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RESUMO

As tiazolidinodionas (TZDs) sao farmacos utilizados no tratamento de Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2), seu mecanismo de acdo € a ativacdo dos receptores PPAR-y
do nudcleo celular. Além de sua atividade sobre o metabolismo glicidico e lipidico, h&
um particular interesse em sua atividade sobre a aterosclerose decorrente da
sindrome metabdlica que acomete estes pacientes. Tendo em vista a ampla
aplicacdo das TZDs e a presenca de apenas uma alternativa terapéutica
relativamente segura no mercado, a pioglitazona, pesquisadores do Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco
sintetizaram e selecionaram TZDs promissoras em relacdo a atividade anti-
aterosclerose. Dentre elas destacaram-se as GQ-2, GQ-11, GQ-19 e GQ-177. Tendo
em vista a maior aceitagcdo da administracdo oral de medicamentos, prever a
absorcdo destas novas moléculas para esta via empregando métodos de screening
farmacocinético pode acelerar o desenvolvimento do produto farmacéutico. Neste
estudo utilizou-se o método de screening farmacocinético Cassette Accelerated
Rapid Rat Screen (CARRS), o screening fisico-quimico, principalmente através da
avaliacdo do Log P, e screeningin vitro, utilizando modelo de monocamadas de
células Caco-2, para obter informacBes preditivas acerca da biodisponibilidade de
moléculas. Estas técnicas foram utilizadas para selecionar dentre as TZDs - GQ-2,
GQ-11, GQ-19 e GQ-177 - o(s) candidato(s) com caracteristicas mais apropriadas
para a continuidade dos estudos pré-clinicos. O screening fisico quimico apontou as
GQ-19 e GQ-177 como favoraveis a absorcédo oral. Contudo, no screening in vitro,
apenas a GQ-19 apresentou permeacdo no modelo de células Caco-2. No screening
in vivo, a GQ-19 apresentou-se instavel em plasma animal, degradando-se
completamente em menos de 20 minutos. Para as demais moléculas, no screening
in vivo, foram confirmadas as expectativas decorrentes do comportamento
observado nos ensaios in vitro e ndo foram observadas concentragdes quantificaveis
no plasma dos animais. Desta forma, a priori, nenhuma das moléculas apresenta
biodisponibilidade favoravel a continuidade dos estudos pré-clinicos sem a avaliacao
de metabdlitos ou a elaboracdo de formulacdes para viabilizar sua utilizacdo pela via
oral. Os métodos utilizados para screening in vitro forneceram informacoes

importantes para a compreensdao do perfil in vivo observado e para propor



estratégias que viabilizem a continuidade do desenvolvimento de produtos com estas
novas moléculas.

Palavras-chave: Screening farmacocinético. Caco-2. Estabilidade quimica. Diabetes
Mellitus tipo 2. Absorcao.



ABSTRACT

Thiazolidinediones (TZDs) are drugs used to treat type 2 diabetes mellitus (DM2); its
mechanism of action is the activation of the cell nucleus receptor PPAR-y. In addition
to its activity on glucose and lipid metabolism, there is a particular interest in its
activities on atherosclerosis that is caused by the metabolic syndrome that affects
these patients. Given the wide application of TZDs and the presence of a single
therapeutic alternative in the market, the pioglitazone, the researchers from the
Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos from Universidade Federal de
Pernambuco synthesized and selected promising TZDs in relation to anti-
atherosclerosis activity. Among them stood out the GQ-2, GQ-11, GQ-19 and GQ-
177. Taking into account the greater acceptance oral administered drugs, to predict
the absorption of these new molecules for this route using pharmacokinetic screening
methods can accelerate the development of a pharmaceutical product. In this study
we used the screening method CARRS (PK), the physico-chemical screening,
particularly by evaluating the Log P, and in vitro screening using Caco-2 cell
monolayer model to obtain predictive information regarding the bioavailability of
molecules. These techniques were used to select among the TZDs - GQ-2, GQ-11,
GQ-19 and GQ-177 - the candidate(s) with the most appropriate characteristics for
the continuation of pre-clinical studies. The physic-chemical screening showed that
the GQ-19 and GQ-177 as favorable oral absorption, but in the in vitro screening,
only the GQ-19 showed permeation in Caco-2 cell model. In in vivo screening, GQ-19
appeared unstable in animal plasma, degraded completely in less than 20 minutes.
For other molecules, during the in vivo screening, the expectations arisen from the
behavior observed in in vitro tests were confirmed; the results confirmed the absence
of measurable plasma concentrations. Thus, a priori, any of the molecules showed
favorable bioavailability for the continuity of preclinical studies without evaluation of
metabolites or the preparation of formulations to allow its use by the oral route. The
methods used for in vitro screening provided important information for the
understanding of the in vivo profile observed and to propose strategies that allow the
continuity of product development with these new molecules.

Keywords: Pharmacokinetic Screening. Caco-2. Chemical Stability. Type 2 Diabetes

Mellitus. Absorption.
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I.  INTRODUCAO

As tiazolidinodionas (TZDs), também conhecidas por glitazonas, séo
farmacos utilizados no tratamento de Diabetes Mellitus tipo 2(DM2) e agem
principalmente reduzindo a resisténcia periférica a insulina. As TZDs atuam
ativando o receptor do nuacleo celular, PPAR-y (peroxisome proliferator
activated receptor). Este receptor, quando ativado, regula a expressdo de
genes que afetam o metabolismo glicidico e lipidico levando ao aumento da
captacdo de glicose mediada por insulina nos tecidos periféricos e
diferenciacéo de pré-adipdcitos em adipdécitos, acdo que demanda captacao de
acidos graxos da circulagdo sanguinea. Desta forma, a ativacao dos receptores
PPAR-y resulta em diminuicdo da glicose e de acidos graxos da circulacao.
Ainda, a atividade deste receptor também resulta em acao anti-inflamatoria e
diminuicdo da presséao arterial. Portanto, o mecanismo de acdo das TZDs nao
somente se direciona a reducdo da glicemia em pacientes com DM2, mas
também atenua o0s riscos cardiovasculares decorrentes da doenca,
principalmente sobre a progressao da aterosclerose decorrente desta sindrome

metabdlica (1).

Atualmente a Unica TZD no mercado é a pioglitazona, porém este
farmaco esta sob monitoramento da ANVISA. Seu uso é contraindicado para
pacientes que apresentam insuficiéncia cardiaca classe Ill ou IV, doenca
hepéatica ou niveis de transaminases séricas aumentados, insuficiéncia
cardiaca sintomatica, cetoacidose diabética, DM1 ou hipersensibilidade ao

cloridrato de pioglitazona (2, 3).

Tendo em vista a ampla aplicacdo das TZDs e a restricdo de alternativas
terapéuticas disponiveis no mercado, pesquisadores do Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco
selecionaram diversos derivados de TZDs promissores em relacdo a atividade
anti-aterosclerose. Entre o0s compostos com melhores performances
destacaram-se as GQ-2 (5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-
2,4-diona), GQ-11  (5-(indol-3-il-metileno)-3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-2,4-
diona), GQ-19 3-(4-metilbenzil)-5-(4-nitrobenzilideno)tiazolidina-2,4-diona e



GQ-177 (3-(3-bromobenzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona)
cujas estruturas estéo expostas na Figura 1 (4-6).

CI (]’Q =

HG“-—-N‘

0

Figura 1 — Estrutura das GQ-11, GQ-2, GQ-19 e GQ-177

A série de GQs selecionada em ensaios anteriores € consequéncia do
estabelecimento de métodos cada vez mais rapidos - como o high throughput
screening - para a descoberta e sintese de substancias com potencial
aplicac@o na terapéutica. Para selecionar os melhores candidatos, é premente
a aplicacdo de avaliacdes sistematicas para determinar o comportamento
destes farmacos no sistema biologico. Estas avaliagbes podem auxiliar na
selecd@o do candidato a farmaco mais promissor dentro de uma vasta biblioteca
e no direcionamento da realizacdo de estudos in vivo para aqueles candidatos

mais promissores (7, 8).

Segundo Waterbeend e Grifford (9), cerca de 40% do insucesso da
introducdo de novos farmacos e medicamentos no mercado € devido ao
desfavoravel perfil farmacocinético. Portanto a farmacocinética deve ser
investigada precocemente no desenvolvimento de novos farmacos, pois tende
a evidenciar caracteristicas determinantes para o sucesso de um candidato a
farmaco. No entanto, o estudo da farmacocinética completa envolve a
administragdo do composto ao menos pela via intravenosa, oral e

intraperitoneal, em cinco réplicas para cada tempo e com pelo menos 10



tempos de coleta, o que o caracteriza como um estudo de longo prazo, com

utilizacdo de um grande numero de animais e de alto custo (10).

Neste sentido tém sido criados diversos métodos de screening
farmacocinético para que esses ensaios sejam de maior produtividade e mais
farmacos possam ser analisados com menor uso de animais e menor namero
de amostras. Métodos como "rapid pk", "cassette dosing", "cassette analysis",
"cassette accelerated rapid rat screen (CARRS)" e "snapshot pk" tem sido
empregados por industrias farmacéuticas para aumentar a produtividade dos

screenings farmacocinéticos com bons resultados (7, 10).

Entre os métodos de screening que utilizam menor nimero de animais e
gue ndo apresentam riscos de interacdes entre substancias estd o CARRS,
descrito por Korfmacher e colaboradores do Instituto de Pesquisa da Schering-
Plough (7). Neste método utilizam-se apenas 2 animais por farmaco,

administrado pela via oral, e 6 tempos de coleta ao longo de 6 horas.

Considerando que a disposicao cinética de um farmaco possui estreita
relacdo com algumas de suas propriedades fisico-quimicas, a investigacao
destas propriedades pode ter valor preditivo do seu comportamento no
organismo. O Log P, por exemplo, tem influéncia direta nos eventos que
sucedem a administracdo enteral dos farmacos, pois relaciona-se diretamente
com a solubilidade do composto nos fluidos gastricos e intestinais e, ainda,
influencia na permeabilidade do farmaco através das membranas celulares
envolvidas no processo de absorc¢do (9). A estabilidade quimica é também uma
caracteristica determinante a ser observada para propor a administracdo do
produto pela via oral, pois um perfil farmacocinético desfavoravel pode ser

explicado por suas caracteristicas de estabilidade quimica (11).

Enquanto o Log P oferece informacdes tedricas sobre como uma
molécula tende a reagir no meio bioldgico, os testes in vitro demonstram com
maior precisdo como estas moléculas se comportam frente a membranas
biolégicas semelhantes as que fardo oposi¢cdo a absor¢édo do farmaco quando
inserido num organismo. O modelo de monocamadas de células Caco-2
mimetiza a parede intestinal em diversos aspectos, como a expressao das

juncdes celulares, borda em escova, expressam proteinas de transporte na



membrana além de enzimas metabolizadoras, constituindo um modelo com alta
correlagdo com as caracteristicas de absor¢cdo observadas em ensaios de
farmacocinética. Sua relevancia para o desenvolvimento de farmacos é
reconhecida pelas principais agéncias reguladoras, que indicam este teste para

prever a absorcao oral de farmacos (12-14).

Para atingir as expectativas do mercado, esta nova série de moléculas
necessitam que sua forma farmacéutica final seja de liberagdo compativel com
a via oral, uma vez que se trata da terapéutica da diabetes ou da aterosclerose
decorrente da evolugcdo da sindrome. A vasta gama de alternativas
terapéuticas disponiveis no mercado para o tratamento destas doencas sédo de
administracdo néo invasiva (via oral) e portanto bem aceitas pelos pacientes, o
que faz com gque novos medicamentos necessitem destas caracteristicas para

apresentar alguma vantagem competitiva em relagdo aos seus pares (15).

O presente trabalho tem como objetivo utilizar o screening
farmacocinético por CARRS, o modelo de monocamadas de células Caco-2 e
caracteristicas fisico quimicas para selecionar dentre os compostos derivados
de tiazolidinodionas - GQ-2, GQ-11, GQ-19 e GQ-177 - o(s) candidato(s) com
caracteristicas mais apropriadas para a continuidade dos estudos pré-clinicos.
Este texto foi organizado em trés capitulos (Capitulo 1: screening fisico-
quimico; Capitulo 2: screening in vitro e; Capitulo 3, screening in vivo) com o
objetivo de melhorar a compreensdo das metodologias utilizadas em cada
etapa com resultados e discussdo preliminar dispostos nos capitulos

especificos.
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I1.LDISCUSSAO E CONCLUSAO
Os meétodos analiticos e bioanaliticos desenvolvidos apresentaram

limites de confianca adequados para a aplicacdo nos estudos in vitro e in vivo
das tiazolidinodionas. A partir dos estudos de estabilidade quimica foi possivel
observar resultados mais promissores a molécula GQ-19 em pH &cido e a
molécula GQ-11 em pH 7.4. A molécula GQ-19 apresentou, ainda, o valor de
Log P favoravel a absorcdo oral e permeacado quantificavel no estudo com

monocamadas de Caco-2.

A instabilidade de GQ-19 em plasma sugere que a molécula sofre acéo

de enzimas plasmaticas e deve apresentar clearance elevado.

Assim como foi observado no estudo de farmacocinética da GQ-2
anteriormente (19), as GQ-11 e GQ-177 também n&do apresentaram
concentracdes quantificaveis no plasma quando administradas pela via oral e,
portanto, requerem o desenvolvimento de formulacdes apropriadas antes de
avancar para ensaios pré-clinicos. E importante ressaltar que, assim como a
GQ-2, as mesmas possuem atividade pela via oral (6, 16, 17, 21, 87), contudo,
as evidéncias aqui documentadas apontam que a GQ-11 e GQ-177 ndo séo
capazes de permear monocamadas de células intestinais do tipo Caco-2 além
de ndo apresentarem concentracdes plasmaticas quantificaveis quando

administradas pela via oral a ratos Wistar.

No Capitulo 2 foi levantada a hipétese das TZDs avaliadas estarem
sujeitas & acdo de transportadores de efluxo. E importante ressaltar que a
pioglitazona ja foi demonstrada como inibidora e substrato de P-gp (88, 89).
Assim como no caso da pioglitazona, estes transportadores podem ser
responsaveis pela limitada biodisponibilidade das moléculas em animais e a
baixa permeabilidade através de monocamadas de células Caco-2. Para prever
o comportamento de farmacos em relacdo a sua interagcdo com transportadores
podemos utilizar um desdobramento da Classificacdo Biofarmacéutica, a
Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System (BDDCS). Esta
classificacdo proposta por Wu e Benet (90) utiliza os parametros utilizados para

a classificacdo biofarmacéutica, permeabilidade e solubilidade, e correlaciona
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com a afinidade por transportadores e via de eliminacao preferencial de cada
classe.

Na proposta da BDDCS, farmacos de BCS Classe 1, de alta solubilidade
e alta permeabilidade, ndo seriam muito influenciados pela atividade de
transportadores, pois, a solubilizacdo rapida implica que altas concentracdes
do composto estardo disponiveis no lumen intestinal, saturando qualquer
processo de absorcdo ativa que possa influenciar na absor¢cdo da molécula.
Em seguida, devido a alta permeabilidade, o composto atingira altas
concentracfes dentro do enterdcito, assim, qualquer processo de transporte de
efluxo e enzimas metabdlicas que possam influenciar a molécula serdo
saturados, e a molécula poderd chegar a circulacdo sanguinea também em
altas concentracdes, e rapidamente. Contudo, compostos de Classe 2, de alta
permeabilidade e baixa solubilidade, serdo mais afetados por transportadores
de efluxo. Isso ocorre pois, devido a baixa solubilidade, havera concentracdes
limitadas do composto na luz intestinal que rapidamente permeardo a
membrana apical dos enterdcitos, contudo atingindo concentracdes
intracelulares baixas. Assim, transportadores de efluxo ndo serdo saturados e
podem afetar de forma mais eficaz a biodisponilidade de compostos de Classe
2. Ainda, ao atingir concentracdes intracelulares baixas, outros processos
enzimaticos também terdo mais influéncia sobre farmacos desta classe, assim,
metabolismo de enterécitos também pode influenciar a biodisponibilidade

destas moléculas.

Compostos de Classe 3, de baixa permeabilidade e alta solubilidade
serdo mais afetados por transportadores de absorcéo, pois altas concentracdes
estardo disponiveis no lumen devido a alta concentracdo, porém a
permeabilidade transcelular sera baixa, assim os transportadores de influxo
serdo impactantes para a biodisponibilidade. Ainda, devido as concentracdes
intracelulares serem influenciadas por baixa permeabilidade passiva e a
atividade de algum transportador ativo, pode-se esperar baixas concentracoes
intracelulares, assim também é esperado que metabolismo e transportadores
de efluxo sejam capazes de influenciar a biodisponibilidade de farmacos de
Classe 3. Enquanto os de Classe 4 serao bastante influenciados por ambos os

transportadores e metabolismo de parede intestinal.
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Se tracarmos uma divisdo clara em relacdo ao Log P das TZDs
estudadas aqui, teremos que a GQ-2 e GQ-11 sado de alto Log P ou seja, ha
baixa expectativa de solubilidade e boa expectativa de permeabilidade, embora
solubilidade ndo tenha sido rigorosamente estudada neste trabalho. Enquanto
as GQ-19 e GQ-177, devido ao baixo Log P, teriam solubilidade consideravel e
permeabilidade limitada.

Desta forma, a GQ-2 e GQ-11 seriam consideradas de Classe 2,
portanto espera-se que teriam alta influéncia de transportadores de efluxo, que
sao expressos por células Caco-2, assim, os resultados observados no teste de
permeacgdo podem ter sido resultado deste fendbmeno. Transportadores de
efluxo também podem ter influenciado os resultados observados in vivo. Apos
administracdo de uma suspensdo a animais pela via oral, € esperado que o
fator solubilidade seja importante para a biodisponibilidade destes compostos.
Contudo, ha de se ressaltar que no teste de permeabilidade em Caco-2, as
moléculas foram previamente solubilizadas em tampd&o, portanto atribuir
unicamente a solubilidade os efeitos observados no ensaio é leviano. Na
situacdo na qual os farmacos estdo previamente solubilizados no
compartimento doador do ensaio em células Caco-2, ha alta concentracdo das
moléculas disponiveis para a permeacdo e mesmo assim ndo observamos
concentracfes quantificaveis no compartimento receptor, assim podemos
considerar que, mesmo com a expectativa do Log P apontando para uma boa
permeabilidade destas moléculas, elas na verdade possuem baixa
permeabilidade, se classificando na Classe 4 da Classificacdo Biofarmacéutica,

assim ha muitas variaveis influenciando sua biodisponibilidade.

A GQ-19 e GQ-177 por apresentarem Log P menor, ha expectativa que
tenham melhor solubilidade e permeabilidade limitada. In vivo, elas se
solubilizariam mais rapidamente no limen intestinal e estariam disponiveis para
a absorcdo. No caso especifico da GQ-177 que foi administrada pela via oral a
ratos Wistar, a auséncia de concentracdes plasmaticas quantificaveis pode ter
sido devido a baixa permeabilidade, assim, transportadores ativos de absorcao
serdo importantes para a absorcdo desta molécula e metabolismo de parede
intestinal, tanto na Caco-2 quanto no modelo animal, podem ter influenciado na

sua biodisponibilidade.
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No caso da GQ-177 héa a influéncia deum segundo fator. Durante sua
farmacocinética pela via intravenosa, nao foi possivel quantificar este composto
no plasma de ratos Wistar (resultados em Anexo I). O método bioanalitico foi
validado em plasma de ratos com limite de quantificacdo em 80 ng/mL, contudo
nao foi capaz de quantificar a GQ-177 mesmo quando administrada pela via
intravenosa. Ha a possibilidade desta molécula ndo se distribuir igualmente
entre 0 sangue e o plasma dos animais, no caso, penetrar nos eritrocitos e ser
precipitada durante a centrifugacdo das amostras. Mesmo que esta hipétese
seja verdadeira, alguma particdo desta molécula deveria estar presente no
plasma para a quantificagdo. Outra possibilidade é a instabilidade desta
molécula em sangue animal, de forma que houve degradacdo do composto no
periodo entre o procedimento de coleta até a extracdo da molécula do plasma
das amostras. Todo o procedimento da coleta das amostras dos animais até a
injecdo no sistema cromatogréafico foi realizado no mesmo dia, contudo, ainda
ndo foi possivel quantificar o composto. E importante ressaltar que durante a
validacdo bioanalitico houve diferencas significativas na estabilidade de curta
duracdo (18 horas) e em ciclo de congelamento de descongelamento em
plasma de ratos (Figura 16), revelando que h& possibilidade desta molécula
apresentar metabolismo plasmatico, possibilidade que ndo afetou a execucao
do método bioanalitico, como ocorreu com a GQ-19, mas pode ter influenciado
a disposicdo cinética do composto in vivo. Assim, ao se interpretar 0s
resultados de absorcdo oral desta molécula, hd possibilidade do método
bioanalitico, desenvolvido em plasma e ndo em sangue total, ndo ser capaz de
quantificar esta molécula na circulagdo do modelo animal, por motivo de
particdo sangue/plasma ou por motivo de estabilidade. De qualquer forma, os
resultados obtidos durante o teste da Caco-2, sem a participacdo de sangue ou
plasma e com o candidato a farmaco previamente solubilizado, apontam para a

baixa absor¢édo da molécula.

Para GQ-19, devido ao seu baixo Log P, ha expectativa de boa
solubilidade e permeabilidade limitada. Desta forma seria esperado que, in
vivo, ela dependa de transportadores para ser absorvida. Contudo, no ensaio
com Caco-2, observamos uma rapida permeacado desta molécula, assim além

de uma boa solubilidade, apresentou também uma boa permeabilidade,
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caracterizando o composto como Classe 1 na Classificacdo Biofarmacéutica.
Contudo, nossos resultados apontam que a limitagdo observada na GQ-19 foi a
estabilidade quimica e ex vivo deste composto. Baixa estabilidade em plasma e
baixa estabilidade em pH 7.4 sdo os fatores limitantes para 0 sucesso

farmacocinético deste composto.

Este estudo teve como objetivo utilizar métodos de screening para
selecionar entre as TZDs GQ-2, GQ-11, GQ-19 e GQ-177 aquelas com
capacidade de serem absorvidas pela via oral. Screenings tem como objetivo
facilitar e agilizar a avaliacdo de candidatos a farmacos para que se possa
investir em candidatos mais promissores. Os screenings fisico-quimico e in
vitro em células Caco-2 foram importantes para auxiliar na interpretacdo dos
resultados obtidos in vivo, contudo nenhum dos compostos avaliados passaram
para a avaliacdo da farmacocinética completa. Mesmo assim, foi realizado um
estudo para a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos pela via intravenosa
das GQ-11 e GQ-177 (em Apéndice I). Este experimento foi importante
principalmente para observar uma caracteristica peculiar da GQ-177 em
relacdo a sua quantificacao in vivo. Em geral, as moléculas intactas ndo foram
capazes de serem absorvidas em concentracdes quantificaveis, contudo ha
diversos estudos relatando sua atividade pela via oral. Assim, é possivel que
metabdlitos ou produtos de degradacdo que podem ser formados devido a
baixa estabilidade quimica destes compostos podem ser 0s responsaveis pela
atividade observada. A pioglitazona apresenta metabdlitos ativos, ambos
oriundos de oxidacdo da estrutura primaria através do metabolismo
microssomal hepatico (91), € importante ressaltar que tanto a pioglitazona
quanto seus metabdlitos sdo detectados na circulagdo sistémica apos a
administragao oral do medicamento (92). O metabolismo de parede intestinal
também pode ter sido importante para a GQ-177 e talvez para GQ-11 e GQ-2,
de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas. Uma concluséo importante
deste trabalho foi a importadncia da avaliacdo da estabilidade quimica na
triagem de farmacos, esta caracteristica foi importante para a interpretacdo

durante todo o trabalho.
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IV. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados de screening fisico-quimico, in vitro e in vivo,
ndo foram observadas concentracdes plasmaticas quantifichveis de nenhuma
das moléculas. Contudo, devido a atividade evidenciada de todos os
candidatos a farmaco em trabalhos anteriores, é necessaria a investigacao dos
metabodlitos destas moléculas que podem ser os compostos ativos apos
administracdo oral destes compostos. Neste sentido, durante o ultimo ano do
Doutorado, realizei um estagio de treinamento no National Institutes of Health
nos Estados Unidos. O objetivo do estagio foi a capacitacdo nas técnicas de
identificagdo de metabdlitos através de ensaios in vitro e uso da espectrometria
de massas de alta resolucao. O relatério deste estagio pode ser encontrado no

Apéndice Il.

Ainda, devido aos métodos bioanaliticos desenvolvidos para este trabalho
tornou-se possivel a administracédo intravenosa das moléculas. A GQ-11 e GQ-
177 foram administradas pela via intravenosa em ratos Wistar e sua
farmacocinética foi descrita. Os resultados podem ser encontrados no

Apéndice I.

Este projeto compreendeu a execugcdo de protocolos de screening,
contudo, ha evidéncias terapéuticas que justificam a investigacdo mais
aprofundada destes compostos. Assim, a investigacdo dos metabdlitos destas
moléculas, assim como o desenvolvimento de método bioanalitico capaz de
quantificar a GQ-177 apds administracao intravenosa em ratos Wistar, podem
elucidar se os efeitos terapéuticos descritos na literatura sdo oriundos de um

metabalito ou produto de degradacao destas moléculas.
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