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Resumo

RESUMO

O pro-farmaco de diclofenaco, 1-(2,6-diclorofenil)indolin-2-ona (DICCIC), apresenta
atividade anti-inflamatéria comparavel ao diclofenaco sem efeitos gastroulcerativos.
Essa vantagem torna-o uma possivel alternativa terapéutica em quadros de
inflamac&o onde ha a indicagdo de anti-inflamatérios ndo esteroidais. Assim neste
trabalho, foi investigado o perfil farmacocinético do DICCIC e seu potencial para
conversao no diclofenaco. O DICCIC e o diclofenaco foram administrados em dose
unica a ratos Wistar (n=20) intravenosamente. Foram colhidas amostras seriadas de
sangue. As amostras de plasma foram processadas e o extrato final do
processamento foi analisado por CLAE. O sistema cromatografico consistiu de uma
bomba 600E Waters®, com detector UV-vis operando a 276 e 250 nm. A separacao
foi feita em coluna Symmetry C18 (4,6 x 250 mm, 5um) sob eluicao da fase movel
metanol:acetonitrila: acido metanoico 0,1%, na propor¢cao de 5:55:40, em modo
isocratico e fluxo de 1 mL/min. O método bioanalitico foi validado e seus limites de
confianca foram apropriados para sua aplicacdo. As médias dos parametros
farmacocinéticos foram calculadas pelas curvas de concentragao plasmatica versus
tempo e comparadas pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). A meia-vida do
diclofenaco a partir de DICCIC (49,7 = 10,9 min) foi significativamente menor que a
meia-vida do diclofenaco apds administracédo de diclofenaco (188,3 £+ 78 min). O
mesmo foi observado para a area sob a curva, cujo resultado para diclofenaco de
DICCIC (48,8 + 4,2 yg.min/mL) foi mais de dez vezes menor que a do diclofenaco
apo6s administracdo de diclofenaco (698,7 + 76,7 pg.min/mL). Os parametros
permitiram sugerir que a baixa disponibilidade de diclofenaco a partir de DICCIC
esta relacionada a um alto clearance extra-hepatico do DICCIC e ao metabolismo

hepatico sequencial do diclofenaco quando formado a partir de DICCIC.
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Abstract

Abstract
The diclofenac prodrug, 1-(2,6-dichlorophenyl)indolin-2-one (DICCIC), has anti-

inflammatory effects comparable to diclofenac, but without gastroulcerative effect.
This advantage makes it a potential therapeutic approach in inflammation frames
where there is an indication of nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Thus, in this
study, we investigated the pharmacokinetic profile of DICCIC and its potential for
conversion to diclofenac. The DICCIC and diclofenac were administered in single
dose to Wistar rats (n = 20) intravenously. Blood samples were collected serially. The
plasma samples were processed and thereafter analyzed by HPLC. The HPLC
system consisted of a Waters® 600E pump with a UV-Vis detector (Waters® 2487),
and a reverse phase C18 column (5um, 250mm x 4.6 mm [.D, Symmetry®, Waters).
The mobile phase was 0.1% methanoic acid:methanol:acetonitrile (40:5:55) at a flow
rate 1 mL/min. The UV-Vis detector was set to 276 nm for detection of diclofenac and
naproxen (Internal Standard), and 250 nm for DICCIC. The HPLC method for
simultaneous determination of diclofenac and DICCIC was validated to perform the
profile evaluation. The confidence limits were appropriate for its application. The
mean pharmacokinetic parameters were then calculated (using) the curves of plasma
concentration versus time and compared using the Mann-Whitney test (p <0.05). The
half-life of diclofenac from DICCIC (49.7 £ 10.9 min) was significantly lower than the
half-life of diclofenac after administration of diclofenac (188.3 + 78 min). The area
under the curve for diclofenac from DICCIC (48.8 £ 4.2 yg.min/mL) was more than
ten-fold lower than that of diclofenac originated from diclofenac (698.7 + 76.7
Mg.min/mL). The parameters suggested that the low availability of diclofenac from
DICCIC is related to a high nonhepatic elimination of DICCIC and a high sequential

hepatic metabolism of diclofenac after formed from DICCIC.
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1. INTRODUCAO

O uso de agentes com propriedades anti-inflamatodrias tem mais de 3500 anos
(EAD, 2008). Entre estes agentes, os farmacos anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINEs) sdo os de maior utilizacdo (MCGEER; MCGEER, 2007) e provavelmente
representam os produtos mais comuns na histéria humana (FIRUZI; PRATICO,
2006).

Os AINEs sédo a base do tratamento de doencgas inflamatérias agudas e
crénicas. As doengas crbnicas podem ser representadas pela artrite reumatoide
(AR) e pela osteoartrite (OA) (BROOKS; KUBLER, 2006; MOODLEY, 2008).

Como toda farmacoterapia, a indicacao dos AINEs requer a avaliagao do risco
beneficio. Entre os principais efeitos adversos destes farmacos estdo a
gastroulceragdo (FENDRICK; GREENBERG, 2009), problemas renais (NG et al.,
2008; TAKEMOTO et al.,, 2008) e eventos cardiovasculares (VONKEMAN; LAAR,
2010). Estes efeitos adversos apresentam relagdo com a inibicdo das
ciclooxigenases (COX); com a qual também se relacionam os seus efeitos
terapéuticos (DAJANI; ISLAM, 2007). Ainda, tem sido proposto que a natureza acida
desses farmacos pode contribuir para a irritacdo local e, entdo, para os problemas
relacionados a gastroulceragéo na administragao oral cronica (CHEN, 2009).

Os eventos cardiovasculares sao observados na utilizacado de inibidores COX-
2 seletivos e caracterizados pelo aumento no risco de trombose (FENDRICK;
GREENBERG, 2009).

O desenvolvimento de efeitos danosos sobre o trato gastrintestinal (Gl) ocorre
significativamente com a ingestado prolongada destes farmacos (WALLACE, 2008),
que é usualmente requerida no tratamento dos pacientes portadores de inflamagao
cronica, AR e OA (TUGWELL et al., 2004; BROOKS; KUBLER, 2006).

Segundo Pavelka (2011), o diclofenaco pode ser considerado como farmaco
referéncia entre os AINEs indicados para o tratamento dos processos inflamatérios
cronicos.

Na OA o tratamento farmacoldgico envolve a administracdo de analgésicos e
anti-inflamatérios, opidides ou capsaicina; além da cloroquina para modificacao do
curso da doenga. Este uso € prolongado para os farmacos de tratamento sintomatico

e por tempo indefinido para a cloroquina (COIMBRA et al., 2002).
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Na AR, o controle da dor e do processo inflamatério articular é feito pelo uso
de AINES e, em algumas situagdes, associados a glicocorticoides. A suplementagao
de calcio e vitamina D é indicada quando ha uso prolongado de glicocorticoéides. S&o
utilizados ainda, farmacos modificadores do curso da doenca, como cloroquina,
sulfassalazina, metotrexato, ciclosporina, entre outros. O uso de AINES deve ser
mantido enquanto houver processo inflamatorio e/ou dores articulares. O uso de
modificadores do curso da doenga deve ser mantido indefinidamente (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2002).

Nao ha estudos que mostrem diferengas na eficacia entre os diversos AINES
disponiveis para o tratamento sintomatico das inflamagdes cronicas. Os inibidores
seletivos da COX-2 apresentam a vantagem de efeitos adversos sobre o trato
digestério menos pronunciados, no entanto levam ao risco de eventos
cardiovasculares (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2002;
TUGWELL et al, 2004). Por outro lado, o uso de inibidores nao seletivos, que em
geral levam a efeitos adversos sobre o trato digestério, requer a utilizagao
concomitante de farmacos gastroprotetores, como inibidores da bomba de prétons
(PENISTON et al., 2011).

Assim, na terapéutica da OA e da AR ha associacdo medicamentosa por um
longo periodo, 0 que aumenta a preocupagao com relagdo aos efeitos adversos dos
farmacos empregados. Ainda, a gastrotoxicidade dos AINEs é, em determinadas
situacdes, o efeito adverso limitante do uso desses farmacos por pacientes com
sensibilidade a esses agentes (CHEN, 2009).

Pesquisas na area farmacéutica tém sido realizadas com a finalidade de
desenvolvimento de novos farmacos e/ou terapias aplicaveis ao tratamento das
inflamacdes cronicas, que possuam maior eficacia com supressao dos sintomas
causados pela doengca e menor incidéncia e gravidade de efeitos colaterais
(BERENBAUM, 2008; SABBAGH, 2009; QUAN et al., 2008).

A utilizagdo da latenciagdo como estratégia de modificagdo molecular tem
permitido a obtencdo de pro-farmacos com propriedades biofarmacéuticas e
farmacocinéticas melhoradas. Além disso, essa estratégia tem permitido a obtengao
de substancias mais seguras com reduzido efeito adverso (TESTA, 2009).

Nesse sentido, Chung e colaboradores (2009), mediante o emprego de

latenciagao, sintetizaram o derivado de diclofenaco planejado como candidato a pro-
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farmaco - 1-(2,6-diclorofenil)indolin-2-ona (DICCIC) - que demonstrou atividade anti-
inflamatadria, avaliada por teste em edema de pata de rato induzido por carragenina,
comparavel ao do diclofenaco, porém sem promover gastroulceragéo significativa.

Testes in vitro realizados pelo grupo nao demonstraram hidrélise quimica do
composto (pH 1,2 e 7,4) no periodo de 24 horas. No ensaio ex vivo (em plasma
humano), 10 pug/mL, foi observado o mesmo comportamento, sugerindo que o pro-
farmaco néo é susceptivel a hidrélise mediada por enzimas plasmaticas (CHUNG et
al., 2009).

Os estudos por sistemas in vitro podem fornecer informagdes preliminares
para o planejamento dos estudos in vivo, porém deve-se considerar que estes
ensaios sao conduzidos em ambiente nao-fisiolégico e, portanto, ndo possuem as
caracteristicas necessarias para a elucidacdo dos processos de interacdo do
produto com o sistema bioldgico. Por exemplo, nos estagios iniciais do processo de
desenvolvimento de farmacos sao inexistentes as informacdes sobre os
mecanismos de biotransformagdo do composto e sua importancia em relagédo a
outros mecanismos de clearance. Assim, somente através dos estudos in vivo os
aspectos das interagbes farmaco-organismo podem ser satisfatoriamente
observados (MASIMIREMBWA et al., 2003; SINGH, 2006).

Além dos estudos in vitro, o desenvolvimento de pré-farmacos requer o
conhecimento do perfil farmacocinético e, nesta fase, os dados obtidos em estudos
com animais possibilitam a obtencao de informacdes com relagdo a sua capacidade
de conversao no farmaco matriz no sistema bioldgico e orientar quanto as doses que
deverao ser ulizadas em futuros testes clinicos. Segundo Singh (2006): “a
farmacocinética € um importante fator no destino de um farmaco na clinica. Assim os
compostos devem ser submetidos a tantas verificagfes in vivo quanto possivel”.

Os estudos em farmacocinética pré-clinica podem ser conduzidos
simultaneamente aos estudos de atividade ou somente apds resultados satisfatorios
nestes Ultimos (MAULEON et al, 1996; TORRES-LOPEZ et al., 1997;
HIRABAYASHI et al., 2002; MAMIDI et al., 2002; NG et al., 2003; NAVARRETE et
al., 2005; GRIGOLEIT; GRIGOLEIT, 2005; KALGUTKAR et al.,, 2006; REYES-
GORDILLO et al., 2007; LEON-REYES et al., 2008; QUEVEDO; BRINON, 2009).

No entanto, segundo Waterbeemd & Gifford (2003), os problemas

farmacocinéticos e de toxicidade s&o responsaveis por cerca de 50% das
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interrupcdes de projetos de desenvolvimento de farmacos. Assim, a realizagao
precoce dos estudos em farmacocinética pré-clinica tem sido recomendada
(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).

Este trabalho consiste na avaliagdo do perfil farmacocinético intravenoso em
ratos do DICCIC e de seu metabdlito ativo, o diclofenaco. O diclofenaco sera
avaliado a partir de sua administracdo intravenosa e a partir da bioconversao do
DICCIC administrado intravenosamente. A avaliacdo da farmacocinética intravenosa
permite conhecer o perfil de conversao do metabdlito sem que seja confundido com
a perda na absorgcdo ou o efeito de primeira passagem. Além disso é uma via

sempre necessaria ao calculo da biodisponibilidade oral em estudos posteriores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamagéo e acéo dos AINEs

Figura 1 Dos fosfolipidios de
membrana a PGH2.

Os fosfolipidios de membrana s&o
convertidos a acido araquidénico (AA) por agao
da enzima fosfolipase A, cuja ativagdo depende
de estimulos como hormoénios, fatores de
crescimento, imunoglobulinas, fagocitose,
lecitinas, trombina e a lesdo celular geral
(BERTOLINI et al., 2001; RANG et al., 2007).

O AA formado pode se tornar acidos
epoxieicosatriendicos por agao de citocromo P-
450 epoxigenases, lipoxinas por agdo de 15-
lipoxigenase, acido 12-hidroxieicosatetraendico
(12-HETE) por acdo de 12-lipoxigenases,
leucotrienos (LT) por agcado de 5-lipoxigenase e
prostaglandinas (PG) G, pelas COX em uma
reacdo endoperoxido sintetase (BERTOLINI et
al., 2001; RANG et al., 2003; SIMMONS et al.,
2004).

Na sequéncia a COX, por uma agao
peroxidase, converte a PGG, em PGH, (Figura
1). Essa, por sua vez, é convertida a
tromboxanos (TX) A2, a prostaciclina (PGl,), a
PGE,;, a PGFy,, e a PGD,, por sintetases e
isomerases especificas. Essas prostaglandinas
agem em receptores proprios que sao
denominados por uma letra “P” precedida da letra
referente a prostaglandina cuja ligagdo €
preferencial (SIMMONS et al., 2004; SMYTH et
al., 2006).
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Tanto PGE; quanto PGIl, sdao encontradas em lesdes inflamatérias e
provavelmente, ambas contribuem para o eritema inflamatério (receptor EP2) e dor
(receptores IP e EP1). A PGE; age por diminuir o limiar de ativagado de canais de
sodio resistentes a tetrodotoxina nos nociceptores, ja a PGl, leva a um alongamento
da resposta (SIMMONS et al., 2004).

PGE, liberada no tecido inflamado sensibiliza fibras nervosas aferentes
agindo tanto em nociceptores periféricos quanto em locais centrais — medula espinal
e encéfalo - para levar a hiperalgesia. Quando a concentracédo de PGE; esta
aumentada na corrente sanguinea ela pode agir no SNC. Como sua inativagéo so6
ocorre perifericamente, a agdo se mantem até que o gradiente permita sua saida do
SNC (LEE et al., 2005).

As PGs E; e |, também tém sido encontradas no liquido sinovial de pacientes
artriticos. Elas tém um papel significante na fisiologia das articulagbes, na patogenia
das desordens articulatorias e € provavel que estejam envolvidas em algumas agdes
da interleucina (IL) 1B - cuja secregado € estimulada por endotoxinas e peptideos
liberados de neutrdfilos ativados e células epiteliais - e do fator de necrose tumoral
(TNF) a — produzido por células da linhagem monocitica - nesses tecidos (LAUFER,
2003; SIMMONS et al., 2004; AKAOGI et al.,, 2006; JOOSTEN et al., 2010;
PARAMESWARAN; PATIAL, 2010).

As células sinoviais e condrdcitos — células comuns as articulagbes —podem
ser ativadas, por citocinas inflamatoérias nas articulacbes problematicas, o que as
leva a liberar IL-17, que age sinergicamente com IL-1 e TNF-a. Estas, por sua vez,
estimulam a secrecdo de PGE,. A producado da PGE; necessita, além da COX, da
Prostaglandina E sintase associada a membrana (mPGES), enzima relacionada ao
desenvolvimento de inflamacéo crénica em pacientes com AR ou OA. Sua funcgao é
converter PGH, em PGE; (SIMMONS et al.,, 2004; KOJIMA et al., 2005;
PARADOWSKA et al., 2007).

Tanto em pacientes portadores de OA, quanto em portadores de AR, a
expressdo de mMPGES-1 nos fibroblastos sinoviais estd aumentada devido a
estimulos de citocinas pro-inflamatoérias como a IL-13 e o TNF-a. A superexpressao
de mPGES-1 em tecidos articulares, tais como sinovial e cartilaginoso, pode estar
altamente relacionado ao desenvolvimento da inflamacdo crbnica relacionada a
artrites (KOJIMA et al., 2005).
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A expressao da enzima mPGES-1 possui uma autorregulagcdo pela PGE,,
que pode desempenhar importante papel na inflamagdo associada com a artrite.
Neste mecanismo esta envolvida a COX-2, cuja expressado é aumentada por agao
de IL-1B. O aumento da COX-2 juntamente com a expressdo de mPGES-1 —
também estimulada por agao da IL-1( - leva a formagao elevada de PGE,, que sai
da célula e se liga a receptores EP2 e EP4. Esses receptores estdo relacionados a
ativacdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), o qual também estimula a
expressao de mPGES (Figura 2) (KOJIMA et al., 2005).

Figura 2 Retroalimentacao positiva da mPGES-1.

Além da COX-2, expressada mais intensamente quando induzida por
inflamacéao, ha ainda a COX-1, que a literatura enfatiza ser uma enzima constitutiva
altamente expressa nos tecidos e células dos mamiferos (CHANDRASEKHARAN;
SIMMONS, 2004; MCGEER; MCGEER, 2007).

Essas enzimas s&o o alvo de inibicdo da maioria dos AINEs (Figura 3). A
COX possui pelo menos trés isoformas que diferem na expressado tecidual e
localizacéo intracelular (GALANAKIS et al., 2004; FIRUZI; PRATICO, 2006). As
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isoformas COX-1 e COX-2, ja citadas, convertem metabolicamente o AA em PGH,
(WALLACE; VONG, 2008). As fungdes da isoforma COX-3 — variante da COX-1 —
tém sido amplamente estudadas, e tem sido relatada uma sensibilidade inibitéria
desta enzima ao paracetamol e a dipirona, sugerindo que esta seja o alvo central de
farmacos analgésicos e antipiréticos (CHANDRASEKHARAN et al., 2002; BOTTING;
AYOUB, 2005).

Além da mPGES-1, existe ainda a PGE sintase citossolica (cPGES), que
diferente da primeira tem acdes relacionadas a manutencdo da homeostasia. A
cPGES é funcionalmente acoplada a COX-1 para produzir PGE, em niveis basais
(LEE et al., 2005).

Figura 3 Local de inibigdo de AINEs seletivos e ndo-seletivos.

Para o entendimento das acdes terapéuticas e téxicas que serdo citadas
adiante, é necessario esclarecer que nenhuma COX é exclusivamente constitutiva
ou indutivel. Entretanto pode-se dizer que a COX-1 é mais constitutiva do que
indutivel e a COX-2 é mais indutivel que constitutiva. A atuacdo constitutiva ou
indutivel depende de sua localizacéo tecidual ou celular. Desta localizacdo depende
também o que sera feito da PGH, formada pelas COXs, alguns exemplos podem ser
vistos na Tabela 1 (CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004; LEE et al., 2005).
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Tabela 1. PGs e as células preferenciais de sua formacéao a partir de PGH..

células enzima mediadora PG*
endometriais PGF-sintase PGF2q

cerebrais PGD-sintase PGD;
endoteliais, musculares lisas PGl-sintase PGl
megacariocito (plaquetas) TX**-sintase TXA;
neurdnios, endoteliais, neutrofilos PGE-sintase PGE,

* PG, Prostaglandina; TX**, Tromboxano.

Na inflamacao crénica, como AR e OA, agentes como os AINEs, que reduzem
a expressao de PGE; pela inibicdo da COX, sdo uma boa estratégia para o
tratamento (BROOKS; KUBLER, 2006). No entanto o uso crénico (WALLACE, 2008;
HALEN et al., 2009) ou em altas doses desses agentes (VONKEMAN; LAAR, 2010),
acarretam efeitos toxicos, principalmente sobre o trato GlI, mesmo para AINEs
inibidores seletivos de COX-2 (COXIBEs). Em alguns estudos os COXIBEs néao
mostraram beneficios significativos comparados com AINEs ndo seletivos
(WALLACE, 2008).

Os AINEs, de acordo com sua estrutura quimica, sao classificados em
(ZARAGOZA et al., 1995; DOOLEY et al.,, 2001; ARGOFF, 2002; AHMED et al.,
2005):

e Salicilatos, que incluem o acido acetilsalicilico e o diflunisal;

¢ Indolacetatos, como a indometacina, o sulindaco e o etodolaco;
e Fenilacetatos, por exemplo o diclofenaco e o aceclofenaco;

¢ Pirrolacetatos, onde se enquadra o cetorolaco;

e Propionatos, como ibuprofeno, naproxeno e cetoprofeno; e

e Enolatos, piroxicam e meloxicam.

Em um ensaio onde foi medido quanto de COX-1 era inibido pela dose que
produziu inibicdo de 80% da COX-2, o meloxicam e etodolaco, assim como a
nimesulida e o celecoxibe, mostraram uma seletividade de 5 a 50 vezes para a
COX-2, ja o rofecoxibe mostrou uma seletividade acima de 50 vezes. (RANG et al.,
2003).
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Figura 4 Relacéo entre a concentragdo de alguns farmacos, necessaria para inibi¢ao
de 50% (IC50) de COX-1 e COX-2, ensaio em sangue total, onde & medida a sintese
de TXB2 para atividade COX-1 e PGE2 para atividade de COX-2 (CRYER;
FELDMAN, 1998;CHAN et al, 1999; USHIYAMA et al., 2008).

Os COXIBEs foram desenvolvidos com base na hipotese de que os efeitos
adversos dos AINEs nao seletivos estavam relacionados exclusivamente com a
inibicdo da COX-1. Assim, houve grande expectativa de que farmacos inibidores
seletivos da COX-2 possuissem potente efeito anti-inflamatério (FIRUZI; PRATICO,
2006) com redugao dos efeitos adversos. No entanto essa inibigdo seletiva possui
também seus efeitos deletérios (PRASIT et al., 1999; WALLACE; VONG, 2008).

Nao ha um nivel especifico de definicdo da seletividade a COX-2 (Figura 4),
ja que a avaliagao de seletividade, realizada pelas companhias farmacéuticas, é feita

in vitro, por tratarem-se de ensaios rapidos e simples. Porém esses ensaios nao
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necessariamente refletem a complexidade da interagdo farmaco-enzima in vivo
(FITZGERALD; PATRONO, 2001).

O celecoxibe é um inibidor seletivo da COX-2 que, em variados ensaios in
vitro, mostrou ter de 155 a 3200 vezes maior seletividade pela COX-2 que pela
COX-1. A estrutura do celecoxibe possui um grupo sulfonamida, o qual se liga a uma
“‘bolsa” lateral da COX-2 que ndo esta presente na COX-1, conferindo-lhe sua
seletividade. Ja o rofecoxibe tem uma seletividade por COX-2 em relagdo a COX-1
acima de 800 vezes, mas foi retirado do mercado. Outros COXIBEs langados apos
os dois supracitados incluem valdecoxibe, etoricoxibe, parecoxibe(cujo metabdlito
ativo é o valdecoxibe), deracoxibe e o lumiracoxibe (HILARIO et al., 2006; FUNK;
FITZGERALD, 2007; RAMALHO et al., 2009).

2.2 Toxicidade

A toxicidade dos AINEs, assim como sua eficacia, € devida a inibicao das
enzimas COX (DAJANI; ISLAM, 2008). A inibicdo da COX-2 tém-se atribuido os
efeitos analgésicos e anti-inflamatorios de AINEs, enquanto a inibicdo da COX-1
provavelmente estdo relacionados os efeitos colaterais sobre o trato gastrintestinal
(FENDRICK; GREENBERG, 2009). Os AINEs s&o a segunda causa mais comum de
ulceras pépticas, com 15 a 35 % dos casos; a primeira € a infecgao por Helycobacter
pylori (GALANAKIS et al., 2004; TSUMURA et al., 2007).

Tugwell e colaboradores (2004) realizaram um estudo com 311 pacientes com
evidéncia radioldgica de osteoartrite de joelho tratados com diclofenaco sodico (50
mg) por via oral durante 12 semanas e constataram que em 48% destes pacientes
houve manifestagcdo de efeitos adversos sobre o trato digestorio, tais como dor
abdominal (22%), dispepsia (26%), diarréia e flatuléncia (17%), nauseas (11%),
constipagao (10%), melena e vémitos (2%).

Ha mecanismos que justificam a toxicidade dos AINEs sobre a mucosa
gastrica, um deles € o contato direto em consequéncia da natureza acida dos
farmacos. Além deste, é proposto que a presenca de altas concentragcbes
plasmaticas de AINEs inibe a atividade da COX-1, com consequente diminuigdo da

producao de PGs (WALLACE; CIRINO, 1994; CHEN et al., 2009).
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As PGE; e PGl,, derivadas principalmente da COX-1, podem inibir a secregao
acida e estimular a secrecao de muco e bicarbonato no estémago e no trato Gl
como um todo. Essas PGs podem também reduzir a permeabilidade epitelial,
reduzindo a retro difusdo acida e melhoram o fluxo sanguineo que facilita a
restituicao epitelial (WALLACE, 2001; WALLACE, 2008; CHEN et al., 2009).

Contudo, em circunstancias em que a integridade da mucosa esta alterada, a
COX-2 contribui significativamente para a defesa e reparo. Nessa situagdo sua
supressdo induz a diminuicdo da angiogénese, importante no reparo epitelial, e
aumento da aderéncia neutrofilica ao endotélio vascular da microcirculagao Gl, que
resulta em obstrugdo fisica do fluxo sanguineo e em liberagdo de proteases e
radicais livres derivados de oxigénio, levando a gastropatia dos AINEs. Portanto uma
inibicao seletiva da COX-2, enquanto poupa grande parte da PG benéfica a mucosa
(derivada da COX-1), também aciona um evento chave na patogénese da
gastropatia causada por AINEs (WALLACE et al.,, 1990; WALLACE, 2008;
WALLACE; VONG, 2008).

AINEs

Figura 5 Ulcerogénese por AINEs, por acéo direta devido a natureza
acida do farmaco e sistémica por inibicao da COX.
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Nem sempre que a sintese de prostaglandinas é suprimida ha subsequente
ulceracdo, no entanto essa supressao deixa a mucosa mais suscetivel a efeitos
danosos de agentes luminais como a pepsina, acidos, etanol e até mesmo os
proprios AINEs, facilitando o mecanismo de acdo toxica direta na mucosa ou efeito
local (WALLACE, 2008).

Efeitos cardiovasculares tém sido citados como efeito adverso dos COXIBES,
pois a inibicao especifica da COX-2 resulta em produgao reduzida de PGl pelo
endotélio cardiovascular, que pode contribuir para um aumento no risco de trombose
(FENDRICK; GREENBERG, 2009), ja que essa produgdo € mediada pela COX-2.
PGIl, € um inibidor da agregacado plaquetaria e vasodilatador, que tem fungao
moduladora da interagdo entre plaquetas ativadas e a parede endovascular
(VONKEMAN; LAAR, 2010).

O mecanismo mais frequentemente mencionado para essa toxicidade
cardiovascular dos AINEs, inclusive COXIBEs, fica evidenciado relacionando a
reducao da PGl, com a n&o redugao nos TXAp, cuja produgcdo € dependente da
COX-1. Os TXA; contribuem para a agregagao plaquetaria e vasoconstri¢cao, efeitos
explicitamente contrarios aos da PGl, (DAJANI; ISLAM, 2008).

Os efeitos sao temporarios e reversiveis, consequentemente, somente a
administragcao continua de altas doses de AINEs nao seletivos inibe a COX-1 e a
COX-2 consideravelmente. Contudo, em sindromes clinicas associadas a ativagao
plaquetaria, ha um aumento na expressao de COX-2 por células endoteliais em uma
tentativa de manter a homeostasia. Nesta situacao, a inibicdo da COX por qualquer
AINE, mas especialmente por COXIBEs, pode levar a um aumento no risco para
eventos cardiovasculares (WALLACE; VONG, 2008; VONKEMAN; LAAR, 2010).

Quanto a nefrotoxicidade, especialmente no uso crénico (CURRY et al.,
2005), ocorre potencialmente tanto em AINEs nao seletivos quanto COXIBEs. Pois
aparentemente a COX-1 e COX-2 estao presentes constitutivamente nos rins, onde
sua inibicao reduz especialmente PGE,, que promove diminuicdo na reabsorcao de
sodio na alga de Henle, e PGl,, que estimula a liberagao de renina, para reabsorgao
de sddio e secregao de potassio no néfron distal. Os efeitos adversos poderao se
manifestar com aumento de peso do paciente, hipertensdo ou edema periférico, pela

retencao de sédio causada por inibicdo de PGE,. Ja a inibicdo da PGl pode resultar
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em hipercalemia e falha renal aguda (PERAZELLA; ERAS, 2000; SULEYMAN et al.,
2007; TAKEMOTO et al., 2008).

A hepatotoxicidade, por sua vez, € rara e mesmo para o AINE mais
hepatotoxico, o bromofenaco, a frequéncia de lesdo hepatica clinicamente
significativa € muito baixa e impossivel de avaliar dentro de ensaios clinicos. Embora
a hepatotoxicidade seja rara, o extenso uso dos AINEs contribui consideravelmente
para o aparecimento de lesdes hepaticas causadas por medicamentos. A lesao
hepatica associada a AINEs é seis a nove vezes mais frequente em pacientes em
tratamento simultdneo com outros farmacos potencialmente téxicos ao figado
(TEOH; FARRELL, 2003; AITHAL; DAY, 2007).

O Sulindaco é o AINE mais associado a hepatotoxicidade com dano
colestatico — inibicdo ou interrupgao do fluxo biliar - que provavelmente ocorre por
inibicdo competitiva da bomba canalicular de transporte dos sais biliares. A
nimesulida é outro AINE altamente associado a problemas hepaticos, 0 mecanismo
é desconhecido, mas tem sido evidenciada necrose centrolobular. As lesbes do
ibuprofeno sao hepatocelulares e colestaticas, contudo os relatos sao raros
(AITHAL; DAY, 2007).

Para o amplamente utilizado diclofenaco — paradigma da hepatotoxicidade
idiossincratica - as reacdes adversas sao relativamente raras e de baixo risco, mas
potencialmente sérias. Os danos podem ocorrer por um metabdlito reativo e por
formacao de um aduto — a partir do metabdlito — com toxicidade direta e/ou mediada
por reagao imune ou inflamatoria; pode ainda ocorrer interagao dos metabdlitos com
oxigénio e subsequente dano mitocondrial mediado por espécies reativas de
oxigénio e com proteinas — transportadoras, enzimas e receptores — levando a
citotoxicidade e colestase (AITHAL; DAY, 2007; STIRNIMANN et al., 2010; GOMEZ-
LECHON et al., 2010).

Os danos hepaticos ndao sao exclusividade dos AINEs nao seletivos,
ocorrendo também com os COXIBEs, como o rofecoxibe e o mais difundido,
celecoxibe (CARRILLO-JIMENEZ; NUMBERGER, 2000; GALAN et al.,, 2001;
HUSTER et al, 2002; HARSCH et al, 2003; CHAMOUARD et al., 2005).
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2.3 Latenciacao e Pro-farmacos

Como definicao geral os pro-farmacos sao agentes terapéuticos inativos per
se, que dentro do organismo sao transformados em um ou mais metabdlitos ativos
(ETTMAYER et al., 2004) ou derivados latenciados biorreversiveis de farmacos que
sofrem uma transformacédo enzimatica ou quimica in vivo para converter-se no
farmaco matriz ativo e exercer a atividade farmacolégica (RAUTIO et al., 2009). A
importancia dessas duas definicbes dar-se-a pela necessidade de englobar
moléculas que se transformam in vivo em estruturas que jamais foram, para ter
atividade, e moléculas de acado conhecida que sao inativadas propositalmente para,
apenas in vivo, voltarem a ser ativas.

Essa abordagem permite vencer barreiras da terapéutica como a baixa
hidrossolubilidade, instabilidade quimica, absorcdo oral insuficiente, alto
metabolismo de primeira passagem, acesso insuficiente ao SNC, toxicidade, irritagao
local e atividade inespecifica. A melhoria de propriedades dos farmacos através da
latenciagao confere direitos de exploragao comercial da nova estrutura quimica por
mais um periodo determinado pela respectiva patente (RAUTIO et al, 2008; HSIEH
et al, 2009; TESTA, 2009).

Os pré-farmacos tem aplicabilidade no desenvolvimento de AINEs com
menor dano ao trato Gl por meio do mascaramento do grupo acido como meio para
reduzir ou eliminar a gastrotoxicidade que ocorre por agao local (IMAI et al., 1993;
MISHRA et al., 2008). A principal estratégia compreende uma derivatizagdo do
grupo acido carboxilico, levando a formacao de ésteres e amidas (HALEN et al.,
2009).

Em um estudo de 1980, Cioli e colaboradores obtiveram resultados
mostrando que o AF 2259 — um pré-farmaco éster de guaiacol e ibuprofeno — foi
capaz de reduzir a toxicidade gastrintestinal do ibuprofeno; equimolarmente, a dose
ulcerogénica de AF 2259 foi duas vezes maior que a de ibuprofeno, enquanto a dose
efetiva em edema e febre foi a mesma.

Derivados gliceridicos de aspirina mostraram manutencdo da atividade
sistémica da aspirina sem causar lesdes, ja os mesmos derivados de indometacina
aumentaram o indice terapéutico da indometacina em 2,5 a 3 vezes (PARIS et al.,
1979; PARIS et al., 1980).
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Esteres 2-formilfenil de indometacina, cetoprofeno e ibuprofeno foram mais
potentes como agentes anti-inflamatérios que os farmacos matriz no ensaio de
edema de pata de rato induzido por carragenina. Em teste de hidrélise quimica
neutra e alcalina os ésteres liberaram o AINE e o acilfenol (ABORDO et al., 1998).

Ainda com a indometacina, n-butil ésteres e n-octil ésteres nao apresentaram
toxicidade gastrintestinal e nem dano hepatico, ao contrario do que ocorreu na
administracdo de indometacina isolada (OGISO et al., 1996). Ja ésteres 1-
etilazacicloalcan-2-ona mostraram atividade analgésica e anti-inflamatéria com
diminuida irritagdo gastrica quando comparados a indometacina (BONINA et al.,
1997).

Por uma rota sintética simples, Jung e colaboradores (2000) prepararam um
conjugado de acido 5-aminosalicilico e glicina colon especifico. Apds a
administracao oral desse pro-farmaco, a molécula matriz e o metabdlito ativo acido
n-acetil-5-aminosalicilico tiveram recuperagao fecal maior que a da sulfassalazina,
qgue é o mais comumente prescrito pro-farmaco de acido 5-aminosalicilico.

Pré-farmacos ésteres glicolamidicos de acido 6metoxi-2-naftilacético (6-MNA)
foram rapidamente convertidos a 6-MNA em plasma humano a 37°C e pH 7,4.
Esteres glicolamidicos N,N-dissubstituidos, que foram quimicamente mais estaveis,
se mostraram menos estaveis a enzimas plasmaticas que os monosubstituidos
ésteres glicolamidicos (WADHWA;SHARMA, 1994).

Mahfouz e colaboradores (1999) sintetizaram pro-farmacos ésteres de
aspirina, ibuprofeno, naproxeno e indometacina, usando N-hidroximetilsuccinimida e
N-hidroximetilisatina como carreadores, que reduziram a toxicidade gastrintestinal
dos farmacos matriz. Contudo ésteres glicolamidicos de ibuprofeno, que mantiveram
atividade analgésica e anti-inflamatéria comparavel ao ibuprofeno, ndo exibiram
reducao na ulcerogenicidade (BANSAL et al., 2001).

Foram sintetizados de diclofenaco, pro-farmacos poliméricos cujos resultados
mostraram diminuigdo estatisticamente significativa no numero de Ulceras
(CHANDRASEKAR et al., 2001).

Mishra e colaboradores (2008) sintetizaram dez pré-farmacos de cetorolaco
por amidagao com ésteres etilicos de aminoacidos. Todos os derivados
apresentaram reducdo no indice de ulceras com atividades anti-inflamatéria e

analgésica comparaveis ao cetorolaco.
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Tém sido sintetizados também pré-farmacos mutuos. Nesse tipo de pré-
farmaco, duas moléculas com atividade farmacoldgica séo ligadas covalentemente,
de modo que uma age como carreadora da outra (HALEN et al., 2009). Imai e
colaboradores (1993) conjugaram um antagonista de receptores H, da histamina
com o flurbiprofeno e obtiveram redugcdo no dano gastrico. Kourounakis e
colaboradores (2000), embasados na observagcdo de que a melatonina, um
antioxidante, mostrou efeito protetor da mucosa gastrica sob acdo de indometacina,
usaram essa abordagem para sintetizar derivados amidicos de diclofenaco,
ibuprofeno e indometacina, ligados a um antioxidante. Estes compostos
apresentaram boa atividade anti-inflamatéria e antioxidante com diminuida
ulcerogenicidade.

Como visto, sdo varias as estratégias e os objetivos do uso da obtencao de
um pro-farmaco a partir de um farmaco conhecido, e os resultados sdo sempre

bastante positivos ou pelo menos permitem boas conclusdes para novos estudos.

2.4 Diclofenaco

O diclofenaco € um AINE planejado com base na avaliagcdo das
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas de AINEs como a fenilbutazona, acido
mefenamico, ibuprofeno e a indometacina. Entre estas caracteristicas foram
considerados o transporte através das membranas bioldgicas, estrutura espacial e
atbmica da molécula, que governa sua adequacado ao receptor, e a estrutura
eletrbnica, a qual controla a interacdo especifica entre farmaco e receptor
(SALLMANN, 1985).

Na época de seu planejamento, foi postulado que um agente antirreumatico
devia satisfazer alguns critérios, como pKa de 4 a 5, um coeficiente de particao de
aproximadamente 10 e dois anéis aromaticos, um girado em relagdo ao outro. Esses
objetivos foram alcangados com elementos estruturais que incluem um grupo acido
fenilacético e uma fenila com dois cloros nas posigdes orto, o que leva a um giro
maximo desse anel (SALLMANN, 1985).

O diclofenaco é mundialmente o mais prescrito dos AINEs. Sua acgao consiste
de uma inibigdo nao seletiva da COX, com um grau moderado de seletividade para a

COX-2, em torno de 4 vezes mais no ensaio de concentracao inibitéria de 80%
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(IC80), o que pode contribuir para sua notada tolerabilidade gastrointestinal. Possui
ainda menor toxicidade cardiovascular frente aos COXIBES e minimo efeito na
atividade renal e hepatica, o que pode lhe dar vantagens sobre outros AINEs (GAN,
2010; PATRONO; ROCCA, 2009; WARNER et al., 1999).

Além do mecanismo de acdo por inibicdo da sintese de PGs, ja bem
estabelecido, ha indicios de outros mecanismos envolvidos na efetividade dos
AINEs. Diferencas na poténcia, eficacia e perfis de seguranga viabilizam a
possibilidade de outros mecanismos. Para o diclofenaco sao sugeridos o
antagonismo de receptores prostandides de tromboxanos, diminui¢do da liberagao
de acido araquidonico, aumento de sua captagdo por trigliceridios, inibicdo de
lipoxigenase e ativagcdo da via antinociceptiva de oOxido nitrico- guanosina
monofosfato ciclico (NO-GMPc). Podem ainda ser incluidos, a redugcao dos niveis
plasmaticos e sinoviais da substéncia P, antagonismo de y-receptor ativado por
proliferador de peroxissomo, bloqueio de canais ibnicos sensiveis a acido,
diminui¢ao da producéo de IL-6, antagonismo do receptor de hiperalgesia N-metil-D-
aspartato (GAN, 2010).

O diclofenaco esta disponivel no mercado brasileiro através de pelo menos 25
apresentacdes farmacéuticas de uso enteral, que incluem solucdes e suspensdes
orais, comprimidos revestidos, capsulas, comprimidos dispersiveis e supositorios, e
ainda de uso injetavel e de uso tépico. O diclofenaco sédico, potassico ou
colestiramina é utilizado nas formas de uso oral, e o diclofenaco sédico na forma de
uso enteral transmucosa. Nas formas de uso topico, o diclofenaco dietilamonio
apresenta-se na forma de gel ou solugao (retirado de
http://www4.anvisa.gov.br/BularioEletronico/default.asp?txtPrincipioAtivo=DICLOFEN
ACO&txtMedicamento=&txtEmpresa=&HidLetra=&HidTipo=normal&vOrdem=&tp_bul
a=&vclass=&pagina=1 acessado em 28 de fevereiro 2012).

O diclofenaco, tanto em seu sal sédico quanto potassico, é indicado para dor
aguda e crdnica e para os sintomas da artrite reumatoide e da osteoartrite. A area
sob a curva em humanos € de 1429 e 1309 ng.h/mL para diclofenaco sédico e
potassico, respectivamente. A concentragdo maxima também ndo é muito
discrepante, com 1417 ng.h/mL para o diclofenaco sddico e 1312 ng.h/mL para o
diclofenaco potassico. A principal diferenca entre esses dois sais € o tempo em que

ocorrem as concentracbes maximas, 2,22 h e 1,00 h para diclofenaco sodico e
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potassico respectivamente (GAN, 2010). A meia-vida se mantém em um curto
alcance, com média de 0,8 h para o diclofenaco potassico (HINZ et al., 2004) e
média de 1,4 h para o diclofenaco sodico (LILL et al., 2000).

A absor¢cdo do diclofenaco € rapida, mas pode ser retardada pela
administragcdo com alimentos, contudo a extensdo da absorcdo nao é afetada. A
faixa concentracdo maxima apdés um unico comprimido de revestimento entérico de
50mg é de 1,4 a 3,0 yg/mL. A biodisponibilidade é de cerca de 50% e a ligacao a
proteinas plasmaticas de 99%. Apds administragao oral ocorre acumulo no liquido
sinovial, o que estda diretamente relacionado com o efeito terapéutico. O
metabolismo € mediado por CYP 2C9 e 3A4, sendo responsavel por praticamente
100% da eliminagdo do farmaco. Os metabdlitos sdo 65% excretados na urina e
35% na bile (TANG, 2003; BRUNTON et al., 2006, p. 1794; BURKE et al., 2006).

O clearance em humanos é de 4,2 mL/min.kg (BRUNTON et al., 2006, p.
1794), sendo o débito cardiaco em humanos de aproximadamente 80,3 mL/min.kg, a
taxa de extragao do diclofenaco é de 0,05. Essa taxa de extragcédo corporal permite
considerar o clearance do diclofenaco como baixo (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,
2004a). Em ratos, Kim e colaboradores (2009) publicam um clearance de 13,6
mL/min.kg, cuja taxa de extragéo é 0,06, portanto proximo dos valores em humanos.

O perfil farmacocinético favoravel, associado a sua efetividade tem mantido o
uso terapéutico do composto, a despeito da toxicidade gastrintestinal e da
introducdo de novos AINEs no mercado. O desenvolvimento de um pré-farmaco
para diminuir esta toxicidade gastrintestinal (KOUROUNAKIS et al., 2000;
CHANDRASEKAR et al., 2001; JIAO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007; NEMMANI
et al., 2009;) ou, ainda, para uma liberagédo sustentada (HUSSAIN et al., 2011) pode

trazer vantagens adicionais a aplicagdo do composto na terapéutica.

2.5 DICCIC

O composto DICCIC foi sintetizado de acordo com procedimento previamente
descrito por Chung e colaboradores (2009).

No planejamento estrutural do DICCIC se utilizou da estratégia da latenciagao
de farmacos, visando reduzir os efeitos gastroulcerativos do diclofenaco. A fungao

quimica acido carboxilico presente no diclofenaco foi transformada em uma lactama.
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Esta ultima, mediante reacdo quimica ou enzimatica poderia novamente liberar a

funcao acido carboxilico, e sofrendo biotransformacgao no farmaco ativo (Figura 6).

Figura 6 O DICCIC é convertido a diclofenaco in vivo, regenerando a
fungao acido carboxilico.

O DICCIC se mostrou estavel frente a hidrélise quimica (pH 1,2 e 7,4) e frente
a hidrolise enzimatica em plasma humano (10 pg/mL), ambos observados por um
periodo de 24 horas (CHUNG et al., 2009).

Entre as avaliagbes farmacoldgicas, foram realizados ensaios de inibicao de
edema de pata de rato induzido por carragenina para avaliar a atividade anti-
inflamataria, inibigdo de contor¢des induzidas por acido acético em camundongos e
ensaio de ulcerogenicidade em ratos (CHUNG et al., 2009).

No ensaio para avaliagado da atividade anti-inflamatdria, o DICCIC apresenta
atividade estatisticamente significante em relagdo ao grupo que nao recebeu anti-
inflamatorio (apenas carragenina) na terceira hora. A partir da quarta hora, tanto o
DICCIC quanto o diclofenaco mostram atividade estatisticamente significante até
final do experimento. Observa-se que as atividades anti-inflamatérias de DICCIC e
de diclofenaco ndo séo estatisticamente significativas sendo comparaveis (CHUNG
et al., 2009).

A atividade antinociceptiva usando modelo de contor¢cdo abdominal induzida
por acido acético foi avaliada e o resultado foi expresso como porcentagem de
inibicdo, ou seja, considerando que o grupo controle recebeu apenas veiculo exibiu
100% de contor¢cbes. Assim as atividades do DICCIC e do diclofenaco foram
determinadas como percentual de protecdo. O DICCIC e o diclofenaco
apresentaram 48,1% e 65,2% de protecéo, resultados que foram significativamente
diferentes do controle. Entretanto a atividade antinociceptiva do diclofenaco foi

estatisticamente significativa em relagdo ao DICCIC (CHUNG et al., 2009).
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Na avaliacdo do efeito ulcerogénico induzido pelas substancias diclofenaco,
celecoxibe e DICCIC encontrou-se que diclofenaco induziu a formacdo de uma
média de 69 ulceras, enquanto o celecoxibe induziu 6 ulceras e o DICCIC nao
demonstrou neste experimento capacidade em induzir ulceras estomacais. Os
resultados de DICCIC e celecoxibe foram estatisticamente significativos comparados
com o grupo que recebeu diclofenaco. Na Figura 7 podem ser observadas imagens
das mucosas estomacais. Como pode ser visto apenas os grupos controle negativo
(carboximetilcelulose sddica, 0,5% m/v') e DICCIC ndo apresentam lesbes da
mucosa gastrica (CHUNG et al., 2009).

Figura 7 Ulcerogenicidade das substéncias em ratos. A) controle carboximetilcelulose
sddica (0,5% m/v)*; B) diclofenac; C) celecoxibe; e D) DICCIC (CHUNG et al., 2009).

Portanto o DICCIC apresenta varias vantagens, como um procedimento de
sintese facil, estabilidade quimica e em plasma, atividade antinociceptiva, atividade
anti-inflamatéria comparavel ao diclofenaco e ndo causa gastroulceragcéo. Isso o
torna uma possivel alternativa terapéutica nas situagcbes em que sao utilizados
AINEs.

! Errata: o veiculo controle é carboximetilcelulose sédico 0,5% m/v.
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2.6 Farmacocinética

O efeito biolégico de um farmaco em uma proteina alvo, ndo € o unico quesito
sine qua non no objetivo de alcangar o beneficio terapéutico de um farmaco. Pois
antes de alcancar essa proteina in vivo, ha uma cadeia de eventos, um ciclo vital,
dentro do organismo. Esse ciclo compreende fenbmenos como a absor¢ao para a
corrente sanguinea, a distribuicdo para o tecido e sua degradagéo por metabolismo
ou excregao atraveés de figado e rins (HUISINGA et al., 2006). A farmacocinética é o
estudo da relagao entre o tempo e a concentragdo do farmaco, e seus metabdlitos
ativos, no corpo. Esse estudo envolve principios fundamentais de cinética quimica,
fisiologia e bioquimica (TOZER, 1981).

Clinicamente, os mais importantes parametros farmacocinéticos de um
farmaco sdo a meia-vida (t;), volume de distribuicdo (Vd), o Clearance (Cl) e, ainda,
biodisponibilidade (F). A t,,, como um hibrido de Cl e Vd, é clinicamente a base da
frequéncia da dose, ja a biodisponibilidade, que sofre interferéncia da absorgéo e do
Cl, é o guia da quantidade da dose (PELKONEN et al., 2011).

O CI, volume de sangue livre de farmaco por unidade de tempo, ndo € o mais
relatado dos parametros farmacocinéticos nas publica¢des cientificas, mas € o mais
importante de todos eles, devido a sua influéncia tanto na quantidade a ser
administrada quanto na frequéncia (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a).

A ty,, tempo necessario para que a concentragdo plasmatica diminua pela
metade, € o parametro do perfil farmacocinético mais frequentemente publicado,
devido a relativa facilidade na sua determinagao e a dificuldade de se determinar
outros parametros em algumas situagdes, como na cinética de metabdlitos. Esse
parametro & dependente da constante de eliminagdo (ke ou B), inclinagdo do
decaimento das concentragbes plasmaticas na fase terminal (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004b).

Dentre esses parametros de maior importancia, o Vd, volume extravascular
que conteria o farmaco na mesma concentragao observada no plasma, é facilmente
compreendido. Contudo, pela possibilidade de haver até trés - volume do

compartimento central (Vdc), volume calculado pelo método da area (Vdaea) € O
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volume no estado de equilibrio (Vdss) — pode parecer dificil a diferenciacao entre eles
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c).

A biodisponibilidade (F) é a fragdo da dose administrada de farmaco que fica
sistemicamente disponivel. O F mais comumente publicado é referente a via oral, ou
seja, a fracdo de uma dose administrada pela via oral que fica sistemicamente
disponivel, considerando uma administragao intravenosa como a unidade. Para cada
via de administragdo pode haver uma biodisponibilidade. (PELKONEN et al., 2011)

Em funcdo dos resultados experimentais de disposicdo do farmaco no
organismo um modelo monocompartimental, bicompartimental ou tricompartimental
€ adaptado a esses resultados. Essa decisao leva em consideracao as velocidades
de decaimento presentes na curva de concentragao por tempo. Por exemplo, se a
curva possui duas velocidades de decaimento, tém-se um modelo bicompartimental
(Figura 8). Entdo outros parametros podem ser calculados, como a constante de
distribuicdo (kq ou a) e as microconstantes de transferéncia do farmaco entre o

compartimento central e o periférico (kq2, k1) (TANG et al, 2011).

Figura 8 Pictograma representativo de um modelo
bicompartimental.

As principais razdes que impedem farmacos de chegar ao mercado sao as
dificuldades farmacocinéticas e de toxicidade (50%) e a falta de eficacia (29%). A
taxa de falha devido a problemas farmacocinéticos e de toxicidade podem ser
maiores que as relatadas, pois propriedades farmacocinéticas inapropriadas, tais
como, baixa absorcado oral, distribuicdo desfavoravel, excrecdo e metabolismo
rapidos ou toxicidade induzida pelo farmaco, podem ser clinicamente manifestadas
como uma baixa eficacia (GRASS; SINKO, 2002).
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2.7 Desenvolvimento de novos Farmacos e a Farmacocinética

A pesquisa de novos farmacos pode ser dividida em duas fases: descoberta e
desenvolvimento. A descoberta compreende, resumidamente, a sintese e a
caracterizacao biofarmacéutica e fisico-quimica, enquanto o desenvolvimento possui
duas subdivisées principais, os desenvolvimentos pré-clinico e o clinico do farmaco.
A Farmacocinética em modelos animais se insere no desenvolvimento pré-clinico
(PANCHAGNULA; THOMAS, 2000).

Os modelos in vitro sao utilizados para predizer os fendmenos
farmacocinéticos em humanos, dos quais podem ser citadas: as linhagens celulares
caco-2 e MDCK (Madin-Darby canine kidney), cromatografia de membrana artificial
imobilizada e o ensaio de permeacdo em membrana artificial paralela, como
modelos de absorgao oral; e os sistemas microssomais hepaticos, fatias de figado,
enzimas expressadas por DNA complementar ou hepatdcitos, como modelos de
metabolismo. Entretanto, ha casos em que a predicdo da farmacocinética em
humanos a partir de modelos in vitro parece ser dificil devido a lacunas na
correlagao in vitro/in vivo (SMITH; WATERBEEMD, 1999; WHITE, 2000; RUIZ-
GARCIA et al., 2008).

A natureza ndo fisiolégica dos sistemas in vitro e a complexidade da
farmacocinética in vivo limita as predigbes quantitativas e qualitativas frente ao
metabolismo em humanos a partir desses sistemas in vitro. A farmacocinética, como
fator de importancia na decisdo da continuidade ou ndo de um farmaco no
desenvolvimento, € determinante para a probabilidade de sucesso na pesquisa
farmacéutica e deve ser avaliada tanto quanto possivel (MASIMIREMBWA et al.,
2003; SINGH, 2006; TANG; LU, 2009).

A triagem para absorgao e metabolismo in vitro € geralmente feita durante a
fase de identificagcdo de substancias com potencial evidenciado, seguida por estudos
de farmacocinética em roedores, preferencialmente no modelo animal no qual se
observou o efeito farmacoldgico. Notada a eficacia in vivo, serdo necessarios mais
recursos para examinar a potencialidade dos compostos como candidato a farmaco
e investigar o metabolismo mais detalhadamente em microssomas hepaticos,

hepatocitos ou enzimas P450 recombinantes, que s&o sistemas derivados de
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humanos. Tem validade, ainda, a avaliagdo do perfil farmacocinético em modelos
animais nao roedores. O ideal é que esses estudos sejam realizados em paralelo.
Entretanto, a limitagdo nos recursos leva ao desenvolvimento de um paradigma de
triagem de acordo com o projeto de descoberta (JANG et al., 2001).

Chiu e colaboradores (1995) apresentam uma explanagdo nao soO
interessante, mas muito explicativa, da importancia da farmacocinética pré-clinica na
selecdo de compostos de maior potencial na terapéutica. Trés compostos,
selecionados por sua maior poténcia e seletividade, antagonistas de receptor da
oxitocina, foram avaliados em varios modelos animais. A farmacocinética em ratos,
caes e macacos foi desfavoravel e observou-se um extenso metabolismo para os
compostos Il e lll no ensaio de incubagdo em microssomos hepaticos de ratos, caes
e macacos Rhesus. Enquanto o composto | mostrou-se mais estavel e, assim, este
composto (L-368,899) prosseguiu como candidato. A biodisponibilidade oral do
composto L-368,899, avaliada em macacos Rhesus, resultou em valores inferiores
a 1%. No entanto, em chimpanzés, a biodisponibilidade oral foi entre 13 e 20%,
indicando que a baixa biodisponibilidade nos macacos Rhesus n&o € representativa
dos primatas. Assim, o L-368,899 foi selecionado para ensaio clinico de fase I.

Toda estrutura lider que chega a fase pré-clinica tem potencial para chegar a
fase clinica. A farmacocinética pré-clinica pode auxiliar na decisdo de continuidade
ou retrocesso do candidato, os estudos in vitro devem ser feitos sempre que
possivel e os estudo com animais devem ser avaliados com cuidado. Diferencas
entre as espécies podem levar ao abandono de uma estrutura que seria boa ou a

continuidade de uma estrutura que nao é segura.

2.8 Farmacocinética e os Metaboélitos

O metabolismo de um farmaco pode gerar produtos farmacologicamente
inativos, ativos e/ou produtos de toxicidade relevante ao organismo. Em alguns
casos, o metabolismo por alguma rota especifica € a chave fundamental para o
principal efeito farmacoldgico ou téxico de um produto (HOUSTON, 1982), o que se

aplica na administracéo de pré-farmacos (PANG, 1985).
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A farmacocinética de metabdlitos comega pelo esclarecimento das
terminologias usuais neste assunto, isso é necessario devido a existéncia de
denominacodes relativas e denominacgdes absolutas. O termo metabdlito sempre ira
se referir a uma estrutura — ativa ou ndo — resultante de metabolismo. Ja o farmaco
matriz pode ser tanto um farmaco que foi latenciado a pro-farmaco, quanto um
farmaco que foi convertido a metabdlito. O pré-farmaco sempre ira se referir a uma
estrutura inativa, derivada de um farmaco ativo por sintese em laboratério. A Figura
9 apresenta um resumo dessas nomenclaturas de acordo com o contexto
(HIRABAYASHI et al., 2002; HINZ et al., 2003).

Figura 9 A terminologia utilizada para se referir a uma estrutura pode variar, de acordo
com as suas transformagoes.
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Alguns trabalhos vém tentando explicar ao maximo a cinética de metabalitos,
0 que nao significa simplificar. A situagdo mais complicada ocorre com metabdlitos
téxicos, de estruturas complexas ou desconhecidas. Nestes casos, a administracéo
intravenosa (IV) no homem, ou modelo animal, ndo é possivel (por exemplo, por
impossibilidade sintética) ou ndo € permitida (por exemplo, por agéncias regulatorias
e comités de ética). Assim alguns parametros farmacocinéticos desses metabdlitos
nao podem ser calculados, como o clearance e volume de distribuicdo, pois
necessitam da quantidade administrada (HOUSTON, 1982; ROWLAND; TOZER,
1995; JACKSON et al., 2004).

No desenvolvimento e descoberta de farmacos o estudo dos metabdlitos
desempenha papel importante, principalmente quando possuem alguma atividade,
ajudando a definir, o curso temporal do farmaco no corpo e sua atividade, ou
toxicidade geral. No ambito dos pro-farmacos € essencial a realizagdo de estudos
com o metabdlito ativo, ja que a biotransformagédo pode alterar a disposicédo do
metabolito (JACKSON et al., 2004; MA et al., 2006; PRAKASH et al., 2007).

A cinética de metabdlito pode ser representada por um esquema simples,
onde apos uma administracao IV, um dado farmaco é convertido ao seu metabdlito
regido por uma constante (k) e o metabdlito €, em seguida, eliminado sob outra
constante (k). Algumas vezes pode haver a formagdo de mais de um metabadlito e,
neste caso, portanto a constante de eliminagdo do farmaco sera a soma das
constantes de conversao para os metabdlitos. Ou, ainda, uma fragcdo do farmaco
pode ser eliminada inalterada, aumentando mais uma constante ao processo
(Figura 10a). No caso de um pro-farmaco, seu planejamento é feito para que todo o
pré-farmaco seja convertido ao farmaco matriz, entretanto isso pode nao ocorrer
(Figura 10b) (HOUSTON, 1982; ROWLAND; TOZER, 1995; JACKSON et al., 2004).

A constante de eliminacdo do farmaco ke € a soma das constantes de
formacgao ki de metabdlito e de eliminagao inalterado Kinaterado, ja 0 metabdlito possui
sua propria constante de eliminagdo Kkem). Um pro-farmaco, por sua vez, deve ser
biotransformado a um farmaco ativo sob a constante de formacéo (k;), este sera
eliminado sob a constante de eliminagéo Kkem). (HOUSTON, 1982; ROWLAND;
TOZER, 1995; JACKSON et al., 2004).
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Figura 10 Caminho de biotransformagéo e eliminagdo de um composto. (a) farmaco ativo
administrado: ke € a constante de eliminacao do farmaco, que é a soma da constante de
formagédo do metabdlito (ki) © da constante de eliminagdo do farmaco inalterado
(Kinatterado)- Keim) © @ constante de eliminagdo dos metabdlitos. (b) Pro-farmaco administrado:
kap) € a constante de eliminagdo do pré-farmaco que pode ser igual a constante de
formagéo farmaco (k¢p-r)) Ou pode ser a soma deste com a constante de formacédo de outros
metabalitos (kip.my)) € com a constante de eliminagdo do pro-farmaco inalterado (Kinaierado)-
Farmaco e outros metabolitos seguem o mesmo que em (a).

A eliminagdo de um metabdlito pode seguir duas cinéticas distintas,
dependendo de sua relagdo com a eliminagao do farmaco matriz (HOUSTON, 1982;
ROWLAND; TOZER, 1995; JACKSON et al., 2004):

J Quando ke € maior que kem)a concentragdo do farmaco diminuira
rapidamente e as concentragdes do metabdlito tendem a se manter elevadas
por um periodo mais prolongado (Figura 11la). Nesta situacdo a Keim)
expressa graficamente é a constante de eliminagao real do metabdlito;

° Quando ke € menor que Keim), a ty, de eliminagéo do farmaco é maior que a do
metabdlito, e a eliminacdo do metabdlito € limitada pela eliminagdo do
farmaco, ou seja, pela sua formagao (Figura 11b). Por isso a Keim) expressa

graficamente é igual a K.
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Figura 11 Eliminagao de farmaco (linha vermelha) e de metabdlito (linha azul), limitada por
sua propria eliminagao (a) e limitada pela sua formacao (b).

Duas outras pressuposi¢coes importantes na cinética de metabdlitos podem
ser de grande importancia na avaliagao de melhoras no tipo de ligagao, carreador ou
estrutura do pro-farmaco. Sao elas (HOUSTON, 1982; ROWLAND; TOZER, 1995;
JACKSON et al., 2004):

o que nem todo o farmaco administrado € metabolizado, mas sim uma fragao
deste (fm), pois uma parte pode ser eliminada pré-sistemicamente e/ou pode ser
eliminada inalterada;

o que desta fracdo (fm) apenas uma parte ficara sistemicamente disponivel
(FHm)), pois no local de convers&o, pode ocorrer uma eliminagdo do metabdlito
subsequente a sua formacdo, ou seja, uma parte jamais atinge a circulagao
sistémica.

Os parametros farmacocinéticos expressos, ou a avaliagao que é feita desse
perfil, depende do objetivo de cada trabalho. Assim, uma ampla revisao foi feita com
o intuito de determinar que parametros deveriam ser calculados para o diclofenaco
formado a partir de DICCIC na administragao intravenosa.

Hinz e colaboradores (2003) e Kang e colaboradores (2008) estudaram a
farmacocinética do aceclofenaco e de trés de seus metabdlitos, 4-OH aceclofenaco,
4-OH diclofenaco e diclofenaco, em humanos apés dose uUnica oral de aceclofenaco.
Neste trabalho foram apresentados os parametros tempo para a concentragao

maxima (tmax,), concentragdo maxima (Cmax), area sob a curva de 0 ao ultimo
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ponto de coleta (ASCyt) e t,. Contudo, os dois estudos, foram apenas para
demonstrar a aplicabilidade de um método na determinagdo simultdnea dos
compostos.

Os mesmos parametros foram calculados na avaliagdo do perfil
farmacocinético de CC05 (um analogo de celecoxibe) a partir da administragdo de
seu pro-farmaco, o CC06. O pro-farmaco foi administrado oralmente em ratos
Sprague-Dawley. O perfil de concentracdo plasmatica versus tempo de CCO05 a
partir da administracdo de CC06 permitiu concluir que o CCO06 foi convertido a CC05,
caracteristica essencial para um pro-farmaco (YIN et al., 2009).

Na determinagéo do pré-farmaco ZLR-8 e de seu metabdlito ativo diclofenaco,
foi apresentada a curva de concentragdo plasmatica versus tempo (JIAO et al.,
2007). Ainda tendo o diclofenaco como metabdlito, Ribeiro e colaboradores (2007)
publicaram Cmax e ASC desse metabdlito a partir da administragao do proéprio e a
partir da administracdo de 3 pro-farmacos ésteres aminocarboximetilicos, em ratos.
Dois dos pro-farmacos alcangaram mais de 60% de biodisponibilidade comparada
ao diclofenaco em doses equimolares.

Nemmani e colaboradores (2009) realizaram um estudo para avaliar a
seguranga gastrica de pré-farmacos de AINEs liberadores de o6xido nitrico. No
ambito da farmacocinética calcularam a biodisponibilidade relativa de diclofenaco e
aspirina, administrados nessa forma de latenciacdo. Os resultados para o pro-
farmaco de diclofenaco foram comparaveis aos do diclofenaco administrado. Para a
aspirina, dois pro-farmacos tiveram biodisponibilidade aproximadamente 4 vezes
menor e um teve zero de biodisponibilidade comparado a aspirina administrada.

Com o mesmo objetivo pré-farmacos morfolinoalquil ésters dos AINEs
naproxeno e indometacina foram sintetizados e administrados oralmente a ratos
Sprague-Dawley. A avaliagdo farmacocinética compreendeu tmax, Cmax e a
biodisponibilidade relativa dos farmacos matriz mediante administracdo dos pro-
farmacos. O naproxeno do éster hidroxibutilmorfolina foi 34% mais biodisponivel,
com Cmax duas vezes maior e tmax inalterado em relacdo a administracdo do
farmaco matriz. A indometacina do éster hidroxibutiimorfolina teve também 34 % de
aumento na biodisponibilidade, com tmax significativamente mais tardio e Cmax
duas a trés vezes maior que a indometacina administrada. Ambos apresentaram

menor capacidade de induzir dano gastrintestinal (TAMMARA et al., 1993).
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A area sob a curva (ASC) foi o unico parametro calculado para dois
metabdlitos de mirodenafil em ratos. Esse parametro foi usado para determinar a
relacdo de metabdlito/mirodenafili que foi menor nos animais SHR (ratos
espontaneamente hipertensivos) que nos animais controle. Esse resultado, por sua
vez, apoiou o menor Cl, (Clearance n&o renal) e a maior ASC do mirodenafil nos
ratos SHR, quando comparados com controle (LEE et al., 2011).

Uma avaliagédo do efeito da lovastatina na farmacocinética de verapamil e de
seu metabdlito ativo, norverapamil foi feita em ratos Sprague-Dawley. Os animais
receberam uma dose oral de verapamil. Foram calculados tmax, Cmax, t, € ASCy.,
ao invés de ASCy+. Outro dado apresentado foi a relacdo de ASCmetabslito/ AS Crarmaco
matriz, qUe resultou em valor acima da unidade, tanto na auséncia quanto na presenca
da lovastatina. O estudo concluiu ainda que a presenca de lovastatina aumentou a
biodisponibilidade do verapamil (HONG et al., 2009).

Os dois estudos anteriores utilizam as ASC para calcular uma razao entre
farmaco e metabdlito. Esse parametro s6 pode ser aplicado se houver uma
comparagao entre dois grupos que contenham farmaco e metabdlito nos dois
grupos, sendo que o modificador entre os grupos seja outro tratamento ou uma
caracteristica diferente entre os animais.

A farmacocinética da indometacina a partir de uma administracdo de
indometacina e a partir da administracdo de seu pro-farmaco éster trietilenoglicol
(TIE) foi avaliada em ratos Wistar por gavagem. Além de tmax, Cmax e ASCy.t foram
calculados ainda o tempo de residéncia média (MRT), que € um parametro descritor
da permanéncia temporaria do farmaco no corpo (ROWLAND; TOZER, 1995), e a
biodisponibilidade relativa, que relacionou a ASCy.+ do metabdlito com a ASCy do
farmaco corrigidas pelas doses em molaridade. O perfil farmacocinético a partir de
TIE proporcionou niveis plasmaticos menores e sustentados, quando comparado
com a farmacocinética da indometacina e uma biodisponibilidade relativa de apenas
27,5 % (BONINA et al., 1996).

Outros estudos acrescentam o Cl e o Vd, mas em funcdo da impossibilidade
de serem calculados esses parametros absolutos, determinam para os metabdlitos o
parametro CI/F e Vd/F. Esse parametro aparece comumente em perfis
farmacocinéticos por rotas extravasculares, quando nao ha o perfil intravenoso para

determinacdo da biodisponibilidade da via. Em publicagbes com calculos cinéticos
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de metabdlitos esses parametros também sao vistos, entretanto € necessario
entender o contexto do estudo realizado para saber se o F é apenas a
biodisponibilidade ou se inclui as fragdes relacionadas a formacao do metabdlito.

No trabalho de Fu e colaboradores (2008), o perfil farmacocinético da
enrofloxacina e da ciprofloxacina a partir da enrofloxacina foi avaliado em vacas
apos administracao intramuscular. Nesse ensaio a relagcao de ASC mostrou que 55,5
% da enrofloxacina foram convertidos a ciprofloxacina. Devido a administragcao
extravascular Cl e Vd foram calculados em forma de CI/F e Vd/F. Entretanto, para
ciprofloxacina, o parametro F ndo representa apenas a biodisponibilidade, relativa a
rota extravascular, mas também inclui a taxa de transformagéo de enrofloxacina em
ciprofloxacina.

A farmacocinética oral da mirtazapina e de seus principais metabdlitos, 8-OH
mirtazapina (8-OH) e dimetilmirtazapina (DMR), em caes, publicada por Giorgi e Yun
(2011) ndo apresentou resultados de CI/F e Vd/F para 8-OH e DMR, apenas para
mirtazapina. Portanto o F representa a biodisponibilidade oral da mirtazapina. Os
parametros calculados ou observados para os trés compostos foram ke, tmax,
Cmax, ASCo.., MRT e a area sob o momento da curva de 0 ao infinito (ASMC.«),
que é uma abordagem de momentos estatisticos, onde ha a valorizagdo do
momento em que ocorre cada concentracdo da curva. O estudo concluiu que a
mirtazapina possui um perfil farmacocinético em caes, diferente daqueles obtidos em
gatos e humanos. Portanto € necessario cuidado na extrapolagéo de dose de outras
especies. A observagdo das concentracbes do metabdlito DMR similares as da
mirtazapina, permitiu concluir que ele pode desempenhar papel importante na
efetividade da mirtazapina nesse modelo animal, devido ao DMR ter de 5 a 10 % da
atividade do tratamento com mirtazapina.

Os dois ultimos estudos citados exemplificam duas situagdes semelhantes,
que foram representadas diferentemente. Giorgi € Yun (2011) poderiam ter
calculado para os metabdlitos o CI/F e o Vd/F, usando como dose, a massa
equimolar do farmaco administrado. Contudo, o parametro F se tornaria a variavel
referente ndo s6 a biodisponibilidade oral, mas também a fracdo de metabdlito
formado in vivo. Ja para Fu e colaboradores (2008), ocultar o calculo de CI/F e Vd/F,

para a ciprofloxacina, evitaria que F significasse biodisponibilidade da rota
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intramuscular, para a administracdo de enrofloxacina e biodisponibilidade da rota
mais a fragao de metabdlito formado sistemicamente para a ciprofloxacina.

Em um estudo para farmacocinética oral da tonapofilina e de seu metabdlito
acilglucoronidico (tonapofilina-AG) em humanos saudaveis e humanos com dano
hepatico, foi usada a mesma estratégia de Giorgi e Yun (2011). Ou seja, entre os
parametros calculados para a tonapofilina estavam o CI/F e o Vd/F que foram
negligenciados para a tonapofilina-AG, portanto F representa apenas a
biodisponibilidade oral. Apesar disso, o perfil do metabdlito levou a conclusao de que
os danos hepaticos tem efeito profundo na disposigcdo de tonapofilina-AG, que
possui atividade equipotente ao farmaco matriz (LI et al., 2011).

Com a farmacocinética de farmacos a partir de pro-farmacos, essa denotagao
também pode ocorrer. Na revisao de Perrottet e colaboradores (2009) varios dados
farmacocinéticos sobre o ganciclovir a partir de valganciclovir estdo pautados, onde
Cl e Vd sao demonstrados como CI/F e Vd/F. Como a administracao foi oral, o F
representa tanto a biodisponibilidade desta via quanto a fragdo de farmaco formado,
frente a quantidade absorvida do pré-farmaco. A mesma publicagcédo lista dados
farmacocinéticos do ganciclovir administrado 1V, onde s&o calculados Cl e Vd, que
geralmente sdo valores maiores que CI/F e Vd/F.

He e colaboradores (1999) apresentam o perfil farmacocinético de Ro 64-
0802, um metabdlito de oseltamivir em pacientes saudaveis. Provavelmente a
eliminacdao de Ro 64-0802 ¢é limitada por sua constante de formagao e nao por sua
constante de eliminagado, pois na administragao IV a inclinagdo da reta de Ro 64-
0802 (0,387 h™") é notavelmente maior que a inclinagdo apds administracdo oral de
oseltamivir. Entretanto a inclinacado da reta de oseltamivir também é maior que a de
Ro 64-0802 (0,102 h™, irreal, provavelmente limitado por k;) a partir de oseltamivir
oral, sugerindo que a ke de oseltamivir (0,4 h™) é ki de Ro 64-0802 somada a outras
constantes de eliminacdo. K¢ de oseltamivir € 0,4 enquanto o K¢ de Ro 64-0802 é
0,387 na administracao por infusao do préprio e 0,102 na administracao oral de
oseltamivir. Os resultados farmacocinéticos a partir de uma administragao oral de
150 mg de oseltamivir e 150 mg de Ro 64-0802 em infusdo de 3 horas, sao
calculados para o Ro 64-0802. Neste ensaio, os dados levam a crer que o ClI foi

calculado para a administracdo em infusdo de 3 horas de Ro 64-0802 a partir de
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uma dose equimolar a 150 mg de oseltamivir e na administragao de oseltamivir, foi
determinado o CI/F.

Um parametro que pode auxiliar na avaliagdo de um metabdlito é o clearance
renal (Cl;) como no perfil farmacocinético de ipriflavona e dois de seus metabdlitos
(M1 e M2) feito por Lee e coalaboradores (2009) em ratos Sprague-Dawley. Para o
farmaco o Cl; foi menor que 0,1 mL/min/Kg, enquanto para os metabdlitos foi 1,2 e
6,6 para M1 e M2, respectivamente. Esse aumento no Cl, exemplifica bem a
caracteristica predominante, mas nao exclusiva (Ex. procainamida e seus menos
polares acetil conjugados), do organismo de metabolizar os xenobibticos a
compostos mais hidrossoluveis, ou seja, mais suscetiveis a eliminagdo. Outros
parametros observados para os metabdlitos foram o tmax, que comprovou a rapida
formagao de M1 (5 min) e o Cmax que foi duas vezes maior para M2. A relagao
entre a ASC dos metabdlitos e da ipriflavona na administragao IV, resultou em um
percentual de 7,15 e 36,6 % para M1 e M2, respectivamente. Ou seja, cerca de 44
% da ipriflavona biodisponivel é convertida a esses metabdlitos. O parametro ke de
ipriflavona na administracéo IV é aproximadamente 0,0031 (min'1), menor que as
constantes aproximadas de M1 e M2 que séo 0,0175 e 0,01. De acordo com a teoria
da eliminacdo de metabdlito limitada pela eliminacdo do farmaco, isso seria
impossivel se a curva da ipriflavona tivesse um decaimento com apenas uma
velocidade. Como podem ser notadas duas velocidades, tudo indica que a maior
formacao dos metabdlitos € na fase de distribuicdo, antes do decaimento terminal da
curva.

Disposi¢cdes biexponenciais, como no paragrafo anterior, podem complicar
ainda mais a avaliagao do perfil de um metabdlito. Nesses casos € comum retirar o
maximo de dados relativos ao movimento do farmaco, o que nao garante uma
avaliacao correta dos parametros.

Cattani e colaboradores (2008) apresentam a farmacocinética da
indometacina a partir de administragcao de indometacina e a partir da administragao
do pro-farmaco etil éster de indometacina em nanocapsulas (Ind-NC) em ratos
Wistar. A avaliacao foi feita apés administracéo IV e oral de indometacina 10 mg/kg
e Ind-NC 10 mg/kg oral ou 5 mg/kg IV. Os parametros IV calculados pelo modelo
bicompartimental, tanto para indometacina diretamente administrada quanto a partir
de Ind-NC, incluem A, B, a, B, k21, kKio, k12, ASCy.., Vd, CI, t,a e t,,8. O Cl da
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indometacina a partir de Ind-NC foi calculado assumindo que toda dose administrada
se tornou efetivamente 5 mg/kg de indometacina, mesmo que a ASC ndo demonstre
isso, pois € 68% menor na administracdo de Ind-NC que na administracdo de
indometacina, ja corrigida a diferenca na dose. Quanto ao aumento no Cl, o autor
sugere que seja devido a captagdo das nanoparticulas pelo sistema mononuclear
fagocitario ou pelo SNC. Além disso a inalteragdo da t, deve ser decorrente do
aumentado Cl e Vd, por efeito de compensacgao.

Em outro estudo, onde ocorreu uma disposi¢ao cinética biexponencial e uma
monoexponencial para 0 mesmo metabdlito, mas originados de pro-farmacos
diferentes, foi avaliada a farmacocinética de pro-farmacos ésteres de indometacina
(IM-OE e IM-BE), em administragao IV (7,6 ou 5 mg/kg equivalentes a indometacina)
e oral (7,6 mg/kg equivalente a indometacina) em ratos. Os parametros IV
calculados para a indometacina de IM-OE foram t'2, ki, ASC, ASMC e MRT em
modelo monoexponencial. Para a indometacina a partir de IM-BE foram calculados
A, a, B, B, t/23, ASC, ASMC e MRT em modelo biexponencial. Ja os parametros
orais calculados, tanto para indometacina de IM-OE quanto para indometacina de
IM-BE, foram F, ASC, ASMC e MRT. Os parametros citados para a indometacina a
partir de IM-BE foram também calculados acrescidos de ka1, k1o, kK12, Cl € Vd. Em
conclusdo houve grande alteragdo no comportamento farmacocinético da
indometacina a partir dos pré-farmacos, com concentragdes menores frente as da
indometacina sozinha (OGISO et al., 1996).

Mamidi e colaboradores (2002) avaliaram a farmacocinética de celecoxibe
(CBX) a partir da administracao, IV e oral, de celecoxibe e a partir da administragéao
oral de alguns pro-farmacos. Ratos Wistar receberam oralmente celecoxibe ou seus
pro-farmacos CBX-AC, CBX-PR e CBX-BU na dose de 100 mg/kg equivalentes a
CBX. Os parametros calculados para o CBX, a partir de oral CBX ou pré-farmacos,
foram ASCyt, ASCp.., Cmax, tmax, ke, ty,p, ASMCoy, ASMCy.., MRT e F. Em
administracao IV de CBX, os parametros de CBX calculados foram ASCy., ASCo.«,
Co, Ka, 1B, CI, Vd, entretanto ke esta incoerente com os resultados obtidos ( os
autores relatam kel de 2h™"). Recalculando o valor, a partir da equacéo que relaciona
meia vida e kel encontramos o resultado de 0,2 h™.

Toutain e colaboradores (1986) publicaram os parametros farmacocinéticos

mais recorrentes e a aplicagdo dos calculos de fm e Fym), entre outros para
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interpretar o perfil de eliminacdo do metabdlito. A abordagem permite avaliar a
influencia do farmaco matriz na eliminagao do metabdlito e do metabolismo hepatico
na eliminagdo sequencial do farmaco matriz. Para a aplicagdo de sua abordagem é
necessario que o metabdlito seja metabolizado apenas por figado, que o farmaco
matriz ndo tenha significativa hidrélise no plasma e tenha metabolismo hepatico. E
tratamento interessante dos dados, que leva a resultados que permitem avaliar o
metabolismo hepatico do farmaco precursor, seu clearance hepatico efetivo, o
metabolismo extra-hepatico, a fracdo do farmaco precursor que foi metabolizada
pelo figado e quanto dessa fragéo conseguiu ficar sistemicamente biodisponivel.

Essa revisdo demonstra a variedade de parametros que podem ser
calculados em um estudo de perfil farmacocinético. Desde apenas a area sob a
curva até abordagens tedricas para o calculo das fragées. Andlises da urina, fezes e
tecidos podem tracar um perfil quase completo de um farmaco e de seus
metabdlitos. Entretanto isso nem sempre é possivel pela necessidade de validagao
de varios métodos analiticos — para cada tipo de matriz biolégica —ou pela
necessidade de métodos com sensibilidade que s6 pode ser alcangada com
equipamentos de dificil acesso.

Para farmacos cujas doses efetivas ja sdo conhecidas, dar a exposigao que
sera proporcionada pela abordagem de latenciacdo € suficiente para o calculo de
uma dose do pré-farmaco que leve a mesma exposigao. Ou seja, € possivel utilizar
F para expressar o que € biodisponivel, sem considerar se este valor representa
apenas perda na rota de administracao, fracao convertida a metabdlito ou fracdo que
consegue deixar o figado e alcangar a circulagao.

Por outro lado, no estagio de desenvolvimento de novos farmacos, toda
informacéo é relevante para otimizagao de uma estrutura com resultados favoraveis.
Além dos parametros mais comuns, discutir cada uma das fracbes pode ser mais
interessante, pois permite a equipe de sintese propor alteragbes estruturais que
melhorem o perfil farmacocinético do pro-farmaco e do metabdlito, considerando

principalmente a exposigao e a eliminagao.
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3. JUSTIFICATIVA

O DICCIC demonstrou ser uma solugao interessante para o problema da
toxicidade gastrica dos AINEs, com acao anti-inflamatéria comparavel a do seu
farmaco matriz, o diclofenaco e sem causar gastroulceragdo. Esses resultados
promissores nos ensaios realizados por Chung e colaboradores (2009) foram o
alicerce deste trabalho, pois a evolugcdo da terapéutica depende basicamente da
manutencgao dos efeitos terapéuticos com reducao dos efeitos adversos.

Com os resultados de atividade promissores na fase de descoberta de
farmacos torna-se necessario, ao avanco do farmaco na fase de desenvolvimento
pré-clinico, iniciar outra etapa fundamental, que é a avaliacdo da farmacocinética
pré-clinica. Esta, por sua vez, pode determinar a continuidade do estudo deste novo
farmaco na fase de desenvolvimento ou apontar a necessidade de alteragdes
estruturais e, mais importante, a farmacocinética € a base para construgcao de
futuros regimes posoldégicos.

O entendimento minimo da ag¢ao dos AINEs e do farmaco em questao,
diclofenaco, € importante para decisdo de realizar um projeto que o tem como
objeto. Os numerosos estudos em latenciacdo de AINEs apoiam a continuidade de
desenvolvimento de um pré-farmaco de diclofenaco com resultados de atividade
favoraveis. Enquanto a farmacocinética de novos farmacos e de metabdlitos é
imprescindivel para discutir os resultados e transforma-los em conclusoes.

Assim, o presente trabalho se justifica na necessidade da continua pesquisa
para evolucao da terapéutica e na importancia da farmacocinética pré-clinica nessa

evolugao.
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4. OBJETIVOS

»  Obtencédo do candidato a pré-farmaco de diclofenaco, DICCIC,;

» Desenvolvimento e validagdao de método bioanalitico para a determinacdo de
diclofenaco e DICCIC em plasma por CLAE;

» Avaliacao do perfil farmacocinético do diclofenaco administrado em dose unica
intravenosa, em ratos Wistar;

» Avaliacao do perfil farmacocinético do DICCIC e do Diclofenaco, apos
administragao de DICCIC em dose unica intravenosa, em ratos Wistar;

» Avaliacdo dos parametros farmacocinéticos do DICCIC e comparagcdo dos

perfis farmacocinéticos do diclofenaco, através de analise estatistica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Material

5.1.1 Matérias primas, reagentes e solventes
¢ Diclofenaco, DEG;
¢ Etil dimetilaminopropil carbodiimida (EDC), Sigma;
¢ Diclorometano, Quemis;
e Hexano, Quemis;
e Acetato de etila, Quemis;
e Metanol, J. T. Backer;
e Acetonitrila, J. T. Backer,
o Acido Metandico, Scharlau;
e Propilenoglicol, Synth;
e Acido tricloro acético, Synth;
¢ Naproxeno, DEG;
e Xilazina, Agener Uni&o;
e Quetamina, Agener Uniao;

e Heparina sddica, Blausiegel;

5.1.2 Equipamentos
e Equipamento de Luz UV, Boitton;
e Banho ultrassonico, ALT Plus 3LDA,;
e CLAE Waters 600E com detector UV-Vis Waters 2487;
e Ultracentrifuga, Sorval Biofuge;
e Agitador vortex, Tecnal.

e Balanga Shimadzu, ;

5.1.3 Correlatos
e Placas de silicagel 60 Fs0, Merck;
e Coluna Symmetry C18 (4,6 x 250 mm, 5um), Waters;
e Pré-coluna Symmetry C18 (3,9 x 20 mm, 5um), Waters;

e Software Empower®;
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5.2 Preparacao de DICCIC (CHUNG et al., 2009)

Figura 12 Estruturas de diclofenaco (A) e DICCIC (B). (a) diclorometano e EDC em
temperatura ambiente por 30 min.

5.2.1 Procedimento de Sintese

Adicionou-se 315 mg (1,1 mmol) de diclofenaco molecular e 226 mg (1,2
mmol) de etil dimetilaminopropil carbodiimida (EDC) a 20 mL de diclorometano. A
mistura foi agitada por 30 minutos a temperatura ambiente e em seguida foi diluida
com mais 50 mL de diclorometano. A mistura diluida foi lavada 3 vezes em funil de
separagao com bicarbonato de sdédio e mais 3 vezes com agua destilada. Foi
adicionado sulfato de sédio como agente secante. Posteriormente foi realizada uma
filtracdo simples e o filtrado foi evaporado a pressao reduzida para fornecer 278 mg
de DICCIC como um solido de coloragé&o avermelhada (CHUNG et al., 2009).

5.2.2 ldentificacdo de diclofenaco e DICCIC por Cromatografia em camada
delgada (CCD)

A CCD foi utilizada para confirmar a obtencdo de DICCIC e auséncia do
farmaco matriz diclofenaco. Foram utilizadas placas de silicagel 60 F5p, sistema
solvente constituido de hexano-acetato de etila (60:40) em 4,1 cm de corrida
analitica. A revelacdo da cromatografia foi realizada pela aplicagdo de Iluz

ultravioleta.

Michel L. de Campos



Materiais e Métodos
57

O Rf foi determinado pela equacgao 1 abaixo.

da
Equacdo 1. Rf — E

Onde, Rf¢é o fator de retengéo, da é a distancia percorrida pela amostra e dt é

a distancia percorrida pela fase movel (DEGANI et al., 1998).

5.2.3 Avaliacao do DICCIC por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O composto foi dissolvido em metanol (200 pg/mL) e diluido em agua com
subsequente injegdo no sistema cromatografico. Este, por sua vez, consistiu de
CLAE Waters 600E equipado com um detector UV-vis Waters 2487, operando a 276
nm para deteccdo de diclofenaco e a 250 nm para deteccdo de DICCIC. A
separacgao foi feita por uma coluna Symmetry C18 (4,6 x 250 mm, 5um), protegida
por uma pre-coluna Symmetry C18 (3,9 x 20 mm, 5um). A fase movel foi constituida
de metanol, acetonitrila e acido metandico 0,1%, na proporgcéo de 5, 55 e 40%

respectivamente, em modo isocratico e um fluxo de 1 mL/min.
5.3 Pré-formulacéo

5.3.1 Solubilizacdo dos Farmacos

Para administragao IV foi necessario dissolver os compostos teste em veiculo
apropriado. O diclofenaco sddico foi administrado apds solubilizagdo em agua na
concentragédo de 8,7 mg/mL (equimolar a 8,1 mg/mL de diclofenaco) , portanto foi
administrado um volume de 1 mL/Kg.

Para o DICCIC, foram testados veiculos como: agua, soro fisioldgico,
propilenoglicol e misturas propilenoglicol/agua (NEERVANNAN, 2006; BUGGINS et
al., 2007). Todos os veiculos foram avaliados com relagdo a sua capacidade de
solubilizar o DICCIC com auxilio de banho ultrassénico e aquecimento. O DICCIC
mostrou maior solubilidade em propilenoglicol (LISCIOTTO; DEBOLD, 1991). Assim,
o DICCIC foi solubilizado em propilenoglicol na concentragdo de 15,2 mg/mL
(equimolar a 16,2 mg/mL de diclofenaco), portanto foi administrado um volume de

0,5 mL/Kg. A pré-formulagdo de DICCIC foi mais concentrada que a de diclofenaco
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com o objetivo de minimizar efeito deletérios do propilenoglicol observando o volume
maximo aceitavel para administragcdo (NEERVANNAN, 2006).

Apesar do seu amplo uso em ensaios pré-clinicos, o dimetilsulféxido (DMSOQO)
foi evitado devido a sua capacidade de inibir as enzimas CYP2C9, 2C8 e 2C19
(BUGGINS et al.,, 2007), que estao envolvidas no metabolismo do diclofenaco
(TANG, 2003; ZI et al., 2010).

5.3.2 Estabilidade da pré-formulacao

Para avaliar a estabilidade do DICCIC dissolvido no veiculo, uma aliquota de
10 L foi diluida em 990 uL de metanol, que por sua vez, foi diluida em 10 vezes em
agua. 50 uL da solucdo em agua foram injetados no sistema CLAE, nas condicdes
citadas em 5.2.3. Esse procedimento foi repetido sete dias depois com o mesmo
produto, que ficou armazenado em geladeira. Nao houve redugéo na area do pico de

DICCIC, o que permitiu considera-lo estavel apos os sete dias de armazenamento.

5.4 Método Bioanalitico

5.4.1 Condigdes cromatograficas

O método desenvolvido utilizou um sistema CLAE Waters 600E semi-
automatico equipado com um detector UV-vis Waters 2487, operando a 276 nm para
deteccao de diclofenaco e de naproxeno (padréo interno) e a 250 nm para detecgéo
de DICCIC. A separacdo dos compostos foi feita por um sistema de fase reversa
com uma coluna Symmetry C18 (4,6 x 250 mm, 5um), protegida por uma pré-coluna
Symmetry C18 (3,9 x 20 mm, S5um). A fase movel, por sua vez, foi constituida de
metanol, acetonitrila e acido metandico 0,1%, na propor¢cdao de 5, 55 e 40%
respectivamente, em modo isocratico e um fluxo de 1 mL/min. O tempo de corrida foi

de 15 min e o volume de injegao de 50 pL.

5.4.2 Processamento da amostra biolégica
Em um microtubo plastico de 1,5 mL contendo 200 uL de plasma, foram
adicionados 20 pL de acido tricloroacético (TCA) 10% e 180 uL de PI (naproxeno 5

ug/mL diluido em acetonitrila pura) e em seguida a mistura foi agitada em vortex por
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10 segundos. A mistura foi, entdo, centrifugada por 15 minutos a 13 000 x g e 50 pL

do sobrenadante foi injetado no sistema CLAE.

5.4.3 Validacéo

A validagdo compreende a avaliagao sistematica dos procedimentos utilizados
no método analitico desenvolvido com a finalidade de estabelecer os seus limites de
confianga. Esta avaliagcédo foi fundamentada nas normas do Guia para Validacao de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) de acordo com a resolugcao RE- n°899, de 29 de maio de 2003 e da Food
and Drug Administration (FDA) de acordo com o Guidance for Industry: Bioanalytical
Method Validation, de maio de 2001, respectivamente. Os parametros fundamentais
determinados foram: linearidade, precisao e exatidao, limite inferior de quantificacédo

(LIQ), limite de detecgao (LD), seletividade, recuperagéo e estabilidade.

5.4.3.1 Linearidade

A curva analitica foi construida para o diclofenaco e para o DICCIC plotando-
se a razao da area dos picos de cada composto e do Pl (area do composto/area do
Pl) contra a concentragdo nominal do composto (DICCIC ou diclofenaco). Os
critérios de aceitagédo da linearidade incluem um coeficiente de correlagdo acima de
0,98 e uma exatiddao de 85% a 115%, exceto para o LIQ, para o qual a exatidao

deve estar entre 80% e 120%.

5.4.3.2 Limite Inferior de Quantificagéo (LIQ)
O LIQ é expresso como a menor concentragdo do analito que pode ser

quantificada com exatidao de 80-120% e precisao de 0-20%.

5.4.3.3 Preciséo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas intra-corridas e inter-
corridas para cada um dos compostos. Os resultados intra-corridas foram
determinados por 5 analises dos controles de qualidade alto (CQA), médio (CQM),
baixo (CQB) e do LIQ (CQ-LIQ) em um mesmo dia, ja para os resultados de precisdo

e exatidao inter-corridas as determinacdes foram feitas em trés dias consecutivos.
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Os critérios de aceitagéo foram precisdo de 0-15% e exatiddo de 85-115%,
exceto para o LIQ, cujos valores foram 0-20% e 80-120%, para precisao e exatidao,

respectivamente.

5.4.3.4 Limite de Deteccéao (LD)

Foi determinado pela relagcao de 3 vezes o ruido da linha de base.

5.4.3.5 Seletividade

Para componentes exdégenos, a seletividade foi avaliada em relagdo as
substancias utilizadas como anestésico na cirurgia que foi feita nos animais antes
das administragcdes e coletas, sendo portanto de suma importancia que estas nao
interferissem na analise das concentracdes plasmaticas dos analitos. As substancias
analisadas foram xilazina e a quetamina, adicionadas em plasma branco e

processadas conforme descrito no item 5.4.2.

5.4.3.6 Recuperacao

A recuperagéao expressa a eficiéncia do procedimento de extracdo da amostra
em relacao a solugdes padrdo néo extraidas. As solugdes ndo extraidas foram feitas
por adicdo ao extrato final do processamento da amostra com concentragdes
conhecidas dos compostos, inclusive o Pl. A recuperagao foi calculada pelo
percentual da area da amostra extraida de CQA, CQM e CQB em relacdo a amostra

nao extraida das mesmas concentragdes.

5.4.3.7 Estabilidade

A estabilidade foi avaliada em funcao da necessidade de armazenamento das
amostras apos cada coleta ou apds o processamento. Até a analise das amostras,
estas ndo deverdao ser mantidas armazenadas por tempo superior ao determinado
nos ensaios de estabilidade.

Os ensaios de estabilidade realizados foram aqueles nos quais era previsto
que as amostras precisassem ser armazenadas. Curta duragdo, que consiste de
deixar o CQ a temperatura ambiente, foi feito com tempo de 6 e 24 horas.

Estabilidade pos-processamento, que avalia se o farmaco resiste no extrato final do
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processamento, foi feito com tempo 6 horas a 4°C e 24 horas a -80°C. Estabilidade
de ciclos de congelamento e descongelamento, onde o CQ foi congelado por 24
horas a -20°C e descongelado a temperatura ambiente, por trés vezes. Estabilidade
de longa duracéo, na qual o CQ foi congelado a -20°C e mantido por 9 e 120 dias.
Os compostos foram considerados estaveis quando n&do se observa desvio

maior que 15% do valor obtido nas amostras recém preparadas.

5.4.4 Andlise de resultados da validacao
Os caélculos de regressao linear, desvio padréo relativo (DPR) e acuracia

foram realizados utilizando-se o programa Origin®.

5.5 Perfil Farmacocinético

5.5.1 Protocolo experimental

O protocolo abaixo descrito foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara, sob
numero 27/2009 (anexo 1).

5.5.2 Animais
Foram utilizados ratos Wistar, com peso aproximado de 250-300 g,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista-Unesp. Os
animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Principios Ativos
Naturais e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara, onde foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 £ 1°
C), umidade (55 = 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 07h) e com ragao
balanceada e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados na fase de claro.
Foram utilizados 20 animais, distribuidos nos seguintes grupos:
Grupo Farmacocinética |, tratados com diclofenaco sdédico, dose unica , IV bolus
(n=10, 8,7 mg/kg);
Grupo Farmacocinética Il, tratados com DICCIC, dose unica, IV bolus (n=10, 7,6

mg/kg);
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A dose para uso nos animais foi calculada por extrapolagdo alométrica e
relagdo estequiométrica entre os compostos, considerando que a dose diaria usual

de diclofenaco em humanos € de 2,14 mg/kg.

5.5.3 Procedimento Cirargico

A canulacgao da artéria femoral do animal destinou-se a coleta de sangue para
a determinacao das concentragcées dos farmacos por CLAE, enquanto a canula da
veia, a administracao destes farmacos.

Para a realizacdo deste procedimento, o animal foi anestesiado através da
administracao intraperitoneal de xilazina (5,5 mg/kg) e quetamina (73mg/kg), em
seguida foi feita a tricotomia da face ventral da parte superior da pata traseira e da
regido dorsal proxima a nuca, onde a canula é externada. Uma incisao foi feita na
face ventral superior da pata traseira, onde por tato encontrou-se a pulsacdo da
artéria femoral, e em seguida o feixe vasculo-nervoso foi exposto. No feixe o vaso a
ser canulado foi isolado e através de pequena seccgao fez-se a inser¢cao do tubo de
polietileno P-10 fundido a um tubo polietileno P-50 e preenchido com heparina 2%
para evitar coagulagdo. Com auxilio de um trocater externou-se a canula na regiao
cervical do animal entrelacando-a pela sutura do local. O animal foi mantido em
recuperacao por um periodo de 24 horas e foi utilizado no maximo 72 horas depois
de finalizado o periodo de recuperacao (MACTUTUS et al., 1994; DE PAULA et al.,
1999; TONG et al., 2006; ROUPE et al., 2006; BRAGA et al., 2007; LOEFFELBEIN
et al., 2009).

5.5.4 Grupo Farmacocinética |

Nestes animais foi administrado o diclofenaco IV bolus, através de canula na
veia femoral do animal. As coletas foram realizadas pela canula na artéria femoral
nos tempos de 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos apos a
administracdo. Para cada animal foram realizadas 6 coletas de 0,4 — 0,5 mL cada
(JOSLIN, 2009; THRALL, 2004), utilizando-se um total de 10 animais.

Deste grupo resultaram os parametros farmacocinéticos do diclofenaco apds

administracao IV bolus..
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5.5.5 Grupo Farmacocinética ll

Nestes animais foi administrado o DICCIC IV bolus, através de canula na veia
femoral do animal. As coletas foram realizadas pela canula na artéria femoral nos
tempos de 1, 3, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 160 minutos apds a administracio.
Para cada animal foram realizadas 6 coletas de 0,4 — 0,5 mL cada (JOSLIN, 2009;
THRALL, 2004), utilizando-se um total de 10 animais.

Deste grupo obteve-se os parametros farmacocinéticos do DICCIC e

diclofenaco a partir de DICCIC apds administracao IV bolus.

5.5.6 Analise Farmacocinética

A disposicao cinética do DICCIC e do diclofenaco foi avaliada apés a
administragao de dose unica IV bolus 7,6 mg/kg e 8,1 mg/kg, respectivamente. Os
parametros farmacocinéticos foram calculados através das curvas de
concentragdao plasmatica versus tempo. As meias vidas e as constantes de
velocidade foram determinadas através do modelo bicompartimental, escolhido
apos inspecgao visual e avaliagado do coeficiente de correlagcdo (CATTANI et al.,
2008).

A ASCy; foi calculada pelo método dos trapezoides, onde a média das
concentracdes plasmaticas de cada intervalo de tempo € multiplicado por este

intervalo de tempo, com subsequente soma de todos (Equagao 2).

n

3 Cp; + Cp;
Equacéo 2. ASCO—tn — Z pl 2 pl+1 X At

=1

Onde, Cp ¢é a concentragao plasmatica e t € o tempo.

Para ASCy... foi aplicada a equagao 3.

C
Equag&o 3. ASCO—oo — ASCO—tn+( pn)
kel
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Onde, Cp, é a ultima concentracdo da curva de concentragcao plasmatica versus
tempo e ke ou B € a inclinagdo da reta de regressao linear do logaritmo das
concentracdes plasmaticas pelo tempo, na fase de eliminagdo. A reta de
regressdo apresenta ainda o parametro B, que € a interseccdo da reta de
regressao linear do logaritmo das concentragdes plasmaticas pelo tempo, na fase
de eliminacdo. A fase de eliminacao é sempre a ultima das inclinagdes dos dados
experimentais.

No modelo bicompartimental além da constante de eliminacédo € determinada,
ainda, a constante de distribuicdo (ks ou a) que rege o primeiro decaimento da
curva de concentragcdo plasmatica pelo tempo. Entretanto a primeira inclinacéo
observada nos dados absolutos € uma soma da eliminagdo e da distribuicao,
portanto € necessario isolar a reta de distribuigdo pelo método dos residuos
(Figura 13). Para isso é necessario calcular os valores teéricos de concentragdes

plasmaticas através da equacgao exponencial da fase eliminagao pela equacao 4.

Equacéo 4. Cpteérica = B X e_ﬁt

Onde B e B sao respectivamente a interseccdo e a inclinagdo da reta de
regressao linear do logaritmo das concentragdes plasmaticas pelo tempo, na fase
de eliminacdo e t € o tempo, que deve ser o mesmo das concentracdes
experimentais.

O logaritmo do residuo entre a concentragdo plasmatica tedrica e a
concentragdo plasmatica experimental permitira a criagdo da reta residual, cuja
inclinagao e interseccao sao ky € A, respectivamente. Esses parametros permitem
a criacdo da equacado biexponencial (equacdo 5) que rege o modelo
bicompartimental. Onde Cp; € uma concentragcao plasmatica em um determinado

tempo t.

Equagéo 5. Cp = A X e @ 4 B x Bt

Michel L. de Campos



Materiais e Métodos
65

Figura 13 Representacao grafica do
método dos residuos. Cp
concentracao plasmatica, t tempo, tss
tempo em que ocorre o equilibrio
entre compartimento periférico e
central, B e B sao, respectivamente, a
intersecgcao e a inclinagao da reta na
fase terminal e A e a sao,
respectivamente, a inclinacado e a
intersecgao da reta.

As constantes (como k¢ ) foram utilizadas para o calculo de t, do processo a

que pertencem pela equacao 6 (LI et al, 2005).

Ln 2
Equacao 6. t1/2 = —

k

O Cl foi calculado pela equagao 7, modelo independente.

~ DOSE
~ ASCy_oo

Equacéo 7. Cl

E o0 Vdsea pela equacgao 8. Esses dois parametros nao foram calculados para as
concentracdes plasmaticas de diclofenaco a partir da administragcdo de DICCIC,
devido a indisponibilidade da DOSE.

Cl

el

Michel L. de Campos



Materiais e Métodos
66

O tempo necessario para alcangar o estado de equilibrio (tss), que € o tempo
tedrico em que a velocidade de decaimento das concentragdes plasmaticas muda
foi calculado pela equagao 9. No contexto fisioldgico, o tss € o tempo em que

ocorre o equilibrio das concentragcdes entre o compartimento periférico e o central.

—a
Equacéo 9. LTl X

r — kel
> ka T kel

Exclusivamente para o diclofenaco a partir da administracdo do DICCIC foram
calculados os parametros biodisponibilidade relativa (RBA), fragdo de DICCIC
metabolizada no figado (fm), fracdo de fm que ficou disponivel sistemicamente
como diclofenaco (Fym)) e o Clearance de formagédo de metabdlitos a partir de
DICCIC (Cl) pelas equagdes 10, 11, 12, e 13, respectivamente (HOUSTON, 1982;
TOUTAIN et al., 1986).

ASClaic-poy
ASC(dic—dic)

Equacéo 10. RBA —

Onde ASCgic-oc) € ASCdicdicy S80 a area sob a curva do diclofenaco a partir da
administracao de DICCIC e a area sob a curva do diclofenaco a partir da

administracao de diclofenaco, respectivamente.

RBA X Cl(DC) + Cl(dic)
Equacéo 11. fm —

Cl(DC)

Onde Clpc) € o clearance plasmatico do DICCIC e o Clg) € o clearance

plasmatico do diclofenaco.

 Claig
fm X Cl(DC)

Equacéo 12.

FH(m) — 1
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Equacéio 13. le — fm X Cl(DC)

5.5.7 Andlise Estatistica

Os parametros farmacocinéticos de cada grupo estdo apresentados através
das medianas e médias (IC 95). Foram feitas duas comparagdes estatisticas,
diclofenaco de DICCIC contra diclofenaco de diclofenaco e contra DICCIC. O
objetivo da primeira comparagao (diclofenaco contra diclofenaco de DICCIC) é
observar alteracées no perfil do diclofenaco quando administrado latenciado. Ja a
comparagao entre DICCIC e diclofenaco de DICCIC alveja determinar possiveis
interdependéncias entre o perfil do pré-farmaco e o perfil do metabdlito. Foi utilizado

o programa GraphPad Prism 5®, com uso do teste de Mann-Whitney (a=0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Identificacao

6.1.1 Por CCD

Em observagéo sob Luz ultravioleta os compostos foram identificados (Figura
14), sendo que a distancia percorrida pelo diclofenaco (da;) foi de 2,8 cm, diferente
da distancia percorrida pelo DICCIC (da) de 3,2 cm em uma distancia total
percorrida pela fase movel (dt) de 4,1 cm. Os fatores de retencéo do diclofenaco e
do DICCIC foram de 0,68 e 0,78, respectivamente.

Figura 14 llustragao digitalmente
realcada de placa cromatografica
usada para determinacdo do fim da
obtencdo. Diclofenaco a direita e
DICCIC a esquerda, nota-se a
auséncia de mancha do diclofenaco
na amostra de DICCIC.

6.1.2 Por CLAE

Determinado o fim da reagcdo por CCD, o composto obtido foi submetido a
analise por CLAE e identificado como DICCIC apds comparagao com padrao que
passou pela caracterizagcao quimica completa. A Figura 15 apresenta DICCIC que

foi utilizado para os ensaios.

AU
e DICCIC

0,080

0,080
0,070
0,060
0,050
0,040+
0,030
0,020

0,010 J
0,000 L™ - -

T

T T T T T T
2,00 400 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 1800 min

Figura 15 Cromatograma de avaliagao da qualidade da reagao para obtencao de
DICCIC. Diccic 10 ug/mL sem qualquer residuo de diclofenaco.

Michel L. de Campos



Resultados e Discussao
69

6.2 Validacdo do método bioanalitico

Para validacdo do método bioanalitico, amostras de plasma isentas de
substancias exogenas foram adicionadas de diclofenaco e DICCIC em
concentragdes conhecidas. As amostras adicionadas padrbes de calibragao (PC),
utilizadas para curva analitica, e controles de qualidade (CQ) para os ensaios de
precisdo e exatiddo e para o monitoramento do método, foram preparadas
adicionando-se o plasma com 10 % das solugbes de trabalho preparadas em
acetonitrila, que por sua vez foram preparadas a partir de solu¢cdes estoque em

metanol (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Concentracdes das solugoes estoque, de trabalho, padrdes de calibracéo e
controles de qualidades, para o diclofenaco. Valores em ng/mL.

Diclofenaco

Solucdo Estoque 200 000

Solugdes de Trabalho 100000 75000 25000 12500 7500 3500 2000 1000
PC 10000 7500 2500 1250 750 350 200 100
cQ 7 500 1250 200 100

PC padrbes de calibragado, CQ controles de qualidade.

Tabela 3. Concentragdes das solugbes estoque, de trabalho, padrdes de calibragcao e
controles de qualidades, para o DICCIC. Valores em ng/mL.

DICCIC

Solucdo Estoque 120 000

Solugdes de Trabalho 60000 45000 15000 7500 4500 2100 1200 600
PC 6 000 4500 1500 750 450 210 120 60
cQ 4500 750 120 60

PC padroes de calibragcado, CQ controles de qualidade.

6.2.1 Curva analitica e Linearidade

A curva analitica foi construida para o diclofenaco e para o DICCIC plotando-
se a razao da area dos picos de cada composto e do Pl (area do composto/area do
Pl) contra a concentragdo nominal do composto (DICCIC ou diclofenaco) com 8
niveis de concentragdo em quintuplicata de 60 - 6 000 ng/mL para DICCIC e de 100
— 10 000 ng/mL para diclofenaco. Nas tabelas 4 e 5 estdo apresentados os

resultados de linearidade.
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Tabela 4. Médias das concentragdes experimentais que geraram a curva de

calibracao. Precisao, expressa pelo desvio padrao relativo (DPR), e exatidao
da curva (n=5).

Diclofenaco

Nominal (ng/mL) 100 200 350 750 1250 2500 7500 10000
Experimental (ng/mL) 92,9 209,1 372,9 678,3 1366,4 2377,1 7630,5 9922,7
DPR (%) 96 96 62 121 24 6,4 6,0 1,7

Exatiddo (%) 92,9 104,6 106,5 90,4 109,3 951 101,7 99,2

DPR desvio padrao relativo.

Tabela 5. Médias das concentragbes experimentais que geraram a curva de

calibragéo. Preciséo, expressa pelo desvio padrao relativo (DPR), e exatidao
da curva (n=5).

DICCIC

Nominal (ng/mL) 60 120 210 450 750 1500 4500 6000
Experimental (ng/mL) 58,4 123,6 195,3 498,0 808,8 1371,9 4549,7 5984,2
DPR (%) 76 100 96 14 1,2 3,9 6,2 2,2
Exatiddo (%) 97,3 103,0 93,0 110,7 1078 91,5 101,1 99,7

DPR desvio padrao relativo.

A curva foi analisada pelo método de regressdo dos minimos quadrados para
verificar sua linearidade e o coeficiente de correlagao (r) foi de 0,9997, tanto para o
diclofenaco quanto para o DICCIC, acima de 0,98 e exatidao entre 85-115%, exceto
para o LIQ, para o qual a exatiddo deve estar entre 80-120%. As equagdes de
linearidade e valores de p foram y=0,000221x-0,00189 e p= 1,04x10™"° para DICCIC
e y=0,000247x-0,00644 e p= 5,81x10™"" para diclofenaco (figuras 16 e 17).

Razio de dreadiclofe raco/FI
Razio de drea diceic/ PI

Q 2000 4000 8000 2000 10000 12000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

‘Concentragdo nominal Concentragdo nominal

Figura 17 Curva analitica do Figura 16 Curva analitica do DICCIC.
diclofenaco.
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O LIQ foi de 100 ng/mL (92,9 £ 9,6, tabela 3) para o diclofenaco e 60 ng/mL
(58,4 £ 7,4 Tabela 4) para o Diccic.

6.2.2 Preciséo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas intra-corridas e inter-
corridas para cada um dos compostos. Os resultados intra-corridas foram
determinados por 5 analises dos controles de qualidade alto (CQA), médio (CQM),
baixo (CQB) e do LIQ (CQ-LIQ) em um mesmo dia, ja para os resultados de precisdo
e exatidao inter-corridas as determinagdes foram feitas em trés dias consecutivos.

Os valores de precisao e exatidao intra-corrida do diclofenaco foram de 0,4-
9,6% e 86,2-113,7%, respectivamente. Para o ensaio inter-corridas os resultados
foram 5,8-13,3% de preciséo e 99,9-104,1% de exatidao (Tabela 6).

Para o Diccic a precisao e a exatidao intra-corrida foram 2,1-13,2% e 91,1-
106,6%, consecutivamente. Ja para os ensaios inter-corridas, os valores

encontrados foram 6,4-9,5% para precisao e 95,5-103,4% para exatidao (Tabela 6).

6.2.3 Limite de deteccéo
Foi determinado pela relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base. Para o

diclofenaco, o limite de detecgao foi de 10 ng/mL e para o DICCIC 20 ng/mL.

6.2.4 Seletividade

O método mostrou-se especifico entre as substadncias de interesse,
diclofenaco, DICCIC e PIl. Nao houve interferéncia significativa de componentes
endoégenos com o tempo de retengéo dos analitos (Figuras 18, 19 e 20).

Para componentes exégenos, a seletividade foi avaliada em relagdo as
substancias utilizadas como anestésico na cirurgia feita nos animais antes das
administracdes e coletas, sendo portanto de suma importancia que estas nao
interfiram na analise das concentragcbes plasmaticas dos analitos. As substancias
avaliadas foram a xilazina e a quetamina, utilizadas para contaminar plasma branco.
Portanto o método apresentou seletividade adequada, dentro dos parametros

avaliados.
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Tabela 6. Precisdo e Exatidao intra e inter-corridas do diclofenaco e do DICCIC.

Grupo Estatistica Concentragdo Tedrica (ng/mL)
Diclofenaco DICCIC
100 200 1250 7500 60 120 750 4500
n 5 5 5 5 5 5 5 5
Média intra-
1 corrida 108,7 227,4 1366,4 8152,5 58,4 123,6 683,3 4549,7
DPR (%) 8,5 9,6 8,4 6,0 7,6 10,0 10,2 6,2
Exatiddo (%) 92,1 104,6 1086 101,7 97,3 103,0 91,1 1011
n 5 5 5 5 5 5 5 5
Média intra-
2 corrida 98,9 172,4 1178,8 7645,1 61,1 128,0 709,3 4371,6
DPR (%) 0,4 5,6 7,6 51 13,2 8,3 2,9 8,4
Exatiddo (%) 989 86,2 94,3 1019 101,8 106,6 94,6 97,1
n 5 5 5 5 5 5 5 5
Média intra-
3 corrida 108,7 227,4 1366,4 8152,5 55,2 120,7 755,5 4658,3
DPR (%) 4,4 4,0 2,4 4,5 2,1 7,8 9,7 3,5
Exatiddo (%) 108,7 113,7 109,3 108,7 92,0 100,6 100,7 103,5
n 15 15 15 15 15 15 15 15
Média inter-
Total corrida 99,9 203,0 1300,9 7809,4 58,2 124,1 716,0 4526,6
DPR (%) 8,6 13,3 9,2 5,8 9,5 8,5 8,8 6,4
Exatiddo (%) 99,9 101,5 104,12 104,1 97,0 103,4 95,5 100,6
DPR desvio padrao relativo.
AU
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Figura 18 Cromatograma de amostra zero, tempo de retencéo do padrao interno 6,3

minutos; comprimento de onda da leitura 276nm.
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Figura 19 Cromatograma de amostra Diclofenaco 10 ug/mL, tempo de retencao 11,6
minutos; comprimento de onda da leitura 276nm.
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Figura 20 Cromatograma de amostra DICCIC 6 ug/mL, tempo de retengao 9,8
minutos; comprimento de onda da leitura 250nm.

6.2.5 Recuperacéo

A recuperacao expressa a eficiéncia do procedimento de extracdo da amostra
em relacao a solugdes padrao ndo extraidas. A recuperacgao para o diclofenaco foi
em meédia de 94,2% e para o DICCIC foi em média de 94,1% (Tabela 7). O PI, por
sua vez, teve uma recuperagao de 110,5% com DPR de 1,1% para as amostras

extraidas e 0,9% para as amostras ndo extraidas.
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Tabela 7. Recuperacgao de diclofenaco e de DICCIC.

CQs Estatistica Diclofenaco DICCIC
CQaB DPR (%) 5,75/2,09 1,22/0,68
Recuperacgao (%) 98,79 104,58
cam DPR (%) 4,25/0.98 1,74/1,95
Recuperacao (%) 93,67 90,61
CQA DPR (%) 4,52/0,43 10,35/7,67
Recuperacao (%) 90,13 87,14
Total DPR (%) 4,4 9,2
Recuperacdo (%) 94,19 94,11

DPR: DPR de cinco replicatas de CQ extraido/DPR de trés replicatas
nao extraidas, CQB controle de qualidade baixo, CQM controle de
qualidade médio e CQA controle de qualidade alto.

A recuperagao nao possui critérios de aceitagdo, no entanto recuperacgdes

proximas de 100% sao desejaveis.

6.2.6 Estabilidade

As estabilidades de DICCIC e de diclofenaco podem ser observadas nas

Tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Estabilidade do diclofenaco.

PP6h PP24h CCD LD9dias LD 120dias

CQs Estatistica CD6h CD24h 4°C -80°C  -20°C -20°C

n 4 4 4 4 4
CQB DPR (%) 5,6 0,7 5,2 6,2 8,1 4,9

Exatiddo (%) 102,0 93,5 97,0 98,6 109,5 96,6

n 4 4 4 4 4
CQA DPR (%) 2,0 6,0 4,9 1,8 3,3 2,1

Exatiddo (%) 92,1 97,3 97,7 95,3 99,8 101,4

DPR desvio padrao relativo, CQB controle de qualidade baixo, CQA controle

de qualidade alto,

CD curta duracdo a

temperatura da sala de

processamento, PP pds-processamento, CCD apés 3 ciclos de congelamento
e descongelamento e LD longa duragéo.
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Tabela 9. Estabilidade do DICCIC. CD= curta duracao a temperatura da sala de
processamento; PP= pds-processamento; CCD= apoés 3 ciclos de congelamento
e descongelamento; e LD= longa duragdo. FC= falhou no critério de aceitagao.

PP6h PP24h CCD LD9dias LD 120 dias
CQs Estatistica CD6h CD24h 4°C -80°C  -20°C -20°C -20°C
n 3 4 3 4 4 3 4
CQB DPR (%) 8,5 5,4 5,6 4,7 1,8 9,3 6,2
Exatid3o (%) 91,6 FC 112,3 88,4 97,3 88,5 97,6
n 4 4 4 4 4 4 4
CQA DPR (%) 1,5 2,8 3,6 2,2 5,3 3,4 0,7
Exatid3o (%) 88,6 FC 102,3 96,4 90,5 88,1 86,4

DPR desvio padrao relativo, CQB controle de qualidade baixo, CQA controle
de qualidade alto, CD curta duragao a temperatura da sala de processamento,
PP pos-processamento, CCD apés 3 ciclos de congelamento e
descongelamento e LD longa duracgao.

Os compostos sédo considerados estaveis quando ndao se observa desvio
maior que 15% do valor obtido nas amostras recém preparadas. O diclofenaco foi
estavel em todas as condi¢gbes avaliadas, ja o DICCIC ndo se manteve estavel

apenas apos o armazenamento por 24h na temperatura da sala de processamento.
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6.3. Analise Farmacocinética

Na Figura 21 pode ser observada a curva média de concentragédo plasmatica
versus tempo, construida apés a administragdo intravenosa de diclofenaco soédico

(8,1 mg/kg equivalente a diclofenaco).
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Figura 21 Curva da concentracao plasmatica versus tempo para o
diclofenaco (n=5, média + IC95).

A inspegdo da curva permitiu observar um decaimento das concentragdes
plasmaticas em pelo menos duas velocidades, o que levou a aplicagdo de um
modelo bicompartimental. Nesse modelo, o intervalo de tempo da primeira
velocidade de decaimento da curva representa a influéncia da distribuicdo somada a
eliminagdo para levar a queda das concentragdes plasmaticas. A segunda
velocidade de decaimento ocorre apds o equilibrio da distribuicdo, nesse intervalo a
diminui¢cao nas concentracdes é apenas dependente da eliminacao.

O mesmo modelo foi selecionado para a interpretacdo dos dados de
concentragao plasmatica pelo tempo do grupo DICCIC (Figura 22), que recebeu 7,6

mg/kg de DICCIC (equimolar a 8,1mg/kg de diclofenaco), neste grupo foram
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quantificadas concentragdes plasmaticas tanto do pré-farmaco DICCIC quanto de

diclofenaco que se formou por hidrélise do pro-farmaco.

Perfil DICCIC e
diclofenaco de DICCIC

10000

.k %
! b

* DICCIC

Concentracdo plasmatica (ng/mL)

= diclofenaco
10
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (minutos)

Figura 22 Curva da concentracao plasmatica versus tempo para o DICCIC e para o
diclofenaco a partir da administracdo de DICCIC (n=5, média + IC95).

Esses dados permitiram o calculo dos parametros farmacocinéticos
relacionados na Tabela 10. Os parametros Vd e Cl ndo foram calculados para o
diclofenaco a partir de DICCIC devido a ndo haver a dose, ja que a quantidade
conhecida administrada foi de DICCIC e nao € possivel considerar que 100% do
DICCIC foi hidrolisado a diclofenaco.

A constante de eliminacdo é um parametro que pode expressar a eficiéncia
da eliminagdo, quando considerado o seu valor numérico em percentual, ja que
como constante é um fator dificil de visualizar. Para o diclofenaco a constante de
eliminacao foi de 0,00414 min™, o que significa que na fase de eliminacéo, quando a
distribuicdo ja estd em equilibrio (ou como alguns autores preferem, pseudo-
equilibrio), 0,414 % do diclofenaco é eliminado por minuto (TOUTAIN; BOUSQUET-
MELOU, 2004b).
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A t, (parametro diretamente relacionado a constante de eliminagdo) do
diclofenaco a partir de diclofenaco (188,3 minutos) foi intermediaria aos valores
publicados por Garcia-Lopez e colaboradores (1999), Kim e colaboradores (2006) e
por Ledn-Reyes e colaboradores (2008). O primeiro apresentou um resultado abaixo
da média deste estudo (2,24 h) o segundo, um valor bem proximo (175 min) e o

ultimo um pouco acima (3,28 h).

Tabela 10. Parametros farmacocinéticos de diclofenaco, de DICCIC e de diclofenaco
a partir da administracdo de DICCIC (n=5, mediana e média + IC95).

Parametros Diclofenaco de DICCIC DICCIC Diclofenaco
B (min'l) 0,01537 0,01437 0,00414*
0,01424 + 0,00264 0,01445 + 0,00336 0,00398 + 0,00143
) 45,1 48,2 167,4*
t,B (min)
49,7 + 10,9 49,4 +12,1 188,3 £ 78
ASCo.inf 49,1 72,6* 699,3*
(ug/mL.min) 488+ 4,2 67,5+ 11,4 698,7 + 76,7
— 104,8 11,6
Cl (mL/min.Kg)
= 114,4 + 21,1 11,7+1,3
— 8,5 2,8
Vvd (L/K ! !
(L/Ke) — 8,1+1,9 3,1+1,1
. 14,0 20,9* 31,6*
tss (min)
15,6 +4,4 21,6 £4,0 33,6 £6,6
.1 0,198 0,120 0,099
o (min™)
0,190 £ 0,087 0,112 £ 0,039 0,105 £ 0,03
. 3,5 5,8 7,0
t,a (min)
4,0+1,7 6,6+2,4 7,0+£2,5

* diferenga significativa comparada ao diclofenaco a partir da administracao de
DICCIC (p<0,05, teste Mann Whitney).

A ASCy.. do diclofenaco também foi proporcionalmente semelhante ao valor
de Kim e colaboradores (2006), cuja dose administrada naquele trabalho foi de 5
mg/kg IV, levando a uma ASCy... de 367 pyg.min/mL.

Ainda considerando a publicagdo de Kim e colaboradores (2009), ndo ha

grande discrepancia entre o Cl,. desta publicagdo (13,6 ml/min/Kg) e o CI total de
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diclofenaco descrito na Tabela 10. Kim e colaboradores também apresentam o ClI;
do diclofenaco de 0,0261 ml/Kg, um valor infimo em comparag¢ao ao Cl., o que
reforca o baixo ClI; do diclofenaco (<1%), mesmo em humanos (BRUNTON et al.,
2006, p. 1794).

Para uma avaliacéo isolada do CI deve ser salientado que existe uma razao
para que o Cl seja dado em uma unidade de fluxo, apesar de ser um parametro de
eliminacdo do farmaco, que é uma massa. Cada célula depuradora tem a
capacidade de metabolizar uma determinada quantidade de farmaco em fungao do
tempo (massa/tempo), entretanto o acesso da célula a essa quantidade é dividido
pela concentragdo disponivel (massa/volume), resultando em um fluxo
(volume/tempo). O fluxo maximo que pode ser depurado é o fluxo maximo do 6rgao
depurador (Q). Desse fluxo, apenas uma parte € depurada, que pode ser nada (0)
ou tudo (1), esse valor entre 0 e 1 é a taxa de extragédo, que pode ser considerada
como o percentual do farmaco que é eliminado durante uma unica passagem pelo
érgao eliminador (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a).

Figado e rins (principais 6rgaos depuradores) representam metade do fluxo
maximo do corpo, que é o débito cardiaco (DC), portanto o Cl maximo de um
farmaco é a metade do DC do modelo animal avaliado, qualquer valor acima disso,
indica eliminagao por outros 6rgdos. O mesmo deve ser considerado para a taxa de
extragao (E), como apenas metade do débito cardiaco é representado por figado e
rins a taxa de extragdo maxima de uma farmaco para esses o6rgaos é de 0,5
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a).

Pelo Cl de diclofenaco a partir de diclofenaco da Tabela 10, o diclofenaco

pode ser considerado de baixa extracao pela relacao abaixo:

ol
- DC

Onde E ¢é a extragao corporal do farmaco e DC é o débito cardiaco do organismo, a

Equacéao 14.

ser calculado pela equacédo 15, onde m é a massa corporal do organismo,

independente da espécie.

Equacéo 15. DC (ml/mln/Kg) = 180 X m(Kg)—O,19
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Considerando a massa dos ratos de 0,275 Kg, a taxa de extracdo do
diclofenaco é (0,05), portanto seu valor de Cl (11,7 ml/min/kg) pode ser considerado
um baixo Cl para esse modelo animal. O DICCIC, por sua vez, possui uma taxa de
extragdo de 0,5 o que permite concluir que seu Cl é muito alto, ja que um CI alto
seria aquele, cuja taxa de extracao fosse em torno de 0,35 (TOUTAIN; BOUSQUET-
MELOU, 2004a).

O Vd calculado por Kim e colaboradores (2006) foi o Vdss que é naturalmente
diferente do Vd da Tabela 10, Vdaea. Entretanto pelos dados publicados por Kim,
pode-se supor 0 Vdarea de seu estudo em torno de 3,4 L/Kg, ndo muito distante dos
3,1 L/Kg da Tabela 10.

Os parametros discutidos anteriormente sdao os mais constantemente
publicados, o que nao ocorre com o tss, 0 kg € a t,a.

As comparacgdes de dic-DC e dic-dic mostraram diferenga significativa em 3,
na ty,3, na ASC e no ts. A diferenca entre esses parametros indica uma mudanga no
perfil de eliminacado de diclofenaco, quando administrado como DICCIC. Até o tss,
pode ter essa influencia, ja que uma diminuigdo na meia-vida de eliminagao permite
o adiantamento de tss, mesmo que nado haja diferenga na t,a. A ASC, por sua vez,
pode refletir tanto esse aumento na eliminagdo do dic-DC, quanto uma fraca

conversao de DICCIC em diclofenaco.

Tabela 11. Disponibilidade do diclofenaco
de DICCIC (n=5).

Parametro Mediana Média +I1C95
fm 0,1809 0,174487 0,0287
1-fm 0,8191 0,825513 0,0287
Fu(m) 0,388132 0,406475 0,0626
RBA 0,070213 0,070015 0,0033

Clf mL/min/Kg 19,56652 19,6532 0,8349

A Tabela 11 permite algumas considerag¢des sobre a disponibilidade de dic-
DC, mediante a pressuposicdo de alto metabolismo hepatico do diclofenaco. O
parametro fm (17 %) é referente a fragcdo de DICCIC que foi hidrolisada no figado, e
desta fragdo apenas Fu(m) (41%) chegou ao sangue na forma de diclofenaco. Do
total da dose esse valor € o indicado por RBA (7%), portanto tém-se a relagao

abaixo.
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Equacéo 16. RBA = FH(m) X fm

Pode ser assumido entdo que a baixa disponibilidade de dic-DC é devida a
uma alta eliminacéo extra-hepatica (83%) de DICCIC. Essa consideracao € plausivel
considerando que o CI corporal de DICCIC (114,4 ml/min/Kg) esta acima do valor
considerado alto (80,5 no rato), e bem préoximo do Cl maximo para figado e Rins
juntos (115 ml/min/Kg). Outro agravante € o metabolismo sequencial que pode ser
alcangado pela relagdo entre os Cl de dic-dic sobre Cl de DICCIC, cujo valor foi
10,4% (IC95 de = 3) do fm, ou seja, hidrdlise de DICCIC seguida por eliminagao
direta de diclofenaco (TOUTAIN et al., 1986).

7.0% dic

DICCIC

Figura 23 Pictograma da disponibilidade do diclofenaco (dic) de DICCIC. Da dose total
DICCIC administrada IV apenas 17,4 % é hidrolisada no figado, destes, 7,0% retornaram a
circulagao sistémica como diclofenaco, 1,7% se torna diclofenaco e € eliminado sem voltar a
corrente sanguinea e 8,7% é eliminado hepaticamente, mas sem se tornar diclofenaco. 17,4
% =fm; 7,0 % = RBA = Fym) x fm; 1,7 % = fm x metabolismo sequencial; e 82,6 % = 1 - fm.
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O Cl oferece uma visao em fluxo desses fenbmenos. Apesar de o corpo
depurar 114,4 mL/min/Kg de DICCIC, o figado conseguiu depurar apenas 19,7
ml/min/Kg por meio da formagdo de metabdlitos de DICCIC, é o chamado fluxo
hepatico efetivo.

As consideragdes quanto a comparagao de dic-DC com DC, tém o objetivo de
determinar as caracteristicas de interdependéncia do metabdlito em relacdo ao
farmaco. Como a constante de eliminagéo do dic-dic € menor que a constante de
eliminacao de DICCIC era esperado que houvesse uma persisténcia de dic-DC, com
aumento da meia-vida e concentracdes maiores de dic-DC em relacdo a DC. Isso
caracterizaria uma eliminacdo independente da constante de formacdo e da
constante de eliminagdo do pré-farmaco e somente dependente das caracteristicas
préprias de eliminagdo do metabdlito (figura 11a). Entretanto a comparagao
estatistica ndo mostrou diferenga significativa entre as constantes de eliminagéao de
dic-DC e DC, o que caracteriza uma eliminacao formagéao limitada (figura 11b).

O perfil de DICCIC apresentou uma reduzida t+;, pois se fizermos um paralelo
simplificado com a t,, da Tabela 10 e o intervalo de dose do diclofenaco em
humanos, o intervalo de uma dose de DICCIC equimolar a dose de diclofenaco
tomada a cada 8 horas, seria em torno de pouco mais de 2 horas, o que ndo é um
regime posologico interessante.

A analise do Vd depende de entender a relagéo entre o volume de distribuigao
e a distribuicdo. O volume plasmatico de um rato é de aproximadamente 28 mL/kg,
portanto um valor de Vd de até 0,028 L/kg indicaria que ndo ha distribuicdo extra-
vascular. Se o Vd estiver entre 0,028 L/kg e 1 L/kg, significa que o farmaco se
distribui, mas nao se liga aos tecidos. Ja um Vd acima de 1 L/kg significa que o
farmaco ndo s6 se distribui para compartimentos periféricos, como se liga a
proteinas teciduais nesse compartimento.

O Vd do DICCIC de 8,1 L/kg, pelo modelo fisiolégico de Toutain e Bousquet-
Mélou (2004c), pode ser considerado alto, esse valor sugere ainda uma alta ligagcéo
extravascular. Essa avaliacao pode correlacionar a alta eliminagao extra-hepatica
(83%) com a ty, e a ASC reduzida. Seria errdneo assumir o alto Vd como causa da
baixa ASC, pois é o CI que controla a ASC e ndao Vd (TOUTAIN; BOUSQUET-
MELOU, 2004c). Assim sendo, o Cl (extra-hepatico) pode estar facilitado pela

grande disposigédo do produto em outros tecidos.
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Ha ainda a possibilidade de um ClI renal do DICCIC, que s6 pode ser apurado
por uma analise das concentragdes urinarias do farmaco. Ainda assim o CI renal
maximo para um rato € de 46 mL/min/kg, somado ao CI tedrico calculado (19,7
ml/min/kg) resultando em 65,7 ml/min/kg. Portanto os 48,7 ml/min/kg restantes
(114,4 ml/min/kg — 65,7 ml/min/kg) ainda podem estar relacionados com uma

eliminagao em tecidos fora do compartimento central.
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7. CONCLUSOES

O DICCIC obtido com sucesso, confirmado por comparagao cromatografica
com lote estruturalmente caracterizado, mostrou a qualidade adequada para
realizacao dos ensaios de validacao e farmacocinética.

O método bioanalitico validado demonstrou limites de confianca adequados a
sua aplicacdo e permitiu a determinagao tanto do DICCIC, quanto do diclofenaco
simultaneamente, o que reduziu tempo e permitiu 0 uso de menos animais, ja que
uma mesma amostra foi utilizada para a determinacao dos dois compostos.

O perfil farmacocinético do diclofenaco a partir da administracdo de
diclofenaco foi condizente com parametros publicados na literatura.

O perfil farmacocinético de diclofenaco a partir de DICCIC se mostrou
significativamente diferente do perfil apdés administracdo de diclofenaco. As
concentragbes plasmaticas foram significativamente menores e a depuragéo
significativamente maior na administragao do pro-farmaco.

Em estudos anteriores, observou-se efeito anti-inflamatério do produto,
comparavel a administracdo da mesma dose equimolar do farmaco matriz. Neste
caso, podem ser levantadas inumeras hipoteses : que o efeito maximo é atingido em
baixas concentragdes do farmaco matriz, que o pré-farmaco possui atividade anti-
inflamatdria per se, ou que o efeito observado seja resultante da interacédo do pro-
farmaco com seu farmaco matriz. A realizacdo de ensaios de acao anti-inflamatoria
in vitro do DICCIC pode auxiliar na elucidacao destas hipoteses.

Os préximos estudos de farmacocinética pré-clinica podem incluir ensaios
pela via oral para avaliar a biodisponibilidade oral do DICCIC e a biodisponibilidade
relativa oral do diclofenaco a partir de DICCIC. O entendimento experimental das
vias de eliminacao sugere a necessidade de recolhimento e analise de fezes e urina.
Enquanto uma analise de alguns tecidos pode avaliar a alta distribuicdo do DICCC e

se ha formacéao de diclofenaco nesses tecidos.
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Anexo 2 - Concentragdes plasmaticas do diclofenaco a partir da administragdo de diclofenaco
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Anexo 3- Parametros farmacocinético do diclofenaco a partir da administragao de diclofenaco

Parametros Farmacocinéticos IV de diclofenaco em ratos

Parametros mediana média DP IC+ IC- Ccv

dose (mg/Kg) 8,1

B (ng/mL) 1666,3 1759,06 620,97 2530,09 988,03 35,3
Kel B (min-1) 0,00414 0,003982 0,001151 0,005412 0,002552 28,9
t1/2 B (min) 167,391 188,3 62,8 266,2 110,3 33,3
ASC 0-t (ug/mL.min) 583,718 570,2 45,6 626,9 513,5 8,0
ASC 0-inf(ug/mL.min) 699,265 698,7 61,8 775,4 622,0 8,8
Rela¢do das ASC (%) 83,6536 81,9 7,3 90,9 72,9 8,9
Cl (mL/min.Kg) 11,5836 11,7 1,0 12,9 10,4 8,7
Vvd (mL/Kg) 2797,97 3137,2 922,9 4283,1 1991,3 29,4
A 47573  47946,20 20119,29 72927,60 22964,80 42,0
K a (min-1) 0,099 0,1046  0,0264 0,1374  0,0718 25,2

t1/2 o (min) 7 7,0 2,0 9,6 4,5 29,0



Anexo 4- Concentragdes plasmaticas do DICCIC

DICCIC: Concentragdes plasmaticas em administragdo IV em ratos (ng/mL)

T (min) R1 R2 R3 R4 R5 mediana média DP n IC+ IC- IC cv

1 3263,0 27155 3042,5 3742,0 34945  3263,0 3251,5 397,1 5 37446 27584 493,1 12,2

3 2166,4 14049 17372 2219,4 1892,8 1892,8 1884,1 332,9 5 2297,5  1470,8 413,4 17,7

5 2266,2 1105,6 1480,2 1915,0 1743,5 1743,5 1702,1 438,8 5 2247,0 1157,2 544,9 25,8
10 1489,8 908,1 1197,2 1459,1 1387,7 1387,7 1288,4 241,1 5 1587,8 989,0 299,4 18,7
20 666,8 700,5 710,2 711,8 1085,9 710,2  775,0 174,7 5 992,0 558,1 216,9 22,5
30 471,6 483,1 514,8 588,3 705,7 514,8 552,7 96,9 5 673,0 432,4 120,3 17,5
45 383,0 325,2 372,6 434,5 520,1 383,0 4071 74,2 5 499,1 315,0 92,1 18,2
60 2619 284,4 309,8 260,7 382,6 2844 2999 50,4 5 362,4 237,3 62,6 16,8
90 199,0 125,1 125,3 216,8 149,6 149,6 163,2 42,5 5 216,0 110,4 52,8 26,1
120 157,2 114,2 1250 1557  109,1 125,0 132,2 22,8 5 160,6 103,9 28,4 17,3
160 113,9 66,0 81,1 85,9 72,8 81,1 84,0 18,4 5 106,8 61,1 22,9 21,9
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Anexo 5- Parametros farmacocinéticos do DICCIC

Parametros Farmacocinéticos IV de DICCIC em ratos

Parametros mediana média DP IC+ IC- CcVv

dose (mg/Kg) 7,6

B 688,92 758,34 198,70 1005,05 511,63 26,20
Kel B (min-1) 0,014370 0,014446 0,002706 0,017806 0,011086 18,73
t1/2 B (min) 48,23 49,40 9,73 61,48 37,32 19,69
ASC 0-t (ug/mL.min) 64,65 61,35 8,16 71,48 51,23 13,30
ASC 0-inf (ug/mL.min) 72,55 67,53 9,15 78,89 56,17 13,55
Relacéo das ASC (%) 91,46 90,94 3,17 94,87 87,01 3,48
Cl (mL/min.Kg) 104,75 114,38 17,00 135,50 93,27 14,86
Vd (mL/Kg) 8506,22 8102,14  1566,64 10047,38 6156,89 19,34
tss (min) 20,93 21,63 3,24 25,66 17,61 14,98
A 1946,50 1876,88 945,71 3051,13 702,63 50,39
K a (min-1) 0,1200 0,1120 0,0311 0,1507 0,0733 27,81

t1/2 a (min) 5,775 6,61 1,92 8,99 4,23 29,02



Anexo 6- Concentragdes plasmaticas de diclofenaco a partir da administragdo de DICCIC

DICLOFENACO: Concentragdes plasméticas em administracdo de DICCIC IV em ratos (ng/mL)

T (min) R1 R2 R3 R4 R5 mediana média DP n IC+ IC- IC cv
1 24095 1839,0 2746,7 1834,5 1861,6  1861,6  2138,3 419,0 5 2658,5 1618,0 520,2 19,59369
3 1507,2 13754  1959,7  1507,3 1419,1  1507,2  1553,7 234,0 5 18443  1263,1 290,6 15,06358
5 925,3 956,2 995,5 1111,3 1053,3 995,5 1008,3 74,8 5 1101,3 915,4 92,9 7,422181
10 819,9 729,7 540,0 1049,0 876,7 819,9 803,1 187,6 5 1036,0 570,1 232,9 23,36021
20 769,8 501,5 378,8 543,0 532,8 532,8 545,2 141,6 5 721,0 369,4 175,8 25,97227
30 572,8 716,8 294,8 401,9 186,1  401,9 4345 212,8 5 698,6 170,3 264,2 48,97227
45 290,4 380,1 185,8 383,2 248,2 290,4 297,5 85,3 5 403,5 191,6 106,0 28,68099
60 159,9 150,7 168,7 138,2 138,4 150,7 151,2 13,4 5 167,8 134,6 16,6 8,8329
90 1344 135,6 156,0 200,8 161,4 156,0 157,6 26,9 5 191,1 124,2 33,5 17,09331
120 1234 109,6 123,4 117,6 117,7 117,7 118,3 5,7 5 125,4 111,3 7,0 4,778871
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Anexo 7- Parametros farmacocinéticos do diclofenaco a partir da administracdo de DICCIC

Parametros Farmacocinéticos de diclofenaco convertido de DICCIC IV

Parametros mediana  média DP IC+ IC- Ccv

B (ng/mL) 611,32 552,53 96,07 671,82 433,25 17,4
Kel B (min-1) 0,01537 0,014236 0,002125 0,016875 0,011597 14,9
t1/2 B (min) 45,1 49,7 8,8 60,6 38,8 17,6
ASC 0-t (ug/mL.min) 42,2 40,3 4,6 46,0 34,6 11,4
ASC 0-inf(ug/mL.min) 49,1 48,8 3,4 53,0 44,6 6,9
Relacdo das ASC (%) 84,5 82,4 4,5 88,0 76,8 5,5
tss (min) 14,0 15,6 3,5 19,9 11,2 22,5
A 1363 1789,62 815,43 2802,11 777,13 45,6
K a (min-1) 0,198 0,1898 0,0695 0,2761  0,1035 36,6

t1/2 o (min) 3,5 4,0 1,4 5,7 2,3 33,7



Anexo 8- Fracdes do diclofenaco a partir da administracéo de DICCIC

Fracdes dic de DICCIC

Parametro Ratol Rato2 Rato3 Rato4 Rato5 Mediana Média CV |IC

fm 0,1390 0,1672 0,1809 0,1847 0,2006 0,1809 0,1745 13,3 0,0287
1-fm 0,8610 10,8328 0,8191 0,8153 10,7994 0,8191 10,8255 2,8 0,0287
Frm) 0,4787 0,4373 0,3881 0,3704 0,3579 0,3881 0,4065 12,4 0,0626
FR 0,0665 0,0731 0,0702 0,0684 0,0718 0,0702 0,0700 3,8 0,0033

Cl 19,5665 20,4368 18,9583 19,0589 20,2454 19,5665 19,6532 3,4 0,8349
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