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Diidroergocristina (DHEC) € um farmaco semi-sintético, derivada do alcaléide do Ergot,
principalmente utilizada para enxaqueca e estudada em distirbios cognitivos relacionados
ao envelhecimento. No presente estudo, o seu principal metabdlito 8-hidroxi-
diidroergocristina (8’-OH-DHEC) foi produzido através de incubacido de preparagcdes
enzimdticas de figado de boi usando o Mesilato de Diidroergocristina como substrato.
Foi feita uma avaliacdo de qual o melhor método de preparacdo enzimatica a ser utilizado
para producdo do padrao do metabdlito ativo em grande escala através da comparacio de
atividade enzimdtica entre microssomos € S12, ambos extraidos de heptdcitos de figado
bovino. A purificacdo desse metabdlito foi feita através da utilizacdo de uma coluna
cromatografica classica com silica gel e cromatografia liquida de fase reversa. Sua
identificacdo foi baseada em mensuragdo de sua massa molecular por espectro de
fragmentacdo de massa e Ressonancia Magnética (NMR — 1H/BC). Através da producao
dessa substancia in vitro, um método rapido, sensivel e robusto de determinagdo da
DHEC e seu principal metabdlito foi desenvolvido e validado em LC-MS/MS a partir de
andlise de plasma humano. Bromocriptina foi utilizado com padrao interno e os limites
de quantificacdo da DHEC e 8-OH-DHEC foram 10 pg/ml e 20 pg/ml, respectivamente.
Os parametros farmacocinéticos foram investigados em 12 voluntdrios masculinos
através da administracdo de uma dose tnica oral de 18mg de DHEC, via oral (Ikevert®).
O Cmax de DHEC observado foi 0,28 + 0,22 pg/l; o Tmax 0,46 + 0.26h; a ASC 0,39 +
0,41 pg/l.h; com meia-vida de 3,50 £ 2.27 h. O pico de concentracdo do 8-OH-DHEC foi
5,63 + 3,34 ng/l; com Tmax de 1,04 + 0,66 h; e ASC de 13,36 + 5,82 pg/l.h; observando
uma meia-vida de 3,90 + 1,07 h. A administracdo de 18mg de DHEC foi bem tolerada,
sem associagdo com qualquer reagdo adversa. Os resultados farmacocinéticos obtidos
foram comparados com dados anteriores obtidos para a DHEC por meio de
radioimunoensaio (RIA). Uma diferenca nos parametros farmacocinéticos de C,, € ASC
¢ observada entre os métodos analiticos e sua possivel relacdo na prética clinica é

discutida.

Palavraschave: Diidroergocristina, 8’-Hidroxidiidroergocristina, Farmacocinética,

Espectrometria de massa.
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Dihydroergocristine (DHEC) is a semi-synthetic drug mainly used for migraine and
studied in age-related cognitive impairment. In this study, its major metabolite 8-
hydroxy-dihydroergocristine (8’-OH-DHEC) was produced in incubates of a bovine liver
preparation using dihydroergocristine mesylate (DHECM) as substrate. An evaluation of
the best enzymatic preparation method was done in order to verify the adequate process
for massive production of the metabolite. A comparison between microssomes and S12
was performed, where both preparations were extracted from bovine hepatocytes.
Purification was achieved by flash silica gel column and reverse phase liquid
chromatographies, and identification was based on accurate molecular mass
measurements, mass fragmentation spectra and NMR ( 1H/13C) chemical shifts. By
using the substance produced in vitro, a fast, sensitive, specific and robust LC/MS/MS
method for the simultaneous determination of DHEC and its major metabolite in human
plasma was developed and validated. Bromocriptine was used as internal standard and
limits of quantification for DHEC and 8°-OH-DHEC were 10 pg/ml and 20 pg/ml,
respectively. Pharmacokinetic parameters were investigated on 12 male healthy
volunteers to whom a single dose of 18 mg DHECM was administered in tablets
(Iskevert®). The peak of DHEC was 0.28 + 0.22 pg/l, the tmax 0.46 + 0.26 h, the
AUClast 0.39 +£0.41 pg/l.h and the terminal elimination half-life 3.50 + 2.27 h. The peak
of 8"-OH-DHEC was 5.63 + 3.34 ng/l, the tmax 1.04 + 0.66 h, the AUClast 13.36 + 5.82
pg/l.h and the terminal elimination half-life 3.90 + 1.07 h. Dosing of 18 mg DHECM was
well tolerated, causing no adverse events. The pharmacokinetics parameters observed on
this study were compared to those obtained in DHEC analysis by radioimmunoassay
(RIA). A difference in C,,,, and AUC is observed between both methods and its clinical

implications are discussed.

Key-words: Dihydroergocristine, 8’-Hydroxydihydroergocristine, Pharmacokinetics,

Mass Spectrometry.
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1.1 CONSIDERACOES SOBRE METABOLIZACAO IN VITRO

O caminho para o desenvolvimento de novas drogas passa por vdrios estudos pré-
clinicos que tém como objetivo estabelecer a real potencialidade da substancia teste.
Estes estudos incluem, principalmente, testes de mutagenicidade do DNA e de
metabolismo, uma vez que a biotransformacdo poder afetar a seguranca e a eficicia da

droga por formacgao de metabdlitos terapeuticamente ativos ou toxicos.

Virios modelos pré-clinicos t€ém sido utilizados para estudo de metabolismo.
Dentre eles destacam-se as preparagdes microssomais de figado por serem mais faceis de
trabalhar do que animais inteiros. Microssomas sao fragmentos das estruturas tubulares e
cisternas do reticulo endoplasmaético, delimitados por membranas que podem ou nao
apresentar ribossomos associados (Carvalho, 2001, Swanson, 1988). Os preparados
microssomais de figado sdo largamente utilizados para caracterizar o papel do citocromo

P-450 e outras enzimas no metabolismo de xenobidticos.

1.1.1 CONSTITUICAO DO MICROSSOMA

Para possibilitar a separa¢do dos componentes celulares, € necessario promover o
rompimento da célula. Para tanto as células podem ser submetidas a choque osmético,
vibracdo ultra-sOnica, forcadas a atravessar pequenos orificios ou maceradas. Estes
procedimentos promovem a quebra de muitas membranas celulares, dentre elas, a
membrana plasmadtica e do reticulo endoplasmatico, em fragmentos que unidos formam
vesiculas fechadas. Com a escolha de um meio de homogeneizacido adequado, as diversas
particulas, inclusive as vesiculas derivadas do reticulo endoplasmético (microssomas),

mantém a maior parte das propriedades bioquimicas originais (Alberts, 2004).

Os microssomas constituem 15 a 20% da massa total de uma célula hepatica e
contém 50 a 60% do total de RNA da célula. Contém também muitas enzimas que sao
utilizadas na sintese de trigliceridios, fosfolipidios e colesterol. Nos microssomas existem
dois sistemas de transportes de elétrons que contém duas flavoproteinas (NADH-

citocromo C-redutase e NADH-<citocromo b5-redutase) e duas hemoproteinas
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(citocromos b5 e P-450). O citocromo P-450 atua como oxidase terminal, e nas células
hepaticas € utilizado para destoxificar ou inativar muitas substincias. Estas enzimas
oxidativas estdo distribuidas principalmente na face externa ou citoplasmdtica da

membrana do microssoma (Robertis, 1993).

Dentre os métodos utilizados para fracionamento celular e obtencdo de
microssoma, tem-se a centrifugacio diferencial baseada na velocidade de sedimentacio
das estruturas celulares devido as diferencas de massa, superficie e densidade (Holtzman,
1985, Robertis, 1993; Carvalho, 2001). Este procedimento € realizado num equipamento
conhecido por ultracentrifuga (Alberts, 2004), no qual a amostra contida em um tubo &
inserida em um anel cilindrico num rotor de metal. A rotacdo rapida do rotor promove
uma forca centrifuga que faz com que as particulas que estdo presentes na amostra, se
sedimentem. O vacuo possibilita a reducdo da fric¢ao, evitando o aquecimento do rotor e

garantindo que o sistema de refrigeracdo mantenha a amostra a 4°C. (Alberts, 2004).

Assim, de acordo com o procedimento utilizado, € possivel também obter uma
fragdo pré-microssomal, denominada S12. Essa, nada mais é do que uma mistura de

fragmentos celulares (nicleo, lisossoma, peroxissoma e mitocondria).

Portanto, os microssomas de figado sdo bastante utilizados para caracterizar o
papel do citocromo P-450 e outras enzimas no metabolismo de drogas presentes nos
hepatécitos de humanos, os quais, quando utilizados em cultura de células, refletem o
metabolismo de Fase I e II; captacdo e excre¢do do composto pela membrana plasmadtica.
Ha, entretanto, diferentes varia¢des associadas ao processo de preparacdo do microssoma
de figado. Essas variacdes incluem as solu¢des de homogeneizagdo, o nimero de rotagdes
usadas para homogeneizar a amostra, a forca com que a amostra é centrifugada e a

inclusdo ou ndo de sacarose na solu¢do de homogeneizacao (Nelson, 2000).

26



1.2 CONSIDERACOES SOBRE ALCALOIDES DO ERGOT

1.2.1 HISTORICO

Desde o comecgo da histéria, o homem sempre se voltou a natureza para a
descoberta de novos medicamentos. Microorganismos, como os fungos, tém

demonstrado ser uma grande fonte de moléculas com acao medicinal (Maldom, 2002).

Dentro dessa classe, a espécie de fungo Claviceps purpurea tem sido alvo de
grandes estudos farmacéuticos. Sendo mencionado pela primeira vez por volta de 600
a.C. como uma pustula nociva na orelha (alga) do grdo de trigo ou de centeio que
produzia um ergot tipico. Em registors israelenses antigos foi registrado como “gramas
nocivas que causam a queda do utero de mulheres gravidas e as fazem morrer no parto”,
ficou conhecido por volta de 98-55 a.C. como possivel causador do Ergotismo (Van

Dongen, 1995).

A palavra ergot € derivada do termo argot, que provém de um dialeto francés
arcaico, e significa “esporao de galo”. O Ergotismo foi uma epidemia muito conhecida
na Idade Média, sendo também chamada de Holy Fire (Fogo Sagrado), pelo fato de
provocar sensagdes de queimadura nas pessoas que ingeriam alimentos contaminados
pelo fungo. Isto se explica por causa das gangrenas causadas pelo ergot, principalmente
nos membros inferiores, por distirbios no Sistema Nervoso Central (SNC) como

excitacdo maniaca, convulsdo e catalepsia; podendo causar a morte (Van Dongen, 1995)

Apesar de todo o conhecimento sobre o ergot, seu primeiro uso na medicina foi,
provavelmente, como uma droga oxitécica. Em 1582, na Alemanha, Adam Loncier
descreveu pela primeira vez a contracio uterina pela administracdo do ergot. Porém,
somente em 1809, John Steams publicou o uso do ergot na pritica médica no Medical

Repository, como “um medicamento que acelera o nascimento” (Eadie, 2004).

No ano de 1822, a indica¢do do ergot para aceleracdo do parto foi contestada por

Hosack, em Nova York. Pesquisador da época, este médico percebeu que rupturas
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uterinas estavam ocorrendo, levando a morte materna, fato este que levou ao abandono

do uso do ergot no século XIX (Maldom, 2002).

Somente no final do século XIX e comeco do século XX que o ergot foi
considerado util para a clinica médica, onde estudos envolvendo a droga na forma de

alcaldides foram associados com o tratamento de enxaqueca (Eadie, 2004)

1.2.2 PROPRIEDADES QUIMICAS DOS ALCALOIDES DO ERGOT

Muitos alcaldides que cont€m um grupo metil ou hidroxil na posi¢do 8 estdo
presentes em pequenas quantidades do ergot. Estes foram chamados alcaldides da
clavina e consitem principalmente em 9-ergolenos (p.ex., lisergol) e 8-ergolenos (p.ex.,

elimoclavina, o isdbmero 8 ergoleno dolisergol).

As estruturas quimicas dos alcaldides do ergot foram elucidadas principalmente
por Stoll, por Jacobs, Craig e seus colaboradores (Rutschmann e Stadler, 1978). O
isomerismo 6ptico deve-se a presenca de dois 4tomos de carbono assimétricos (posi¢des
5 e 8) na por¢do de 4cido lisérgico da molécula. Os derivados do 4cido /-lisérgico (o
epimero na posi¢do 5) e do dcido d- lisérgico (o epimero na posi¢do 8) apresentam
atividade bioldgica relativamente pequena.  Estes ultimos derivados incluem a
ergotamina, que constitui 40% das preparagdes clinicas de tartarato de ergotamina como
resultado da epimerizacdo espontdnea. A hidrdlise da ergonovina e seus derivados
resultam em 4cido lisérgico e em uma amina; por isso, eles sdo chamados de alcaldides
aminados. Os alcaldides de maior peso molecular fornecem &4cido lisérgico, amonia,
acido piravico (ou um derivado deste), prolina e outro aminodcido (fenilalanina, leucina,
isoleucina ou valina) e sdo conhecidos como alcaloides aminoacidicos ou ergopeptinas

(Goodman, 2007).

Foram preparados inimeros derivados semi-sintéticos dos alcaldides do ergot e
vdrios sdo de interesse terapéutico. Em 1943, Stoll e Hofmann demonstraram que uma
dupla ligacdao reduzivel do 4cido lisérgico uma nova sério de compostos foram

produzidos. Estes foram chamados diidroergotamina, diidroergocristina (DHEC),

28



diidroergocronina e diidroergocriptina, possuindo propriedades farmacoldgicas

diferentes daquelas dos alcaldides que lhe deram origem (Freis, 1949).

Outro derivado da ergopeptina € a bromocriptina. Além disso, é possivel preparar
diferentes amidas do 4cido lisérgico. Dois outros produtos desta série, a dietilamida do
4cido lisérgico (LLSD) e a hidroxibutilamina do acido lisérgico (metilergonovina) sdo de
interesse farmacoldgico. A metilagdo do nitrogénio do indol do dltimo composto fornece
1-metilmetilergonovina (metisergida). Também foram preparados inimeros compostos
afins que ndo sdo derivados do dcido lisérgico, entre eles, existem a lisurida, a lergotrila

e a metergolina (Figura 1).

HO C\N CH,
wo R m
H
ERGOLINE D4{#p-LYSERGIC ACID LYSERGIC ACID DIETHYLMIDE

CH,

METHYLERGONOVINE

E 0
HJC\GL«N;):
H'\ o." Y
N H o A :::

\ Br
’ N\
" H
ERGOTAMINE DIHYDROERGOTAMINE BROMOCRIPTINE

Figura 1 — Estrutura quimica do alcaldide do ergot e seus derivados (Schiff, 2006).
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1.2.3 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DOS ALCALOIDES DO ERGOT

Em geral, os efeitos dos AE parecem ser resultantes de sua agdo como agonistas
parciais ou antagonistas em receptores adrenérgico, dopaminérgicos e triptaminérgicos.
A diferenca do efeito dos AE depende do agente, dosagem, espécie em que € utilizado,

tecido e se em condigdes fisioldgicas ou experimentais.

Porém, algumas acdes dos AE ndo sdo compativeis com as propriedades descritas

acima. Por exemplo (Maldom, 2002):

a) enquanto os efeitos agonistas sdo aparentemente apenas em concentracdes menores do
que as necessdrias para se observar o antagonismo, este fato nem sempre acontece (e.g., a

acdo da metilsegrida em vasos cerebrais);

b) os efeitos de agonistas totais (como a norepinefrina) sdo, geralmente, antagonizados por
concentracdes baixas de AE, mesmo por aqueles que possuem uma fraca acdo de

agonistas parciais (e.g., acdo da ergonovina em arteriolas);

c) a resposta contratil a outros agentes, como acetilcolina (Ach) e angiotensina, sao,

algumas vezes, também antagonizadas por agentes adrenérgicos ou triptaminérgico.

Essas e outras observacdes ddo énfase a importancia do conhecimento do estado
fisiol6gico ou patolégico na determinacdo do espectro e intensidade dos efeitos

produzidos em animais ou em pacientes (Maldom, 2002).

Junto as consideracdes estereoquimicas mencionadas acima, algumas regras sobre
a relacdo estrutura-atividade tém sido investigadas nos ultimos anos. Em geral, um
amido pequeno derivado do dcido lisérgico € um antagonista potente e seletivo da
serotonina (5-HT), enquanto os alcaldides aminodcidos sao, geralmente, menos seletivos
e mostram afinidades em antagonizar agentes a-adrenérgicos e triptaminérgicos.
Derivados diidrogenados t€ém menor intensidade agonista do que os alcaléides que lhes
deram origem. Finalmente, a insercdo de um grupo metil na posicdo 1 resulta na reducao

da afinidade em receptores de catecolaminas e maior habilidade e seletividade em

bloquear receptores triptaminérgicos (Maldom, 2002).
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1.2.3.1 Efeito dos Alcaléides do Ergot no Utero

Todos os AE naturais aumentam substancialmente a atividade motora do utero.
Apbs pequenas doses, a for¢a e a freqiiéncia das concentragcdes aumenta, ou ambas,
porém € seguido de um relaxamento gradativo e normal. Com o aumento das doses, se
observa uma contra¢do mais forte e prolongada e aumento do tonus muscular, que pode
resultar em uma contracdo constante. Apesar de que essas caracteristicas apontem para o
seu uso na facilitagdo do trabalho de parto, sua indicacdo no periodo pds-parto também
pode ser relevante, bem como em situagdes de aborto, no intuito de controlar o
sangramento e manter a contragcdo uterina. O ttero gravido é muito sensivel e pequenas
doses de AE podem ser administradas logo apds o parto para se obter o mdximo de

resposta, geralmente sem efeitos colaterais (Maldom, 2002).

Embora todos os AE naturais tenham qualitativamente o mesmo efeito no utero,
ergonovina € mais ativo € menos toxico que a ergotamina. Por esses motivos, ergonovina
e seu derivado semi-sintético, metilergonovina, tem substituido o uso de outros AE como
estimulantes da contracdo uterina na obstetricia. Experimentos em animais
demonstraram que os alcaldides diidrogenados ndo possuem as mesmas propriedades de

contracdo uterina do que os alcaléides que foram originados (Maldom, 2002).

1.2.3.2 Efeito dos Alcal6ides do Ergot no Sistema Cardiovascular

Os alcal6ides aminodcidos naturais, particularmente a ergotamina, promovem a
contracdo de veias e artérias. Enquanto a diidroergotamina possui uma atividade
vasoconstritora relevante, sua acdo mais eficaz envolve o aumento da capacitincia e nao

na resisténcia dos vasos (Tfelt-Hansen, 2008).

Derivados diidrogenados do grupo da ergotoxina sdo consideravelmente menos
ativos e produzem o efeito de hipotensdo por atuar no Sistema Nervoso Central (CNS).

Nas doses usadas no tratamento de enxaqueca, a administracdo retal de ergotamina
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produz uma pequena mudanca na pressdo arterial e, também, leva a um aumento

progressivo na resisténcia vascular periférica, que pode persistir até 24h (Maldom, 2002).

Estudos demonstraram que a diidroergotamina tem pouca acido na constricao de
artérias humanas e que a administracdo endovenosa deste alcaldide, e também da
ergotamina, em altas doses, leva um aumento rdpido da pressdo arterial que se dissipa em
poucas horas. Em ratos, esse efeito foi atribuido a acdo estimulante no receptores o,-

adrenérgicos presente nas arteriolas (de Hoon, 2001).

Com excecao do cérebro, o aumento na resisténcia vascular ¢ acompanhado pela
reducdo do fluxo sanguineo em varios 6rgaos. Este efeito também € observado em outros
alcaldides aminos quando administrados em doses terapéuticas, porém com menos
intensidade quando comparado com a ergotamina. Contudo, é importante ressaltar o fato
de que, AE que produzem vasoconstricdo periférica também podem causar danos nos
capilares do endotélio. Outros efeitos adversos podem ser observados no uso de AE,
como estase vascular, trombose e gangrena (que pode estar relacionada com a atividade

vasoconstritora) (Silberstein, 2003).

1.2.3.3 Uso de Alcal6ides do Ergot no Tratamento de Enxaqueca

Derivados do ergot tiveram sua primeira apari¢do como armas terapéuticas contra
a enxaqueca por volta da década de 20, porém, hoje, pode-se dizer que sdo uma das
principais classes de agentes farmacoldgicos para o alivio rdpido de casos severos ou

moderados dessa patologia (Tfelt-Hansen, 2008).

Alcaléides do ergot sdo agentes farmacoldgicos ndo seletivos que interagem com
inimeros receptores, incluindo os receptores de serotonina 5-HT, e 5-HT,, bem como os
adrenérgicos e dopaminérgicos. Pelo fato da diidroergotamina ser um antagonista
competitivo de uma variedade de subpopulacdes de receptores, essa droga tem uma
potente acdo nos receptores S-HTi, 5-HT2a, 5-HT2g, D2 dopaminérgico, ai-adrenérgico e
az-adrenérgico. Por esse motivo, o mecanismo de acdo pelo qual ocorre o tratamento de

processos enxaquecosos agudos ainda ndo foi bem esclarecido (Maldom, 2002).
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1.2.3.4 Alcaldides do Ergot e Doenga de Parkinson

Estudos recentes envolvendo alcaldides do ergot no tratamento da doenga de
Parkinson tém investigado seus efeitos nos receptores dopaminérgicos (Lange, 1998;

Thompson, 2001).

Devido a semelhanca da estrutura do anel ergoline com as monoaminas
endogenas podem explicar a agdo dos AE nos receptores adrenérgicos, dopaminérgicos e
serotonérgicos. O primeiro alcaldide a ser usado com essa indicagdo foi a bromocriptina,
que se mostrou ser uma potente agonista do receptor D, dopaminérgico, com efeito
antagonista fraco no receptor D;. O derivado sintético do ergot pergolida é um agonista
de acdo prolongada nos receptores D, dopaminérgicos e, diferentemente da
bromocriptina, apresenta uma a¢do moderada nos receptores Di. Ambos sdo eficazes no
alivio dos sintomas da doenca de Parkinson e podem levar a uma reducdo nas flutuagdes

on-off e apresentam, praticamente, os mesmos efeitos adversos (Lange, 1998).

Outro derivado do ergot, lisurida, apresenta efeito de estimulacdo estriatal dos
receptores dopaminérgicos D> e, assim como o pergolida, tem acdo moderada no Di. Por
ser muito solivel em dgua, € usado em terapias por via parenteral, o que pode resultar em
um efeito de controle motor das flutuagdes da doencga, por permitir a possibilidade de
tratamento em infusdo constante. Porém, esse tipo de tratamento apresentou ser
responsdvel pela alta incidéncia de efeitos adversos psiquidtricos, possivelmente devido

as suas propriedades serotonérgicas (Reichmann, 2006).
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1.3 DIHIDROERGOCRISTINA

Diidroergocristina (DHEC) é um composto diidrogenado derivado do alcaléide
ergocristina € vem se mostrando como um novo farmaco para a terapéutica das doencgas
circulatérias, de uma comprovada atividade adrenolitica e bradicardizante (Coppi,
1992a). Devido a sua atividade, provoca uma a¢do tOnica na regido venosa, assegurando,

desta forma melhor irrigag¢do periférica dos tecidos.

E, portanto, indicado na terapia de distirbios vasculares da regido cerebral,

cardiaca e periférica (Coppi, 1992b).

A atividade terapéutica da diidroergocristina se processa por dois mecanismos
distintos: promove a¢do dilatadora sobre as arteriolas € uma acdo tonica-parietal sobre os
vasos dilatados. Dessa forma, sua a¢do pode ser considerada como reguladora do tonus

vascular cerebral, ou seja, é por exceléncia um medicamento vaso-regulador (Coppi,

1992b)

Uma propriedade particular da diidroergocristina € a de inibir a agregabilidade
plaquetdria induzida pela adrenalina, serotonina e ADP. Essa propriedade torna-se
importante frente aos conhecimentos relativos dos acidentes vasculares cerebrais de tipo
isquémico (AVC), decorrentes de processos tromboembolicos. Sabe-se que nessas
circunstancias existe uma participacdo ativa das plaquetas na patogénese dos distirbios
vasculares cerebrais. O aumento da atividade biodindmica das plaquetas estd associado
ao aumento da deficiente agregacdo espontinea e da agregacdo induzida pelo ADP, bem

como da agregacdo secunddria (Coppi, 1992b).

Inibir a agregagdo plaquetdria proporciona um beneficio adicional aos pacientes

com vasculopatias cerebrais € que sdo propensos a formagdo de trombos junto ao

endotélio vascular.

Foi observado, também, a capacidade da diidroergocristina em promover a
reducdo dos sintomas subjetivos, tais como: cefaléia, vertigens, zumbidos, estados
confusionais, insdnia, dificuldade de concentracio e amnésia, todos eles caracteristicos

do processo de arteriosclerose cerebral (Castelli, 1977; Calisti, 1977; Morachini, 1978).
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Comprovou-se também a capacidade de produzir certas modificagdes do tono
vascular, apropriadas para corrigir uma circulagdo regional deficitaria, levando a melhora
das condi¢des de irrigacdo sanguinea local e, conseqiientemente, a funcionalidade dos

orgdos atingidos (Roquebert, 1984).

1.3.1 PROPRIEDADES QUIMICAS

O nome alternativo para a molécula da DHEC ¢ (5'a,10a)-9,10-Diidro-12'-
hidroxi-2'-(1-metiletil)-5'-(fenilmetil )ergotaman-3',6',18-trione; possuindo uma férmula
molecular de C3;sH4N5Os. Possui um peso molecular de 611,73 g/mol e uma férmula

estrutural de acordo com a figura a seguir (Figura 1):

HO

Figura 2: Estrutura quimica da Diidroergocristina (Drago, 1988).

1.3.2 INDICACOES

As principais indicacdes da DHEC envolvem distirbios vasculares cerebrais e
periféricos (Castelli 1977; Calisti 1977; Morachini 1978) . Ha relatos também de uso em

idosos que experimentaram acidente vascular cerebral (Bronzini 1967; Klein 1973),
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hipertensao (Szam 1970; Martinetti, 1970; Bandoh 1977) e deméncia senil do tipo

Alzheimer em associagdo ou isolada (Milvio 1992).

Nos dias atuais, € possivel encontrar esta droga em associacdo com outros
medicamentos em indicagdo para enxaqueca, COmo ISKEMIL®, ISKEVERT®,

ISKETAM®, NOROGIL® e VERTIZINE D®.

1.3.3 CONTRA-INDICACOES

A superdosagem pode resultar em presenca de ergotismo crénico no paciente,
especialmente apds administracio a pacientes com infeccdes graves como a febre

puerperal e a pacientes com hipertiroidismo (ISKEMIL® Monografia)

1.3.4 PRECAUCOES

A administracdo de diidroergocristina deve ser evitada durante o 1° trimestre de
gestacdo, nas septicemias severas ou persistentes e nos pacientes portadores de

insuficiéncia hepatica ou renal grave.

E necessdria cautela na presenca de bradicardia grave (ISKEMIL® Monografia)

1.3.5 EFEITOS COLATERAIS

Sao raros os efeitos colaterais, podendo ocorrer ocasionalmente discreta obstru¢ao
nasal, ndusea transitoria e distdrbios gdstricos, normalmente prevenidos pela

administra¢do do medicamento com alimentos.

Poderd ainda, ser observada discreta sonoléncia que tende a desaparecer com a

diminui¢do da posologia inicial ISKEMIL® Monografia).
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1.4 CONSIDERACOES SOBRE ANALISE FiSICO-QUIMICA DE FARMACOS

1.4.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a sua facilidade em efetuar a separagdo, identificac@o e quantificacio das
espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de

andlise, como, por exemplo, a espectrofotometria ou a espectrometria de massa.

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases, que
estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria enquanto a outra se move
através dela. Durante a passagem da fase modvel sobre a fase estaciondria, os
componentes da mistura sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um
dos componentes € seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migragdes

diferenciais destes componentes (Collins, 1997; Burtis, 1970).

Para o acompanhamento de farmacos in vivo sdo utilizadas metodologias
analiticas capazes de quantificar e identificar com precisdo e exatidio os mesmos em
fluidos bioldgicos. Uma das técnicas mais empregadas para este tipo de andlise é a

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Na utilizacdo desta técnica as amostras devem passar por um processo de
purificac@o. Na rotina, as técnicas mais utilizadas para extracdo e/ou pré-concentracdo de
compostos presentes no fluido bioldgico sdo: extracdo liquido-liquido e extragdo em fase

sélida.

As técnicas de extragdo e/ou pré-concentracdo permitem que a andlise dos
componentes de interesse se torne possivel. A meta final é a obtencdo de uma sub-fragdo
da amostra original enriquecida com as substancias de interesse analitico, de forma que se
obtenha uma separacdo cromatogréfica livre de interferentes, com deteccao adequada e

um tempo razoavel de andlise (Collins, 1997)
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A extracdo liquido-liquido € vantajosa por ser simples e pela variedade de
solventes, puros e disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma ampla faixa de
solubilidade e seletividade. Além disso, ocorre a desnaturacdo das proteinas presentes na

amostra, eliminando, assim, a contamina¢ao da coluna cromatografica.

Esse tipo de extragdo, porém, possui algumas desvantagens: as amostras que
possuem grande afinidade pela dgua, que sdo parcialmente extraidas pelo solvente
organico, resultam em perda do analito. E necessdria a utilizacdo de solventes ultrapuros,
uma vez que impurezas do solvente sdo concentradas junto com a amostra. O grande
volume de solvente utilizado acaba gerando problemas de descartes, além de ser um
processo susceptivel a erros e de dificil automacdo. Apesar destas desvantagens, a

extra¢do liquido-liquido € considerada uma técnica cldssica de pré-tratamento de amostra.

Para o uso da extragdo liquido-liquido em fluidos bioldgicos primeiramente é
necessaria a escolha adequada do solvente organico e ajuste do pH da amostra para que
ocorra uma boa recuperacdo do analito. Vérios tipos de solventes organicos sdo utilizados
para extracdo de drogas dcidas e bdsicas presentes na amostra de fluidos bioldgicos.
Quanto maior a afinidade do analito pelo solvente organico maior a recuperagao.
Substancias bdsicas sdo normalmente extraidas em pH maior que 7,0 e extragdo de
substancia dcida em pH menor que 5,0. Este tipo de extracdo é muito utilizado para

substancias presentes em fluidos biolégicos (Collins, 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € o mais importante membro de uma
familia inteira de técnicas de separacdo. Utiliza instrumentos muito sofisticados que
podem ser totalmente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que emprega
pequenas colunas recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase mével que
¢ eluida sob altas pressdes. As colunas utilizadas s@o muito eficazes, porém oferecem
grande resisténcia a vazao da fase mével. Por esta razdo, € necessario empregar sistemas
de bomba de alta pressao (até 400 bars) que fazem a fase mével migrar a uma velocidade

razoavel através da coluna analitica.

Pode-se dizer, entdo, que essa técnica tem a capacidade de realizar separagdes e

andlises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos
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de amostras, com adequada resolucido, eficiéncia e sensibilidade. A detec¢do continua e
com grande reprodutibilidade fornecida por esta técnica eleva as anédlises qualitativa e

quantitativa a um alto nivel de exatidao e precisao (Collins, 1997; Silverstein, 2000).
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Figura 3: Esquema de funcionamento do HPLC (Burtis, 1970)

1.4.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA

A espectrometria de massa € uma técnica analitica usada para identificar
compostos desconhecidos, quantificar materiais conhecidos e elucidar as propriedades
quimicas e estruturais das moléculas. A deteccao de compostos pode ser conseguida para
quantidades tdo pequenas como 107" g para um composto de massa de 1000 dalton. Isto
significa que os compostos podem ser identificados em concentragdes muito baixas (da

ordem de 10'12) em misturas quimicamente complexas (Silverstein, 2000).
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Compardvel ao excitante desenvolvimento da ressondncia magnética nuclear
durante as ultimas trés décadas, a espectrometria de massa entrou em uma fase de
crescimento acelerado nos anos oitenta, comecando com a introdu¢do de métodos de
ionizacdo. E incrivel a velocidade com a qual a espectrometria de massa tem se
expandido dentro de dreas de pesquisa, nas quais, tradicionalmente, era limitado o seu

uso (Siudzak, 2004; Audi, 2006).

No comecgo da década de 40, Lawrence desenvolveu uma separacdo baseada em
espectrometria de massa para melhorar a radioatividade do uranio U da distribui¢ao
isotopica normal (Smith, 1947; Audi, 2006). Como parte do projeto Manhatan, Lawrence
aplicou esse método para purificacdo do U radioativo, o qual foi entdo usado para
construir a primeira bomba nuclear. Desde entdo, estes experimentos iniciais destinados a
geracdo e separacdo de isétopos de urdnio estdo bem estabelecidos. Até agora, a
separagdo de compostos baseados na massa €, certamente, uma idéia intrigante da qual

nao se perde o interesse (Siuzdak, 1999).

A ciéncia da espectrometria de massa sofreu dramdticas mudangas na década
passada e a expansdo da sua utilidade tem aumentado, como na extensdo da massa e
sensibilidade da instrumentagdo. Mais especificamente, a espectrometria de massa de
eletrospray (Fenn, 1989) tem sido aplicada em diversas dreas, além da rotina da

determinac¢do molecular, especialmente na quimica e bioquimica (Siuzdak, 1996).

Associada a esse procedimento, a técnica de impacto de elétrons (EI) ¢é
comumente usada para a identificacdo de moléculas quimicas. Através da combinagdo de
técnicas analiticas de cromatografia liquida (LLC) e espectrometria de massa (MS), os
componentes de uma amostra podem ser separados pela técnica de cromatografia liquida
de alta pressio (HPLC) que envolve a utilizacio de uma coluna cromatogréfica; e
caracterizados pela obten¢do de seu peso molecular no sistema de espectrometria de

massas quadrupolo.

Nessa técnica, um espectrometro de massas langa um feixe de elétrons de alta

energia sobre moléculas em estado de vapor, tendo como finalidade o registro do impacto

40



desses elétrons em forma de espectro. Os ions sdo identificados de acordo com a sua

relacdo entre massa e carga (m/z).

O espectro € apresentado em forma de gréifico (picos), geralmente, na associagdao

da abundancia relativa do fon na amostra e sua relagdo m/z.
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Figura 4 — Visualizacdo de exemplo de espectro em espectrometria de massa.

Devido o bombardeio de elétrons, a molécula perde 1 (um) elétron de seu
composto, formando o chamado fon molecular (ou fon principal), que corresponde a

molécula intacta com carga positiva de +1, devido a perda do referido elétron.

1.4.3 IONIZACAO DA MOLECULA

Uma das técnicas de ioniza¢do, em maior expansio, € por eletrospray que passou
por duas fases distintas de investigacdo e desenvolvimento. A primeira ocorreu antes de

1970 e centrou-se mais nos aspectos fundamentais do processo de produgdo de carga,
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como tornd-lo vidvel, cabendo, aqui, salientar o trabalho realizado por Dole et al., 1968.
A segunda fase deu-se a partir de 1970 com destaque para o trabalho desenvolvido em
1984 por Yamashita e Fenn (Henion, 2009), considerado pioneiro da espectrometria de
massa de ionizacdo por eletrospray (IES). A partir deste trabalho, a técnica sofreu um
aperfeicoamento notdrio com o desenvolvimento e constru¢cdo de fontes iOnicas

comercializdveis baseadas no principio de carregar gotas eletricamente.

Ha, essencialmente, trés caracteristicas que a diferencia das outras técnicas de
ionizacdo. A primeira delas € a capacidade para produzir ions multiplamente carregados,
com nimero de cargas elevado, reduzindo, assim a razdo m/z, de tal modo que seja
possivel analisar compostos de elevada massa molecular até centenas de kDa, em
praticamente todo o tipo de analisadores. Uma segunda caracteristica é que as amostras a
serem analisadas devem ser introduzidas em soluc¢do, tornando possivel o acoplamento
com muitas técnicas de separagdo. Por tltimo e ndo menos importante, ha o fato de ser o
eletrospray uma técnica de ionizag¢do suave, permitindo que as interagdes nao covalentes
entre moléculas que existem em solucdo sejam preservadas na fase gasosa. (Siudzak,

2004)

O desenvolvimento da espectrometria de massa de IES permitiu, assim, novas
possibilidades para andlise de compostos de elevada massa molecular de todos os tipos,
incluindo proteinas, nucleotideos e polimeros sintéticos, sendo por isso uma técnica

muito usada em diversas dreas de pesquisa.

A producdo de ions em eletrospray requer essencialmente dois passos: dispersao
de gotas altamente carregadas quase a pressdao atmosférica, seguida de evaporagdo da

gota em condi¢des que a permitam. (Siudzak, 2004)

As solugdes sdo primeiramente pulverizadas eletrostaticamente com formacgao de
gotas pequenas e altamente carregadas. A nebulizacdo da solucdo €, em alguns casos,
facilitada pela ajuda de um gds nebulizador. Posteriormente, as moléculas de analito
devem de alguma forma ser separadas do solvente na forma de ions. Este passo de
formacdo de ions, como em muitas das técnicas de ionizacdo consideradas suaves, €

provavelmente o menos compreendido no processo global do eletrospray. Alguns
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mecanismos t€m sido propostos para a desadsor¢do de fons a partir de gotas carregadas,
sendo que o modelo de residuo de carga de Dole et al., 1968; aplicado a macromoléculas,
foi, talvez, o primeiro a servir de base para a atual técnica de eletrospray. Nesse modelo é
considerado que, a medida que o solvente se evapora, a densidade de carga a superficie
aumentard até que as forcas repulsivas de Coulomb, entre as cargas superficiais,
excederdo a tensdo superficial levando a divisdo da gota inicial. Se esse processo de
divisdo continuar e se a solucdo original for suficientemente diluida, serd alcancado um
estado no qual cada gota conterd uma tnica molécula que reterd parte da carga inicial, ou

seja, formar-se-2o0 macro fons. (Siudzak, 2004 )

Um outro mecanismo, para a geragao de ions pequenos, o da evaporacao idnica,
foi proposto por Iribarne e Thomson em 1976 (Costa, 2008) que sugeriram que a
evaporacdo do solvente conduz a uma instabilidade das gotas com razdes elevadas de
densidade de carga superficial/raio da gota. A energia eletrostatica associada com a gota
carregada torna-se, entdo, suficientemente grande para desadsorver ions do analito para a

fase gasosa.

Este mecanismo foi aplicado a macromoléculas por Fenn, 1989; o qual propos
que, uma parte da molécula carregada podia penetrar a superficie da gota, devido a
movimento Browniano. A existéncia de repulsdo coulombiana, entre esta parte da

molécula e a superficie da gota, puxarda a molécula para fora da gota.

Muitos s@o os sistemas de eletrospray que t€ém sido construidos (Cole, 1997;
Niessen, 2006), diferindo, entre si, em alguns dos componentes. Porém, na sua esséncia,
sdo constituidos por um sistema de introdu¢do de amostra, regido da fonte onde os ions
sdo gerados, um orificio para amostragem de fons e um sistema de transferéncia idnica,

onde os fons sdo transportados para o analisador de massa (Figura 5).
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Figura 5 — Esquema de funcionamento do sistema de eletrospray (Martins, 2006).

Em primeiro lugar, temos um capilar de aco inoxiddvel, mantido a um potencial
relativamente elevado em relagcdo a um contra-eletrodo, onde o analito em solucdo é
introduzido e pulverizado na sua extremidade, sendo que o sinal do potencial aplicado
determina a polaridade das gotas e dos fons formados. A pressdo entre o capilar e o
contra-eletrodo € a pressdo atmosférica, sendo em seguida os fons amostrados através de
um cone ou orificio, passando os fons para uma zona intermedidria, mantida a uma
pressdo mais baixa por meio de uma bomba rotatéria. Os ions atravessam, em seguida,
uma escumadeira ou “armadilha de fons” (skimmer), em dire¢do ao analisador, que se
encontra a alto vacuo. O skimmer funciona como um separador de momento, sendo que
os fons analito mais pesados passam através dele, enquanto que as moléculas mais leves

de gas e solvente sdo bombeadas (Figura 6).
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Figura 6 — Desenho esquemadtico de introdu¢do da amostra em um espectrdmetro de massa por um sistema

de eletrospray (Martins, 2000).

A IES através da espectrometria de massa sofreu um rdpido crescimento,
tornando-se, assim, uma técnica analitica fundamental para andlise de uma vasta gama de
compostos polares, ndo volateis e termicamente instdveis, indo de compostos de baixa

massa molecular até biopolimeros de elevada massa molecular (Costa, 2008).

Os melhores resultados analiticos sdo, em geral, obtidos para analitos que sao
idnicos em solucdo e, é de se acreditar que os fons observados na fase gasosa sdo, pelo
menos, um reflexo qualitativo dos fons na solu¢do da amostra original, retendo aspectos
da sua estrutura e associacdes nao covalentes. O maior sucesso da técnica tem sido na sua

aplicacdo na andlise de moléculas bioldgicas ndo voldteis (Costa, 2008).

Em principio, todas as moléculas que podem ser carregadas sdo acessiveis a uma
andlise por espectrometria de massa. Entre estas, encontram-se os peptideos e proteinas

que podem ser protonados principalmente nas zonas bdsicas, ou seja, nos grupos
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terminais amino. Os oligonucleotideos podem ser carregados no modo idnico negativo.
Neste caso, o grupo fosfato fornece a carga por abstracdo do préton. Moléculas neutras,
tais como oligossacarideos, podem também ser detectadas, porque podem se ligar a fons

s6dio ou outros metais alcalinos como agente de carreamento (Costa, 2008).

1.4.4 ANALISE DE RESULTADOS A PARTIR DA TECNICA DE ESPETROMETRIA
DE MASSA

Pelo fato da molécula adquirir um cardter catidbnico, muitas vezes, torna-se
desequilibrada eletronicamente, o que resulta na dissociacdo de seus componentes para a
formacdo de ions menores e mais estdveis, de acordo com a presenca de seus

componentes quimicos.
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Figura 7 — Moléculas da Ergotamina, seu metabdlito (8’-hidroergotamina) e Caroverina e o ponto

de quebra (seta) para a formacgao de fons menores e mais estaveis (Chen, 2002).

A capacidade de identificagdo dos picos do fon molecular e de seus fragmentos

ndo esta relacionada somente com a abundéincia da molécula presente na amostra. O

espectro formado deve ser claramente capaz de caracterizar e separar os picos adjacentes
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aos picos dos is6topos principais, ou seja, a relagdo m/z de cada fon deve ser muito bem

definida (Holcapek, 2008).

O grau de resolucao do espectro deve ser capaz de definir uma diferencga de, pelo
menos, 10% entre a intensidade do pico do ion molecular e de seus adjacentes. Essa
resoluc@o (R) se da pela razdo entre a massa do maior pico e a diferenca entre as massas

do maior pico e seu adjacente mais proximo (de menor massa).
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Figura 8 — Resolucdo de espectro na defini¢do de massa do fon da Dihidroergotamina e fons

adjacentes (Chen, 2002).

Devido a capacidade de elucidagdo de estruturas para a selecdo de possiveis
formulas de moléculas quimicas, os espectrometros de massas podem ser divididos de

acordo com o método de separagdo de ions (Holcapek, 2008).

1.4.5 - DEFLEXAO EM CAMPO MAGNETICO

No método de Campo Magnético Simples, a amostra inserida adquire forma de
vapor. O feixe de vapor formado entra em uma camara de ionizacdo e sofre um
bombardeio de elétrons de alta energia que se desprendem de um filamento aquecido e
perpendicular ao feixe da amostra. Seguinte a colisdo, 0s compostos presentes na

amostra perdem 1 (um) elétron e os fons positivos formados sofrem a¢do de um campo

47



eletrostatico que provoca a passagem dos mesmos, dessa regido, por uma fenda de
aceleracdo. Os fons, entdo, sofrem a a¢do de um outro campo eletrostitico de caréter
mais forte que tem como objetivo ajustar a velocidade de lancamento desses isGtopos

para o tubo analisador (PE Sciex, 2004).

No tubo em questdo, é possivel perceber a presenga de um campo magnético,
onde a variacd@o de sua intensidade € responsdvel pela caracteristica do espectro. Ao final
do tubo, um coletor se responsabiliza pela selecdo de ions a serem analisados, devido a

presenca de uma fenda de colimac¢@o que permite a passagem de um conjunto de fons de

cada vez (PE Sciex, 2004).

Com o aumento da aceleragao dos ions em direcao do analisador e a presenca de
um campo magnético para a focaliza¢do da amostra, € possivel aumentar a resolucio do
espectro. Esse processo resulta em uma obten¢do mais precisa da massa do ion, que pode
chagar a quatro décimos do valor da massa inteira do fon. Esta técnica é chamada de

Focalizagao Dupla (Silverstein, 2000).

1.4.6 - ESPECTROMETRO DE MASSAS (MS) QUADRUPOLO

A instrumentacdo caracterizada pelo uso do método Quadrupolo envolve a
utilizagdo de quatro barras arranjadas ao redor de quatro cantos, adquirindo uma estrutura
quadrangular. Aplicando a combina¢do simultinea de uma voltagem de corrente
continua e de uma voltagem de radiofreqii€ncia a essas barras, origina-se a diferenca de
um potencial de acdo, o que caracteriza um mecanismo de filtro a esses polos (PE Sciex,

2004). (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema de funcionamento do método Quadropolo em espectrometria de massa (Martins,
2006).

O espectrometro de massas em ionizacdo atmosférica por pressio (API)

caracteriza esse tipo de instrumentacdo (PE Sciex, 2004).

As principais caracteristicas dos espectros de massa de biomoléculas sdo a
predomindncia de {ions moleculares multiplamente carregados e a auséncia de
fragmentacdo que permitem a determinacdo rigorosa de massas moleculares. No entanto,
no que diz respeito a estrutura molecular, pouca informagdo, em geral, é obtida. A
dissociac@o pode ainda ser provocada por ativacio colisional na regido de decomposi¢ao
de um espectrometro acoplado a outro (MS/MS), sendo esta técnica relevante na
obtencdo de informacdo estrutural de moléculas. Uma mistura de compostos ¢é
introduzida e, com o primeiro espectrometro de massa, seleciona-se um ion de interesse.
Este é depois dissociado entre os dois espectrometros, geralmente por colisdo com gas
argdnio a uma certa pressao, transformando a energia cinética em energia vibracional (PE

Sciex, 2004).

49



1.4.6.1 — Espectrometro de Massa Quadrupolo Simples (SINGLE QUAD)

Essa configuracdo possui um udnico analisador de espectro de massas. Na
realidade, a configuragao Single Quad possui dois sistemas de barras quadrupolos, porém
os primeiros instrumentos possuiam uma seqiiéncia de lentes Opticas ionizadas para a

transmissdo de fons dentro do unico sistema quadrupolo existente (PE Sciex, 2004).

Hoje, um sistema de transmissdo em barras quadrupolo (QO) foi adicionado
anteriormente ao sistema responsavel pela filtragdo dos fons, mas o termo Single Quad
nunca foi modificado. Portanto, o sistema quadrupolo pode ter func¢do de transmissdo ou

de servir como um dispositivo de filtracao de fons (PE Sciex, 2004).

O mecanismo tem inicio quando, apds o processo de bombardeio de elétrons as
moléculas em estado de vapor, os ions formados atravessam o primeiro sistema
quadrupolo em velocidade constante, numa dire¢do paralela aos pélos. Isso se deve ao
fato de que na regiao QO o primeiro sistema quadrupolo atua como um “funil idnico”,
onde hd presenca apenas da voltagem RF que atua na propagacdo dos ions. Devido uma
pressdo constante em QO, os fons sdo conduzidos em grupos compactos sob um efeito de
colisdo direcionada (collisional focusing), o que melhora a eficiéncia na segunda fase de

filtracdo do sistema (PE Sciex, 2004).

Ja no segundo sistema quadrupolo presente Q1, devido a diferenca de voltagem
DC e RF presente no campo, ocorre um oscilacdo dos ions devido sua relacio m/z.
Assim, somente os fons com oscilagdes “estdveis” as condi¢cdes determinadas na regido,
conseguem alcancar o final do campo. Os demais, devido ndo corresponder as condigdes
necesséarias, apresentam oscilagdes maiores, provocando a colisdo dos mesmos nos p6los

e, conseqiientemente, a destrui¢do dos mesmos (PE Sciex, 2004).
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Figura 10 — Sistema de Espectrometria de Massa Quadropolo Simples (PE Sciex, 2004).

Ap6s a passagem dos ions pelo campo quadrupolo, os mesmos sdo capturados,
geralmente, pelo sistema de escumadeira ou “armadilha de fons”. Esse sistema consiste,
basicamente, em uma filtracdo de fons por uma configuracdo esférica que os retém,
temporariamente, no sistema de captura. Somente apds um periodo determinado, os fons
sofrem agdo de varredura de um campo elétrico e chegam ao detector para formacdo do

espectro (PE Sciex, 2004).

Outro método Quadrupolo Simples de deteccdo de ions € o modo de varredura
(scanning). Neste modo um intervalo de massa é determinado onde a massa de um fon
especifico € selecionada. Assim, somente o fon selecionado, que se encontra dentro do

intervalo de massa definido, € transmitido para o detector (PE Sciex, 2004).

Uma outra maneira de detec¢do € por monitoramento de um fon selecionado.
Neste modo a camara Q1 pode monitorar a massa de um fon especifico ou variar entre
mais de uma massa previamente especificada. Dessa maneira, a massa de um tnico ion é
permitida para atravessar em sentido do detector em um dado tempo de andlise (PE

Sciex, 2004).
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Essa técnica € usada, principalmente, para quantificacdo de espécies ja

conhecidas em um instrumento de um unico quadrupolo (PE Sciex, 2004).

1.4.6.2 — Espectrometira de Massa em Sequéncia (TRIPLE QUAD)

Uma segunda configuragdo existente dentro do sistema quadrupolo possui dois
analisadores de espectrometro de massa e uma célula de colisdo. Esse instrumento é
referido como Espectrometria de Massa em Seqiiéncia (MS/MS). Novamente, pelo fato
dos primeiros aparelhos nio possuirem o QO, somente trés sistemas de barras de
quadrupolos eram observados e, por esse motivo, assim chamados de Quadrupolo Triplo

(triple quad) (PE Sciex, 2004)..

Os dois primeiros sistemas, Q1 e QO, atuam da mesma forma da configuragcdo
Single Quad descrita anteriormente. Contudo, ao contrario dos fons serem captados por
um detector apds a fase QI, os mesmos seguem para um segundo espectrometro de

massas Q2 (PE Sciex, 2004).

Também chamado de célula de colisdo ou camara de colisdes, Q2 caracteriza-se
pela presenca de um gds (comumente o gis hélio) que torna a camara um campo de
colisdes dos ions remanescentes da fase QIl. Esse processo tem por finalidade a
formacgdo de fragmentos ou “fons secunddrios” que serdo transmitidos para um terceiro

espectrometro de massas, chamado Q3 (PE Sciex, 2004).

Devido a auséncia de campo magnético e a presenca de uma alta pressdo na
camara Q2, os fons secunddrios sofrem o mesmo efeito de organizacdo em grupos, que
sdo observados na camara Q0. O quadrupolo Q3 também utiliza as voltagens DC e RF
(da mesma maneira e intensidade presentes na camara Q1) com o propdsito de filtrar os
fons secunddrios, permitindo apenas fons de relacio m/z com massa selecionada

passarem em direcao ao detector (PE Sciex, 2004).

Obtém-se, assim, um espectro de massas para cada fon selecionado no primeiro

espectrometro, formando picos de “fons secundarios”.
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Deve-se ressaltar, também, que os instrumentos Quadrupolo Triplo podem atuar
como Quadrupolo Simples unicamente. Nesse método, a camara de colisdo ndo possui
gds, onde os ions sdo apenas transportados para o interior da cdmara Q3, sem
fragmentacdo. Por sua vez, a camara Q3 possui apenas a voltagem RF onde, novamente,
os fons ndo sofrem mais colisdo ou efeito de oscilacdo por diferenca de potencial,

seguindo direto para o detector (PE Sciex, 2004). (Figura 11)

Intervalo de Massa Intervalo de Massa

Figura 11 — Sistema de Espectrometria de Massa em Seqiiéncia (PE Sciex, 2004).

O uso mais comum da configuracdo MS/MS estd associado no caso de andlise de
moléculas grandes e, particularmente, na resolucdo de misturas. A andlise realizada no

método Qudrupolo Triplo pode envolver quatro maneiras (PE Sciex, 2004).

A- Produgao em Varredura (Production Scan)

Este modo € usado para andlise da estrutura molecular de um ion e identificagdao
dos fons principais. Dentro do instrumento, a camara Q1 € ajustada para detectar uma

massa especifica; Q2 é preenchido com o gés de colisdo para que ocorra a fragmentacao
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do ion selecionado e, Q3, € responsavel pela sele¢do de fons secundarios que possuam um
intervalo de massa determinado, sendo possivel a deteccdo da massa do fragmento a ser

analisado (PE Sciex, 2004).

B- Varredura do lon Precursor

A utilizacdo deste modo objetiva determinar a “origem” de um produto em
particular (fragmento) apds sua passagem pela camara de colisdo. O ajuste de QI
consiste na varredura de ions dentro de um intervalo de massa, Q2 realiza a colisdo com
gds e Q3 seleciona uma unica massa i0nica que serd capaz de passar até o detector,

proporcionando a identificagdo de um fragmento especifico (PE Sciex, 2004).

C Varredura de Perda Natural

O modo envolve uma varredura de fons originados de uma perda natural da
molécula durante a colisdio com gds. Portanto, Q1 é novamente responsivel por
selecionar um ion dentro de um intervalo de massa, Q2 funciona como cimara de colisao

e Q3 realiza outra varredura, porém em um intervalo de massa inferior ao realizado em

Ql.

D- Monitoramento de Rea¢do Multipla (MRM)

MRM consistem em um modo comumente usado para quantificacdo de
experimentos onde a identidade dos componentes ja € conhecida, bem como a de seus
precursores e os ions a serem formados. Assim, o MRM ¢€ baseado na determinagdo da
X3 : 2 .

quantidade” dos componentes presentes na amostra. Mas, para isso, o espectro formado
deve ser comparado com uma curva de calibraciao previamente realizada, utilizando desta

forma padrdes internos ja conhecidos.
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As camaras de Q1 e Q3 sdo ajustadas para determinacdo de uma massa
especifica, onde Q1 detecta o fon principal e Q3 o fragmento. A associacdo do composto
¢ chamado de “par”. Portanto, pode-se dizer que Q1 e Q3 realizam a varredura para

deteccdo dos “pares” desejados.

1.4.6.3 Finalidades do uso de Espectrometria de Massa

O uso de um MS pode ser associado a quatro finalidades principais (PE Sciex,

2004):

1. Confirmar a presenca de um composto.

2. Quantificar um composto usando uma curva de calibragao.

3. Determinar elementos presentes dentro de uma amostra.
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1.5 VALIDACAO DE METODOS BIOANALITICOS

A bioandlise, talvez mais que muitos outros tipos de anélises, envolve fatores
desconhecidos tais como baixas concentracdes do analito e matrizes complexas que

podem conter componentes desconhecidos e varidveis (Leite, 2002).

Métodos bioanaliticos, quando bem desenvolvidos, validados e empregados para
determinacdo quantitativa de farmacos e seus metabdlitos em amostras bioldgicas, sdo
um fator determinante na geracido de dados reprodutiveis e confidveis que sdo usados na
avaliagdo e interpretacdo dos resultados obtidos apds execucdo de estudos de
biodisponibilidade, bioequivaléncia, farmacocinética, toxicocinética e quimica analitica

(Leite, 2002).

Sabe-se que muitas técnicas analiticas ja desenvolvidas e validadas sdo
constantemente adaptadas, a fim de atender as exigéncias requeridas para a finalidade a
ser empregada. E também importante enfatizar que cada técnica analitica possui suas

préprias caracteristicas que variam de analito para analito (Leite, 2002).

Quando se pensa em validar ou verificar se um determinado método é confidvel
para o analito ou espécie a ser analisada na amostra que estara sendo utilizada, todo o
sistema ao redor desta metodologia deve atender todos os critérios de confiabilidade.
Desse modo, € importante ressaltar que todos os equipamentos e materiais devem
apresentar-se devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e

adequadamente treinados (Leite, 2002).

O objetivo de uma validagdo é demonstrar que o método € apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de farmacos e outras substincias em produtos farmacéuticos (por exemplo,
estudos de equivaléncia farmacéutica) e em matrizes bioldgicas (por exemplo, estudos de
bioequivaléncia). As técnicas mais utilizadas no desenvolvimento de uma metodologia
bioanalitica para quantificacdo de farmacos e/ou metabdlitos em matrizes bioldgicas, tais

como sangue, soro, plasma ou urina sdo a cromatografia gasosa (GC), HPLC e estas
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combinadas com a espectrometria de massa, tais como: LC-MS, LC-MS-MS, CG-MS e
CG-MS-MS (Shah et al., 2000).

1.5.1 PRE-REQUISITOS PARA VALIDAR UMA METODOLOGIA BIOANALITICA

A realizacdo de uma pesquisa bibliografica € a primeira etapa para a busca do
método bioanalitico. Uma vez existindo o método, ele deverd ser testado quanto a sua
reprodutibilidade. Na inexisténcia de uma metodologia bioanalitica para um determinado
farmaco, deve-se desenvolver um método estabelecendo todos os pardmetros de

validagdo, que responda satisfatoriamente a aplicacdo desejdvel.

A pesquisa clinica com medicamentos requer a participacdo de voluntdrios
humanos que nao podem ser envolvidos no estudo, sem a certeza de que seus sacrificios
resultem em um beneficio para a sociedade. A certeza desses resultados para os
voluntdrios s6 pode ser garantida se o método analitico para realizacdo do estudo tiver
sido desenvolvido previamente de forma a assegurar que os fluidos bioldgicos obtidos

dos voluntarios serdo devidamente analisados (Brasil, 2002).

No desenvolvimento de um método € necessdrio verificar toda a metodologia de
preparacdo da amostra, a qual envolve os processos de extragdo, separacdo, purificacao,
identificacdo e quantificacdo do farmaco na matriz bioldgica. Para tanto, alguns estudos
preliminares de validagdo devem ser efetuados visando a determinagdo dos seguintes
parametros: exatiddo (repetitividade), precisdo (reprodutibilidade), recuperagdo,

linearidade (curva de calibragdo), especificidade e estabilidade (Brasil, 2003).

O alcance da validacio de uma metodologia depende integralmente da
padronizac¢do dos processos associados, para que a mesma possa ser reprodutivel em
diferentes laboratérios. Tal processo se dad por estabelecer procedimentos operacionais
padroes (POPs), os quais devem contar a descricdo das atividades relacionadas a

metodologia (Buick, 1990).
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1.5.1.1. Especificidade/Seletividade

Seletividade € a habilidade de um método analitico em diferenciar e quantificar o
analito na presenca de outros componentes na amostra denominados interferentes. Os
interferentes podem ser origindrios de fontes enddgenas (metabdlitos e/ou precursores;
produtos de degradagdo do farmaco; co-administragdo de farmacos, vitaminas e/ou seus
metabdlitos, produtos de interacdo de farmaco, componente biolégico e outras
substancias que ocorrem naturalmente em fluidos bioldgicos, isto €, hormdnios,
proteinas, lipidios, substincias dietéticas, etc) e/ou exdgenas (impurezas dos reagentes
usados, substancias liberadas pelos recipientes em uso ou resultantes de lavagem

inadequadas de vidrarias, equipamentos e instrumentos).

Os niveis de interferentes devem ser avaliados antes de iniciar o
desenvolvimento do método. Uma vez que o método esteja no estidgio de validacdo, o
teste de seletividade deve assegurar niveis e reprodutibilidade dos interferentes e o seu
impacto na precisdo e exatiddo do método em relagdo ao limite de quantificagcdo (Brasil,

2002).

Para a seletividade, andlises de amostras branco da matriz bioldgica apropriada
(plasma, urina ou outra matriz) devem ser obtidas de, pelo menos, seis fontes. Cada
amostra branco deve ser testada para interferentes, e a seletividade deve ser assegurada

no limite de quantificacdo (Braggio, 1996).

Substancias potencialmente interferentes numa matriz bioldgica incluem
componentes endégenos da matriz, metabdlitos, produtos de decomposicdo e durante o
estudo, medicagdo tomada concomitantemente e outros possiveis interferentes. Se o
método for usado para quantificar mais de um analito, cada analito deve ser testado para
assegurar que nao hd interferéncia. Para verificar este item, recomenda-se que sejam
utilizadas as seguintes amostras: 04 lotes de plasma normal, 01 lote de plasma lip€mico e

01 lote de plasma hemolisado (Hartmann, 1998).
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Para verificar a interferéncia, trabalhar com adi¢do de padrdo sobre os plasmas
em trés concentragdes distintas (alta, média e baixa) em triplicata por concentragdo

(Brasil, 2003).

1.5.1.2. Curva de Calibragao/Linearidade

O método analitico em desenvolvimento deve atender aos requisitos de
sensibilidade e detectabilidade planejados para o farmaco em funcdo das suas
concentracdes plasmdticas na curva farmacocinética. Dessa forma, visando a
determinacdo da faixa de concentracdo onde a resposta € linear e o respectivo limite de
quantificacdo, € necessdrio determinar a relacdo concentracio do farmaco versus resposta

do detector - curva de calibracdo (Kimanani, 1998).

Deve-se gerar uma curva de calibragdo para cada farmaco e corrida analitica, a
qual serd usada para calcular a concentracdo do farmaco nas amostras, utilizando-se a
mesma matriz bioldgica proposta para o estudo. Um nimero suficiente de padrdes deve
ser usado para definir adequadamente a relacdo entre concentragdo e resposta. Uma curva
de resposta deve ser preparada na mesma matriz biolégica que as amostras de um estudo,
adicionando na matriz as concentracdes conhecidas do analito. O nimero de padrdes
usados na constru¢cdo de uma curva de resposta serd uma funcdo dos valores analiticos
esperados no estudo e da relacdo analito/resposta. Uma curva de calibragdo deve consistir
de uma amostra “branco” (matriz processada sem o padrio interno), uma amostra “zero”,
se pertinente, (matriz processada com o padrido interno) e seis ou mais amostras
intermediérias cobrindo a faixa esperada, incluindo o limite de quantificacdo (Boulanger,

2003).

1.5.1.3. Exatidao e Precisao

A exatiddao e a precisdo de um método analitico descreve a proximidade dos

resultados médios obtidos pelo método em relagdo ao valor verdadeiro (concentragdo) do
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farmaco. A exatiddo e precisdo sdo determinadas pela andlise de amostras em replicata,
contendo quantidades conhecidas do analito. A exatiddo e precisdo devem ser medidas
usando um minimo de 5 determinagdes por concentracio. Um minimo de trés
concentragdes (controles de qualidade baixo, médio e alto) pertinente a toda faixa de
estudo é recomendado. A precisdo e exatiddo determinadas a cada nivel de concentracdo
ndo devem exceder 15% em coeficiente de variacao (CV) exceto no limite minimo de

quantificacdo, o qual ndo devemos desviar mais de 20% em CV (Bressole, 1996).

A precisdo e exatiddo sdo posteriormente subdivididas em precisdo/exatidao
“intralote”, que fornece a precisdo e exatiddo durante uma unica corrida analitica, e
precisdo/exatidao “inter lote” que mede a precisdo e exatiddo ao longo do tempo,
podendo envolver diferentes analistas, equipamentos, reagentes e laboratérios (Bressole,

1996).

Uma vez que o método analitico foi validado para uso rotineiro, sua exatidao e
precisdo devem ser monitoradas regularmente para assegurar que o método continua a

ter um desempenho satisfatério.

A precisdo pode ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente

de variacido (CV%), segundo a férmula:

Desvio padrao x 100

DPR = Concentracdao média determinada

A exatidao € expressa pela relacdo entre a concentragdo média determinada

experimentalmente e a concentragao tedrica correspondente:

Concentracdo média experimental x 100

Exatidao = ..
Concentragdo tedrica
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1.5.1.4. Limite de Deteccao/Sensibilidade

Estabelecido por meio da andlise de solugdes de concentragdes conhecidas e
decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectivel. Recomenda-se que o limite de
deteccdo seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base (Brasil, 2003; Buick,

1990).

1.5.1.5. Limite de Quantificacdo

Estabelecido por meio da andlise da matriz bioldgica contendo concentracdes
decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificivel com precisio e exatiddo
aceitdveis. O limite de quantificagdo deve ser, no minimo, 5 vezes superior a qualquer
interferéncia da amostra branco no tempo no tempo de retencdo do farmaco (Brasil,

2003).

1.5.1.6. Recuperacao

A Recuperagcdo de um analito em um ensaio € a resposta do detector de uma
quantidade de analito adicionada e ou separada de uma matriz bioldgica. A recuperagdo
estd ligada a eficiéncia do método analitico de separa¢do, dentro dos limites de
variabilidade. A recuperacdo de um analito ndo precisa ser 100%, mas a quantidade de
analito recuperado e do padrdo interno deve ser consistente, precisa e reprodutivel.
Experimentos para recuperacdo devem ser feitos comparando resultados analiticos de
amostras extraidas a partir de trés concentragdes (baixa, média e alta) com solugdes-

padrdo ndo extraidas nas mesmas concentracdes representando 100% de recuperagdao

(FDA, 2001).

O percentual recuperado deve ser tal que ndo interfira na quantificacdo da corrida

analitica que se segue. O percentual de recuperacio desejado é, na realidade, funcdo da
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relacdo da detectabilidade do método com o limite de quantificacdo necessario. Por
exemplo, se em fun¢do da faixa de concentragdo pertinente ao ensaio for necessario obter
um limite de quantificacdo na matriz bioldgica antes da separacdo de 10 ng/mL e em
meio biologico pds-separacdo detectar-se com confiabilidade 6 ng/mL, a recuperacio

necessaria serd de no minimo 60% (Brasil, 2002).

1.5.1.7. Estabilidade

O desenvolvimento do método € a etapa mais importante nos estudos analiticos
de bioequivaléncia/farmacocinética, visto que o comportamento dos farmacos nas
matrizes bioldgicas depende dos niveis de interferentes que interagem com a molécula
ativa. Um outro aspecto a ressaltar € a mudanca dos constituintes da matriz biolégica
submetida a processo de estocagem levando em consideragdo o tempo e a temperatura.
Assim sendo, produtos de degradacdo, complexagdo, oxida¢do, metabdlitos e outras
substancias alteram a resposta de um método se o mesmo ndo for suficientemente

seletivo para os estudos com matrizes bioldgicas frescas e envelhecidas (Dadgar, 1995).

Os estudos prévios de estabilidade em matrizes bioldgicas s@o essenciais para
fornecer os parimetros de adequabilidade do método em amostras envelhecidas e
condicdes de armazenamento das amostras para os estudos analiticos. Tais estudos
permitem a confiabilidade necessaria ao método, pois os resultados a serem fornecidos
ndo correrdo riscos de serem rejeitados por erros de metodologia, quando a amostra é
submetida a processo de envelhecimento. Por outro lado, o armazenamento da amostra
em uma dada temperatura por um tempo determinado deve ser baseado em dados
cientificos que possam afirmar que, naquelas condi¢des de estocagem, o firmaco ndo

sofrerd alteracdo.

A estabilidade de farmacos em fluidos biol6gicos € uma funcdo do tempo e da
temperatura de estocagem, das propriedades quimicas do farmaco, matriz e recipiente
(Cuason, 1997). A estabilidade de um analito numa matriz particular e recipiente &

relevante apenas para aquela matriz e recipiente e ndo deve ser extrapolada para outros
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tipos de matrizes e recipientes. Os procedimentos de estabilidade devem avaliar a
estabilidade do farmaco durante a coleta e manuseio da amostra, apés estocagem de longa
duracdo (congelamento na temperatura de estocagem pretendida), estocagem de curta
duracdo (temperatura ambiente), apds ciclos de congelamento e descongelamento e
processo analitico. As condi¢des usadas nos experimentos de estabilidade devem ser
previamente estabelecidas. O procedimento deve também incluir uma avaliacdo da

estabilidade do analito na solucdo estoque (Dadgar & Burnett, 1995; Salem., 2004).

1.5.1.8. Robustez

De acordo com a legislagdo brasileira (Brasil, 2003), sugere-se que sejam feitos
uma avaliagdo e registro das variagdes ocorridas durante o processo de validacdo da
metodologia analitica. No caso de observa¢do de algum pardmetro fora do padrio
estipulado pelos POPs, deve-se seguir normas de precaucdo para evitar desvios de

procedimentos.

Tal atividade demonstra como, normalmente, na rotina do laboratério os
equipamentos, reagentes e amostras podem se comportar na andlise de amostras (Brasil,

2003).

Alguns fatores sao citados pela ANVISA de acordo com a etapa do processo para

avaliacdo da robustez do método, sendo eles:
- Preparo de Amostras: estabilidade das solucdes analiticas e tempo de extracdo;

- Espectrofotometria: variagcdo do pH das solugdes, temperatura e diferentes

fabricantes de solventes;

- Cromatografia Liquida: variacdo do pH da fase mdvel, variagdo na composicao
da fase moével, diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e fluxo da

fase movel;

- Cromatografia Gasosa: diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e

velocidade do gds de arraste.
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2-OBJETIVOS

65



2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo da quimica, do metabolismo e dos parametros farmacocinéticos da
Diidroergocristina (DHEC) e do seu principal metabdlito da 8-Hidroxi-Diidroergocristina

(DHEC-OH).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Demonstrar a viabilidade da utilizacdo de técnicas in vitro para producao do metabdlito

da DHEC.

- Desenvolvimento de um método analitico sensivel e seletivo para conducao de estudos

farmacocinéticos da DHEC em humanos.

- Caracterizacao quimica e farmacocinética do principal metabdlito da DHEC.
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3-ARTIGO
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3.1 ARTIGOS PUBLICADOS

3.1.1 ARTIGO 1

Artigo publicado na revista Current Drug Metabolism em 2006, contendo a
descricio do método analitico e caracterizacdo quimica do metabdlito da DHEC

observado no presente estudo.
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Pharmacokinetics of Dihydroergocristine and its Major Metabolite 8°-
Hydroxy-Dihydroergocristine in Human Plasma

Beatriz Bicalho®, Giovanni C. Guzzo®, Sergio Lilla®, Hilton O. dos Santos”, Gustavo D. Mendes®,
Giuseppe Caliendob, Elisa Perissuttib, Anna Aiello®, Paolo Luciano®, Vicenzo Santagadab, Alberto S.

Pereira® and Gilberto De Nucci®™

“Galeno Research Unit, R. Latino Coelho 1301, Pq. Taquaral 13087-010, Campinas - SP, Brazil, "Dipartimento di
Chimica Farmaceutica e Tossicologica, via D. Montesano, 49, 80131 Napoli, Italy and ‘Dipartimento di Chimica delle

Sostanze Naturalli, via D. Montesano, 49, 80131 Napoli, Italy

Abstract: Dihydroergocristine (DHEC) is a semi-synthetic drug mainly used for age-related cognitive impairment. In this
study, its major metabolite 8 -hydroxy-dihydroergocristine (8°-OH-DHEC) was produced in incubates of a bovine liver
preparation using dihydroergocristine mesylate (DHECM) as substrate. Purification was achieved by flash silica gel col-
umn and reverse phase liquid chromatographies, and identification was based on accurate molecular mass measurements,
mass fragmentation spectra and NMR ('H/*C) chemical shifts. By using the substance produced in vitro, a fast, sensitive,
specific and robust LC/MS/MS method for the simultaneous determination of DHEC and its major metabolite in human
plasma was developed and validated. Bromocriptine was used as internal standard and limits of quantification for DHEC
and 8"-OH-DHEC were 10 pg/ml and 20 pg/ml, respectively. Pharmacokinetic parameters were investigated on 12 male
healthy volunteers to whom a single dose of 18 mg DHECM was administered in tablets (Iskevert®). The peak of DHEC
was 0.28 £ 0.22 pg/l, the ty,, 0.46 + 0.26 h, the AUC,g 0.39 + 0.41 pg/l.h and the terminal elimination half-life 3.50 +
2.27 h. The peak of 8-OH-DHEC was 5.63 + 3.34 pg/l, the ty, 1.04 + 0.66 h, the AUC,, 13.36 + 5.82 pg/Lh and the
terminal elimination half-life 3.90 + 1.07 h. Dosing of 18 mg DHECM was well tolerated, causing no adverse events.

Key Words: Dihydroergocristine, 8 -Hydroxydihydroergocristine, Pharmacokinetics, LC/MS/MS.

1. INTRODUCTION

Dihydroergotoxine is a mixture of four semi-synthetic
peptine ergot alkaloids (dihydroergocristine, dihydro-alpha-
ergocriptine, dihydro-beta-ergocriptine, dihydroergocornine)
that have been traditionally used in the treatment of elderly
patients suffering from cognitive deterioration and cere-
brovascular diseases [1-3]. The drug is poorly absorbed by
the gastrointestinal tract and preliminary pharmacokinetic
parameters obtained by radioimunoassay methods showed
that after oral administration of therapeutic doses to humans
(Iess than 10 mg), the plasma concentration of metabolites is
several-fold higher than parent compounds [4]. Dihydroer-
gopeptine alkaloids undergo extensive first pass metabolism
and should be better understood in pharmacokinetic terms by
the analysis of metabolite data. However, in the context of
ergot alkaloids, accurate discrimination and measurement of
parent drug and metabolites require analytical techniques
highly specific and sensitive, and only recently the applica-
tion of liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC/MS/MS) to the simultaneous determination of dihydro-
ergotamine and its major metabolite in human plasma [5] has
opened new perspectives for the assessment of more ad-
vanced pharmaceutical data.

Although dihydroergopeptine alkaloids are very similar,
their individual binding to various neuroreceptors might be

*Address correspondence to this author at the Av. Jesuino Marcondes
Machado, 415, Campinas, SP, 13092-320, Brazil; Tel: 55 (19) 3242-7133;
Fax: 55 (19) 3242-7439; E-mail: denucci@dglnet.com.br

1389-2002/05 $50.00+.00

remarkably different [6,7]. Therefore, the original use of the
dihydroergotoxine mixture has been gradually replaced by
the use of single components in order to achieve better-
defined pharmacological profile and mode of action [8-11].
Increased attention to this topic prompted us to use current
techniques of mass spectrometry to investigate the metabo-
lism and pharmacokinetics of dihydroergocristine (DHEC),
the dihydroergotoxine component currently used in the
treatment of the Alzheimer disease [12].

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Chemicals

Glucose 6-phosphate, glucose 6-phosphate dehydro-
genase (749 U/mg prot), nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, oxidized form (NADP), MgCl,.6H,0, EDTA,
bovine serum albumin (BSA) and glycerol were purchased
from Sigma (St. Louis, MO, USA). Sodium Chloride, phos-
phate salts and organic solvents (hplc grade) were from Mal-
linckrodt Baker (Xalostoc, Edo. de Méx., México). Dihydro-
ergocristine mesylate was provided by Aché Laboratories
(Guarulhos, SP, BR). Demineralized water was used
throughout the study.

2.2. Rat Liver Microsomes

Male Sprague-Dawley rats (200 — 250 g) were provided
with laborarory chow and water ad libtium. The livers were
perfused with isotonic saline (NaCl 0,9%), blotted to dryness
and then weighted. All subsequent steps were carried out at

© 2005 Bentham Science Publishers Ltd.
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4°C. The liver was diced with scissors, diluted 1:4 (w/v) with
0.1 M Sorensen buffer pH 7.4 containing 1 mM EDTA. The
preparation was homogenized with a Potter (Polytron PT 10-
35, Switzerland) homogeneizer. The homogenate was centri-
fuged at 12,000g for 20 min, after which the pellet was dis-
carded and the supernatant (pre-microsomal fraction) was
retained. The latter was centrifuged at 105,000g for 60 min
and the pellet (microsomes) resuspended 1:2 (v/v) with 0.2
M Sorensen buffer pH 7.4 containing 20% (v/v) glycerol.
Microsomes were aliquoted and stored at -80°C. Protein con-
centration was determined (Biuret) using BSA as standard

[13].

2.3. Bovine Liver S12 and Microsomes

Freshly excised bovine liver was cut and stored at -80°C.
A portion was thawed, washed with isotonic saline, blotted
to dryness and weighted. All subsequent steps were carried
out following the procedure described for rat liver pre-
microsomal (S12) and microsomal preparations. Aliquots
were stored at -80°C. Protein concentration was determined
as above.

2.4. Cryopreserved Human Hepatocytes

Cryopreserved human hepatocytes were obtained from In
vitro Technologies Inc. (Baltimore, MD). These hepatocytes
were stored in liquid N, until use. Thawing was achieved by
placing the vials on ice. As soon as all content had been
thawed, the hepatocyte suspension was used, without previ-
ous determination of viability.

2.5. In vitro Metabolism Experiments

The analytical scale screening for DHEC metabolites was
performed in incubates of rat liver microsomes (1 mg
prot/ml), bovine liver microsomes (1 mg prot/ml), bovine
liver S12 (1, 3, 5 mg prot/ml), and human hepatocytes
(125,000 cells/ml). DHECM was diluted (30 uM DHEC,
final concentration) in cold Sorensen buffer 0.1 M pH 7.4
containing the liver enzyme preparation, MgCl, (10 mM),
glucose 6-phosphate (10 mM), NADP (0.5 mM), and glucose
6-phosphate dehydrogenase (1 U/ml) in a total volume of
500 pl. After incubation at 37°C for 30 min, reactions were
terminated by adding diethyl ether (1:8, v/v) and vortex-
mixing (30 s). The upper organic layers were separated and
concentrated under a gentle N, stream.

Semi-preparative scale reactions were performed with
bovine liver S12 (5 mg prot/ml) in a total volume of 500 ml
(4 x). The DHECM concentration and other reaction pa-
rameters were maintained as described above, except that
incubations were performed at 120 rpm, for 24 h, and reac-
tions were terminated by liquid-liquid extracting with diethyl
ether (1:2, v/v, 3 x). Upper organic layers were combined
and concentrated in rotary evaporator (40°C).

2.6. Accurate Mass Measurement of DHEC Metabolites

The diethyl ether extracts of analytical scale reactions
were diluted in 500 pl CH;CN-H,O (1:1). An aliquot (100
ul) of each reaction extract was analyzed on a Shimadzu
(Kyoto, Japan) HPLC consisted of LC-10AD and LC-
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10Advp solvent pumps, SPD-10Avp UV-VIS detector, SCL-
10Avp controller, and a Prevail C;g column (150 x 4.6 mm
I.D., 5 um, Alltech) at a flow rate of 1 ml/min of the mobile
phase gradient 20%B/1 min — 70%B, 15 min (A = H,0-0.1%
TFA; B = CH;CN-0.1% TFA). Chromatographic peaks ob-
tained were manually collected and analyzed using a quad-
rupole-TOF hybrid mass spectrometer Q-TOF Ultima (Mi-
cromass, Manchester, UK). Ionization of purified metabo-
lites was performed with a nano Z spray source operating in
positive ion mode; ionisation conditions used were: Capillary
voltage 2.3 kV, cone voltage and RF1 Lens were 10 and 30
respectively and collision energy of 10eV. The source tem-
perature used was 80°C, cone gas was N, at 80 1/h, and no
nebulizer gas was used to obtain spray. Argon was used for
collisional cooling or fragmentation of ions in the collision
cell. External calibration with sodium iodide was performed
over mass range from 50 to 1000 m/z. All spectra were ac-
quired with the TOF analyser in “W-mode” (TOF kV=10.15)
with the MCP voltage set at 2150 V in continuum mode,
using MassLynx software (v3.5). The absolute mass meas-
urements deviations, in parts per million (ppm), were calcu-
lated combining ten spectra of each analyte data. Elemental
compositions of metabolites and parent drug were deduced
using the “elemental composition” tool included in
MassLynx. Tandem mass spectra of unknown metabolites
were acquired in “V-mode” (TOF kV=9.10), without accu-
rate mass measurement procedure.

2.7. Isolation of 8°-OH-DHEC

The crude diethyl ether extract of semi-preparative scale
biotransformations was submitted to flash chromatography
on silica gel 60 (230 — 400 mesh, Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) column (15 x 2.5 cm) equilibrated with CH,Cl,.
The sample was eluted with 200 ml CH,Cl,-MeOH (95:5)
and 150 ml MeOH. The methanolic wash-out was evapo-
rated to dryness and dissolved in CH;CN-H,O (1:1) for fur-
ther work up on a Shimadzu HPLC system (Kyoto, Japan)
consisting of two LC-10Advp solvent pumps, a SPD-10Avp
UV-VIS detector, a SCL-10Avp controller, and a Vydaolc
reverse phase C;g column (250 x 10 mm L.D., 5 pm, 300 A,
Grace) at a flow rate of 3 ml/min of the mobile phase gradi-
ent 20%B/1 min — 70%B, 30 min (A = H,0-0.1% TFA; B =
CH;CN-0.1% TFA). The chromatographic peaks were col-
lected and reinjected in a Prevail reverse phase C;g column
(150 x 4.6 mm I.D., 5 um, 110 A, Alltech) at a flow rate of 1
ml/min, using the same mobile phase and LC instrumenta-
tion described above. The chromatographic peaks of DHEC
metabolites were collected and freeze dried in an Edwards
Super Modulyo (Sussex, England) freeze dryer. The 8°-OH-
DHEC was obtained as a white light powder.

2.8. NMR Analysis

NMR experiments were performed on a Varian Unity
INOVA 700 MHz spectrometer. Chemical shifts were re-
ferred to the residual solvent signal (DMSO-dy: 8y = 2.50, dc¢
=39.0). Homonuclear (‘H-'H) and heteronuclear (IH—BC)
connectivities were determined by COSY, TOCSY 1D,
ROESY and HSQC experiments, respectively. Two- and
three-bond '"H-"C connectivities were determined by a
HMBC experiment optimised for a >*J of 10 Hz.
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2.9. LC/MS/MS Instrumentation and Analytical Condi-
tions

HPLC analysis were performed using a CTC Analytics
HTSPal auto sampler (Swizerland), a Shimadzu LC-10ADvp
solvent pump (Kyoto, Japan) and a Genesis _reverse phase
Cig column (100 x 2.1 mm I.D., 4 um, 110 A, Jones Chro-
matography) at a flow rate of 0.35 ml/min of CH;CN- H,O
(1:1, v/v)/0.1% acetic acid. The liquid chromatograph was
interfaced with an API 4000 triple quadrupole mass spec-
trometer via a Turboionspray ionization source (Applied
Biosystems, Toronto, Canada). The mass spectrometer was
operated in the positive ion detection mode with the ion
spray voltage set at 5.5 kV. Nitrogen was used as curtain gas
and auxiliary gas for nebulization. The source temperature
was set at 450°C. The electrospray interface and mass spec-
trometer parameters were optimized to obtain maximum
sensitivity at unit resolution. Quantitation was performed
using multiple reaction monitoring (MRM) of the transitions
of m/z 612 — m/z 270.2 for DHEC, m/z 628 — m/z 270.4 for
OH-DHEC, and m/z 656— m/z; 348.1 for the LS. (bro-
mocriptine) with a scan time of 0.2 s per transition. Argon
was used as collision gas and the collision energy for each
ion transition was optimized to produce the highest intensity
of the selected ion peak. These were 41 eV for both DHEC
and the L.S., and 47 eV for OH-DHEC. Data acquisition and
peak integration were performed using Analyst 1.4 softwear
(Applied Biosystems). Calibration curves were constructed
by plotting peak area ratio (each analyte to the 1.S.) against
plasma concentration using a 1/x* weighted linear regression.
Concentrations of the analytes in quality control samples
(QCs) or unknown samples were subsequently interpolated
from these curves.

2.10. Calibration Standards and Quality Controls

Stock solutions of DHEC and OH-DHEC were prepared
in methanol to give final concentrations of 1000 upg/ml
(based on the free base form). A single DHEC/OH-DHEC
was then prepared and serially diluted with CH;CN-H,O
(1:1, v/v) to obtain the desired standard concentrations. The
resulting working solutions were kept refrigerated (4°C). L.S.
working solution (1 ng/ml) was prepared by diluting the
1000 pg/ml stock solution of bromocriptine with CH;CN-
H,O (1:1, v/v). The standard solutions (100 pl) and L.S. (50
ul) were used to spike blank plasma samples (0.9 ml), either
for calibration curves of both analytes or for QCs in the pre-
study validation and during the pharmacokinetic study.

2.11. Sample Preparation

To a 0.5 ml aliquot of plasma sample, 50 pl of L.S. (1
ng/ml) and 4 ml of diethyl ether-hexane (8:2, v/v) were
added. After vortex-mixing for 40 s, samples were frozen (-
70°C) for 30 min. The upper organic layer was removed and
evaporated to dryness at 40°C under a gentle N, stream. The
residue was dissolved in 150 pl of CH3;CN-H,O (7:3, v/v) and
vortex-mixed for 15 s. A 40 pl aliquot of the resulting solu-
tion was injected into the LC/MS/MS system for analysis.

2.12. Method Validation

Preliminary experiments were done to evaluate the ex-
traction efficiency (analyte recovery) of the method de-
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scribed. The percentage of recovery was calculated as the
ratio of the peak area for the extracted blank plasma spiked
at each standard concentration (0.03, 0.15, 1.8 ng/ml, n = 6
for each concentration) relative to the peak area of the
equivalent blank plasma samples spiked after the extraction.
The calibration curves to define the relationship between
analyte concentration and response were prepared by ana-
lyzing spiked plasma samples and defined in three runs
based on triplicate assays. The limites of quantitation
(LOQs) were defined taking into account the method sensi-
tivity, precision and accuracy. To evaluate precision and
accuracy, specific QC samples at three concentration levels
(0.03, 0.15, 1.8 ng/ml) were included in the validation pro-
cedure. The intra- and inter-batch precision was determined
as the relative standard deviation, RSD(%) = 100(SD/M),
and the accuracy as the percentage relative error, RE(%) =
(E-T).(100/T), where M is the mean, SD is the standard de-
viation of M, E is the experimentally determined concentra-
tion and T is the theoretical concentration. For the determi-
nation of the specificity, blank plasma samples were tested
for interference at the retention time of the drug, metabolite
or internal standard using the proposed extraction procedure
and LC/MS/MS conditions and compared with those ob-
tained with an aqueous solution of the respective standards at
a concentration near to the LOQs.

To test analyte stability, a series of human plasma sam-
ples containing DHEC and OH-DHEC at 0.03, 0.15, and 1.8
ng/ml were prepared from the same master solutions used for
the QCs and LOQ samples. Each sample type (n = 5) was
freshly processed and immediately quantified in order to
provide reference values. To evaluate long-term (storage)
stability, each sample type (n = 5) was frozen (-20°C),
thawed, and then extracted and quantified after 16 days. To
evaluate freeze-and-thaw stability, a freeze-and-thaw cycle
was defined as the storage of each sample type at -20°C fol-
lowed by thawing at room temperature, as follows: 1¥ cycle -
24h freeze; 2™ cycle - 12h freeze; 3t cycle - 12 h freeze.
Then samples were quantified after the third cycle. To evalu-
ate short-term stability, each sample type (n = 5) was frozen,
thawed, maintained at room temperature for 6 h and then
analyzed. To evaluate post-processing stability, each sample
type (n = 5) was maintained at the autosampler temperature
(12°C) for 24 h.

2.13. Application to Pharmacokinetics

The LC/MS/MS method developed was used to investi-
gate plasma profiles of DHEC and its major metabolite OH-
DHEC after oral administration of 18 mg DHECM (12 x 1.5
mg tablet of Iskevert®, Eversil/Divicon Pharma) to twelve
male healthy volunteers. Dosing commenced at approxi-
mately 07:00 h. The actual time of dosing was recorded us-
ing 24 hours clock notation. Blood was sampled from a cu-
bital vein by venipuncture immediately before the admini-
stration (ty) and then after 0:15h, 0:30h, 0:45h, 1h, 1:15h,
1:30h, 1:45h, 2h, 2:15h, 2:30h, 2:45h, 3h, 3:30h, 4h, 4:30h,
5h, 5:30h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h, 11h and 12h. Blood was sam-
pled into heparine coated tubes and, after 30 min, centrifuged
at 3,000¢ for 5 min at 18°C. The resulting plasma was trans-
ferred to glass tubes and submitted to liquid-liquid extraction
as described in sample preparation. The following pharma-
cokinetic parameters were calculated: peak of concentration
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(Chax), the area under the curve (AUC) of the plasma con- Regarding possibilities, the metabolites M1 and M2, having
centration until the last concentration observed (AUC), a measured monoisotopic m/z of 628.3137 and 628.3130
and the area under the curve between the first sample (pre-
dosage) and infinity (AUC,_,). The Cmax and the time taken
to achieve this concentration (t,,) were obtained directly
from the curves. The areas under the plasma concentration
vs. time curves from time zero to the last detectable concen-
tration (AUC,y) were calculated by applying the linear
trapezoid rule. Extrapolation of these areas to infinity
(AUC,..,) was done by adding the value Cj, /ke to the calcu-
lated AUC,,,, (Where Cy, = the last detectable concentration).
The first-order terminal elimination rate constant (ke) was
estimated by linear regression from the points describing the
elimination phase in a log-linear plot, and the half-life (t;.)
was derived from this rate constant (t;, = In(2)/ke). The
protocol was approved by the local Ethics Commettee.

M1

M2

3. RESULTS
3.1. DHECM Metabolites

For the metabolite profile study, DHECM (30 uM) was
incubated with rat liver microsomes (1 mg prot/ml), bovine
liver microsomes (1 mg prot/ml), bovine liver S12 (1, 3, 5
mg prot/ml), and human hepatocytes (125.000 cells/ml). The i
analytical scale (500 pl, 30 min, n = 3) screening showed M3
that DHEC was converted into the more hydrophilic me- DHEC
tabolites M1 and M2 with complete dependency on both
NADPH and liver enzyme concentrations (Fig. 1). As the
incubation time extended, the more hydrophilic metabolites
M3 and M4 were additionally produced. These are depicted
in Fig. (2), in the chromatogram typical of the diethyl ether
extract of the bovine liver semi-preparative scale incubates
(500 ml, 24 h, n =2).

The accurate mass measurement of DHEC and its me-
tabolites, together with their differences in mass and deduced
elemental compositions are summarized in Table 1. The ex-
perimental m/z data observed generated no more than 3 pos-
sible elemental compositions when the mass error tolerance
was set at 5 ppm and the elements C, H, O, N, and S were
considered without limiting the number of each element.

Absorbance (280 nm)

0 5 10

Time (min)

Fig. (2). HPLC chromatogram of the diethyl ether extract of 30 uM
DHEC semi-preparative incubation (500 ml) with bovine liver S12
(5 mg prot/ml) and NADPH regenerating system. For chroma-
tographic condition see Materials and Methods.
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Lraar preparabons

Fig. (1). Conversion of DHEC (30 uM) to 8-OH-DHEC (M1+M2) by different liver preparations after 1 h incubation (Sorensen buffer 0.1
M pH 7.4). C, control: bovine liver S12 + no NADPH regenerating system; I: rat liver microsome 1 mg prot/ml + NADPH regenerating sys-
tem; II: bovine liver microsomes 1 mg prot/ml + NADPH regenerating system; III: bovine liver S12 1 mg prot/ml + NADPH regenerating
system; IV: bovine liver S12 3 mg prot/ml + NADPH regenerating system; V: bovine liver S12 5 mg prot/ml + NADPH regenerating system;
VI: human hepatocytes 125.000 cells/ml + no NADPH regenerating system.
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Table 1. Exact Mass Measurements of Protonated DHEC and its Metabolites (M1-M4) Formed In Vitro by Bovine Liver S12
HPLC peak Obs A mass (Da) suggested elemental Caled Error
assignment” m/z M -DHEC composition m/z (ppm)

DHEC 612.3196 C3sH4N;Os 612.3186 -1.6
M1 628.3130 15.9934 C3sHypNsO6 628.3135 0.8
M2 628.3137 15.9941 C3sH4pNsO6 628.3135 -0.3
M3 644.3091 31.9895 C3sHypNsO; 644.3084 -1.1
M4 644.3095 31.9899 C3sHypNsO; 644.3084 -1.8

“See Figure 2. The theoretical mass of oxygen is 15.9949 Da.

respectively, were identified both as monooxygenated me-
tabolites of DHEC (theoretical m/z, 612.3135). Similarly, the
unknown metabolites with a measured monoisotopic m/z of
644.3091 (M3) and 644.3095 (M4) were both identified as
dioxygenated metabolites of DHEC (theoretical mass, m/z
644.3084).

All tandem mass spectra of DHEC and its metabolites
M1-M4 (Fig. 3) under positive electrospray ionization
showed an intense signal of m/z 270, corresponding to the
protonated dihydrolisergamide, which structure is reported in
Fig. (4). The presence of this fragment both in parent drug
and metabolites indicates that biotransformation did not oc-
cour in this part of the DHEC molecule.

In order to characterize the major DHEC metabolite, we
performed several NMR experiments on deuterio-DMSO
solutions of DHECM and metabolites M1 and M2. As shown
in Fig. (5), the spectroscopic data obtained from 'H- and "*C-
NMR and 2D NMR experiments (COSY, ROESY, HSQC
and HMBC) clearly indicated that both M1 and M2 had the
same core structure as DHEC, with differences limited to the
presence in both metabolites of an additional hydroxyl group
at C-8’. Furthermore, the NMR data showed that both M1
and M2 were a mixture of two epimers at C-8’. A detailed
analysis of 'H- and ""C-NMR spectra of DHECM and
M1/M2, providing the assignment of all the proton and the
carbon signals of the substructures A-C, allowed us to char-
acterize the residual different molecular portion (C), as
shown in Fig. 6, (the 8y and Oc values are depicted on for-
mulas C, C1 and C2). Complete NMR data will be fully de-
scribed elsewhere.

3.2. LC/MS/MS Assay Performance

The analytical method herein presented for pharmacoki-
netic purposes was developed regarding 8-OH-DHEC as the
major DHEC metabolite. DHECM and the in vitro produced
8°-OH-DHEC were first characterized by MS and MS/MS
by flow injection analysis to ascertain their precursor ions
and to select product ions for use in MRM. The full-scan Q1
mass spectrum of DHEC and 8"-OH-DHEC in the positive-
ion mode showed the protonated molecular ions [M+H]" as
major ion peaks. The product ion spectra of [M+H]* showed
the predominant ions at m/z 350.2, 270.2, and 168.2 for
DHEC and at m/z 350.4, 270.4 and 168.4 for 8"-OH-DHEC.

Due to highest intensity the fragment ion at m/z 270 was
chosen for the MRM acquisition of both analytes. Therefore,
the most suitable collision energy was determined by ob-
serving the maximum response obtained for m/z 270. Using
similar procedures, the precursor ion of the I.S. was deter-
mined to be the base peak [M+H]" ion at m/z 656, and MRM
transition of m/z 656—341.1 was selected for acquisition.

The optimized method was validated on extraction re-
covery, linearity, quantification limit, precision and accu-
racy. Coefficients of variation and relative errors of less than
15% were considered acceptable, except for the LOQs, for
which the values were extended to 20%, as recommended by
Shah et al.[14] and Bressole et al.[15] for pharmacokinetic
studies using biological samples. The recoveries of DHEC,
8°-OH-DHEC and LS. from plasma at the concentration lev-
els of 0.03, 0.15, and 1.8 ng/ml (n = 15 for each concentra-
tion) were, respectively, 54%, 59% and 60% for DHEC,
64%, 59% and 59% for 8-OH-DHEC, and 61%, 60% and
54% for 1.S. The method was linear for DHEC and 8°-OH-
DHEC concentrations from 0.01 to 2 ng/ml (> > 0.9990) on
repeated calibration curves, using linear regression with 1/x*
weight. The LOQs validated under the condition found dur-
ing the pre-study validation were of 0.01 ng/ml for DHEC
and 0.02 ng/ml for 8-OH-DHEC. Inter- and intra-run accu-
racy and precision for the QCs are summarized in Table 2.

Regarding stability, DHEC and 8"-OH-DHEC were
found to be stable in human plasma after three cycles of
freeze-thaw, 6 h at room temperature, and after 16 days un-
der -20°C (Table 3).

3.3. Plasma concentrations of DHEC and 8"-OH-DHEC

The average plasma concentrations of DHEC and 8°-OH-
DHEC after the administration of tablets are shown in Fig.
(7), and the statistics of the principal pharmacokinetic vari-
ables are shown in Table 4. The peak of DHEC of 0.28 pg/l
was reached 0.46 h after administration, and the peak of 8-
OH-DHEC of 5.63 ug/l was 1.04 h following administration.
The plasma concentrations of DHEC and 8"-OH-DHEC dif-
fered tremendously, with the AUC for the metabolite being
about 30 times higher than that for the parent compound. The
ty» for DHEC and 8°-OH-DHEC were 3.5 h and 3.9 h, re-
spectively.
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Fig. (3). Typical TOF MS/MS spectra of protonated (A) DHEC, m/z 612 and DHEC metabolites (B) M1, M2, m/z 628 and (C) M3, M4, m/z
644, formed in vitro by liver preparations. See Materials and Methods for experimental conditions.

sg@

[DHEC + HJ*
C35HyoN5O5

m/z270.1823
Ci6HyN;0

Fig. (4). Proposed mechanism pathway for product ion m/z 270 formation through mass fragmentation of protonated DHEC and metabolites

M1-M4 ((M+HT").

4. DISCUSSION

Our study was design to show the utility of metabolite
analyses in pharmacokinetic investigations of drugs sub-
jected to high first-pass metabolism. As shown in Fig. (7),
this is the case of DHECM for which clinical dosing leads to
circulating concentrations of parent drug below 0.3 ug/l. Our
approach required production and isolation of major DHEC
metabolites for the development of a LC/MS/MS analytical
method.

The conversion of DHEC into the more hydrophilic me-
tabolites M1-M4 (Fig. 2) followed the in vitro hepatic me-
tabolism pattern previously observed for ergotamine [16].
Presently, most of the analytical work associated with char-
acterization of metabolites of a drug is carried out by mass
spectrometry by observing mass shifts relative to the parent
drug [17-19]. In our study, a time of flight mass spectrometer
was used to determine accurate masses and elemental com-
position differences between unknown metabolites and the
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otherwise well-characterized DHEC. The predicted empirical
formulae of C;sH4,Ns5Og for both (protonated) metabolites

DHEC = A-B-C (R,R' = H)

MI/M2 = A-B-C1 (R=OH, R'=H) + A-B-C2
(R=H, R'=OH)

Fig. (5). Substructures A, B, and C of DHEC and derivatives.

Bicalho et al.

M1 and M2 and of C35sH4,N5sO; for both (protonated) M3 and
M4 (Table 1) indicated that 2 monooxigenated (OH-DHEC)
and 2 dioxigenated [(OH),-DHEC] DHEC derivatives were
produced. Although little is known about DHEC metaboli-
zation, our tandem mass fragmentation data (Fig. 3 and 4)
indicated that oxygen atoms were inserted in the amino acid
derived portion of the molecule. It could be expected, based
on previous studies on biotransformation of bromocriptine
[20] and dihydroergotamine [21-22], that hydroxylations
occurred in the proline moiety of the molecule. Regardless
the liver preparation tested (Fig. 1), screening for DHEC
metabolites gave two OH-DHEC isomers (M1+M?2) as major
biotransformation products (Table 1).

Relative to DHEC, the striking differences in the 'H-
NMR spectra were the resonances of the segment C-8’/C-11’
(Fig. 6), as well as the presence in the '"H-NMR spectra of
metabolites M1 and M2 of two additional D,O-exchangeable
signals at 8 5.94 and 6.00. COSY and 1D TOCSY spectra
(*H-'H correlations) of M1 and M2 were useful to assign the
proton resonances of the segment C-8'/C-11" for the two
hydroxylated derivatives. The information arising from

C:25.0 C:20.8 . .
C-62.3 Ho:1.92 11 .80 609 Ho:1.90 11o5 04 C:62.8 HB:2.00 HB1 85
c1023  \HP2.04 Hp1.92 160.9 HB:2.10

HB:1.62
o H H5.60

H H:5.41

C2

Fig. (6). Partial 'H and '*C NMR data (DMSO-d6) from DHEC (C) and OH-DHEC metabolites M1 and M2 (C1/C2).

Table 2. Summary of Precision and Accuracy from QCs of Human Plasma Extracts

Nominal concentration (ng/ml)

Parameter DHEC 8°-OH-DHEC
0.01 0.03 0.15 1.8 0.02 0.03 0.15 1.8
Intra-batch
Mean found (ng/ml, n = 8) 0.01 0.03 0.14 1.81 0.02 0.03 0.14 1.73
Accuracy (%) 100.5 93.0 95.0 100.4 96.6 102.6 96.0 96.3
Precision (%) 11.9 6.0 6.2 6.5 17.4 11.0 7.4 4.8
Inter-batch
Mean found (ng/ml, n = 3) 0.01 0.03 0.14 1.79 0.02 0.03 0.14 1.73
Accuracy (%) 99.2 93.8 95.1 99.7 107.3 100.0 93.1 95.9
Precision (%) 14.7 9.1 6.2 54 16.2 14.6 10.0 6.5
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Table 3.  Stability of DHEC and 8"-OH-DHEC in Human Plasma (n = 5)
DHEC (ng/ml) 8°-OH-DHEC (ng/ml)
0.03 0.15 1.8 0.03 0.15 1.8
Storage stability (-20°C, relative error, %)
16 days ‘ 19.3 ‘ 12.0 ‘ 9.3 ‘ 23.5 ‘ 7.0 ‘ 6.2
Freeze-thaw stability (relative error, %)
3 cycles ‘ 14.7 ‘ 10.7 ‘ 8.5 ‘ 0.1 ‘ 12.9 ‘ 17.8
Post-processing stability (12°C, relative error, %)
24 h -3.7 3.0 ‘ -1.2 ‘ -0.1 ‘ 3.1 ‘ 4.2
Short-term stability (room temperature, relative error, %)
6h ‘ 9.9 -9.5 ‘ -3.6 ‘ 19.7 ‘ -3.6 ‘ -6.3
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Fig. (7). Plasma concentration vs. time of DHEC and 8"-OH-DHEC after oral administration of DHECM 18 mg tablets: A, mean data
(n = 12) on linear plot; B, mean data (n = 12) on semilog plot; C, indiviual (n = 12) DHEC plasma concentration vs. time profile, and D,

indiviual (n = 12) 8’-OH- DHEC plasma concentration vs. time profile.

HSQC ('H-"C correlations via 'J) and HMBC ('H-"*C cor-
relations via **J) spectra of M1 and M2 confirmed the loca-
tion of the hydroxylation at C-8’, permitting to assign the
sequences C-5’/C12’ as reported on formulas C1 and C2
(Fig. 6). A key ROESY correlation ('H-'H dipolar coupling)
between the OH resonating at 8 5.94 and the proton linked
at C5’ (8 4.53, B-oriented) allowed us to assign the sub-

structure C1 for the epimeric 8’R-hydroxy-derivative. On the
basis of all NMR data we find that both M1 and M2 were a
mixture of (8’R)- and (8°S)-8-OH-DHEC. As the present
approach does not contemplate stereochemistry, the analyti-
cal method presented was developed using the mixture of
epimeric 8"-OH-DHEC as reference material.
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Table 4. Pharmacokinetic Parameters of DHECM
Variable Averages and CV (%)
DHEC 8”-OH-DHEC

Cox (/) 0.28 (78.7) 5.63(59.3)

tmax (h) 0.46 (56.2) 1.04 (63.8)

ke 0.38 (88.8) 0.19 (30.7)

tin (h) 3.50 (64.8) 3.90 (27.5)

AUC 1 (1g/1.h) 0.39 (105.7) 13.36 (43.6)

AUCy., (1g/lh) 0.48 (102.6) 15.22 (45.1)

Previous pharmacokinetic data on DHEC were obtained
using RIA [23] which although good in sensibility, presents
the drawback of cross-reactions between parent drug and
metabolites. The present report is the first describing a
method for the simultaneous determination of DHEC and
OH-DHEC in human plasma using LC/MS/MS with elec-
trospray ionization source in positive mode. The fragment
ion of m/z 270, which is also formed by dihydroergotamine
and 8°-OH-dihydroergotamine under electrospray ionization
[5], was chosen for the MRM acquisition of both DHEC and
8°-OH-DHEC. LOQs of 10 pg/ml (DHEC) and 20 pg/ml (8-
OH-DHEC) were proven sufficient for pharmacokinetic
studies after oral intake of DHECM in therapeutic doses, and
results of assay performance (Table 2) indicated that it is
precise and accurate enough for the routine determination of
DHEC and its major metabolite 8-OH-DHEC in human
plasma.

Following administration of 18 mg DHECM tablets, the
peak (0.28 pg/l) of DHEC occurred after 0.46 = 0.26 h and
of 8"-OH-DHEC (5.63 pg/l) after 1.04 + 0.66 h (Table 4). By
previously using RIA, the C,,,x for DHEC was determined as
aprox. 0.62 ug/l (tyax of 0.69 = 0.05 h) after administration of
6 mg DHECM tablets [23]. The bioavailability of DHECM
in terms of AUC,., was 15.70 pg/L.h, when determined by
LC/MS/MS as the sum of DHEC and 8°-OH-DHEC plasma
concentrations, and 3.94 pg/l.h when calculated by RIA [23].
Naturally these values can not be directly compared, as the
analytical tools, dosing regimes, and tablet formulations
were distinct. On the basis of DHECM mg administered the
data herein presented and those previously determined by
RIA are of the same order of magnitude; the mean peaks of
DHEC (plus metabolite) were 0.32 ug/l (tx 0.08 h) and 0.10
pug/l (tmax 0.11 h), respectively, and the bioavailability
(AUC,..,) of DHECM was 0.87 pg/Lh when determined by
LC/MS/MS and 0.65 pg/Lh when determined by RIA.

On the basis of t,,y, the results in Table 4 are in agree-
ment with those described for the simultaneous determina-
tion of dihydroergotamine and 8°-OH-dihydroergotamine in
human plasma by LC/MS/MS after administration of 20 mg
dihydroergotamine tablets to male volunteers [5]. Regarding
Chax» the peak of 0.28 pg/l for DHEC is also in agreement
with that of about 0.20 pg/l for dihydroergotamine, indicat-
ing these alkaloids undergo similar processes of absorption
and distribution. However, regarding metabolites, the Cj.x
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found for 8°-OH-DHEC (5.63 pg/l) is about 6 times that one
reported for 8°-OH-dihydroergotamine (~0.90 ug/l). There-
fore, at the biotransformation level these alkaloids might
present some enzyme affinity differences. Certainly, this
interesting fact will be better understood in a near future, as
knowledge on ergot alkaloid metabolites progresses.

The apparent plasma DHEC t;, determined by
LC/MS/MS (3.5 h) agreed with those previously determined
by RIA for DHEC [23] and dihydroergotoxine [4, 24] after
oral administration of corresponding tablets. Regarding data
on 8’-OH-DHEC, it is worth emphasizing that the calculated
plasma t;, (3.9 h) did not follow dosing with metabolite,
since it is the parent compound which is used in therapeutics.
However, for pharmacodinamic reasons it is interesting to
know about elimination of metabolites, specially in the case
of ergot alkaloids, where the literature indicates that the hy-
droxy-metabolites cooperate with the overall parent biologi-
cal activity [25,26].

5. CONCLUSION

The in vitro metabolism reactions are a valuable tool for
providing non-commercially available and not easily synthe-
sized reference material for the development of analytical
methods. By using highly accurate spectrometric resources
nowdays available, such as ESI-TOF and NMR, little sample
was required (about 1 mg) for fully structural characteriza-
tion of 8°-OH-DHEC. Regarding this approach, a
LC/MS/MS method for the simultaneous determination of
DHEC and its major metabolite 8-OH-DHEC was success-
fully developed, demonstrating that pharmacokinetic data for
oral forms of DHEC are more suitably accessed from me-
tabolite analysis.
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DISCUSSAO

O presente estudo descreve a importancia da caracterizagdo farmacocinética na
andlise de drogas que sofrem extenso metabolismo de primeira passagem. Porém, para a
condugdo de tal andlise, diferentes processos foram experimentados a fim de validar
técnicas in vitro e analiticas para a producdo de metabdlitos e sua identificacdo em

amostras de plasma humano, respectivamente.

Devido as diferentes etapas deste trabalho, foi possivel estabelecer 3 distintos
momentos de resultados que puderam ser analisados e trabalhados. O primeiro momento

descreve o estudo do metabolismo da DHEC por técnica in vitro.

Durante o desenvolvimento de uma droga, pesquisas farmacocinéticas e
toxicoldgicas podem fazer uso de vdrias técnicas in vivo para a obtencdo de dados
referentes a esta etapa. Contudo, hd sempre uma preocupagdo se a exposicdo da droga a
animais ird refletir o seu comportamento em humanos. Desse modo, estudos de
metabolizag¢do in vitro (que utilizam modelos de metabolismo humano) podem elucidar
os possiveis dados omitidos em outros modelos de pesquisa (Wrighton, 1995; Anari,
2004). Este tipo de técnica tem adquirido grande importancia na caracteriza¢dao de novas

moléculas durante o desenvolvimento e estudo de novas drogas (Zhang, 2000).

Hepatdcitos, microssomas hepdticos e seus derivados sao muito usados na
predicao de metabolismo de drogas in vivo com uma notdvel vantagem de um processo
mais simples e, muitas vezes, de menor custo do que estudos realizado em animais

(Hewitt, 2001).

Estudos in vitro podem ser divididos em duas grandes categorias: sistema
celulares, que inclui suspensido de hepatdcitos, cultura de células e linhas derivadas de
hepatdcitos; e preparagdes de enzimas metabolizadoras, que caracterizam-se por fracoes
sub-celulares (microssomas e porcdes cistdlicas) e preparacdes de enzimas isoladas

(Wrighton, 1995).

O processo de metabolismo da DHEC apresentado neste trabalho envolveu o uso

da categoria de fracdes sub-celulares de processos in vitro, conforme citado acima.
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Com a proposta de producdo em larga escala do metabdlito da DHEC, fez-se
necessario a comparagdo de diferentes meios de metabolismo in vitro, inclusive do
método de sistema celular (hepatécitos) para que o resultado com melhor rendimento
fosse escolhido. Deve-se notar que, o método deveria suprir a necessidade de produgao
para a caracterizacdo da molécula quimica por meio de Q-TOF e RMN; e viabilidade na

otimizacao de tempo e custo.

Desse modo, optou-se pela escolha comparativa entre microssoma de rato e de
boi, fracdo pré-microssomal de figado de boi (S12) — em diferentes concentracdes — e

hepatdcito humano.

Os melhores resultados demonstraram uma similaridade entre o uso de
microssoma de boi e S12 bovino em concentracdo de Smg prot/mL. Devido a técnica
para preparacdo de S12 ter se apresentado de maneira, relativamente, mais simples e com
um consumo menor de tempo, foi padronizado o uso deste meio para a metabolizacdo da

DEHC.

A atividade enzimdtica de fracdes sub-celulares em preparagdes in vitro para a
metabolizacdo de drogas tem sido demonstrada em outros de estudos (Wrighton, 1995).
No presente estudo, como propdsito do uso desta técnica foi mimetizar o efeito de
primeira passagem, as fracOes microssomais e derivados tornam-se o método mais

indicado para a reproducdo de reacdes de fase I (Hewitt, 2001).

A preparacdo das amostras de S12 seguiu a técnica descrita por Hewitt et al.,
2002; onde apenas a ultima etapa de centrifugacio foi emitida para que fosse utilizada a
fracdo pré-microssomal. A omissdo desta etapa proporcionou a reducdo no tempo de

preparacdo dos meios e a utilizacdo de menos reagentes.

Um estudo realizado com outro alcaléide do Ergot — Ergotamina — corrobora os
resultados encontrados na producao dos metabolitos da DHEC. Moubarak e Rosenkrans,
2000; relataram a formagdo de quatro metabdlitos derivados da Ergotamina apds a

utilizacdo de técnica in vitro com microssoma hepatico de boi. Esta técnica elucidou a
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relacdo dependente da formacdo de metabdlitos com a concentracdo de proteinas do

meio.

A reacdo de formacdo de metabolitos descrita com a DHEC no atual estudo
também estabeleceu uma relacdo de dependéncia com a concentracdo de proteinas no
meio (1mg prot/mL; 3mg prot/mL e Smg prot/mL). Dentro do tempo estipulado de 24h
de reacdo, o meio de Smg prot/mL teve maior capacidade de biotransformacio a droga-

mae em metabolitos.

Apesar de ndo realizado com células hepéticas de boi, o trabalho de Mas-
Chimberlin ef al., 1997; também demonstrou a formacdo de metabdlitos apds o uso de
técnicas in vitro na metabolizacdo do alcaldide do ergot diidro-alfa-ergocriptina. Em
cultura de hepatdcitos humanos e microssoma humano, de rato e de macaco foram

observados até 8 metabdlitos diferentes a partir da biotransformac¢do da droga-mae.

Para tanto, o propésito de producdo dos metabdlitos derivados da DHEC foi
alcancado com sucesso através do uso de S12 de boi em concentragdo de Smg prot/mL

por técnica in vitro.

O segundo momento do estudo envolveu a técnica analitica para a observagao,

identificacdo e caracteriza¢do dos metabdlitos produzidos na etapa anterior.

De maneira freqiiente, tem-se abordado a importancia do uso de métodos
analiticos, como a espectrometria de massa, na caracterizacdo de moléculas ainda nao
conhecidas (Zhang, 2000; Anari, 2004; Tiller, 2008). Desse modo, € notéria a
necessidade do desenvolvimento e aperfeicoamento dos métodos analiticos para uma
seletiva e sensivel identificacdo de metabdlitos a partir de matrizes biolégicas (Anari,

2004).

Dentro das udltimas duas décadas, os avancgos tecnolégicos no meio analitico
conduziram a cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massa (LC-MS/MS)
a uma metodologia alternativa de escolha para identificagdo estrutural de moléculas,

como metabdlitos de drogas biotransformadas (Tiller, 2008).
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Neste contexto, o LC-MS/MS oferece vantagens significativas sobre os outros
sistemas de resolu¢do mais lentos, onde os ions dos metabdlitos de interesse s@ao mais
facilmente diferenciados da matriz bioldgica. O uso de LC-MS/MS também permite a
identificagdo dos metabdlitos com muito mais confiabilidade através do embasamento da

composi¢do elementar da droga precursora e seus fragmentos de fons (Tiller, 2008).

Seguindo a técnica mencionada, o presente estudo demonstrou a identificacao dos
metabdlitos da DHEC, apds biotransformagao pela fragdo pré-microssomal S12 de boi,

pelo uso de LC-MS/MS em matrizes bioldgicas relativamente simples (Tiller, 2008).

Para aumentar a exatiddo do método na andlise dos metabdlitos, um espectro da
droga precursora foi registrado em condi¢des de alta resolucio com o objetivo de
possibilitar a diferenciacdo da massa da droga-mae de seus metabdlitos. Tal técnica
possibilita a confirmacdo de hipdteses sobre a formagdo elementar das moléculas pela

analise da massa dos ions observados (Tiller, 2008).

A seletividade diferenciada no uso de LC-MS/MS para a identificacdo de
metabodlitos da DHEC apresentada neste trabalho pode ser comprovada quando
comparada com a caracteriza¢do analitica da mesma droga por radioimunoensaio (RIA)

(Coppi, 1992; Chen, 2002).

Através do método de RIA foi possivel descrever parametros farmacocinéticos da
DHEC, como C.y tmax € ASCq..; porém sendo detectado apenas um tnico composto
(droga-mae). Possivelmente, neste método, os metabdlitos da DHEC foram mensurados
junto a droga-mde, ndo sendo identificados apds a biotransformac¢do em voluntarios

sadios (Coppi, 1992).

A confirmacdo da caracterizagdo molecular dos metabdlitos observados pela
espectrometria de massa descrita neste trabalho veio por meio do uso do Quadrupole
Time-of-Flight (Q-TOF) para que houvesse uma definicio de massa mais precisa € uma
elaboracdo adequada da estrutura elementar dos fragmentos (Anari, 2004; Ren, 2008).
Pelo fato da massa dos metabdlitos ser elevada (acima de 500 Da), fez-se necessaria uma

elevada exatiddo do sistema para diminuir as possibilidades de composi¢cdes moleculares
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relacionadas aos metabdlitos. E, com o objetivo de aumentar a precisdo na identificacdo
estrutural da molécula, as massas dos metabdlitos avaliadas no Q-TOF tiveram uma

tolerancia maxima de erro de Sppm (Zhang, 2000).

Com embasamento em estudos anteriores que demonstram a formagdo de
metabdlitos hidroxilados a partir de diferentes alcaldides do Ergot (Moubarak, 2000;
Chen, 2002; Valente, 1997); evidéncias sugeriram a adicdo de uma hidroxila nos
metabdlitos M1 e M2 formados pela DHEC. A diferenca da massa dos ions encontrados
para a droga-mde DHEC foi, aproximadamente, o peso molecular de um Oxigénio, cuja

massa tedrica exata é de 15,9949 Da (Zhang, 2000).

A confirmagdo desses dados se deram com a andlise das moléculas por
Ressonancia Magnética (RMN) que identificou a inser¢do da hidroxila no C-8’ da por¢ao
derivada de aminodcido da molécula. E, pelo fato de M1 e M2 possuirem massas
semelhantes, a hipétese de se tratar de epimeros também foi confirmada. Os dados de
Chen et al., 2002; corroboram esta avaliacdo, onde é descrito a insercao de hidroxilas nos

metabolitos derivados da diidroergotamina nas posicoes 8’a-e 8’ f3-.

Como também ocorreu a observacdo de outros 2 diferentes metabdlitos M3 e M4
de semelhantes massas, discute-se a hipdtese dos mesmos serem a conversdo dos

metabolitos M1 e M2 apds uma nova hidroxilagao.

Os dados do estudo com a Ergotamina (Moubarak, 2000), novamente, conduzem
a suposicdo de adicdo de mais uma hidroxila na molécula apés uma nova exposi¢ao dos
metabdlitos a enzima metabolizadora, o que pode ocasionar a formac¢do dos metabdlitos
M3 e M4. Tal hipétese € sustentada pelo fato da massa de ambos os metabolitos ter sido
acrescida em mais 16 Da, aproximadamente. A confirmagdo das massas de M3 e M4
com 32 Da a mais no peso molecular quando comparados a droga-mao, o perfil de
retencdo apds andlise em LC-UV similar aos metabdlitos diidroxilados da DHE e sua
producdo em menores concentracdes, levam a conclusdes de que também trata-se da
diidroxilacdo da DHEC apds um tempo maior de exposi¢do da droga as enzimas do meio

de metabolizagdo.
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Estudos com a Bromocriptina sugerem, inclusive, que os metabdlitos
diidroxilados possuem uma certa atividade farmacoldgica sobre o organismo (Valente,
1997). Tal fato ndo foi considerado neste estudo devido experimentos de atividade

farmacolodgicas relacionadas aos metabdlitos ndo terem sido realizados.

As técnicas para andlise dos dados descritos no presente estudo teve, seguiu desde
o principio, normas preconizadas por 6rgios regulatdrios para garantir a confiabilidade e

reprodutibilidade dos métodos e assim assegurar a validacdo da metodologia utilizada.

Entidades como FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos;
ANVISA no Brasil e EMEA (European Medicine Agency) exigem a comprovagdo dos
processos analiticos metodoldgicos em relagdo a especificidade, seletividade, linearidade,

precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e robustez (Brasil, 2003; FDA,

2001; EMEA, 2008).

Em relacdo a recuperacdo da DHEC e seu metabdlito, o teste contemplou a faixa
de linearidade do método através da analise dos valores extraidos em baixa, média e alta

concentracdo (0,03; 0,15 e 1,8mg/mL; respectivamente).

Comparando a recuperacdo do padrio interno e da DHEC houve uma diferenca
média de 0,7% entre as concentragdes recuperadas. Quanto ao metabdlito 8’-OH-DHEC,
a diferenca média foi de 2.,3%. Tendo como base o estudo da DHE (Chen, 2002), que
também realizou a recuperacdo tanto da droga-mae quanto do metabdlito
monohidroxilado (8’-OH-DHE), a diferenga média em comparag¢do com o padrdo interno
usado no estudo citado foi de 20% e 26%, respectivamente. Percebe-se, nesse caso, uma
notdvel eficidcia no método de recuperacio da DHEC e 8 -OH-DHEC apresentado no
presente estudo, visto que € recomendado pelas regulamentacdes nacionais e

internacionais que a recuperagdo seja consistente, precisa e reprodutivel quando

comparada ao padrdo interno (Brasil, 2003; FDA, 2001).

De acordo com a ANVISA e o FDA, bem como seguindo a recomendacdo de
alguns autores da literatura cientifica internacional (Shah, 1992; Bressole, 1996), a

precisdo e exatidao descritos na andlise da DHEC e seu metabdlito obedeceram o
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coeficiente de variagdo e erro relativo preconizados para a validagdo de uma metodologia
analitica. Os resultados mostraram um erro relativo menor que 20% para o limite inferior
quantificado e um valor menor a 15% para as demais concentragdes durante as andlises

intra- e inter-corrida dos controles de qualidade.

Em relagdo a estabilidade da amostra, os testes realizados demonstraram que tanto
a DHEC quanto seu metabdlito 8’ -OH-DHEC foram estdveis nas avaliacOes de
armazenamento a longo e curto prazo, na avaliagdo de congelamento-descongelamento e

pOs-processamento.

O terceiro e ultimo momento do estudo envolve a andlise dos parametros
farmacocinéticos encontrados para a DHEC e 8’-OH-DHEC, tanto quanto as possiveis

implicac¢des na prética clinica dos recentes valores avaliados para esta droga.

Devido nio existir dados anteriores sobre o perfil farmacocinético da DHEC e seu
metabdlito, os valores encontrados neste estudo ndo podem ser diretamente comparados a
qualquer outro existente na literatura. Porém, algumas ponderagdes se fazem importantes

em relacdo a outros trabalhos cientificos existentes.

A avaliagdo dos valores farmacocinéticos da DHEC e 8 -OH-DHEC com os
mesmos parametros citados da DHE e seu metabdlito (Chen, 2002) mostra-se como um
importante dado a ser considerado. Por se tratar de regimes semelhantes e ambos
administrados a voluntérios sadios (18mg para DHEC e 20mg para DHE), a rela¢dao do

perfil farmacocinético das duas drogas pode ser associada.

O pico de concentracdo da DHEC foi de 0,28 ug/mL; enquanto para DHE foi,
aproximadamente, de 0,20pug/mL. Isso pode refletir processos similares de absor¢do e

distribui¢do de ambas as drogas, visto a semelhanca das doses administradas.

Contudo, a mesma inferéncia nao pode ser feita em relacdo aos metabdlitos das
respectivas drogas. Primeiramente, a concentragdo do 8’-OH-DHEC foi cerca de 6 vezes
maior (5,63pg/mL) do que a encontrada para o metabdlito 8’-OH-DHE (0,90ug/mL).

Por ultimo, a relagdo do valor Cnax entre o metabodlito e a droga-mae foi 20 vezes
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maiorpara 8’-OH-DHEC e apenas 4,5 vezes para o metabdlito da DHE. Este fato leva a
suposicao de diferentes afinidades dos metabdlitos as enzimas biotransformadoras, o que

certamente poderd se melhor estudado em estudos futuros.

Conforme citado anteriormente, os parametros farmacocinéticos da DHEC ja
foram descritos anteriormente, em 1992 por Coppi et al; pela técnica de
radioimunoensaio. E importante salientar, novamente, que a dose administradas a
voluntdrios sadios foi de 6mg. Neste estudo, utilizou-se uma reagdo in vivo da DHEC
com um ligante radiois6topo para gerar um composto detectdvel na forma inalterada;

enquanto no presente trabalho a DHEC foi analisada apés um técnica in vitro.

Apesar das diferencas, ambos estudos dosaram a droga-mde no sangue de
voluntdrios sadios, com coletas em tempos previamente definidos. Desse modo, os

parametros Cmax, tmax € ASCo- tornam-se comparaveis.

Os valores observados da DHE foram Cpax de 0,62pug/mL com um tmax de
0,69 + 0,5h e uma ASC_, de 3,94ng/L..h. A comparacao direta com os dados da DHEC
mostram valores muito superiores no estudo atual. Porém, considerando os regimes de
dose administrados, esses valores apresentam-se superiores devido a dose de DHEC no
presente estudo ter sido 3 vezes maior do que no estudo feito por RIA, o que torna

invidvel a comparacgdo entre os dados.

Com o objetivo de transformar os dados compardveis diretamente, os valores
obtidos no método de LC-MS/MS foram divididos por 3 para que, supostamente, a dose
administrado fosse considerada também em 6mg (e ndo 18mg como foi realizado),

igualando-se a mesma ordem de regime do método de RIA.

Mesmo assumindo esta nova propor¢do, diferencas significantes entre os
pardmetros farmacocinéticos citados acima continuaram sendo observadas, onde os
valores das concentragdes do método de LC-MS/MS foram superiores aos valores do

método de RIA.

Algumas hipéteses podem ser consideradas. Como primeira suposicao, admite-se

que a concentragdo da droga absorvida, distribuida e metabolizada foi superior nos
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voluntdrios submetidos ao método de LC-MS/MS quando comparados com aqueles
participantes do estudo de RIA. Tal fato pode ter ocorrido por diferenca na formulacio

dos comprimidos administrados, visto que a forma farmacéutica foi a mesma.

A segunda hipdtese relaciona-se com a metodologia utilizada nas técnicas
comparadas: ambas demonstraram sensibilidade similares, porém a seletividade do
método de LC-MS/MS foi superior. Esta afirma¢do pode ser fundamentada no fato da
observacdo e identificagdo do metabdlito 8’ -OH-DHEC que nao foi observado em RIA.
Assim, pressupdes-se que entre a droga dosada no método de RIA também se
encontravam os metabdlitos visualizados neste estudo que, porém, ndo tiveram suas

massas identificadas de maneira separada.

Dentro deste contexto, é possivel supor que parte do efeito farmacoldgico da
DHEC pode ser associado ao seu metabdlito 8’-OH-DHEC, visto que a concentraciao da
droga-mae € 20 vezes inferior e € eliminada mais rapidamente que seu metabdlito do
organismo. Avaliando que o metabdlito circula no sangue em maiores concentragdes e
que permanece mais tempo no organismo, possibilitando assim sua interagdo com

receptores, a hipétese de ser um agente ativo no efeito terapéutico € vidvel.

As avaliagdes dos efeitos farmacolégicos do metabdlito da DHE sobre os
receptores 5-HT;, em cérebro de rato (Hanouin, 2003) e dos metabdlitos mono e
diidroxilado da bromocriptina na inibicdo da prolactina in vitro (Valente, 1997),

corroboram os dados do presente estudo.

A formacgdo de metabdlitos a partir da biotransformac¢do da DHEC ndo havia sido
caracterizada até a realizacdo da presente técnica de LC-MS/MS. Este fato conduz a
proposicdo que o esquema terapéutico desta droga tenha sido baseado em dados
farmacocinéticos anteriores, 0os quais mostraram-se nao concordantes com a descri¢c@o

atual.

Dessa maneira, assume-se que o regime de dose usado em pacientes sob

tratamento de DHEC pode, na verdade, refletir concentracdes mais elevadas do que a
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esperada. No caso de uso em pacientes idosos, a escolha da dose € essencial para que,

riscos associados a idade avancada, nao provoquem maleficios no paciente.

Estudos cientificos demonstram que o volume e fluxo hepatico estdo reduzidos de
25% a 30% em pessoas idosas (LeCouteur, 1998) e enzimas pertencentes ao citocromo
P450 sdo sintetizadas em menor propor¢do com o envelhecimento do organismo

(Sotaniemi, 1997; Jansen, 2002).

Sabendo-se que os dados presentes na bulas de medicamentos — como nos
medicamentos que contem DHEC — supostamente sdo utilizados na pratica clinica, a
concentracdo descrita sobre a DHEC ¢ inferior do que a observada nesta pesquisa. Em
uma situa¢do de metabolismo alterado, as modificacdes na droga e em seus metabolitos
podem ndo ser previsiveis jd que a tomada de decisdo estard embasada em valores que
ndo traduzem a realidade farmacocinética da droga, o que aumenta a possibilidade de
efeitos indesejaveis ou toxicos. No caso de redugdo na biotransformacgao da droga, por
uma menor atividade hepdtica, podera ocorrer um aciimulo da DHEC no organismo e um
retardo na formacdo do metabdlito 8’-OH-DHEC, que podem afetar o C,x € 0O tp.y €,

consequentemente, em seu efeito farmacolégico.

Uma depreciacdo na funcdo renal também € associada a idade avangada de
individuos. A partir da sétima década de vida, a maioria das pessoas tem de 30% a 50%
da funcdo glomerular perdida. E, aos 80 anos de vida, pode haver uma perda de 10% a

15% no volume total de d4gua do corpo (Ginsberg, 2005; Wynne, 2005; Messina, 2004).

A partir do momento em que a DHEC € indicada para patologias de tratamento
cronico, as condic¢des citadas acima podem ocasionar um aumento da contracdo da droga
no sangue, gerando um efeito acumulativo (visto que sua eliminacdo estd prejudicada).
Em um esquema terapéutico de doses multiplas e com uma eliminag¢do mais lenta, ambos
DHEC e 8’-OH-DHEC podem ultrapassar o indice terapéutico e evoluir para efeitos

téxicos, ocasionando riscos a satide do paciente.
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CONCLUSAO
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CONCLUSAO

A técnica in vitro mostrou-se como uma importante ferramenta para o
desenvolvimento de métodos analiticos que requeiram andlises de metabdlitos formados

apos o efeito de primeira passagem.

O uso associado das técnicas LC-MS/MS e Q-TOF foram capazes de elucidar
quimicamente o principal metabdlito da DHEC, como técnicas de suporte na

caracteriza¢do da molécula quimica, confirmada posteriormente por RMN.

A metodolgia utilizada de LC-MS/MS pode ser considerada validada por sua
sensibilidade, seletividade e robustez na descricdo do perfil farmacocinético da DHEC e

8’-OH-DHEC a partir de amostras de plasma de voluntarios sadios.

Apesar de ndo ter sido caracterizado o indice terapéutico da DHEC até o presente
momento, nota-se a importancia dos dados obtidos neste estudo — por meio de LC-
MS/MS - para uma reavaliagdo do esquema terapéutico, um possivel monitoramento
farmacocinético e a reformulacdo dos dados publicados sobre a droga, tendo como

objetivo um tratamento cada vez mais seguro na pratica médica.
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Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

FOr ] UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
UL{ INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
My Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira™
[' 7 i ‘\ Av, Prof. Lineu Prestes, 2416 - cep. 05508-000 Sao Paulo, SP - Brasil
| ) Telefone :(55] (11)3081 7733 - telefax : (55) (11) 3091. 7438
j e-mail: cep@ icb.usp.br

Sao Paulo, 04 de agosto de 2004,

PARECER 587 /CEP

Prezado Professor,

Atendendo sua solicitagio, a Comissdo de Etica em Pesquisas com
Seres Humanos do ICB, em sua quadragésima sétima reunido, analisou o projeto de sua
responsabilidade intitulado: “Estudo de Biodisponibilidade Relativa de trés Formulagdes
e Diidroergocristina em Volunwarios Sadios do Sexo Masculino, Diidroergocristina da
Ache Laboratdrios Farmacéuticos S A, capsulas de 6mg(Teste-1) versus Diidroergocristing
(Iskevert) da Medley S A. comprimidos de 15mg (Teste-2) versus a Diidroergocristing
(Iskemil®) capsula de 6mg, produzidoe pela Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A".

Informo que, apos analise e discussdo, o referido projeto fol
aprovado por esta Comissio.

Esclarego a V.Sa. que dentro de 12 meses, relatorio do referidc

projeto devera ser encaminhado a Secretania deste CEP

Cordialmente,

L_,L,_, | S Q "t |
Prof. Dr. LUtz VICENTE RiZz0O
Coordenador da Comissdo de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos - ICB /USP

Ilmo Sr.

Prof. Dr GILBERTO DE NUCCI
Departamento de Farmacologia
Instituto de Ciéncias Biomedicas -USP

Comissao de Etica em Pesoui;a com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas | USP
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Equipamento Utilizado para Analise da DHEC e 8’-OH-DHEC.

1-Material utilizado para processamento das amostras

Adjustables Pippetes (P200, P1000 and P10000) Gilson, France

Disposable plastic pipettes tips - Labtip Yellow (range

5200 pL) & Labtip Blue (range 200 - 1000 pL) e

Disposable Glass test tubes 120 x 12 mm Laborglass, Brazil
Eppendorf repeating pipette Eppendorf, USA
Plastic tubes 50 and 15 mL capacity Costar, Brazil
Autosampler glass vials and caps OCP Diagnostics, Brazil
Vortex mixer Fischer, USA
Analytical balance Ohaus, Germany

2- Equipamento utilizado para andlise das amostras

Liguid Chromatograph Shimadzu, Japan LC-10AD VP
Auto sampler CTC Analytics, Switzerland HTSPal
Mass Spectrometer Applied Biosystems, Canada API 4000
Source Applied Biosystems, Canada Turboionspray
Data system Applied Biosystems, Canada Analystv 14
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Caracteristicas do Método Analitico

1- Condig¢des Cromatograficas

Mobile Phase Acetonitrile/Water (50/50, V/V) and 0.1% of acetic acid
Analytical column Jones Chromatography, Genesis, C18, 4 um (100 x 2.1 mm i.d.)
Guard column Mot used
Autosampler o
temperature 8°C
Flow rate 0.35 mL/ min
Back pressure 120 bar
Colum temperature room temperature
Split Not used
Injection volume 40ulL
Total run time 3.0 min

2- Tempo de Retencdo da DHEC, 8’-OH-DHEC e Bromocriptina

Dihydroergocristine 6120=2702 1.0+£01
Hydroxy- 628.0 > 2704

dihydroergocristine et 0901

Bromocriptine 656.0=3481 10+0.1
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Espectro de Massa do Analito e Padrao Interno

1-

Espectro de massa da DHEC
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2- Espectro de Massa do 8’-OH-DHEC

Hydrowy-didroergocristine CID Mass spectra
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3- Espectro de massa da Bromocriptina

Intemal Standard CID Mass specira
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