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Na avaliag¢do da seletividade, os espetros de absor¢do de cada analito foram sobrepostos
na porcdo ascendente, topo e descendente do pico (Figura 14), evidenciando a especificidade
do método para as substdncias de interesse: psoraleno e bergapteno, e fluoxetina. Vale
ressaltar, que para a fluoxetina (pico 3, Figura 14) objetivou-se apenas a detec¢do tornando

aceitavel o alargamento do pico cromatografico.

5.2.2 Linearidade
O método mostrou-se linear entre as concentracdes de 0,1 a 10,00 pg/mL para o

psoraleno e bergapteno. A curva de calibragdo e seus parametros estdo apresentados a seguir

(Figura 15; Tabela 8).

Figura 15 Curvas de calibrag@o do psoraleno e do bergapteno em solugdo de Ringer na faixa
de concentragdo de 0,1 a 10,00 pg/mL. Cada valor representa a média de 06
determinagdes, em 03 dias distintos.
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Tabela8  Pardmetros relativos a curva de calibragdo do método analitico na faixa de
concentragdo entre de 0,1 a 10,00 ug/mL.

) Inclina¢éo (area £DP) Intercepto-y (4rea £DP) Coeficiente de Correlacio
bia P* B* P* B* P* B*
340423,00 £  170483,00 + 12112,05 + 276,85 +
1 (n=2) 0,9997 0,9999
1381,69 605,28 8639,36 3916,45
345188.00+  171164,50 + 3013,59 + -10871,30 +
2 (n=2) 0,9999 0,9986
86,27 351786 3901,26 9449 35
344455,00 167240 4911,20 140,00
3 (n=2) 0,9999 0,9990
+513,4 +810,3 + 12352 +1914,49

*P=psoraleno; B=bergapteno
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5.2.3 Limite de quantificacio inferior
Os limites de quantifica¢do estdo apresentados na tabela 09, assim como as informagdes

a cerca das curvas de calibragdo consideradas no calculo de tal parametro.

Tabela9  Limite de quantificagdo do método analitico, segundo RE 899 (BRASL, 2003).
Dados obtidos a partir das médias das curvas de calibragdo diarias (N=2), em 3
dias distintos. Nivel de significancia para LQI = 95%.

) ) ) Intervalo de
Intercepto (médiatDP)  Inclinagdo (média+tDP) LQI (ng/mL)

confian¢a*
Psoraleno 6678,90 + 4799,90 343355,33+2565,79 0,14 0,06 - 0,21
Bergapteno 169629,33 £ 1712,30 -3484.60 £ 6397,17 0,38 0,15-0,45

5.2.4 Precisao e exatidao

A precisdo intra-dia, inter-dia e inter-analista variou de 0,82 a 2,05% e 2,36 a 7,78%
para psoraleno e bergapteno, respectivamente.

A exatiddo obtida foi de -4,49 a -0,20% e 0,83 a 1,83% para psoraleno e bergapteno,
respectivamente nas amostras analisadas em dias diferentes por diferentes analistas

Os valores encontrados para precisdo e exatiddo ficaram abaixo dos 11,80 %,
demonstrando baixa variacdo dos resultados (precisdo < 7,78%) e também, que as

concentragdes encontradas estdo proximas ao valor real (exatiddo < 11,80%).

5.2.5 Estabilidade

As solugdes padrdo estoque de psoraleno e bergapteno se mantiveram estaveis por,
pelo menos 77 dias, quando acondicionadas em frascos de vidro ambar e mantidas em
geladeira, armazenadas a temperatura de 4°C. Os desvios apresentados para psoraleno e
bergapteno foram inferiores a 4,60%

Quanto aos dados obtidos para estabilidade de curta duragdo, estabilidade pos
processamento e estabilidade de longa duracdo, os mesmos estdo apresentados na Tabela 10, e

foram satisfatorios para a finalidade do estudo.
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Tabela 10 Precisdo e exatiddo intra e inter-dias do método analitico, em trés niveis
distintos. Dados obtidos a partir das curvas de calibragdo diarias, em 3 dias

distintos.
C nominal Di Cencontrada Media (pg/mL + DP; OA)DPR) %EPR
12
(pg/mL) Psoraleno bergapteno Psoraleno bergapteno
Variacio Intra-dia
0,47 +0,01 0,50 + 0,00
1 133 011 -5.04 0,78
0,49 + 0,01 0,56 + 0,01
0,5% 2 140 L6l 2,65 -11,80
0,47 +0,01 0,47 + 0,01
3 506 516 5,78 -5.67
4.40 +0,03 4,45+ 0,09
1 077 97 225 -121
4,42 +0,04 4.52+0,07
4,5% 2 081 L6 -1,74 0,50
4,44 + 0,04 4,64 +0,05
3 0.83 15 -1.29 3.20
8,46 + 0,05 8.39+0.16
1 0.56 193 045 1,34
8.42 +0.10 8.63 +0,08
8,5% 2 129 0.93 0,80 1,54
8,56 +0,10 8,95 +0,15
3 120 166 0,65 528
Variacao Inter-dia
0,48 + 0,01 0,51 + 0,04
0,5 505 778 4,49 1,78
4,42 +0,04 4,54+ 0,11
5™ 0.92 2.36 -1.76 0.83
8.48 +0.10 8.66 + 027
8,5%* 13 313 0,20 1,83

*Valores (média,DP; %DPR) de n=3 observagdes

** Valores (média, DP; %DPR) de n=9 observagdes
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Tabela 11 Estabilidade do psoraleno e do bergapteno em amostras de microdialisado de
controle de qualidade. Cada resultado representa a média de trés determinagdes
em 3 dias distintos.

Estabilidade de curta Estabilidade pés Estabilidade de longa
durag¢io: temp. ambiente processamento: duracio: refrigeradas por 24
(Sh) amostrador por 12 h h
Conc Conc Conc
C nominal (ng/mLADP Exatidao (ng/mL+DP Exatidao (ng/mLDP Exatidao
mlL+ mlL+ mlL+
(ng/mL) pEmE (%) e (%) e (%)
DPR%) DPR%) DPR%)
psoraleno
0,50 +0,01 0,50 + 0,00 0,49 + 0,00
0,50 100,83 100,99 98,96
1,08 0,74 0,66
4,62 +0,08 4,60 + 0,03 446+ 0,09
4,50 102,69 102,28 99,07
1,71 0,57 1,96
851+0,14 8,46 +0,16 8,18 +0,24
8,50 100,16 99,51 96,21
1,65 1,93 2,89
bergapteno
0,52+ 0,01 0,52+ 0,01 0,49+ 0,01
0,50 104,56 104,53 98,70
1,02 1,28 2,48
4,58 +0,17 4,48 + 0,05 445+ 0,07
4,50 101,83 99,52 98,97
3,76 1,14 1,63
820+0,25 8,31+0,04 8,38 +0,20
8,50 96,44 97,77 98,64
3,04 0,46 2,38

*Valores (média, DP ¢ DPR%) de n=3 observagdes ** Valores (média, DP e DPR%) de n=9 observagdes

5.2.6 Comparacio do método validado relativamente a Cardoso, Pires e Honda (2006);
Feng et al. (2008) e Sammeta, Vaka e Murthy (2009)

Todos os métodos apresentam uma linearidade na faixa de microgramas, onde os
maximos de valores encontram-se na faixa entre 10,0 a 50,0 pg/mL. Porém, sdo notaveis as
variagdes quanto a LQI, precisdo e exatiddo. O método validade possui um LQI que remete a
uma interessante sensibilidade (0,14 e 0,38 pg/mL, para psoraleno e bergapteno,
respectivamente). Isso é importante dada a aplicagdo do método na microdidlise cutdnea
(pele), no qual a quantidade de amostra pode ser bastante reduzida, comparada ao sangue
(BOELSA et al., 2000, CHAURASIA, et al., 2007, CHAURASIA, 1999).

Os valores de precisdo e exatiddo do método aqui validado foram igualmente elevados,
com baixa variabilidade (CV < 11,80%) justificavel pela baixa quantidade de interferentes na

matriz analisada, dispensando-se assim, o procedimento de extracdo e perda dos analitos
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durante o processamento de amostra. Este fato, mais uma vez, confirma uma das grandes
vantagens ja citadas da microdidlise na obten¢do de amostras “limpas”, prontas para a analise
(BOELSA et al., 2000; CHAURASIA, et al., 2007, CHAURASIA, 1999).

5.3 Desenvolvimento de método de amostragem de psoraleno e bergapteno por
microdialise
5.3.1 Recuperacio relativa (%RR) em func¢ao da vazao do perfusato

Os dados de %RR obtidos sob diferentes condi¢des experimentais de vazdo, sdo
apresentados a seguir (Figura 16). Para o psoraleno e bergapteno (1,0 pg/mL), obteve-se
recuperacdo relativa (49,86% e 49,42%) superior em funcdo da lenta perfusado (2,0 pL/min) da
solucdo de Ringer através da sonda de microdidlise, decorrido o tempo de equilibrio de 210
min.

A lei de Fick descreve a permeacgdo dos compostos através da membrana de dialise. A
partir da Eq. 1se evidencia um comportamento no qual a difusdo é dependente do gradiente de
concentragdo. Porém, essa afirmacdo € aplicavel apenas quando o gradiente de concentragdo
ndo varia com o tempo. Assim, em estudos de microdidlise in vitro tem se uma relacdo ndo

linear, cujo processo de difusdo € descrito pela segunda lei de Fick (Eq. 10).

J(dm/dt) = -DiCy. K/h (Eq. 10)
onde J ¢ a vazdo da substancia por difusdo, expressa em termos de massa (dm) transportada
em determinado tempo (dt)
Di ¢ o coeficiente de difusdo
Cyp ¢ a concentracdo constante do farmaco na solugdo doadora
K ¢ o coeficiente de particdo da substancia entre o perfusato e a membrana

h ¢ a espessura da membrana

Redugdes expressivas na %RR apos elevagdo da vazdo sdo amplamente descritas para
diferentes analitos. Abrahamsson e Winso (2005) avaliaram a %RR da glicose in vitro sob
vazdo de 0,3-5,0 uL/min. A redugdo na %RR da glicose foi de 108,0 + 3,54%, para 68 +
3,43%. Igualmente para a metilnicotina, Boelsa et al. (2000) obteve uma reducdo de 65,2 para

25,8%, em sondas in vitro, quando elevou a vazdo de 1,0 uL/min para 5 uL/min
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Figura 16 Recuperacdo Relativa in vitro sob diferentes vazdes de perfusatos (2,0 3,0 e 5,0
uL/min) de psoraleno e bergapteno (1,0 pg/mL), através da sonda CMA30 linear.
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Para os psoralenos, taxas de vazdo iguais ou inferiores a 3,0 wL/min sdo igualmente

empregadas. Mary et al. (1998) em estudo de microdidlise in vitro, observou a redu¢do dos
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valores de %RR de dois psoralenos, bergapteno e 8-MOP, apds redugdo da vazdo. Neste, a
%RR para o bergapteno foi de 21,3% a 1 pL/min a vazio de 3,0 uL/min, enquanto a 7,5
uL/min obteve-se 5,2%. O mesmo ocorreu com o §-MOP, cuja %RR maxima foi de 40,9%,
(1,0 uL/min) reduzindo-se até 11% (7,5 pL/min), ambos em sonda de policarbonato de 20
kDa, Similarmente, Leveque et al. (2002) obteve recuperagdo média de 31,8 + 0,5% para o 8-
MOP, a 3,0 uL/min, em sonda de policarbonato 10mm, 100 kDa. Ademais, conforme relatado
por Mary et al. (1998), a natureza quimica da membrana — policarbonato ou polietilenosulfona
— parece ndo afetar significativamente a recuperacdo dos psoralenos.

Em estudos farmacocinéticos, igualmente se emprega baixas taxas de vazdo. Sun et al.
(2013) avaliavam a farmacocinética (PK) in vivo do iodiconazol aplicada a derme, a vazdo de
3 uL/min obtendo %RR de cerca de 33,57 + 5,41%. Ja no estudo do metotrexato em pele de
coelho, Stagni e Shukla (2003) obteve-se %RR de 42,8 + 8,00%, a 3 nL/min

5.3.2 Recuperacio relativa (%RR), em funcido do tempo de equilibrio

Buscando diminuir o tempo de equilibrio da sonda, aplica-se um tempo de pré-
equilibrio conforme relatado previamente (ABRAHAMSSON; WINSO, 2005; SCHUCK,
RINAS; DERENDORF, 2004). Inicialmente, avaliou-se um tempo de pré-equilibrio a 5
uL/minpor 15 min, seguida por equilibrio a 2 pL/min, durante 30 min. As coletas de amostras
foram realizadas em intervalos de 15/15min durante 1,5 h (n=6). A precisdo dos dados foi
avaliada em ensaios realizados em dois dias diferentes.

A RR% média quando utilizada a condicdo de pré-equilibrio foi de 44,10 + 7.13% e
38,29 + 6,53% para psoraleno e bergapteno, respectivamente. Alternativamente, avaliou-se a
diferenca entre os dados de %RR na auséncia de tempo de pré-equilibrio. A diferenga obtida
(45,37 + 7,6% vs 38,20% + 6,56%) ndo foi significativa quando maior tempo de equilibrio
(210 min, a 2 pL/min) foi aplicado.

Assim, as condi¢des experimentais de microdialise definidas para validacdo foram
assim definidas: bomba CMA 402 adaptada a seringa micro seringa tipo 1 (Exmire®) e sonda
CMA 30 Linear (Cut off: 6.000 Da) perfundida por solu¢do de Ringer em condigdo de pré-

equilibrio a 5 uL/min/15 min, seguida de condi¢do de equilibrio a 2 pL/min/30 min.

5.3.3 Calibracao da sonda in vitro
Segundo a técnica da eficiéncia da extragdo (EE), a % RR média (Eq. 5) foram de

51,78% + 2,03%; 46,96% + 2,08% e 47,50% + 2,19%, respectivamente nas concentracdes de
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2,0; 5,0 € 9,0 ng/mL de psoraleno. Ja para o bergapteno, obteve-se 42.48% + 1,64%; 42,94%
+2,62% e 42,10% + 1,73%, respectivamente, sob as mesmas concentragdes. Segundo analise
estatistica (ANOVA), com nivel de significancia ajustado a 5%, os dados ndo evidenciam
diferenca significativa entre as diferentes concentra¢des dos analitos, exceto pela maior %RR
do psoraleno em relagdo ao bergapteno.

Vale ressaltar que os valores de %RR encontrados foram superiores aqueles publicados
na literatura. No trabalho de Mary et al. (1998), a % RR do bergapteno e de outro psoraleno, o
8-MOP, na vazdo de 2,0 ulL/min, foram 35,7% + 2,0% e 23,5% +1,5%, respectivamente.
Leveque et al. (2002), durante a amostragem in vitro de 8-MOP sob vazdo de 3,0 pL/min,
obteve recuperagdo maxima de 31,8% + 0,5%.

Essa maior recuperagdo pode ser influenciada por diversos fatores, como o tipo de
sonda utilizado em cada estudo, como também os diferentes analitos presentes em cada
amostra. Entretanto, Mary et al. (1998) defendem que a natureza quimica da membrana —
policarbonato ou polietilenosulfona — parece ndo afetar esta recuperagdo. No entanto,
destacam que dois fatores foram alterados simultaneamente no experimento (comprimento e
natureza quimica da membrana).

Na retrodialise (RD), ou método da perda, a %RR média (Eq. 6) do psoraleno resultou
em 64,09% + 2.41%:; 65,51% + 1,46% e 68.34% + 1,84% nas concentracgdes de 2.5; 5.0 ¢ 9.0
ug/mL respectivamente. Para o bergapteno, os resultados obtidos foram de 67,03% + 1,65%;
69.93% + 0.43% e 70,19% + 2,67% para as mesmas concentra¢cdes. Também ndo foi
observada diferenga significativa para o conjunto dos resultados de cada um dos analitos, com
nivel de significancia de 5%.

Os métodos de EE e RD, juntamente com o método de “No-net-flux”, sdo utilizados
com maior frequéncia para determinar a recuperacdo da sonda (SCHUCK; RINAS;
DERENDOREF, 2004). A recuperagdo pelo método EE, também chamada de recuperagdo por
ganho, representa o quanto da amostra total de farmaco da solugdo foi extraido pela sonda,
mimetizando a situag¢do in vivo (SCHUCK; RINAS; DERENDORF, 2004). Os valores de
%RR encontrados para as condi¢des apresentadas foram superiores aqueles encontrados por
Mary et al. (1998) cuja recuperacdo de bergapteno foi de 23,6% + 0,4%.

Estudos subsequentes em nosso grupo, empregando diferentes lotes da mesma sonda,
em dias distintos também ndo gerou diferencga significativa, tampouco quando analisadas por

diferentes analistas ou mesmo, sob concentragdes diferentes demonstrando assim, a robustez
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do método de amostragem, considerado reprodutivel e confidvel para andlises in vitro, e

possivelmente aplicavel a estudos in vivo.
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6 CONCLUSOES

Elevada eficiéncia cromatografica foi obtida na validagdo parcial do método HPLC-
PDA. Reduziu-se a assimetria recorrente de picos das furanocumarinas, em especial do
psoraleno e o bergapteno, empregando-se coluna C18 com capeamento, tampdo fosfato a
0,1% e elevacdo de temperatura (50 ° C).

A sensibilidade analitica do método para psoraleno (LQI = 0,14 pg/mL) e bergapteno
(LQI = 0,38 pg/mL) foi obtida pela introducdo de uma célula de fluxo com caminho dptico
superior ao convencional (5,0 cm), possibilitando as analises de amostras microdialisadas na
presenca da fluoxetina.

Adicionalmente, o método HPLC-PDA validado tem potencial aplicagdo em estudos in
vivo de interagdo medicamentosa na presenca da fluoxetina, um antidepressivo
frequentemente empregado na terapéutica do vitiligo, assim como em estudos in vitro de
avaliacdo da extensdo da ligacdo as proteinas plasmaticas do psoraleno e bergapteno, dentro
outros.

Na calibrag¢do da sonda de microdialise CMA 30 ficou demonstrada maior eficiéncia da
extracdo a 2,0 uL/min/30 min obtida para o psoraleno (51,78% + 2,03%) e bergapteno
(42,48% + 1,64%), relativamente aqueles previamente descritos na literatura. Segundo o
método da retrodidlise, ou dialise por perda, os resultados de recuperagdo média do psoraleno
(65,98%) e bergapteno (69,05%) sdo compativeis com os resultados obtidos no método por
ganho (EE).
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Aperfeicoamento adicional do método podera ser obtido pela utilizacdo de colunas
cromatograficas mais seletivas (p.e. fenil) ou mesmo uma RP-C18, com menor indice de
acidez residual e, maior capeamento de grupos silanois livres. Alternativamente, colunas
recheadas com particulas de elevada tecnologia de fabricagdo com reduzido tempo de
transferéncia de massa e/ou colunas monoliticas podem proporcionar um desempenho ainda
melhor de assimetria de picos, embora com custo mais elevado.

Ap0s tais aperfeigoamentos, € possivel realizar a validagdo completa do método visando
uma sugestdo de método farmacopeico. Para isso, além dos métodos apresentados neste
trabalho, deve ser realizada validagdo interlaboratorial.

Quanto a microdialise, estudos complementares de calibragdo da sonda pelo método in
vitro no-net-flux e in vivo em ratos Wistar encontram-se em andamento.

Vislumbra-se assim, a aplicagdo destes dados analiticos na obten¢do de informagdes
farmacocinéticas de interagdes medicamentosas entre fluoxetina e psoralenos do Brosimum

gaudichauddi Trécul, com vistas a publicagdo cientifica em periddicos especializados.
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