na Tabela 12.

Figura 14 — Perfis de concentragao-tempo, nas matrizes biologicas de plasma (A), cérebro (B) e
pulmao (C), apds administragao IN de isoeugenol (100 mg/kg). Os resultados sao apresentados como
média + SEM de trés a quatro animais por ponto (n=3-4).
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Tabela 12 — Parametros farmacocinéticos do isoeugenol em plasma, cérebro e pulmao, apés
administragao IN (100 mg/kg) a murganhos.

farnI:ZZiEEZZ?:os X Plasma Cérebro Pulmio
tmax (MiN) 5,00 5,00 5,00
Crnax (ug/mL) 26,41 4,340 348, 1 6>
AUC; (ug min/mL) 599,05 140,87¢ 4030,85¢
AUC; (ug min/mL) 604,28 142,15¢ 4091,75¢
AUCexerap (%) 0,86 0,90 1,49
kel (min-') 0,038 0,039 0,022
ting (min) 18,12 17,65 31,27
Racios AUC;
AUC cerebrolplasma 0,23 - -
AUC, uimsolplasma 6,73 - -

a) Os parametros foram estimados utilizando os perfis médios de concentragio-tempo obtidos a partir de trés
a quatro animais por ponto temporal (n = 3 - 4). b) Valores expressos em ug/g; c) Valores expressos em
pg.min/g.

AUC, s - area sob a curva concentragao-tempo extrapolada; AUC;.- area sob a curva concentragao-tempo
desde o tempo zero até ao infinito; AUC, - area sob a curva concentragao-tempo desde o tempo zero até a
ultima concentragao quantificavel; C.x - concentragao maxima; ke - constante de eliminagao; tig, tempo de
semi-vida de eliminagao terminal; tm.x, tempo para atingir a concentragao maxima.
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O t...«foi atingido aos 5 minutos no plasma, o que sugere uma rapida absor¢ao do isoeugenol.
Efetivamente, no que diz respeito a exposicao sistémica, observam-se semelhangas com
estudos de Badger et al. (2002) " e Hong et al. (2013) 7%, nomeadamente uma absorcio rapida
(tmax = 2-20 minutos ap6s administracio oral) " e a remocio rapida do sangue por distribuicio
para os tecidos ou eliminagao. Apesar de nao terem determinado os niveis de isoeugenol em
cérebro e pulmao, 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 distribuicao (ti;a)
de 7-10 minutos e do valor de volume de distribuicao aparente em estado estacionario (V)
de 11-25,2 L/kg, apos administragao IV. Este valor excedeu o volume total de dgua corporal
(0,668 L/kg), o que indicou uma distribuigdo extensiva do isoeugenol para os tecidos
extravasculares.”* Por sua vez, Badger et al. (2002) também sugerem uma distribuigio acelerada
para os tecidos e/ou a eliminagao imediata do isoeugenol, o que justificaram com a sua auséncia
de detegdo no sangue, apds administragdo oral. ”* Estes resultados estio de acordo com os
valores de t,,,, no cérebro e pulmao (t,.x = 5 minutos) apos administragao IN, que demonstram
que o isoeugenol atingiu estes tecidos rapidamente (Tabela 12). A distribuicao 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 sanguineos e outros tecidos.

Tendo em conta as diferentes doses que foram utilizadas por Hong et al. (2013) apos
administragio IV (35 mg/kg) e administragio oral (35, 70 e 140 mg/kg) a murganhos ", houve
necessidade de normalizar a AUC em plasma pela dose, para poder comparar com a AUC
obtida com administragao IN do presente estudo (100 mg/kg). O valor da AUC normalizada
ap6s administragio IN (AUC, /dose = 6,04 ug min mL"' kg mg"') foi idéntica ao valor de AUC
normalizada apés administragao IV (AUC,,/dose = 6,76 ug min mL"' kg mg"') ’*. Em contraste,
as AUC normalizadas obtidas com administragao oral (AUC/dose = 1,91, 1,68, 1,45 ug min
mL"' kg mg") 7, foram inferiores 3 AUC normalizada do presente estudo (AUC/dose = 5,99
ug min mL"' kg mg'). Com isto, podemos constatar que a exposigio sistémica da via de
administragao IN foi semelhante a exposigao sistémica da via IV, e ambas foram superiores a

via de administragao oral.

Por sua vez, o valor de t;;3 no plasma (Tabela 12) aponta para uma rapida eliminagao do
isoeugenol, possivelmente causada pela sua conversao facilitada em metabolitos de fase Il, que

acelera a sua excregao sob a forma de glucuronido ou sulfato, como referido na secgao 1.2.1.1.

Dado que ainda nao existem dados disponiveis na literatura sobre a exposi¢ao cerebral e

I 73, 74

pulmonar com administracao IV e ora , nao é possivel comparar estas vias de
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administragao com os resultados obtidos em cérebro e pulmao apds administragao IN.
Contudo, apenas para a via IN, foi possivel detetar diferencas de exposicao entre as trés
matrizes biologicas analisadas, ja que o cérebro apresentou um valor menor de AUC, em
relagao ao plasma, e o pulmao foi a matriz que apresentou a maior exposi¢ao (Tabela 12). De
facto, os valores de C,,,, e AUC, obtidos no pulmao foram muito superiores aos de outras
matrizes biologicas, bem como os racios pulmao-plasma (Tabela 12), o que sugere que podera
ter ocorrido passagem direta do isoeugenol para os pulmoes apos administragao IN. Apesar
de os t|p terem sido curtos, particularmente em plasma e cérebro (18,12 e 17,65 minutos,
respetivamente) o t;ps no pulmao foi mais longo (31,27 minutos) e a K, foi mais baixa,
evidenciando uma remogao mais lenta deste 6rgao (Tabela 12). Os valores de AUC,,,, foram
todos inferiores a 20%, o que confirma que os tempos de amostragem foram adequados para

uma boa estimativa de K. e AUC, e que os valores de AUC,; sao fiaveis (Tabela 12).

70



5. Conclusoes

No ambito da presente tese foi desenvolvida e validada uma técnica de HPLC com o objetivo
de quantificar o isoeugenol em matrizes biologicas de plasma, cérebro e pulmao de murganho.
Foram cumpridos os requisitos necessarios para a validagdo de métodos bioanaliticos
descritos em normas internacionais, como seletividade, linearidade, exatidio e precisao.
Apesar de terem sido associados dois métodos de extragao (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 analise de varias amostras de forma fidvel,
rapida e econémica, podendo ser aplicada em laboratoérios que nao possuam equipamentos de

detecao com espetrometria de massa.

De seguida, efetuou-se o estudo farmacocinético com administragao de isoeugenol a
murganhos por via IN. As concentragoes de isoeugenol nas trés matrizes bioldgicas foram

estimadas com recurso a técnica de HPLC previamente validada.

Observou-se uma absor¢ao rapida do isoeugenol, bem como uma distribuigao e eliminagao
igualmente céleres. Entre as trés matrizes biologicas analisadas, o pulmao foi a matriz que
apresentou maior exposi¢ao apos administragao IN. Por conseguinte, podera vir a ser
necessario fazer uma avaliagao histologica do tecido pulmonar para verificar potenciais
alteragoes histopatologicas, em comparagao com murganhos controlo (nao tratados).
Adicionalmente, também poderao ser efetuados estudos in vitro para avaliar a viabilidade de

células de epitélio nasal e pulmonar apos incubagao com isoeugenol.

Como nao ha dados sobre a exposigao cerebral e pulmonar além da via de administragao IN,
sugere-se efetuar futuramente estudos farmacocinéticos com as vias de administragao IV e
oral, de forma a poder determinar a exposi¢ao do isoeugenol nestas matrizes e comparar de

forma mais aprofundada, o potencial das trés vias de administragao.

Por ultimo, devido as diferencas nalguns parametros farmacocinéticos entre murganhos macho
e fémea de estudos anteriores ', assim como a elevada prevaléncia de DA no sexo feminino
263031 sugere-se ainda a realizacio de estudos farmacocinéticos com administracio IN de

isoeugenol em murganhos fémea.
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