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EPIGRAFE
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Siga em frente.”

Walt Disney



RESUMO

O composto 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (GQ-
2), novo farmaco da classe das tiazolidinadionas, apresenta atividade
hipoglicemiante e reduz os niveis basais de insulina, glicose e leptina,
associados com o aumento da sensibilidade a insulina. Além disso, reduz o
ganho de peso corporal devido a menor retencao de liquidos. Esses resultados
torna o GQ-2 uma possivel alternativa terapéutica para o tratamento do
Diabetes Mellitus tipo 2. Nesse trabalho foi investigado o perfil farmacocinético
e a toxicidade preliminar hepatica e renal do composto GQ-2. Esse composto
foi administrado em dose Unica pela via oral (12mg/Kg) e pela via
intraperitoneal (12mg/Kg), e pela via intravenosa (3mg/Kg) em ratos wistar
(n=25). Ap6s a administracao foram realizadas coletas seriadas de sangue pela
artéria femoral. As amostras foram processadas e analisadas por método
bioanalitico validado, utilizando um sistema UPLC. O sistema consistiu de um
UPLC Acquity® equipado com um detector UV-Visivel operando a A330 nm. A
separacao foi realizada com coluna BEH (2,1 x 50 mm, 1,7 um) sob eluicdo da
fase mével constituida de acetonitrila: agua (80:20), em modo isocratico e fluxo
de 0,4 mL/min. As médias dos parametros farmacocinéticos foram calculadas
pelas curvas de concentracao plasmatica versus tempo e expressos através da
média, mediana e IC (95). A administracdo do GQ-2 em dose unica (3mg/KQ)
pela via intravenosa possibilitou a construcdo da curva de concentracédo
plasmatica versus tempo. Os parametros farmacocinéticos obtidos foram:
Cmax (ng/mL): 786,2 (534,62-1037,76), tmax (h) 0,08, ASCy.t (ng/mL/h) 390,84
(282,28-499,41), ASCo.inr (ng/mL/h) 411,60 (296,41-526,79), Cl (L/h/Kg) 8,0
(5,45-10,55), Vd (L/Kg) 45,6 (23,9-67,3), r areas (%) 0,95 (0,94-0,95), kq ou a
(min™') 5,51 (4,7-6,3), t.a (min) 0,13 (0,11-0,14), kg ou B (min™') 0,24 (0,08-0,39)
t.B (min) 4,44 (2,14-6,74). Para a administragcdo do GQ-2 em dose Unica pela
via oral e pela via intraperitoneal (12mg/Kg) nao foi possivel a constru¢dao do
perfil farmacocinético, pois ndo foram detectados niveis plasmaticos pelo
método bioanalitico desenvolvido.

Palavras-chave: Avaliacdo toxicologica, Diabetes, Tiazolidinadiona,
Farmacocinética pré-clinica, 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (GQ-2).



ABSTRACT

The compound 5-(4-chloro-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-
dione (GQ-2), new thiazolidinedione drug, presents hypoglycemic activity by
lowering the basal levels of insulin, glucose and leptin, associated with the
increased insulin sensitivity. In addition, reduces body weight gain due to minor
liquid retention. These results ratify GQ-2 as possible therapeutic alternative for
the treatment of type 2 diabetes. In this work we investigated the
pharmacokinetic profile and primary hepatic and renal toxicity of the compound
GQ-2. This compound was administered in a single dose orally (12 mg/Kg) and
intraperitoneally (12 mg/Kg) and intravenously (3 mg/Kg) in Wistar rats (n=25).
After administration serial blood collections were taken through the femoral
artery. The samples were processed and analyzed by a validated bioanalytical
method, using UPLC system. The system consisted of an Acquity UPLC®
equipped with a UV-visible detector operating at A330 nm. The separation was
performed with BEH column (2.1 x 50 mm, 1,7 um) as the eluting mobile phase
consisted of a acetonitrile:water (80:20) in isocratic mode and flow of 0,4
mL/min. The mean pharmacokinetic parameters were calculated by the curves
of plasma concentration versus time and expressed through the mean, median
and IC (95). The administration of the GQ-2 single dose (3 mg/Kg)
intravenously enables the construction of the plasma concentration versus time
curve. The pharmacokinetic parameters were obtained: Cmax (ng/mL) 786,2
(534,62-1037,76), tmax (h) 0,08, AUC,.: (ng/mL/h) 390, 84 (282,28-499,41),
AUCq.int (ng/mL/h) 411,60 (296,41-526,79), Cl (L/h/Kg) 8,0 (5,45-10,55), Vd
(L/Kg) 45,6 (23,9-67,3), r areas (%) 0,95 (0,94-0,95), kq or a (min™) 5,51 (4,7-
6,3), tya (Min) 0,13 (0,11-0,14), kg or B (min™") 0,24 (0,08-0,39), tys (Min) 4,44
(2,14-6,74). For the administration of GQ-2 in a single dose orally (12 mg/Kg)
and intraperitoneally (12 mg/Kg) was not possible to construct the
pharmacokinetic profile, as no detectable plasma concentration levels were

found by the bioanalytical method developed.

Keywords: Evaluation toxicological, Diabetes, Thiazolidinedione, Preclinical
pharmacokinetics, 5-(4-chloro-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-
2,4-dione (GQ-2).



LISTA DE ABREVIATURAS

AGL: &cidos graxos livres

ALT (TGP): alanina aminotransferase (transaminase glutamico pirtvica)
ASCy.: area sob a curva de 0 a um tempo definido t

ASCy.ini.: area sob a curva de 0 ao infinito

AST (TGO): Aspartato aminotransferase (transaminase glutamico oxalacética)
ATZDs: arilideno-tiazolidinadionas

Co: concentracao plasmatica no tempo 0

CAP: catabolite activator protein (proteina ativadora catabdlica)
Cl: clearance

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cmax: concentracdo maxima

Cp: concentracao plasmatica

Cpn: concentragdo plasmatica no tempo 0

Cpt: concentragao plasmatica em determinado tempo t

CQ: amostra de controle de qualidade

CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentragéao
CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentracao
CQD: amostra de controle de qualidade diluida

CQM: amostra de controle de qualidade de média concentragcéao
CV: coeficiente de variacao

CYP450: citocromo P450

DC: débito cardiaco

DM2: diabetes mellitus tipo 2

DMSO: dimetilsulféxido

DPR: desvio padrao relativo

EMEA: European Agency for the Evaluation of Medicinal Products

ERK: quinase extracelular reguladora de sinal (extracelular-signal-regulated
kinase)



eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial

GSK-3: enzima glicogénio sintetase

GLUT4: transportador de glicose 4

HDL.: lipoproteina de alta densidade (High Density Lipoprotein)
IC 95: intervalo de confianca 95

IKK: quinase inibidora do fator nuclear

IL-6: interleucina 6

IMC: indice de massa corpérea

[.P.: intraperitoneal

IRS: substrato de receptor de insulina

[.V.: intravenoso

JNK: Jun N-terminal kinase

Kel Ou B: constante de eliminacao

Kq Ou a: constante de distribuicao

LBD: dominio de ligagao ao ligante (ligand binding domain)
LD: limite de deteccao

LDL: lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein)
LIQ: limite inferior de quantificacao

LSQ: limite superior de quantificacao

MAP: proteina ativada pelo mitégeno

MMP-9: metaloproteinase de matriz 9

MRT: tempo de residéncia média (mean residence time)
PC: padrao de calibragao

PDK1: fosfoinositol dependente de quinase 1

PECK: fosfoenolpiruvato carboxiquinase

PI: padréo interno

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinase

PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

PKB: proteina quinase B



PPARYy: receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma)

PTPases: proteina tirosina-fosfatase

RI: resisténcia a insulina

R: coeficiente de correlacéo

ty, ou t,B: meia-vida de eliminacéao

ti.a: meia-vida de distribuicao

tmax: tempo para a concentracdo maxima
TNFa: fator de necrose tumoral alfa
TZDs: tiazolidinadionas

Vd: volume de distribuicao



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Estrutura quimica do GQ-2..........c.coeeiiiiiiiie e 3

Figura 2. Obesidade e suas relacbes com a resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2 e doengas cardiovasCulares...........c.eeeveeeeiiiiiieiee e 7

Figura 3. Representacao esquematica das vias de sinalizacao da insulina.... 12
Figura 4. Mecanismo proposto de acao das tiazolidinadionas........................ 21

Figura 5. Representacao esquematica de um modelo com dois
(oTo] 0 0] oT= (] 01=T 0] (o 1< TSP 36

Figura 6. Perfil farmacocinético com duas velocidades de decaimento. Modelo
bicompPartimental......... .o s 37

Figura 7. Representacao grafica do método dos residuos...........cccceeevuueneenn. 56

Figura 8. Espectrograma do composto GQ-2 na concentragdo de 100 pg/mL
€M ACETIONITIIIA. ... ———— 65

Figura 9. Curva analitica do GQ-2 (7,8 @ 250 ng/ML)........eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiie. 66
Figura 10. Estabilidade do GQ-2 em solugéao tampéo pH 1,2 (200 ng/mL)..... 67

Figura 11. Estabilidade do GQ-2 em solugao tampéo pH 7,4 (200 ng/mL)..... 68

Figura 12. Curva bioanalitica preliminar do GQ-2 (125 a 1500 ng/mL)........... 69
Figura 13. Estabilidade do GQ-2 em plasma de rato (700 ng/mL).................. 70
Figura 14. Estabilidade do GQ-2 em plasma humano (700 ng/mL)................. 71
Figura 15. Curva de linearidade de log k das substancias selecionadas........ 72
Figura 16. Curva analitica do GQ-2.........ooceiiriiiiee e 75

Figura 17. Cromatograma de amostra zero. Tempo de retencao do padréao

INTErNO de 0,48 MINUIOS......iiiiiieiet e et e e e e e rae e e e ra e e eaaans 77

Figura 18. Cromatograma do GQ-2 na concentracao de 1ug/mL. Tempo de
retencao de 1,10 MINUEOS.......cooeiiieeeeee e e e e e e e e 77



Figura 19. Cromatograma do GQ-2 (1 pug/mL) e padrao interno (2,5 pg/mL).. 77
Figura 20. Efeito residual do GQ-2..........coeviiiiiiiiiieie e 80

Figura 21. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de ALT antes e
apds o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e intravenosa.

Figura 22. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de AST antes e
apds o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e intravenosa.

Figura 23. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de creatinina antes
e apés o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/KQ)................. 82

Figura 24. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de ureia antes e
apds o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e intravenosa.

Figura 25. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de colesterol antes
e apos o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e intravenosa

Figura 26. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de colesterol antes
e apos o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e intravenosa

Figura 27. Curva de concentragdo plasmatica versus tempo para o GQ-2
(N=10, MEAIA £ 1CO5).....eiiiiiiei e 87



LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 1: Processamento da amostra biolégica para quantificacao do



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Classificacado de solubilidade segundo a farmacopeia brasileira..... 44

Tabela 2. Substanciass utilizadas na curva para a determinacao do log P do

Tabela 3. Classificacado de solubilidade do GQ-2...........cceevieeeieieeeeeiiiiiiiiis 64

Tabela 4. Valores dos perfis de decaimento em plasma de rato e humano.
Expressos pela média, desvio padréo (5) € 1C (95).....ceevriiiiiiieiiiiiiiiiiieeeeeee 71

Tabela 5. Concentragcbes da solucdo estoque, de trabalho, padrdes de
calibracao e controles de qualidades. Valores em ng/mL..........cccccccinrirnennnnn. 74

Tabela 6. Concentracbes experimentais médias que geraram a curva de
calibracao. Precisao, expressa pelo desvio padrao relativo (DPR) e exatidao da

o104V R () TP 74
Tabela 7. Precisao e exatidao intra e inter-corridas para o GQ-2.................... 76
Tabela 8. Porcentagem de recuperagdo do GQ-2.........cccceeeeiiiiiieeniiiiiieeenn. 78
Tabela 9. Estabilidade do GQ-2.........ooooiiiiii e 79

Tabela 10. Parametros farmacocinéticos determinados a partir da

administragdo i.v. do GQ-2 na dose 3mg/kg (n=10, média e mediana *



SUMARIO

1. INTRODUGAO......cciiuiirecsemsnssesssssesessssssssssss s s ssssssssssssssssssssssssssssssnssanas 1
2. REVISAO DA LITERATURAL.......oceteccensc e sns s ssssssssss s sssnsnssssssnses 5
2.1 Obesidade como principal fator de risco para o Diabetes Mellitus tipo 2..... 5
2.2 Sinalizagdo normal da iNSUliNG.........cccoeiiiiiiiieee e 10

2.3 Alteragbes na sinalizacdo insulinica resultante da resisténcia a

T ] L1 = S ESRUREUR 13
2.4 Diabetes Mellitus tiP0o 2..........uuuiiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.5 Farmacoterapia do DM2: Tiazolidinedionas e seu mecanismo de agéao.... 18
2.6 Toxicidade das tiazolidinadionas............ceeeeeeeeeeeeeeeii e 22
P A o U1 0= oo Yol 1= (o= PP 30
2.8 Ensaios pré-clinicos no desenvolvimento de novos farmacos................... 38
3. OBUETIVOS.....ceciiiiiiinnemsrirnssmmsssssssssssmss s ssssssmss s s s ssssssssss s s snsssssmmsnssnssnses 41
4. MATERIAIS E METODOS......ccocierermssssssscsesessssssssssssssssssssssssssssssssssssacas 42
i = =Y ¢ - | PR RUR 42
4.1.1 Matérias primas, reagentes e Solventes..........cccceevvviiiiiieie i 42
4.1.2 EQUIPAMENTOS. ..ceiiiiiiiiiiiieeie ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e s s e 42
i G O =1 =1 (o 1O 43
i I Yo 1= U= J PR EURUUR 43
4.2 Estudos de pré-formulagao..........cceeeiiiiiiiee e 43
4.2.1 Solubilizag@0 dO fArMACO........cueieiiiiiiiie e 43
4.3 Desenvolvimento de método analitico para a determinacao do GQ-2....... 44

4.3.1 Determinacdo da absortividade do composto por analise
(2E] o T=Tet ] (o) (o]0 1] (o= VSRR 44
4.3.2 Condigc0es CromatografiCas........uuuueeeeeiiuiiiiieee e 44
4.4 Determinacdo da estabilidade quimica do GQ-2 em tampédo (pH 1,2 e

73 ) e e e e e e ————e e e e e e ———etaeeaa i ———raeaeaaa——raaaaeeaannnes 45
o B 01U V= U= =111 4o R 45
4.4.2 Tampao Clark-Lubs (PH 1,2)....ueeeiiieeeeiiieeee e 45
4.4.3 Tampao fosfato de potassio (PH 7,4)....ccccueeeeeeiieie e 45
4.4.4 Procedimento de analise das amostras...........coeeeevevcciiinieiiieieeeeeee e 46

4.5 Determinacdo da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de rato e
T T = g o 46
4.5.1 Curva bio@nalitiCa..........uuereeeiiiiiiiiiiie e 46



4.5.2 Procedimento de andlise das amoStras. ......oouveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 46

4.6 DeterminaGao do 10g P......ooo e 47
4.7 Desenvolvimento de método bioanalitico para determinacdo do GQ-2 em
[0 F= ] 1 4= TP EEEPRPPPPTP 48
4.7.1 CondigcOes CromatografiCas........uuuuueeeiiiiieiiee e eieieee e 48
4.7.2 Processamento da amostra bioldgica.........oooeeieeiiiiiiiiie e 48
4.7.3 Validacdo do método bioanalitiCo.........ccuueeeeeiiiiiiiiiii e 49
4.7.3.1 LIN@AITAUE. ... .ttt 50
4.7.3.2 Limite Inferior de Quantificacao (LIQ).......cccevviomrirrieieiiiiiieee e, 50
4.7.3.3 Limite de DeteCGaO0 (LD)....eoveei it 50
4.7.3.4 PreCis@o € EXatidA0........cccoeiiiiii it 50
4.7.3.5 SeletiVIdade. ....cccoeeiiiieee s 51

4.7.3.6 RECUPEIAGAD. .. .utvteiieiiiiiiieeie e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e s s e snnes 51
4.7.3.7 EStabilidade........ccoooeiieeeeee s 51

4.7.3.8 Efeito residual (CarryOVEr)......ouu it 52
4.7.4 Anadlise dos resultados da validagao..........cccuveereeeiiiiiiiiiie e 52
4.8 Perfil farmacCOCiNELICO.......cueeeiiie e 52
4.8.1 Protocolo experimental............ccoooiiiiiiii e 52
G B2 N g1 o = 1 PSR ERRTR 53
4.8.3 Procedimento cirdrgico para implantacdo de canulas............cccccuveeeeennn. 53
4.8.4 Grupo Farmacocinética l, [l € H...........ccoummmmeeeeee e, 54
4.8.5 Analise farmacoCinétiCa...........cooo i 54
4.9 Determinacao dos parametros bioquimicos hepaticos e renais................. 57
4.9.1 Determinacao de ALT € AST ... 58
4.9.2 Determinacao de CreatiniNa..........oocceeiiiee e 59
4.9.3 Determinagao de Ureia........oooeeeiiiieeeieee e 60
4.10 Determinagdo glicose € COleSterol.........oouuiiiiiiiiiiiiee e 61

4.10.1 Determinacao de ColeSterol........uoviiiiiiieiiiiiieeee e 61

4.10.2 Determinagao de GlICOSE......ccoviuuiiiiiieiieeeeeee e 62
4.11 Analise eStatiStiCa.......ccvveiiiiee e 63
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cceieermrmrncsemssssessssssesssssssssssssasssssssssnns 64
5.1 Estudos de pré-formulagao. ..........coooriiiiiiiiiiieee e 64

5.1.1 Solubilizag@0 do fArMACO.........cueeiiiiiiiiie e 64



5.2 Determinacdo da absortividade do composto por analise
(2T o=t e (o) (o) (o]0 0 1=] {4 ToF= VSO 65
5.3 Determinagédo da estabilidade quimica do GQ-2 em tampéo (pH 1,2 e

74 PR 66
5.3.1 CUIVa @nalitiCa......cceeieieiiiii e 66
5.3.2 Determinacdo da estabilidade quimica do GQ-2 em tampao (pH
L 12 T RRRPOPPRRRRR 67
5.3.3 Determinacdo da estabilidade quimica do GQ-2 em tampao (pH
74 PSR 67
5.4 Determinagdo da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de rato e
0T 4= U T H PSSR 68
5.4.1 Curva bioanalitiCa..........ueeeeieiiiiiiiiie e 69
5.4.2 Determinagdo da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de
(1= 1 (0 TP PU PP 69
5.4.3 Determinagdo da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma
011 0= U Lo T PP PRRRRRR 70
5.5 Determinag@o do log P ... 72
5.6 Validagado do método bioanalitiCo..........oouueiiiiiiiiiiiii e 73
5.6.1 Curva analitica e Linearidade........ccccccceeeeeeiieeeecciicceeeeee e 74
5.6.2 LiMite de DEteCGAOD. .....uuuuiiieiiiiiiiiiiiie et 76
5.6.3 PreCis@o € EXatida0.......ccooiiiiiiiiiiiite s 76
5.6.4 SeletiVIdade....cccvee i 77
5.6.5 RECUPEIAGAD. .. . .uiieieeie ittt 78
5.6.6 Estabilidade..........oooiiiiiiiii s 78
5.6.7 Efeito residual (CarryOVer)... ... it 79
5.7 Determinacao dos parametros bioquimiCos...........cooevvivcciiiiieiiiieceeeee e 80
5.7.1 Determinag8o de ALT € AST ... 80
5.7.2 Determinagao de CreatiniNa..........ooccueeiiieee i 82
5.7.3 Determinac@o de Ureia..........ooooiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee e 83
5.7 Determinagao de glicose e Colesterol.........uuuiiiiiieeeee 84
5.7.1 Determinagao de COlESLErOl..... ..o 85
5.7.2 Determinagao de gliCOSE.....cccoiimiiiiiie e 85
5.9 Andlise farmacoCiNtiCa..........cooiiiiiiiiiee e 87

6. CONCLUSOES.....ceeeeceeeeeeeeeeeeeeeeseseessssssssessesmsensessessesssansessesssnssnssnsenessnssnssns 93



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. ANEXOS.....coiiiiietriines s sas s s an e s e s e n e n e 110



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenga de origem metabdlica
caracterizada por hiperglicemia, resultante da diminuicdo da sensibilidade dos
tecidos-alvos a insulina, denominada resisténcia insulinica (GROSS et al.,
2002; KAHN et al., 2005;).

A obesidade é o principal fator relevante no aumento da prevaléncia do
DM2 (GRUNDY et al., 2013) e a resisténcia a insulina — considerada o elo
entre obesidade e DM2 - relacionada a obesidade é devida, na maior parte, a
anormalidades nas vias de sinalizacdo deste hormbnio, em que 0 excesso de
peso promove o0 acumulo de lipidios no tecido muscular, adiposo e hepatico
que, por sua vez, resulta em interferéncia na transmisséo do sinal insulinico e

subsequentemente na cascata de efeitos celulares (GUYTON et al., 2006).

Os recursos terapéuticos disponiveis para o tratamento do DM2 incluem
0s agentes antidiabéticos orais e a insulinoterapia, sendo esta necessaria
somente com a evolucao da doenca (GUYTON et al., 2006).

Entre as classes de antidiabéticos orais disponiveis para uso clinico, as
tiazolidinadionas (TZDs) ou “glitazonas” tem demonstrado, através de
experimentos com diferentes modelos animais e pacientes com esta patologia,
ser potencialmente benéficas para o tratamento do DM2 (MARTENS et al.,
2002). Esses farmacos atuam reduzindo a resisténcia a insulina e assim
melhoram a sensibilidade a este horménio em tecidos insulino-sensiveis.
(HAUNER, 2002; MARTENS et al., 2002).

Dois compostos da classe das tiazolidinadionas tem sido utilizados na
clinica para o tratamento do DM2, a pioglitazona (Actos®) - aprovada pela Food
and Drug Administration (FDA) em julho de 1999 e a rosiglitazona (Avandia®) -
aprovada em maio deste mesmo ano (MARTENS et al.,, 2002; HAUNER.,
2002).

Entretanto, em 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) por meio da Resolucao n° 4.466 de 28/09/2010 cancelou o registro

do medicamento Avandia®, que contém o farmaco rosiglitazona em todas as



suas apresentacoes farmacéuticas e associacoes. Este fato foi decorrente da
grande possibilidade de doengas isquémicas, como infarto do miocérdio;
parada cardiaca; insuficiéncia cardiaca; dentre outros (BRASIL, 2010; MONAMI
et al., 2008).

Em adigdo, ensaios em humanos evidenciaram a possibilidade de
aumento do colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) e triglicerideos
(NISSEN e WOLSKI, 2007; SINGH et al., 2007 ), além da retencao de liquidos,
caracterizada pelo rapido ganho de peso corporal, e a formagdo de edema
periférico e pulmonar os quais sao outros efeitos adversos comuns da
rosiglitazona (ZHANG et al., 2005; MOURAO, 2006)

Atualmente apenas a pioglitazona continua sendo utilizada para o
tratamento do DM2, entretanto esta sob monitoramento da ANVISA . Seu uso é
contra indicado em pacientes que apresentam insuficiéncia cardiaca classe IlI
ou IV, doenca hepatica ou niveis de transaminases séricas aumentados;
hipersensibilidade ao cloridrato de pioglitazona, insuficiéncia cardiaca
sintomatica, cetoacidose diabética ou DM1 (BRASIL, 2010).

Quanto a teratogenicidade, este composto é classificado na categoria C
(classificacdo do FDA) — apresenta efeitos adversos em fetos animais - e
também esta relacionado com a incidéncia de leiomiosarcoma (tumor maligno
do tecido muscular liso), cancer de bexiga e fraturas 6sseas distais. Em
contrapartida, diminui os niveis de triglicerideos, aumentando o colesterol HDL
(BRASIL 2010).

Assim, embora as TZDs sejam consideradas uma inovagao no
tratamento do DM2, sabe-se que sua aplicabilidade clinica é limitada e o
desenvolvimento de novos compostos hipoglicemiantes, capazes de minimizar
os disturbios metabdlicos com efeitos téxicos minimos é de grande importancia

clinica.

Varias TZDs tém sido desenvolvidas por meio da tiazolidina-2,4-diona
substituida — estrutura comum das TZDs — (CLARK et al., 1991; CANTELLO et
al., 1994; TUNCBILEK et al., 2001; MALAMAS et al., 2001) com o objetivo de



suprimir os efeitos adversos e melhorar a eficacia desses compostos (IWATA
et al., 2001).

O composto 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (GQ-2) (Figura 1) - desenvolvido pelo grupo de pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco — foi sintetizado a partir da molécula 5-benzilideno-3-
(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona, com substituicdo na posicdo 4 do anel
benzidileno por uma molécula de cloro e apresentou potencial efeito
hipoglicemiante (MOURAO, 2006). Ainda quando administrado em
camundongos swiss submetidos a dieta hiperlipidica pela via intraperitoneal,
demonstrou reduzir a resisténcia a insulina, a glicemia em jejum, os niveis de
leptina (fator de sinalizacao regulador de peso corporal), de insulina, de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) - associado com a inducdo da resisténcia

insulinica - e reducéo da resisténcia periférica a insulina (MOURAO, 2006).

Figura 1. Estrutura quimica do composto GQ-2.
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Um fato relevante é que, em individuos submetidos ao tratamento com
rosiglitazona, observa-se aumento no ganho de peso devido a retencao de
liquidos. Entretanto, para o GQ-2, foi observado que a média do ganho de peso
corporal dos animais apds o tratamento com o farmaco foi significativamente
menor (p<0,05) quando comparado com a rosiglitazona, devido a capacidade
de diminuir a retencéo de liquidos (MOURAO, 2006).

Por fim, o composto demonstrou reverter completamente as

anormalidades na via de sinalizagdo da insulina provocadas pela dieta



hiperlipidica, aumentando a sensibilidade dos tecidos-alvos a este horménio
(MOURAO, 2006).

Entretanto, para que um novo farmaco alcance a fase clinica séo
necessarios estudos que comprovem sua eficacia terapéutica — efeitos
farmacoldgicos e téxicos - e seguranga (GOLDIM, 2007). Deste modo, o estudo
da fase pré-clinica do GQ-2 - investigagcdo do perfil farmacocinético e das
propriedades toxicas - torna-se imprescindivel para avaliar sua aplicabilidade

terapéutica e sua futura aplicacdo em ensaios clinicos.

A farmacocinética pré-clinica constitui um importante aspecto da
investigagdo, os quais sdo determinados os parametros farmacocinéticos e as
relacbes concentracdo-resposta, que permitem determinar 0s regimes
posolégicos, via e modo de administracdo. Estes parametros permitem a
administracdo de doses que mantenham as concentracées plasmaticas

efetivas, minimizando os efeitos toxicos.

Deste modo, torna-se imprescindivel que os ensaios de farmacocinética
e toxicidade pré-clinica sejam realizados nos estagios iniciais do processo de
desenvolvimento de farmacos, pois um perfil farmacocinético desfavoravel e/ou
efeitos téxicos incompativeis com o uso clinico — quando o risco supera 0s
beneficios - sdo as principais causas de falhas no desenvolvimento de novos
farmacos (WATERBEEMD e GIFFORD, 2003).

As caracteristicas fisico-quimicas do composto também exercem grande
influéncia nos parametros farmacocinéticos. Propriedades biofarmacéuticas
inapropriadas, como baixa solubilidade aquosa, resultam em baixa absorgcéo
oral e biodisponibilidade reduzida, influenciando no volume de distribuicdo e
clearance. Além disso, compostos com maior lipofilicidade, em geral, sofrem
maior biotransformacdo, podendo resultar em ineficacia terapéutica
consequente da baixa biodisponibilidade oral, ou ainda, podendo gerar
metabdlitos de alta toxicidade, fato que inviabiliza a continuidade do
desenvolvimento do novo farmaco (WATERBEEMD e GIFFORD, 2003;
AMORE et al., 2010).



Assim, os estudos pré-clinicos tem como finalidade a identificacdo de
candidatos a farmacos adequados para estudos da fase clinica e por
intermédio da integracdo de todas as etapas da fase pré-clinica — ensaios in
vitro e in vivo — torna-se possivel obter dados sobre o perfil de seguranca e
eficacia do composto e possibilita a projecdo bem sucedida de regimes de
doses para humanos identificando-se um candidato potencial para futuros
estudos clinicos (AMORE et al., 2010).

Dessa forma, no presente trabalho, o objetivo foi avaliar o perfil
farmacocinético do composto  5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (GQ-2) apds administragdo de dose Unica por via oral (12
mg/KQ), pela via intraperitoneal (12 mg/Kg) e pela via intravenosa (3 mg/Kg) em
ratos wistar. Para realizar esta avaliacdo, um método bioanalitico por UPLC foi
desenvolvido e validado para a determinagdo do farmaco em plasma. Ainda,
neste trabalho, foi realizado a avaliagdo preliminar dos efeitos nefrotéxicos e
hepatotéxicos do novo composto, através de parametros bioquimicos dos
grupos de animais que receberam GQ-2, bem como a determinagdo da

estabilidade quimica e ex vivo em plasma de rato e humano.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade como principal fator de risco para o Diabetes Mellitus tipo
2

Atualmente a obesidade € considerada como um dos principais
problemas de saude publica mundial e sua incidéncia tem aumentado
progressivamente nas ultimas décadas, sendo considerada uma epidemia tanto
em paises desenvolvidos como em subdesenvolvidos (CUMMINGS, 2003;
OLIVEIRA et al., 2004; STEIN e COLDITZ et al., 2004; GOMES et al., 2006;
AZAGURY et al., 2011).

De acordo com o recente levantamento realizado pelo Ministério da
Saude, o percentual de pessoas obesas no Brasil subiu de 11,4% em 2006
para 15,8% em 2011 (OMS, 2012). Nos Estados Unidos a epidemia aumenta
rapidamente (KAHN et al., 2001; STEIN e COLDITZ et al., 2004; NGUYEN e



EI-SERAG, 2010) e, segundo dados do relatério “Estatisticas Mundiais de
Saude 2012” da Organizacdao Mundial de Saude (OMS), 26% dos adultos
americanos sao obesos. A obesidade acomete ndo somente a populagédo
adulta, mas também a mais jovem e é causa de morte de 2,8 milhdes de

pessoas por ano.

A obesidade é uma desordem nutricional que se caracteriza pelo
acumulo de gordura corpérea resultante de um balango energético positivo
prolongado causado pelo alto consumo de energia, baixo gasto energético ou a
combinacao de ambos. A predisposi¢cao genética também é um fator relevante
no desenvolvimento da doenca, porém sdo os fatores ambientais e
comportamentais como habitos alimentares inadequados e o sedentarismo que
favorecem o aumento do ganho de peso (WEBBER, 2003; STEIN e COLDITZ
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; NGUYEN e EL-SERAG, 2010) .

Esta patologia apresenta intima relagdo com o desenvolvimento da
sindrome metabdlica a qual é diagnosticada clinicamente por hiperglicemia,
pressao arterial elevada, dislipidemia aterogénica — altos niveis de triglicerideos
e baixos niveis de HDL (lipoproteina de alta densidade) colesterol, obesidade
abdominal e resisténcia a insulina (TREMBLAY et al., 2004; RADENKOVIC et
al., 2011; GRUNDY et al., 2013).

O aumento na prevaléncia da obesidade esta associado com o aumento
na prevaléncia da sindrome metabdlica, portanto a resisténcia insulinica pode
ser considerada como elo entre a obesidade e os fatores de risco
desencadeantes de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (KAHN
et al., 2001; GRUNDY et al., 2013).

Na Figura 2 estdo dispostos os principais fatores que ocasionam a
resisténcia a insulina e suas inter-relagcbes com o diabetes mellitus tipo 2 e
doencas cardiovasculares.



Figura 2. Obesidade e suas relagdes com a resisténcia a insulina, diabetes mellitus

tipo 2 e doengas cardiovasculares.
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A resisténcia insulinica (Rl) é a diminuicdo da capacidade deste
hormonio em promover a captacao e o metabolismo da glicose pelos tecidos-
alvos (FORMIGUERA, 2004; WANG et al., 2004) . Em consequéncia a essa
diminuicdo ocorre a liberagcdo de elevados niveis de insulina — a
hiperinsulinemia. Esta, por sua vez, atua como um mecanismo compensatorio
por tempo limitado com o intuito de manter os efeitos fisiologicos do horménio e
a normoglicemia (WANG et al., 2004; SCHINNER et al., 2005).



A medida da obesidade é realizada através do indice de massa corpérea
(IMC) e individuos com IMC = 30 Kg/m? sdo considerados obesos e, portanto
propensos a resisténcia insulinica (STEIN e COLDITZ et al., 2004; GOMES et
al., 2006; KAHN et al., 2001; OMS, 2012) . Porém, segundo KAHN et al (2001)
essa medida é equivocada uma vez que individuos com IMC semelhantes
podem apresentar variacdo na distribuicdo da adiposidade e o padrdao de
distribuicdo da gordura corporal, em particular a gordura intra-abdominal ou

visceral, influencia no desenvolvimento da RI.

Embora a Rl possa acometer individuos magros (CNOP et al., 2002), o
aumento na prevaléncia de resisténcia insulinica e hiperinsulinemia esta
diretamente relacionado com o aumento no ganho de massa corporea (KAHN
et al., 2001).

A adiposidade central ou intra-abdominal se manifesta clinicamente pela
circunferéncia da cintura e este pardmetro € o melhor indicador na
suscetibilidade da R, pois sua prevaléncia aumenta com o aumento do teor de
gordura corporal. Valores >102 cm para homens e > 88 cm para mulheres,
caracterizam a obesidade abdominal (ST-PIERRE et al, 2002;
SHAMSEDDEEN et al., 2011; GRUNDY et al., 2013).

Estudos tem comprovado que a adiposidade central ou intra-abdominal é
o fator desencadeante da resisténcia insulinica (DESPRES et al., 1989;
BJORNTORP, 1997; KAHN et al., 2001; TREMBLAY et al., 2004; DESPRES et
al., 2008;). O mecanismo pelo qual isso ocorre ndo é bem compreendido, mas
deve-se, em parte, a maior sensibilidade a lipdlise induzida por catecolaminas e
menor sensibilidade aos efeitos antilipoliticos da insulina na regiao visceral. O
aumento da atividade lipolitica oferta maior quantidade de acidos graxos livres
no sistema porta. Este fato inibe a depuracao hepética de insulina e estimula a
producdo de (glicose através da gliconeogénese favorecendo a
hiperinsulinemia, a hiperglicemia e a resisténcia insulinica (JENKINS e
CAMPBELL, 2004; SHAMSEDDEEN et al., 2011).

Os tecidos periféricos envolvidos com os efeitos metabdlicos da insulina
sao passiveis de resisténcia a este horménio. O tecido muscular esquelético é
responsavel por mais de 75% da captacao de glicose induzida por insulina. No



tecido hepatico a insulina ndo promove a captacdo de glicose, mas age no
bloqueio da gliconeogénese, glicogendlise e no estimulo da sintese de
glicogénio atuando como componente regulador dos niveis de glicose
(SALTIEL e KAHN, 2001; SCHINNER et al., 2005).

No tecido adiposo a captacdo de glicose representa uma pequena
fracdo. Porém sabe-se que esse tecido ndo é apenas um reservatoério de
energia e que tem um importante papel do ponto de vista tanto metabélico —
por manter o metabolismo da glicose através da regulacdo dos niveis
circulantes de acidos graxos livres que estao associados com a diminuicao da
sensibilidade a insulina — como 6rgdo enddécrino por secretar adipocinas
(KERSHAW e FLIER, 2004; SHULMAN, 2004; SCHINNER et al., 2005;
SHAMSEDDEEN et al., 2011).

Uma dessas adipocinas liberadas € o fator de necrose tumoral-alfa
(TNFa). Estudos demonstraram que o TNFa é expresso em altos niveis na
gordura intra-abdominal de ratos e humanos obesos (KERN et al., 1995;
KERSHAW e FLIER, 2004) e apresenta propriedades antagonistas a insulina
que contribui no desenvolvimento da resisténcia a este hormdnio. Além disso,
suprime a expressao de genes envolvidos na absorgdo e metabolismo da
glicose (SCHINNER et al., 2005).

A leptina e a adiponectina - também secretadas pelo tecido adiposo -
apresentam efeitos contrarios ao TNFa por agirem diretamente na sensibilidade
a insulina. A adiponectina é secretada abundantemente pelos adipécitos e na
obesidade ocorre deficiéncia desse hormonio proteico, fato que contribui com a
RIl. Ja a leptina regula a ingestdo de alimentos e o gasto energético e a
deficiéncia, ou mutacées em seu receptor, provoca distirbios nesses fatores
que estdo relacionados com o desenvolvimento da obesidade (SCHINNER et
al., 2005; SHAMSEDDEEN et al., 2011; RYAN et al., 2011).

Diante exposto é evidente a relacao entre a obesidade — em especial a
obesidade abdominal — e a resisténcia a insulina, a qual & acompanhada pela
hiperinsulinemia. A associacédo entre esses dois fatores leva a alteracbes que
prejudicam o equilibrio entre a fungao das células B e resisténcia a insulina, o
gue desencadeia o diabetes mellitus tipo 2.



10

Em adigdo, o conhecimento do mecanismo de ag&o da insulina, bem
como as alteragbes que ocorrem na cascata de sinalizagdo deste hormdnio, é

de suma importancia para o entendimento entre Rl na obesidade e DM2.

2.2 Sinalizacao normal da insulina

A insulina € um potente horménio anabdlico sintetizado pelas células 3
pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminoacidos apods as refeicdes. Atua nos tecidos insulino-sensiveis incluindo
tecido hepatico, muscular e adiposo. Desempenha importante papel na
homeostase da glicose por estimular sua captacao periférica - principalmente
em musculo e tecido adiposo - a lipogénese e a sintese proteica, além de inibir
a gliconeogénese e a glicogendlise, responsaveis pela producao hepatica de
glicose, a lipdlise e a protedlise. Outras fungdes da insulina estdo relacionadas
com o transporte de ions, proliferacdo e diferenciacao celular e sintese de
oxido nitrico (SALTIEL e KAHN, 2001; RUAN et al., 2003; WANG et al., 2004;
SESTI, 2006).

A cascata de sinalizacdo da insulina inicia-se com a ligagdo do horménio
a um receptor especifico presente na membrana plasmatica dos tecidos-alvos,
denominado receptor de insulina (GREENFIELD e CAMPBELL, 2004;
GUYTON et al., 2006). Este receptor € uma proteina tetramérica com atividade
quinase constituido por duas subunidades a, extracelulares, e duas
subunidades B, intracelulares, que tem funcado de enzima alostérica, em que a
subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da subunidade B (SALTIEL e
KAHN, 2001; CARVALHEIRA et al., 2002).

A insulina acopla-se a subunidade a do receptor fato que leva a ativacao
da atividade quinase das subunidades [, ocasionando alteracao
conformacional e a autofosforilacdo dessas subunidades em varios residuos de
tirosina, que aumenta ainda mais sua atividade quinase (PESSIN e SALTIEL,
2000; CARVALHEIRA et al., 2002; SUN e LIU, 2009).

Uma vez fosforilado, o receptor de insulina fosforila varios outros
substratos proteicos ou sinalizadores citoplasmaticos intracelulares, dentre eles
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0s substratos do receptor de insulina (IRS), principalmente IRS-1 e IRS-2
(DOMINICI et al., 2005).

Apés a fosforilagdo das proteinas IRS em tirosina, estas passam a
apresentar sitios de reconhecimento para proteinas contendo dominios com
homologia a Src 2 (SH2) (AROOR et al., 2012).

A fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é uma enzima mediadora de
praticamente todos os efeitos da insulina. Age na estimulacdo da captacéao de
glicose, ativacdo da sintese de glicogénio e inibicdo da gliconeogénese por
regulacdo da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (DOMINICI et al., 2005;
SCHINNER et al., 2005)

A ativagcédo dessa via ocorre através da ligacao de dois dominios SH2 da
subunidade reguladora da PI3K (p85) com os sitios fosforilados em tirosina de
IRS-1 (SUN e LIU, 2009). Essa enzima catalisa a fosforilagdo dos
fosfoinositideos na posi¢cdo 3 do anel de inositol em fostatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3). Este ultimo atua como um segundo mensageiro ativando
fosfoinositol dependente de quinase 1 (PDK1) o qual fosforila a proteina
quinase B (PKB) ou Akt, ativando-a (SCHINNER et al., 2005; MLINAR et al.,
2006; AROOR et al., 2012).

A via da proteina quinase B, também chamada de Akt é de grande
importadncia na sintese de glicogénio, pois é responsavel pela ativacdao da
enzima glicogénio sintetase quinase 3 (GSK-3) (MLINAR et al., 2006). No
tecido adiposo e muscular, a Akt esta relacionada com a translocagcdo do
principal transportador de glicose — o transportador de glicose 4 (GLUT4) -
para a membrana plasmatica e, portanto, é essencial na captacao de glicose
(SALTIEL e PESSIN, 2002; RUBIN e BOGAN, 2009). Atua também na
regulacdo dos genes que codificam enzimas hepaticas como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PECK), enzima limitante da gliconeogénese
(SESTI, 2006), sintese proteica e diferenciacdo celular. Na Figura 3 estédo

representadas as vias de sinalizagdo da insulina.
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Figura 3. Representagdo esquematica das vias de sinalizagdo da insulina. O receptor de
insulina é uma tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosforilagdo de proteinas
intracelulares como os membros da familia IRS, Shc e Cbl. As proteinas fosforiladas, interagem
com moléculas de sinalizacdo através de seus dominios SH2 resultando na ativacdo das vias
de sinalizagao intracelular incluindo a PI3K, a cascada da MAPK e a ativagdo de TC10 via
Cbl/CAP. Essas vias atuam em conjunto coordenando a sintese de proteinas, ativacdo e
inativacdo de enzimas e a expressdo génica, resultando na regulacdo do metabolismo da

glicose, lipideos e proteinas.
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Fonte: (SALTIEL e KAHN, 2001)

Entretanto, para que a captacéo de glicose induzida por insulina ocorra
de maneira eficiente, uma segunda via de sinalizacao ocorre em adicao a
atividade de PI3K (CHIANG et al., 2006; MLINAR et al., 2006).

A ativacado da via CAP/Cbl, através de algumas etapas de fosforilagao,
torna a proteina TC10 ativa promovendo o segundo sinal responsavel pela
translocacdo do transportador GLUT4, em paralelo com o sinal de PI3K
(SALTIEL e KAHN, 2001; DOMINICI et al., 2005; CHIANG et al., 20086).
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Como outros fatores de crescimento, a insulina também €& capaz de
ativar a proteina ativada pela mitégeno (MAP) quinase e da ERK que é
responsavel por catalisar a fosforilacao de fatores de transcricdo que levam a
proliferacdo ou a diferenciacdo celular (SALTIEL e KAHN, 2001;
CARVALHEIRA et al., 2002).

2.3 Alteracoes na sinalizacao insulinica resultante da resisténcia a
insulina

A resisténcia insulinica induzida pela obesidade manifesta-se pela
diminuicdo do transporte da glicose, bem como por alteragcbes no seu
metabolismo. Essas alteragdes podem resultar de defeitos em um ou mais
niveis na cascata de sinalizacao da insulina nos tecidos-alvos que prejudica a
fosforilacdo dos substratos, com consequente interrupcao do sinal insulinico
(SESTI, 2006; FROJDO et al., 2009).

O aumento na fosforilagdo em residuos de serina da proteina IRS-1 é
um fator essencial que contribui com a RI (MLINAR et al., 2007).

A fosforilagdo em serina/treonina tanto do receptor de insulina como de
IRS-1 afeta a cascata de sinalizagdo insulinica por inibir a fosforilagdo em
tirosina mediada pelo horménio o que leva a resisténcia a insulina (MUSSIG et
al., 2005). Essas fosforilagdes inibitérias causam feedback negativo na
sinalizagdo da insulina e age como um mecanismo indutor de outras vias
relacionadas com RI (SALTIEL e KAHN, 2001).

Entretanto, para que a fosforilacdo em tirosina e a sinalizacédo da insulina
ocorra de modo eficiente & necessario que haja um estado basal na
fosforilacdo em serina de IRS-1. Porém, o grau em que essa fosforilacao deve
ocorrer e qual sitio de IRS-1 dever ser fosforilado em serina para provocar
resisténcia a insulina sdo desconhecidos (MLINAR et al., 2007).

A fosforilacao de IRS-1 em serina 307 causa perturbacdes na interacao
proteina-proteina entre IRS-1 e o receptor de insulina resultando na inibicdo da

fosforilagdo em tirosina estimulada pela insulina (CARLSON et al., 2004).
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As proteinas tirosina-fosfatases (PTPases), em especial a PTP1B,
também atenuam a acéo da insulina por catalisar a rapida desfosforilacdo dos
receptores de insulina e seus substratos (SALTIEL e KAHN, 2001).

A citocina TNFa, altamente expressa no tecido adiposo, € um fator
essencial que contribui na patogénese da resisténcia insulinica relacionada a
obesidade (MLINAR et al., 2007). O TNFa age em pos-receptor através da
ativagcdo da quinase inibidora do fator nuclear KB (IKK-B) que induz a
fosforilagdo em serina do receptor de insulina e de IRS-1. Também &
responsavel pela baixa regulacdo de proteinas, incluindo IRS-1, GLUT4,
PPARYy, dentre outras (RUAN e LODISH, 2003).

A ativacdo de IKK-B medeia a repressao dos genes dos adipdcitos
imprescindiveis para a funcao adipocitaria, o que favorece a liberacao de
acidos graxos e a producao de citocina. Em adicao, a subunidade p65 de IKK-
€ potencialmente capaz de inibir a transcricio dos genes de PPARy em
adipécitos induzindo a resisténcia a insulina. O mecanismo antagdnico entre
p65 e PPARYy é de grande importancia, pois sao dois fatores que podem estar
relacionados com a regulacdo dos genes de adipécitos e assim com a funcéo
metabdlica e secretora. Portanto, o equilibrio entre esses dois fatores
determina a sensibilidade a insulina no tecido adiposo (RUAN e LODISH,
2003).

Em sintese, os caminhos que levam a desregulagdo na transducao do
sinal insulinico s&o muito complexos e envolvem alteragdes de varios niveis
que resultam na reducdo da densidade do receptor de insulina e de sua
atividade quinase, na fosforilagcdo de IRS-1 e atividade de PI3K com
consequente reducao de GLUT4, como também de outras enzimas celulares
envolvidas nesse processo (FROJDO et al., 2009).

Defeitos genéticos no receptor de insulina pode levar a resisténcia a
insulina severa embora esse evento seja raro (SALTIEL e KAHN, 2001).

Varias proteinas expressas pelo tecido adiposo, com notavel destaque
para TNFa, sdo responsaveis pela génese da RI relacionada a obesidade,

afetando nao sé as proteinas descritas acima como também varias outras
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proteinas enzimaticas que catalisam a transmissao do sinal insulinico, o que
torna o tecido adiposo o principal mediador dos defeitos pos-receptores da
insulina e o desenvolvimento do DM2 (RUAN e LODISH, 2003).

2.4 Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma desordem metabdlica
caracterizada pela hiperglicemia resultante da resisténcia a insulina — principal
evento fisiopatoldgico - e pela disfungao das células B pancreaticas ocasionada
pela secrecdo compensatdria deste horménio na tentativa de suprimir a
resisténcia a insulina (CAMPBELL, 2000; JENKINS e CAMPBELL, 2004;
SHAMSEDDEEN et al., 2011; SHAFER et al., 2011).

E uma epidemia global considerada como uma das principais causas de
morbimortalidade no mundo e sua prevaléncia aumentou de forma exponencial
nos ultimos tempos. Em 2010, o numero de casos foi de aproximadamente 285
milhdes representando um aumento de 50% comparado ao ano de 2011.
Estima-se que no ano de 2030 esse numero saltara para 438 milhdes e que 90
— 95% dos casos serao de DM2 (CAMPBELL, 2000; HERDER e ROLDEN,
2010; SHAFER et al., 2011; WHO, 2012;).

Causas multifatoriais sado responsaveis pelo desenvolvimento da
patologia. As mais comuns séo dieta desequilibrada associada com inatividade
fisica e a obesidade — em particular a obesidade intra-abdominal - que leva ao
aparecimento da resisténcia insulinica, principal condi¢gdo clinica do DM2
(SHAMSEDDEEN et al., 2011).

Contudo, ha fortes evidéncias de que o0s componentes genéticos
também apresentam influéncia tanto na diminuicdo da sensibilidade a insulina
quanto na diminuicdo na secrecdo deste horménio. Segundo estudos
realizados mais de 25 genes relacionados com a patogénese do DM2 foram
identificados (HERDER e ROLDEN, 2010; SHAFER et al., 2011).

Os sintomas classicos do DM2 sao polidria, polidpsia, visdo turva,

polifagia, infecgdes vaginais, fadiga e dorméncia e formigamento nas
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extremidades. Ja as complicacdes da doenca que estdo atribuidas com a
morbimortalidade sao divididas em: a) complicacbes microvasculares:
retinopatia, nefropatia, neuropatia e problemas nos pés que podem resultar em
amputacao b) complicagbes macrovasculares: doengas cardiovasculares,
cerebrovasculares e doenca vascular periferia (CAMPBELL, 2000; SKELLY et
al., 2005; GARCIA, 2011; SHANG et al., 2012).

Pelo fato da resisténcia a insulina ser uma caracteristica comum a
obesidade e o fator desencadeante do DM2, a compreensdo do processo

fisiopatoldgico entre obesidade e resisténcia a insulina torna-se imprescindivel.

Embora avangos nos estudos na area da biologia molecular e na
identificagdo de varias moléculas envolvidas na via de sinalizagdo da insulina
tenham ocorrido, 0 mecanismo entre obesidade e diminuicao na sensibilidade a
insulina ndo estdo completamente elucidados (KAHN et al., 2001).

Ha evidéncias de que a deficiéncia quantitativa dos receptores de
insulina nos tecidos-alvos em individuos obesos esteja envolvida com esse
processo. Porém, a maioria dos estudos sugerem que anormalidades na via de
sinalizacao da insulina, com consequentes efeitos na ativagao do receptor e na
cascata de fosforilacdo, sdo a causa predominante do surgimento da
resisténcia (KAHN et al., 2001; GUYTON et al., 2006, MOURAQ, 2008).

Sabe-se que a complexidade do tecido adiposo vai além do fato de ser
um tecido metabolicamente ativo, pois também é responsavel por controlar o
metabolismo energético e a funcdo imunoldgica. Entretanto, ressalta-se a
importancia de sua funcdo enddécrina por estar relacionada as disfuncdes
ocasionadas pelo excesso desse tecido, em particular, a gordura visceral que
leva a resisténcia a insulina (SPIEGELMAN, 1998; KERSHAW e FLIER, 2004).

O tecido adiposo modula o0 metabolismo da glicose através da regulacéo
dos niveis de &cidos graxos livres no plasma. Assim, o aumento na
concentracao de acidos graxos livres circulantes provenientes de uma dieta
caldérica, altera o metabolismo dos acidos graxos levando a resisténcia
insulinica e 0 DM2 (SHULMAN, 2004; SCHINNER et al., 2005).
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A relacao entre a adiposidade abdominal com os elevados niveis de
acidos graxos na circulacdo ocorre porque 0 armazenamento da gordura nos
adip6citos € ineficiente nessa regido. Assim, tem-se um aumento na
suscetibilidade a atividade lipolitica devido a diferengas na expressao de
receptores lipoliticos nos adipécitos como, por exemplo, receptores de
catecolamina. Como consequéncia, os acidos graxos liberados resultam na
diminuicdo da sensibilidade a insulina no figado e tecido muscular esquelético
por afetarem a cascata de sinalizacdo da insulina (BJORNTOP, 1997;

SHULMAN, 2004; FORMIGUERA, 2004).

Um estudo realizado com individuos jovem portadores de DM2 com
peso normal, demonstram que a concentracao de acidos graxos livres (AGL) é
inversamente proporcional a sensibilidade a insulina, reforcando a hipétese de
que alteragdes no metabolismo dos AGL contribuem para o desenvolvimento
do DM2 (SHULMAN, 2004).

Randle e colaboradores (1963) iniciaram estudos com o intuito de
demonstrar que os acidos graxos livres interferiam no metabolismo da glicose.
Os estudos foram realizaram in vitro em musculo cardiaco e diafragma de ratos
e 0s resultados mostraram que a inibicdo do metabolismo da glicose ocorre
pela competicdo entre a glicose e os acidos graxos pelos substratos de
oxidacdo, acarretando no aumento do processo oxidativo de gordura no
musculo. Este aumento inibe a atividade da enzima piruvato desidrogenase e
fosfofrutoquinase a qual € responsavel pela glicélise. O bloqueio dessa enzima,
por sua vez, leva ao acumulo de glicose-6-fosfato que inibe a hexoquinase Il
que provoca o aumento da glicose intracelular e, consequente, a diminuicao na
sua captacdo. Dessa forma, levantaram a hip6tese da resisténcia a insulina ser
decorrente do aumento da concentracao de glicose-6-fosfato intramuscular.

No entanto, estudos in vivo realizados por Shulman (2000) corroboram a
hipotese de Randle (1963) de que o aumento na concentracdo de glicose-6-
fosfato é responsavel pela resisténcia a insulina induzida por &cidos graxos.
Nesses estudos observaram que, na verdade, ha diminuicdo na concentracao
de glicose-6-fosfato a qual é precedida pelo decaimento na sintese de
glicogénio intramuscular. Isso pode ocorrer pelo transporte da glicose ou por
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inibicdo na atividade de fosforilacdo. Esse mecanismo ocorre pela acumulacao
intracelular dos acidos graxos ou seus metabdlitos, que interfere na sinalizacao
pela IRS/PI3-kinase com consequente reducao na translocacao de GLUT4 para
a membrana plasmatica. Em adicdo a esse mecanismo, também ocorre o
aumento na fosforilacdo das proteinas IRS em serina, prejudicando a

transducédo do sinal insulinico.

A atividade endécrina do tecido adiposo também contribui no
desenvolvimento da resisténcia a insulina pela liberagédo de TNFa que prejudica
a acao da insulina e favorece a lipélise. A nivel molecular esta associado ao
aumento da fosforilagdo de IRS-1 em residuos de serina e com a diminui¢éo na
expressao de GLUT4. Em contra partida ha a liberacdo de leptina e
adiponectina que estao diretamente relacionas com o aumento da sensibilidade
a insulina (FORMIGUERA, 2004).

2.5 Farmacoterapia do DM2: Tiazolidinedionas e seu mecanismo de acao

O tratamento atual do DM2 visa manter o controle glicémico adequado
através da supressao da resisténcia insulinica e da disfuncao das células
pancreaticas. A dieta hipocalérica associada com a pratica de exercicios fisicos
é uma alternativa inicial para o tratamento do DM2 por aumentar a
sensibilidade a insulina e diminuir a hiperinsulinemia através da reducao dos
niveis de acidos graxos circulantes e, portanto, na reversdo das anormalidades

na via de sinalizagéo da insulina (ARAUJO et al., 2000).

Porém, devido a fatores genéticos e/ou comportamentais a combinagao
entre dieta e atividade fisica pode ser ineficaz, levando a uma maior deplecao
das células B pancreaticas e a quantidade de insulina secretada nao suporta a
carga de resisténcia a este horménio (GALE, 2001). Desse modo, a
farmacoterapia para o DM2 é adotada com o objetivo de manter o controle
glicémico — glicemia de jejum e pos prandial e hemoglobina glicada em niveis
adequados (ARAUJO et al., 2000).

Os agentes antidiabéticos orais utilizados na clinica diferem quanto ao
mecanismo de acao e as principais classes sao: os secretagogos de insulina
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(sulfoniluréias, glimiperida e repaglinida), os redutores da produgao hepéatica de
glicose (biguanidas), que retardam a digestao e a absorcao intestinal de glicose
(inibidores da a-glicosidade) e os sensibilizadores de insulina (metformina e
tiazolidinadionas) (MERIDEN, 2003; KRENTZ e BAILEY, 2005).

As tiazolidinadionas (TZDs) ou glitazonas destacam-se frente aos outros
agentes antidiabéticos orais por apresentar atividade hipoglicemiante mediada
pelo aumento da sensibilidade a insulina no musculo esquelético, figado e
tecido adiposo, ao mesmo tempo em que diminui a concentracdo da insulina no
plasma — a hiperinsulinemia. Além disso, impede a deplecdao das células
pancreaticas e apresenta efeitos potencialmente benéficos nos parametros da
sindrome metabdlica, incluindo pressao arterial elevada, disturbios lipidicos e
doencas cardiovasculares (HAUNER, 2002).

Estes farmacos foram desenvolvidos a partir de andlogos do acido
clofibrico, sem conhecimento exato do seu sitio de agdo. Atuam ligando-se e
ativando a isoforma do receptor nuclear Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor gamma (PPARy) que modifica a transcricdo de varios genes
envolvidos diretamente no metabolismo de glicose e de lipidios (SCHEEN,
2001a; DEROSA et al., 2004). Esse receptor € expresso seletivamente em
maior quantidade no tecido adiposo tanto de roedores como de seres humanos
e é também encontrado em outros 6rgaos, como figado e musculo esquelético
(HAUNER, 2002; GUO e TABRIZCHlI, 2006).

O mecanismo de acdo das TZDs nao é completamente elucidado,
entretanto sabe-se que seus efeitos sdo mediados pelo tecido adiposo. Esse
fato ocorre ndo sé pela reducdo dos niveis de acidos graxos livres, mas
também por afetar a via de sinalizagdo insulinica nos tecidos-alvos
(GREENFIELD e CAMPBELL, 2004).

As TZDs apresentam alta afinidade de ligacdo com os receptores
nucleares PPARy os quais sdo expressos em maior quantidade no tecido
adiposo. A ativacao desses receptores induz positivamente a diferenciacao de
pré adipécitos em pequenos adipdcitos, mais sensiveis a insulina do que os
grandes adipécitos, bem como a sua proliferacdo na gordura subcutanea
(KERSTEN, 2002; MARTENS et al.,, 2002; PAKALA et al., 2004; GUO e
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TABRIZCHI, 2006). Embora os receptores sejam expressos em alta quantidade
na gordura visceral, as TZDs ndo exercem efeito nesse local (GREENFIELD e
CAMPBELL, 2004).

O aumento quantitativo de adip6citos subcutdneos por sua vez,
intensifica a captagdo — por intermédio da enzima acido graxo translocase - e 0
armazenamento dos acidos graxos que resulta na diminuicdo dos niveis de
acidos graxos e triglicerideos em tecido muscular, hepatico e gordura visceral,
diminuindo a resisténcia a insulina (GREENFIELD e CAMPBELL, 2004; GUO e
TABRIZCHI, 2006). A hipétese de Randle (1963) pode estar envolvida nesse
mecanismo em que a diminui¢cdo nos niveis de acidos graxos possibilita maior
oxidacao da glicose (HAUNER, 2001).

O ganho de peso é uma caracteristica comum do tratamento com TZDs.
Estudo realizado com pacientes tratados com rosiglitazona sugeriu que o
ganho de peso estd relacionado com o aumento da gordura subcutanea ao
invés da visceral e que o ganho de peso nao é decorrente apenas do aumento
na massa de células de gordura, mas também por uma maior retencao de
liquidos (HAUNER, 2001; BAYS et al., 2004; BALAS et al., 2007).

Embora a quantidade de PPARy no musculo esquelético seja de 10 a 30
vezes menor que no tecido adiposo, as TZDs também aumentam a
sensibilidade a insulina neste local (SPIEGELMAN, 1998). Alguns possiveis
mecanismos foram propostos para explicar este fato.

O primeiro deles sugere que a ativacao do PPARYy induzida pela TZD no
tecido adiposo desencadeie uma sinalizagdo enddcrina dos adipdcitos para o
musculo esquelético. Este mecanismo pode acontecer através de dois
processos distintos: a) primeiro, devido a uma acao direta das TZDs que
promove o aumento da adipogénese no tecido adiposo que leva a maior
“depuracao” dos acidos graxos livres e diminui o transporte destes para o
musculo aumentando a sensibilidade a insulina: b)segundo, através de acéo
indireta, ou seja, por desencadear a sinalizagdo enddcrina dos adipdcitos para
0 musculo esquelético modulando a producado de hormdnios relacionados com

a resisténcia insulinica promovendo aumento na produgédo de adiponectina e
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leptina e reducao de TNFa (Figura 4) (HAUNER, 2002; MARTENS et al., 2002;
PAKALA et al., 2004; GUO e TABRIZCHI, 2006).

Figura 4. Mecanismo proposto de acao das tiazolidinadionas.
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Fonte: (Adaptado de GREENFIELD e CAMPBELL, 2004)

O segundo mecanismo sugere que o efeito sensibilizador das TZDs nao
€ mediado pela ativacdo de PPARy no tecido adiposo, mas sim por agir
diretamente nesse tecido (YKI-JARVINEN, 2004).

De acordo com Yki-Jarvinen (2004) um estudo realizado em
camundongos demonstrou que a auséncia do PPARy no tecido adiposo nao
induz a resisténcia & insulina no tecido muscular, considerando que a exclusao
desse receptor no musculo é que causa a resisténcia. Também foi observado
que a resisténcia no musculo nao responde ao efeito das TZDs mediados pelo
tecido adiposo, implicando que esses agentes promovem a sensibilizacdo por

estimulacédo direta de receptores PPARy musculares.

Outro estudo realizado por Hevener et al (2003) reforca essa hipétese.
Através de perturbagdes especificas na expressdo de PPARy no tecido
muscular constatou-se que a reducado desses receptores resulta em um estado

severo de resisténcia a insulina mostrando que esse tecido € crucial para
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sinalizacao por PPARy. Esse fato ocorre, em parte, através da regulacao de
genes alvos especificos e porque os defeitos no musculo podem resultar em

efeitos adversos na agéo da insulina no tecido adiposo e hepatico.

No tecido hepatico o efeito sensibilizador da TZD ocorre através da
diminuicdo na concentracdo de Aacidos graxos livres e no conteudo de
triglicerideos hepaticos mediados pelos receptores PPARy no tecido adiposo
(Figura 4). Isso leva a maior captagdo de glicose induzida por insulina devido
ao aumento na oxidacao da glicose (FULGENCIO et al., 1996; MAYERSON et
al., 2002). A inibicdo da gliconeogénese (MARTENS et al, 2001) e a ativacao
da glicélise nos hepatécitos também ocorrem (KOMERS e VRANA, 1998).

A secrecdo de adiponectina pelos adipdcitos esta estreitamente
relacionada com o aumento na resposta insulinica. De acordo com estudos
realizados por Bajaj et al. (2004) apdés o tratamento com pioglitazona foi
observado diminuicdo no teor de gordura hepatica e aumento na sensibilidade

a insulina decorrente do aumento dos niveis plasmaticos de adiponectina.

As TZDs também podem exercem seus efeitos diretamente nos
receptores PPARy hepaticos, embora a expressdao desses receptores seja
diminuida (YKI-JARVINEN, 2004).

2.6 Toxicidade das tiazolidinadionas

O desenvolvimento clinico das TZDs foi postergado em decorréncia da
baixa eficacia e/ou perfis de toxicidade observados nos estudos de fase clinica
I, invibializando a aplicacao clinica da ciglitazona e da englitazona (STAFYLAS
et al., 2009; SCHEEN, 2011a).

A troglitazona foi o primeiro farmaco da classe das TZDs aprovado pelo
FDA em janeiro de 1997 para uso clinico por demonstrar eficacia na reducéo
da hiperglicemia em pacientes com DM2. Entretanto, em margco de 2000 foi
retirada do mercado por estar relacionada com insuficiéncia hepética grave
com necessidade de transplante de érgao e alguns casos de morte, revelando
ser um farmaco hepatotéxico (MALIK, et al., 2000; GALE, 2001).
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Os efeitos téxicos da troglitazona que culminaram com a sua proibicao
em alguns paises, despertou enorme interesse da area cientifica em
desenvolver novas TZDs devido a esses farmacos apresentarem um
mecanismo de acdo promissor capaz de reverter a resisténcia a insulina.
Assim, outros dois membros da classe das TZDs - rosiglitazona e pioglitazona
— foram aprovadas pelo FDA em 1999 e pela European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products (EMEA) em 2000 por apresentarem boa
eficacia e baixo perfil toxico quando comparados com a troglitazona (SCHEEN,
2001a).

No entanto, ainda permanecia incerto se a hepatotoxicidade era um
efeito comum da classe das TZDs relacionadas, pelo menos em parte, com a
ativacdo de PPARy, ou se estava unicamente relacionado com a estrutura
especifica da troglitazona (SCHEEN, 2001b).

De acordo com Scheen (2001b) os resultados de ensaios clinicos
realizados com troglitazona, rosiglitazona, pioglitazona e um grupo placebo
demonstraram que a incidéncia de anormalidade hepaticas — definida como
qualquer alteracdo no nivel de ALT = 3x o limite superior normal — para a
rosiglitazona e para a pioglitazona foi semelhante ao grupo placebo, com
excecao de um Unico caso para rosiglitazona em que o paciente apresentou
nivel de ALT dez vezes maior. Ja a troglitazona apresentou um nivel de ALT
cerca de trés vezes maior quando comparado ao grupo placebo.

Assim, pode-se observar que a hepatotoxicidade que retirou a
troglitazona do mercado é inerente a propriedades especificas da molécula ao
invés da estrutura comum compartilhada entre as TZDS, a tiazolidina-2,4-diona
(SCHEEN, 2001b).

Em decorréncia desse fato, rosiglitazona e pioglitazona adquiriram
grande relevancia no tratamento do DM2 e a rosiglitazona foi um dos 25
farmacos mais vendidos na década de 90 (PANICKER et al., 2012). Entretanto,
apds a publicagédo de uma meta-andlise realizada por Nissen e Wolski (2007) a
rosiglitazona passou a ser associada com o0 aumento de riscos
cardiovasculares. Os resultados mostraram que o tratamento com rosiglitazona

estd associado com um aumento significativo tanto no risco de infarto do
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miocardio como de mortes por causas cardiovasculares quando comparado
com placebo e outros antidiabéticos orais.

A rosiglitazona € metabolizada através da isoforma CYP2C8. Esta
enzima, por sua vez, catalisa o metabolismo do &cido araquiddnico em
substancias vasoativas aumentando o risco de aterosclerose e infarto agudo do
miocérdio. Estudos em animais evidenciaram a ocorréncia de aumento no
volume plasmatico e hipertrofia cardiaca. J& estudos realizados em humanos,
constataram o aumento de colesterol LDL e triglicerideos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).

Nao se sabe ao certo qual € o mecanismo responsavel por esses
efeitos, porém niveis elevados de colesterol LDL estdo associados com o
aumento de riscos cardiovasculares. Em adi¢cdo, a rosiglitazona tem a
capacidade de provocar insuficiéncia cardiaca congestiva que esta relacionada
com o aumento no volume intravascular, o qual requer uma demanda de
oxigénio que, em individuos suscetiveis, pode ocasionar isquemia. A
rosiglitazona também diminui os niveis de hemoglobina provocando estresse
fisiolégico e consequentemente isquemia miocardica (NISSEN e WOLSKI,
2007).

Uma atualizagdo dessa meta-analise foi realizada e observou-se que o
ndamero de infarto do miocardio continua aumentando no tratamento com a
rosiglitazona, porém o mesmo ndo acontece em relacdo a outras doencas
cardiovasculares, as quais ndo apresentaram aumento evidente na sua
prevaléncia nos ultimos anos (NISSEN e WOLSKI, 2010).

A retencdo de liquidos, caracterizada pelo rapido ganho de peso
corporal e a formagdo de edema periférico e pulmonar, sdo outros tipos de
efeitos colaterais comuns da rosiglitazona (ZHANG et al., 2005; CONSOLI e
FORMOSO, 2013).

Além disso, apresenta algumas limitacdes no seu uso clinico, como a
exclusdo da monoterapia e associagdo com a insulina, aprovando-se somente

a associagado com a sulfoniluréia e a metiformina (SCHEEN, 2001a).



25

Varias outras meta-andlises de ensaios clinicos randomizados foram
realizadas de modo a investigar o perfil de seguranga cardiovascular da
rosiglitazona, e todos os estudos demonstram que a rosiglitazona esta
associada com o aumento de riscos cardiovasculares, em particular, o infarto
agudo do miocardio (SINGH et al., 2007; PSATY e FURBERG, 2007; MONAMI
et al., 2008; ZIYADEH, et al., 2009).

Assim, no ano de 2010, a EMEA retirou a rosiglitazona do mercado
europeu e proibiu 0 uso deste medicamento em decorréncia da associacao
com o aumento de risco cardiovascular, enquanto que o FDA restringiu
severamente o seu uso (PANICKER et al.,, 2012; CONSOLI e FORMOSO,
2013). Ja no Brasil, nesse mesmo ano, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria por meio da Resolug¢do n°4.466 de 28/09/2010 cancelou o registro do
medicamento Avandia® - que contém rosiglitazona em todas as suas
apresentacoes farmacéuticas e associacoes (ANVISA, 2010).

Assim, a pioglitazona € o Unico farmaco da classe das TZDs ainda
listada na American Diabetes Association — European Association for the Study
of Diabetes 2012 Position Statement, e que continua sendo utilizada na clinica
no tratamento do DM2 (CONSOLI e FORMOSO, 2013).

A pioglitazona apresenta como vantagem alguns efeitos benéficos
quando comparada com a rosiglitazona apesar de serem da mesma classe.
Atua de modo diferente sobre o metabolismo de lipidios, reduzindo os niveis de
triglicerideos e aumentando os niveis de HDL colesterol (NISSEN e WOLSKI,
2010; SINHA e GHOSAL, 2013), além de apresentar perfil cardiovascular mais
seguro do que a rosiglitazona, pois ndo tem sido associada com riscos
cardiovasculares (PANICKER et al., 2012; SINHA e GHOSAL, 2013).

No entanto, o uso da pioglitazona tornou-se restrito e esta sob
monitoramento por apresentar, assim como as outras TZDs, alguns efeitos
téxicos limitando o seu uso clinico (CONSOLI e FORMOSO, 2013).

Estudos clinicos constataram que a pioglitazona aumenta de modo
expressivo o risco de desenvolver cancer de bexiga. O desenvolvimento desta

patologia apresenta intima relacdo com o periodo de duracao da terapia, por
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mais de 24 meses, e com o acumulo de dose, o qual ndo deve exceder 28.000
mg (TSENG, 2013). Pacientes que se submetem a tratamento com pioglitazona
por tempo superior a dois anos tem 40% de chances de desenvolver cancer de
bexiga e aproximadamente o dobro de risco para aqueles que utilizam altas
doses do medicamento (SINHA e GHOSAL, 2013).

Ensaios pré-clinicos ressaltaram o fato de que elevadas doses de
pioglitazona tem relacdo como desenvolvimento de cancer de bexiga, o que
levou o FDA a advertir sobre a prescricdo deste medicamento em altas doses e
por periodo prolongado (FUJIMOTO, et al., 2013).

A ANVISA, através do informe n® 03 de 29 de setembro de 2010,
publicou as principais adverténcias e contra-indicacées a respeito do uso da
pioglitazona (Actos®). O uso ndo é indicado para pacientes que apresentem
hipersensibilidade ao cloridrato de pioglitazona, com insuficiéncia cardiaca de
classe Ill ou IV, com evidéncia clinica de doenca hepatica ativa ou niveis de
transaminase sérica aumentado (TGP > 2,5 vezes o limite da normalidade) e
pacientes com insuficiéncia cardiaca sintomatica. Quanto a teratogenicidade, é
considerado como categoria C (classificacdo do FDA) por causar efeitos
toxicos em fetos animais, porém nao existem estudos controlados em mulheres
(BRASIL, 2010).

Diante do exposto é evidente a necessidade do desenvolvimento de
novas TZDs que apresentem perfil toxico mais favoravel do que as TZDs ja
sintetizadas e utilizadas na clinica, pois apresentam um mecanismo de acao
diferenciado quando comparado com o0s outros agentes antidiabéticos orais

disponiveis, sendo um farmaco promissor para o tratamento do DM2.

Assim, Mourao (2006) sintetizou 12 derivados arilideno-tiazolidinadionas
(ATZDs) da  5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-thiazolidina-2,4-diona  com
substituicdo no anel benzilideno. As novas ATZDs, que compartiiham a
estrutura 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidinadiona-2,4-dionas, foram
obtidas através de adicao nucleofilica da 3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

com etil-(2-ciano-3-fenil)-acrilatos substituidos.
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A avaliacdo da atividade biol6gica in vivo em modelo experimental de
camundongos diabéticos foi realizada apds a administracdo de doses diarias
de 5-40 mg/Kg pela via oral durante 15 dias de tratamento. Deste modo, foi
possivel observar que as novas 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidinadiona-
2,4-dionas apresentam atividade hipoglicemiante promissora e que sua acéao
sob os niveis de triglicerideos é semelhante a encontrada para a rosiglitazona
quando utilizada na mesma concentracdo, entretanto a atividade em altas
concentracdes (30mg/Kg) apresenta efeito superior € pode ser usada de forma
segura por apresentar baixo perfil toxico (MOURAO, et al., 2005; LEITE, et al.,
2007).

Além disso, através dos estudos de “Docking”, avaliou-se a interacao
das ATZDs com o dominio de ligagdo ao ligante (LBD) do receptor PPARYy e
constatou-se que os complexos formados entre esses compostos e o receptor
apresentam boa estabilidade (energia de ligacdo negativa) quando comparada
com a energia de ligacao da rosiglitazona (LEITE et al., 2007).

Apés as analises dos estudos de atividade biologica juntamente com os
dados obtidos através dos estudos de “Docking” foi possivel inferir que a
presenca de um atomo de cloro no anel fenil resulta em significante atividade
hipoglicemiante (LEITE et al., 2007).

Assim, o composto 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona (GQ-2), devido a sua capacidade hipoglicemiante promissora
demonstrada em estudos preliminares, foi selecionado com o intuito de avaliar
os seus efeitos moleculares e metabdlicos na sensibilizacdo da insulina sobre
os tecidos alvos — tecido muscular esquelético, adiposo e hepatico - bem como
a sua capacidade de reverter as anormalidades na via de sinalizagdo da
insulina em camundongos swiss com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica. Para a realizagdo do estudo, os animais foram submetidos ao
tratamento com GQ-2 na dose de 20 mg/Kg/dia pelo periodo de 14 dias e
utilizou-se rosiglitazona como substancia padrao na dose de 10 mg/Kg/dia pelo
mesmo periodo de tempo, ambos administrados pela via oral (MOURAO,
2006).
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O ganho de peso corporal é um efeito adverso caracteristico do
tratamento com rosiglitazona devido, em parte, a maior retencdo de liquidos.
Nesse estudo, os animais tratados com GQ-2 apresentaram menor ganho de
peso corporal (0,7 £ 0,35g — n=21) quando comparado com 0s animais tratados
com rosiglitazona (2,9 + 0,469 — n=12). Observou-se que, durante o periodo de
24 horas, nao houve diferencga significativa (p> 0,05) em relacdo ao consumo
de racao, assim como ndo foi observada diferenca significativa (p> 0,05) entre
a quantidade de massa adiposa peri-epididimal dos animais tratados com o
GQ-2 e com a rosiglitazona, embora as TZDs tenham apresentado reducao de
aproximadamente 33% em relacdo ao grupo da dieta hiperlipidica. Portanto,
através da avaliacdo da quantidade de dgua medida através do peso seco da
carcaga, o menor ganho de peso corporal relacionado ao GQ-2 atribui-se, em
parte, a sua capacidade em reter menor quantidade de liquidos em
comparagao a rosiglitazona (MOURAQ, 2006).

O GQ-2, assim como a rosiglitazona, reduziu de forma significativa os
niveis basais de glicose plasmatica, 30 e 27% respectivamente, demonstrando
ser capaz de diminuir a resisténcia periférica a insulina induzida pela dieta
hiperlipidica, com menores niveis de insulina em jejum. Em adicao, reduziu os
niveis de leptina, TNFa e IL-6 apds 10 dias de tratamento (MOURAQ, 2006).

O aumento na sensibilidade a insulina induzida pelo GQ-2 ocorre devido
a capacidade da nova TZD em reverter as anormalidades na transmissédo do
sinal insulinico - principalmente as etapas iniciais da via de sinalizagdo deste
hormonio - ocasionada pela dieta hiperlipidica em tecido adiposo, muscular e
hepatico. Isso ocorre devido ao fato do GQ-2 promover uma reducao no grau
de fosforilagdo de IRS-1°°"%" em paralelo com a reducdo da atividade de
serinas quinases como JNK e IKK e dos niveis teciduais de TNF-a e 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) os quais participam no desenvolvimento da
resisténcia a insulina (MOURAO, 2006).

Além disso, camundongos obesos tratados com GQ-2 apresentaram
aumento na expressdao de PPARy no tecido adiposo apds estimulo com
insulina podendo, a ativacdo desse receptor por GQ-2, estar envolvida no
controle da adipogénese (MOURAO, 2006).
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Varios estudos tém demonstrado que as TZDs além de melhorar a
sensibilidade a insulina, também apresentam efeitos protetores contra a
aterosclerose (CONSOLI e FORMOSO, 2013).

Deste modo, Silva e colaboradores (2012) realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar o efeito de novos derivados tiazolidinicos sobre as lesdes
ateroscleroticas. Para este fim, camundongos swiss obesos foram submetidos
ao tratamento com GQ-16 e GQ-2 (30 mg/Kg/dia) utilizando a pioglitazona (20
mg/Kg/dia) como substancia padrdo, administrados uma vez ao dia por via oral,

pelo periodo de 14 dias.

Através dos resultados deste estudo observou-se que nao houve
alteragées no perfil lipidico plasmatico apés o tratamento com os farmacos
estudados. Porém, as novas TZDs demonstraram maior eficacia na redugéao da
resisténcia a insulina em comparagéo com a pioglitazona. Um fato relevante foi
que, dos farmacos testados (pioglitazona, GQ-2 e GQ-16), somente 0 GQ-2
promoveu reducdo na area das lesbes aterosclerdticas. Em adicao, tanto a
pioglitazona quanto o GQ-16 provocaram extensiva degeneracao do endotélio
e aumento de células apopitéticas no espagco subendotelial, enquanto que o
GQ-2 provocou minimas alteracdes celulares no endotélio da aorta (SILVA et
al., 2012).

Em relagdo a Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) — enzima
responsavel pela producdo de éxido nitrico no vaso endotelial promovendo
vasodilatacao - e a metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) — enzima envolvida
no processo inflamatério e doengas cardiovasculares - os trés farmacos em
questao apresentaram comportamentos diferentes sobre a expressdo desses
marcadores. A pioglitazona e 0 GQ-16 nao exerceram efeito sobre a expressao
de eNOS, entretanto aumentaram a expressao de MMP-9. Ja o GQ-2 reduziu
de maneira eficaz a expressdo de MMP-9 e aumentou de eNOS (SILVA et al.,
2012).

Assim, diante dos resultados obtidos, sugere-se que o GQ-2 além de ser
um eficaz sensibilizador de insulina e, portanto apresentar grande potencial
para se tornar a mais nova TZD para o tratamento do DM2, é também um
candidato promissor para o tratamento da aterosclerose. Para atingir esse
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propésito & imprescindivel realizar a avaliacado do perfil farmacocinético do
farmaco bem como, a avaliacao preliminar de toxicidade para a continuidade

dos estudos.

2.7 Farmacocinética

O efeito biolégico de um farmaco em um sitio de acao especifico envolve
uma cadeia complexa de eventos no organismo que engloba desde a
administracao do farmaco por determinada via até a sua chegada a proteina
alvo in vivo com a consequente producao de efeitos terapéuticos. Assim, antes
de atingir seu local de acédo o farmaco passa por varias etapas de interacao
com o organismo as quais irdo determinar o movimento do farmaco através do
mesmo. Essas etapas compreendem quatro fenbmenos, tais como: a absorcao
para a circulacao sistémica, quando a administragéo é por via extravascular; a
distribuicdo, que envolve a ligacdo do farmaco as proteinas plasmaticas, bem
como a distribuicdo para os tecidos e a excrecdo (biotransformacao e

eliminacao) pelos 6rgaos eliminadores - figado e rins (HUISINGA et al., 2006).

A farmacocinética estuda as alteracoes das concentracées do farmaco e
seus metabolitos ativos no organismo em relagdo ao tempo, porém para a
compreensao do processo farmacocinético é necessario o conhecimento de
principios fundamentais em fisiologia, cinética quimica e bioquimica (TOZER,
1981).

A administracdo do farmaco e o processo de absor¢do, quando ocorre,
favorece a elevacdo da concentracdo plasmatica do farmaco, fase esta
denominada de INPUT. Ja a distribuicado aos tecidos juntamente com o
processo de eliminagdo, fase denominada de disposicdo, desfavorecem a
concentracdo plasmatica do farmaco. Esses processos ocorrem de forma
simultdnea e determinam as oscilagdes das concentracdes plasmaticas no
decorrer do tempo apds a administragdo (BANKER e RHODES, 2002).

Assim, é possivel construir uma curva de concentracdo plasmatica
versus tempo e quantificar o movimento do farmaco no organismo através do

uso de equacdes matematicas obtendo-se varios parametros farmacocinéticos,
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0s quais possibilitam a construcdo ou adequacdo de regimes posoldgicos,
determinacdo de vias e modo de administracdo adequada, além da
determinacao das vias metabdlicas e de excrecao.

A absorcao corresponde a primeira fase farmacocinética e é definida
como a passagem do farmaco de um meio externo ao organismo para a
circulacdo sistémica, direcionando-o para diferentes 6rgaos e tecidos
(WINTER, 2012). Esse processo sofre influéncia de varios fatores biologicos e,
principalmente, fisico-quimicos como a lipossolubilidade e a solubilidade que
irdo determinar a capacidade do farmaco em atravessar as membranas

biolégicas e atingir a circulagao sanguinea (LIN e LU, 1997).

O processo de absorcdo € avaliado através de cinco parametros
farmacocinéticos obtidos apds a constru¢do da curva concentracao plasmatica
versus tempo: Cmax (concentragdo plasmatica maxima), tmax (tempo para a
ocorréncia de cmax), ASC (area sob a curva), ka (constante de absor¢ao) e
biodisponibilidade (F), que representa a fracdo da dose administrada que
efetivamente alcanga a circulagdo sanguinea (WINTER, 2012).

Apbs a absorcdo ou a introducdo do farmaco diretamente na corrente
sanguinea, o mesmo fica disponivel para se ligar as proteinas plasmaticas ou
atravessar as membranas biol6gicas alcangcando 6rgaos e tecidos. A fracéo de
farmaco livre, ou seja, ndo ligada as proteinas plasmaticas é que entra em
equilibrio com o sitio receptor e exerce o efeito farmacoldgico (BJORNSSON,
1997; WINTER, 2012).

A quantidade de farmaco que se liga as proteinas plasmaticas é em
decorréncia de suas caracteristicas fisico-quimicas, solubilidade em lipideos e
solubilidade aquosa, que conferem maior ou menor afinidade de ligacao
farmaco-proteina. Alguns fatores como a baixa lipossolubilidade, alta ligacao as
proteinas plasmaticas ou reducao da ligagao aos tecidos, favorecem o aumento
da concentracao plasmatica e reduzem a quantidade de farmaco distribuido.
Entretanto, a diminuicdo da ligagdo as proteinas plasmaticas, alta
lipossolubilidade e aumento da ligacdo aos tecidos, desfavorecem a
concentracao plasmatica e aumentam a quantidade de farmaco distribuido
(WINTER, 2012).
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O processo de distribuicdo de um farmaco é quantificado através do
parametro volume de distribuicdo (Vd) e ¢é definido como o volume
extravascular que contém o farmaco na mesma concentracdo observada no
plasma. Entretanto, por definicdo, o Vd deve ser considerado somente como
um parametro de constante de proporcionalidade entre a concentracido
plasmatica e a quantidade correspondente de farmaco no organismo
(TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004b).

Trés diferentes Vd estdo descritos na literatura cientifica: o Vd. — volume
de distribuicdo inicial ou central — determinado imediatamente apés
administragdo endovenosa; o Vdss — volume de distribuicdo no estado de
equilibrio — determinado quando o volume de distribuicdo envolve a
concentracdo plasmatica no estado de equilibrio e 0 Vdiea quando a
determinacdo do volume de distribuicdo é realizada na fase de pseudo-
equilibrio (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004b).

A diferenca entre os tipos de Vd ocorre porque a concentragao
plasmatica oscila devido ao movimento constante do farmaco no organismo e,
assim a medida das concentracées plasmaticas em diferentes momentos
favorece a determinacdo de diferentes tipos de volume de distribuicéo,
conforme a fase da disposicao do farmaco em que houve a quantificacdo da
concentracdo plasmatica (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004b).

A aplicabilidade clinica do Vd esta relacionada com o célculo da dose de
ataque, das concentracdes plasmaticas maximas e minimas em regimes de
doses multiplas (BJORNSSON, 1997).

A fase de eliminacdo do farmaco abrange o processo de
biotransformacédo e excrecao e os parametros farmacocinéticos clearance (Cl),
meia-vida de eliminacéo (ti.) € constante de eliminacao (kel) estédo relacionados
a esse processo (RUIZ-GARCIA et al., 2008).

O processo de biotransformacgéao é responsavel por converter o farmaco
através de reacbes quimicas, normalmente mediadas por enzimas, em
compostos com estruturas moleculares diferentes, geralmente com

caracteristica de maior hidrossolubilidade, denominados de metabdlitos. Estes
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metabdlitos, apds sofrerem o processo de biotransformacdo, podem adquirir
atividade farmacolégica semelhante ou até mais potente que o farmaco
original, ser inativos ou possuir perfil de toxicidade (WINTER, 2004).

As vias metabdlicas mais comuns séo as reacdes de oxidagao, reducao
e hidrélise, denominadas de reacao de Fase |, e as conjugag¢des denominadas
de reacoes de Fase Il. No entanto, alguns farmacos sofrem somente reagdes
de Fase Il (TOZER e ROWLAND, 2009).

O figado é considerado o principal 6rgao metabolizador, entretanto
alguns farmacos sao metabolizados por outras vias como a renal e pulmonar,
além da biotransformacédo por enzimas plasmaticas e aquelas presentes na
parede gastrointestinal (TOZER e ROWLAND, 2009).

O complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450) é o principal
responsavel pela oxidacao e reducao da maioria dos farmacos e esta presente
em maior quantidade e variabilidade no figado, podendo ser encontrado em
outros 6rgaos como rins, bexiga e pulmdes. Esse complexo € constituido por
varias isoformas que diferem entre si no grau de especificidade para um
determinado substrato, além de apresentar diferentes inibidores, indutores e
farmacos marcadores (TOZER e ROWLAND, 2009; WINTER, 2012).

O polimorfismo genético, com consequentes alteracdes na atividade das
isoformas do CYP450, pode levar a alteracées do perfil cinético de varios
farmacos, provocando respostas diferentes apds a administracdo. Deste
modo, a determinacao do fenotipo metabolizador, em muitos casos, pode
auxiliar no ajuste de regimes posoldgicos (WINTER, 2012).

Outro tipo de metabolismo que ocorre com a maioria dos farmacos é o
metabolismo de primeira passagem ou pré-sistémico. Nesse caso, farmacos
administrados pela via oral alcangcam o sistema porta expondo toda a dose
administrada ao figado, antes de alcancar a circulacao sistémica. Se o farmaco
apresenta alta afinidade pelo figado, ocorre um extensivo processo de
metabolizacdo pré-sistémica e somente uma pequena quantidade da dose
administrada atinge a circulagcédo, acarretando em baixa biodisponibilidade do
farmaco (WINTER, 2012).
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O processo de excrecdo consiste na passagem do farmaco da
circulacdo sistémica para o meio externo. Os rins sd0 0s principais 0rgaos
eliminadores e os mecanismos envolvidos na excrecao renal séo a filtracao
glomerular, secrecdo tubular ativa e difusdo passiva pelo epitélio tubular
(FUCHS e HEWITT, 2011).

Alteracbes nos parametros farmacocinéticos relacionados ao processo
de eliminagdo como o clearance (Cl), a constante de eliminacéo (kel) e a meia-
vida de eliminacdo (t,) podem ocorrer na presenca de insuficiéncia renal
devido ao acumulo de farmacos e metabdlicos que nao sao excretados
satisfatoriamente (TOZER e ROWLAND, 2009).

O clearance plasmatico é definido como o volume de plasma que é
totalmente depurado do farmaco por unidade de tempo e é expresso em
volume por unidade de tempo (mL/min ou L/h). A capacidade intrinseca dos
6rgaos metabolizadores e eliminadores, principalmente figado e rins, somada a
outros processos que resultam na eliminacdo do farmaco do organismo é
definida como clearance total (Equacdo 1) (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU,
2004).

Equacéo 1 Cl 1otal = Cl tenal + Cl hepatico + Cl outras vias de excrecio

E considerado o parametro farmacocinético mais importante por estar
relacionado com a determinacdo da taxa de dose que deve ser administrada
para manter as concentracées plasmaticas desejadas no estado de equilibrio
em administracdo de doses multiplas, calcular a dose/tempo necessaria para
atingir determinada concentracdo plasmatica média e fazer ajustes de dose
para pacientes com hepatopatias ou nefropatias (TOUTAIN e BOUSQUET-
MELOU, 2004).

A constante de eliminacao (kel) expressa a percentagem da quantidade
total de farmaco presente no organismo que é removida por unidade de tempo,
ou seja, a velocidade com que ocorre o processo de eliminagdo. Essa
constante é uma funcao do Vd e do Cl (TOZER e ROWLAND, 2009. WINTER,
2012).
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Em adicao, apresenta relagdo com a meia vida de eliminacdo a qual é
expressa por 0,693, o logaritmo natural de 2. Esta relagédo € baseada no fato de
que as concentragbes do farmaco no organismo relacionam-se
exponencialmente com o tempo. Na andlise farmacocinética, a constante de
eliminacdo, corresponde a inclinacao da reta descendente da concentragéo
plasmatica, ou coeficiente angular da reta terminal, que pode ser calculada
através da variacdo do logaritmo das concentragdes no periodo de tempo

transcorrido para que esta variagcao ocorra (BOROUJERDI, 2002).

O parametro meia-vida de eliminacao (ti.) expressa o tempo necessario
para que a concentracdo plasmatica diminua pela metade logo apds que o
processo de pseudo-equilibrio da distribuicdo tenha sido alcancado (TOUTAIN
e BOUSQUET-MELOU, 2004c). Em modelos bicompartimentais é considerada
como sendo ty, B, para diferenciar da meia-via de distribuicao (i, a) (WINTER,
2012).

Na clinica, € um parametro importante, pois é utilizado para selecionar o
intervalo de dose de um regime posologico, prever o grau de flutuacao da
concentragdo plasmatica durante o intervalo de dose, prever o tempo
necessario para atingir o estado de equilibrio e para prever o tempo necessario
para que determinada concentracdo plasmatica decline a outra concentragao
especifica desde que nao seja administrada uma nova dose (TOUTAIN e
BOUSQUET-MELOU, 2004c).

O calculo dos parametros farmacocinéticos que explicam a evolucao
temporal das concentracbes de um farmaco no organismo ap6s sua
administragdo por determinada via sao descritos através de modelos
farmacocinéticos tais como o0s modelos nao compartimentais, modelos

compartimentais e modelos fisiologicos (KWON, 2002).

Dentre estes, os modelos compartimentais sdo os mais utilizados e
retratam o movimento do farmaco considerando que o organismo é constituido
por um ou mais compartimentos que recebem o farmaco em diferentes
velocidades e que o sitio de acdo estd localizado em um desses
compartimentos. Assim, dependendo da disposicao do farmaco no organismo
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pode-se adotar um modelo monocompartimental, bicompartimental ou
tricompartimental (TANG et al., 2011).

No modelo bicompartimental (Figura 5) ocorrem duas velocidades de
decaimento das concentracbes plasmaticas ao longo do tempo, pois nesse
modelo assume-se que o organismo € composto por dois compartimentos que
intercambiam o farmaco entre si, portanto a velocidade de distribuicdo para
alguns 6rgéaos e tecidos é maior do que para outros. Neste modelo, considera-
se que o farmaco se equilibra rapidamente no sangue e 6érgdos com maior
perfusdo sanguinea — compartimento central — e em menor velocidade nos
orgaos e tecidos menos perfundidos, os quais constituem o compartimento
periférico. Consequentemente, o perfil da concentragdo plasmatica versus
tempo exibe um declinio bifasico (TOZER e ROWLAND, 2009).

Figura 5. Representagcdo esquematica de um modelo com dois compartimentos

k12

2
Compartimento
k:2 ) Periférico

K,

O declinio inicial da curva é denominado de fase de distribuicdo ou fase
a. O rapido decaimento das concentragdes plasmaticas, nessa fase, refere-se
ao processo de distribuicdo somado ao processo de eliminagdo que ocorre de
modo simultdneo. Ja a segunda velocidade de decaimento, denominada de
fase de eliminagao, fase terminal ou fase B, € caracterizada pela reducao mais
lenta das concentragdes plasmaticas e é considerada uma reta pura, pois esta
relacionada apenas com o processe de eliminacdo do farmaco (Figura 6)
(KWON, 2002).
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Figura 6. Perfil farmacocinético com duas velocidades de decaimento. Modelo bicompartimental.
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Cp

P
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Além do calculo das constantes de distribuicdo (ka ou a) e de eliminagcao
(kB ou B), também é possivel calcular as microconstantes Kz, Koy € Kyo (Figura
5), as quais estao relacionadas com a passagem do farmaco do compartimento
central para o periférico, com a passagem do farmaco do compartimento
periférico para o central e a eliminacdo do farmaco a partir do compartimento

central, respectivamente (TANG et al., 2011).

Nesse modelo, a mudanca de velocidade de decaimento ocorre no tss
(tempo que ocorre o estado de equilibrio), o qual é alcancado quando ha a
saturacdo do compartimento periférico e o estado de equilibrio entre os dois
compartimentos € atingido. O calculo de tss € utilizado para prever o tempo de
ocorréncia do efeito maximo de um farmaco quando o sitio de acédo esta
localizado no compartimento periférico (BOROUJERDI, 2002).

A farmacocinética € uma ferramenta util que, através de modelos
matematicos, prevé a disposicdo do farmaco no organismo por meio da
obtencdo dos parametros farmacocinéticos — absorcdo, distribuicao,
biotransformacao e excrec¢ao. Deste modo, é possivel a construcao de regimes
posolégicos adequados, determinagdo e/ou modificacdo de vias de
administracao, a aplicacdo em estudos de bioequivaléncia para determinar a
intercambialidade de apresentacdes farmacéuticas, dentre outras aplicacdes
(WINTER, 2004).

Entretanto, a maior parte das falhas no desenvolvimento de novos

farmacos esté relacionada com propriedades farmacocinéticas inapropriadas. A
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baixa absorcdo, distribuicdo inadequada e extensiva metabolizacdo pré-
sistémica propiciam baixa concentragdo do fa&rmaco no tecido alvo, resultando
em baixa resposta farmacologica. Sendo assim, torna-se necessario que o
estudo de farmacocinética de novos farmacos seja realizado nas etapas iniciais
de desenvolvimento de novos farmacos (WATERBEEMD e TESTA, 2007).

2.8 Ensaios pré-clinicos no desenvolvimento de novos farmacos.

A pesquisa de novos farmacos é um processo multidisciplinar que tem
como obijetivo principal o desenvolvimento de novos farmacos e é dividida em
duas etapas: a descoberta e o desenvolvimento. A descoberta consiste na
identificacdo e caracterizagdo de enzimas ou receptores alvos para
determinada doenga, a sintese de novas moléculas, caracterizagdo
biofarmacéutica e fisico-quimica e estudos de atividade bioldgica in vitro e in
vivo. Ja a etapa de desenvolvimento avalia a segurancga/toxicidade e eficacia
de novos candidatos a farmacos, garantindo um regime posologico com perfil
de seguranca adequado para futura comercializagdo (LIN e LU, 1997;
PANCHAGNULA e THOMAS, 2000).

Nos ultimos anos, uma gama de novos farmacos tem sido sintetizada
através de ferramentas de alta tecnologia como, por exemplo, a quimica
combinatéria, com o intuito de que novos farmacos com potencialidade
terapéutica alcancem o mercado. Para isso, o estudo do perfil farmacocinético
in vitro e in vivo, bem como o de toxicidade, torna-se imprescindivel nos
estagios inicias do desenvolvimento de novos compostos, uma vez que, perfil
farmacocinético desfavoravel e/ou caracteristicas de toxicidade indesejaveis
sdo responsaveis por interromper os estudos com o candidato a farmaco
(WATERBEEMD e GIFFORD, 2003; WATERBEEMD e TESTA, 2007).

A farmacocinética pré-clinica € uma importante ferramenta no
desenvolvimento de novos farmacos tanto em ensaios in vitro com em ensaios
in vivo, pois dita a disposi¢cao do farmaco no organismo e a disponibilidade do
mesmo na biofase, dentre outros parametros. Deste modo, a investigacéao pré-

clinica é de fundamental importancia para identificar possiveis novos farmacos
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adequados para a realizacdo de ensaios clinicos (PANCHAGNULA e
THOMAS, 2000).

Os estudos in vitro séo realizados de forma a avaliar se o farmaco
apresenta propriedades adequadas que possibilitem que o mesmo seja
exposto de maneira suficiente ao tecido alvo a fim de exercer sua atividade
biolégica, ou seja, sdo realizados de modo a comprovar a atividade bioldgica
do farmaco (AMORE et al., 2010). Assim, os modelos in vitro sdo utilizados
para prever os fendbmenos farmacocinéticos em humanos e os principais séo:
ensaio de permeacdao em membrana artificial paralela e linhagens celulares
caco-2 e Madin-Darby canine kidney (MDCK) que sao utilizados como modelos
de absorcao oral, sistemas microssomais hepaticos, fatias de figado e enzimas
expressas por DNA complementar ou hepatocitos como modelos de
metabolismo, dentre outros (WATERBEEMD e GIFFORD, 2003).

Entretanto, devido as dificuldades na correlacdo in vitro/in vivo, a
predicao do perfil farmacocinético em humanos é incerta. Embora exista uma
variedade de testes in vitro que auxiliem no processo de selecdo de novos
farmacos e fornegcam informacdes relevantes, a probabilidade de apresentarem
o mesmo perfil farmacocinético em humanos é baixa, pois ndo refletem a
realidade in vivo por n&o serem realizados em condigdes fisiologicas (LIN e LU,
1997; SINGH, 2006).

Assim, apd6s os estudos dos processos de absorcdo e metabolismo in
vitro, 0os ensaios de farmacocinética em roedores sao realizados e o modelo
animal utilizado dever ser, de preferéncia, aquele que foi observado o efeito
farmacolégico. Comprovada a eficacia in vivo outros ensaios como a
investigacdo mais detalhada do metabolismo sdo necessarios para avaliar o
potencial terapéutico do candidato a farmaco (JANG et al., 2001).

Estudo do perfil farmacocinético em animais nao roedores também deve
ser realizado e a escolha da espécie animal adequada para a realizacdo dos
estudos deve ser criteriosa, uma vez que as diferencas entre espécies pode
levar a interrupgao do estudo de uma molécula potencialmente eficaz e segura
ou a continuidade de uma molécula que nao € segura (DIXIT e BOELSTERLI,
2007).
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Os ensaios in vitro, a farmacocinética pré-clinica, bem como a escolha
do modelo animal apropriado para a sua realizacdo, sao ferramentas
importantes que oferecem suporte na decisdo da continuidade dos estudos
com o candidato a farmaco, comprovando sua eficacia e seguranca o que
possibilita que o mesmo alcance a fase clinica e seja futuramente

comercializado.
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3. OBJETIVOS

X/
o

>

Objetivo Geral
Avaliacdo do perfil farmacocinético e de toxicidade preliminar do
composto 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

(GQ-2)

Objetivos especificos

Desenvolvimento de método analitico para a quantificagdo do GQ-2 em
solucao aquosa tamponada;

Determinacéao da estabilidade quimica do GQ-2em pH 1,2 e 7,4.
Determinacédo da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de rato e
humano;

Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para a
determinacdo do GQ-2 em plasma utilizando um sistema UPLC
Acquity®;

Avaliacao do perfil farmacocinético do GQ-2 administrado em dose Unica
pela via oral e intraperitoneal (12 mg/Kg) e pela via intravenosa (3
mg/Kg) em ratos wistar (n=20);

Avaliacdo da toxicidade hepética e renal expressa pelos parametros
bioquimicos ALT, AST, ureia e creatinina;

Determinacdo dos niveis de glicose e colesterol antes e apds a
administracdo de dose Unica pela via oral e intraperitoneal (12 mg/Kg) e

pela via intravenosa (3 mg/Kg).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias primas, reagentes e solventes

e 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (GQ-2) -
sintetizado e concedido pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal
de Pernambuco;

e Acetonitrila (J. T. Backer), USA;

e Acido cloridrico (Vetec), Brasil;

e Agua ultrapurificada obtida em sistema Milli Q com condutividade de
18,2uS.cm

e Cloreto de potassio (Synth), Brasil;

e Dimetilsufoxido (Synth), Brasil;

e FEtanol (J. T. Backer), USA;

e Fosfato de potassio (Synth), Brasil;

e Heparina sédica (Blausiegel), Brasil;

e Kit Labtest® Uréia, ref. (27); TGP, ref. (53); TGO, ref. (52); Creatinina,
ref. (35); Colesterol, ref. (76); Glicose, ref. (133), Brasil.

e Propilenoglicol (Synth), Brasil;

e quetamina (Agener Uniao), Brasil;

e Soro fisiologico (Equiplex), Brasil;

e Tween 20 (Synth), Brasil;

e Tween 80 (Synth), Brasil;

e xilazina (Agener Unido), Brasil;

4.1.2 Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento (Ethiktechnology);
e Balanca analitica AY 220 (Shimadzu);
e Banho Maria 1147 (Fanem);
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e Banho ultrassénico Ultrassonic Cleaner 2840DA (Odontobras);
e Leitor de placas Power Wave HT (Biotek);

e Mini-centrifuga, Gilson;

e Ultracentrifuga Sorvall Biofurgue Stratos (Thermo scientific);

e UPLC Acquity® (Waters);

e Vortex AP56 (Phoenix Luferco).

4.1.3 Correlatos
e Coluna BEH C18 (2,1 x 50mm, 1,7um) (Waters®;
e Pré-coluna BEH C18 (2,1 x 5mm, 1,7um) (Waters®;
e Filtro de seringa PVDF, poro de 0,22um (Flowsupply);

4.1.4 Softwares
e Empower 3 (Waters®);
e Gen 5 versao 2.00 (Biotek®);
e Graphpad Prism® vers&o 5.0

e Origin® versdo 7

4.2 Estudos de pré-formulacao

4.2.1 Solubilizacao do farmaco

O GQ-2 apresenta baixa solubilidade aquosa, portanto foram avaliados
diferentes veiculos para solubilizacdo do mesmo, de modo a obter pré-
formulacbes cujas concentracdes sejam adequadas para a administracdo da
dose proposta pelas vias oral, intraperitoneal e intravenosa, respeitando o
volume maximo aceitavel. De acordo com Diehl et al (2001) e Neervannan
(2006) o volume de dose ideal para a via oral, intraperitoneal e intravenosa é
de 2,5, 2,5 e 1,25 mL, respectivamente.

Diferentes veiculos foram testados tais como: agua, soro fisioldgico,
etanol, propilenoglicol, DMSO (dimetilsulféxido) e misturas propilenoglicol/agua,
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propilenoglicol/ DMSO e tween 80/soro fisiologico (NEERVANNAN, 2006), com
o auxilio de aquecimento e banho ultrassénico. A classificacao de solubilidade
foi adotada de acordo com a FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010 (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacédo de solubilidade segundo a Farmacopeia Brasileira, 2010.

Classificacao Termo descritivo
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10 000 partes
Praticamente insoluvel ou insoluvel Mais de 10 000 partes

*Partes referem-se a dissolucdo de 1g da substancia no nimero de mL do solvente
estabelecido como o nimero de partes.

4.3 Desenvolvimento de método analitico para a determinacao do GQ-2

4.3.1 Determinacao da absortividade do composto por analise
espectrofotométrica

A determinacao da absortividade foi determinada de modo a auxiliar no
desenvolvimento do método analitico e bioanalitico do GQ-2. Para a realizagédo
da analise espectrofotométrica foi preparada uma solucdo de GQ-2 na
concentragdo de 100 pg/mL em acetonitrila. A determinagdo da absortividade
foi realizada com leitor de placa Power Wave HT — Biotek.

4.3.2 Condicoes cromatograficas

Um sistema UPLC Acquity® equipado com um detector UV-Visivel foi
utilizado para a detecgdo do GQ-2 e do diazepam (padrdo interno). Para a
separacdo dos compostos utilizou-se uma coluna BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7
Kum) com pré-coluna C18 (2,1 x 5 mm, 1,7 um) mantidas a temperatura de 30°C
e a fase moével foi constituida de acetonitrila: agua na proporcao de 80 e 20%
respectivamente, em modo isocratico e fluxo de 0,4 mL/min. O volume de

amostra injetado foi de 10 uL e o tempo de corrida de 2,5 minutos.
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4.4 Determinacao da estabilidade quimica do GQ-2 em tampao (pH 1,2 e
7,4)

4.4.1 Curva analitica

Uma curva analitica (7,8 a 250 ng/mL) foi construida para a

quantificagdo do GQ-2 em solu¢do aquosa tamponada (pH 1,2 e 7,4).

4.4.2 Tampao de Clark-Lubs (pH 1,2)

Para a realizagdo do teste de estabilidade em pH 1,2 foi preparada uma

solucao tampao de Clark-Lubs.

e Tampdao de Clark-Lubs: preparou-se uma solucao de cloreto de potassio
na concentracdo de 0,2 M e uma solucdo de acido cloridrico na
concentracdo de 0,2 M. Em seguida foi adicionada quantidade
suficiente da solucdo de &cido cloridrico a solugdo de cloreto de

potassio até alcancar o pH desejado de 1,2.

4.4.3 Tampao fosfato de potassio (pH 7,4)

Para a realizagdo do teste de estabilidade em pH 7,4 foi preparada uma

solucao tampao fosfato de potassio.

e Tampdo fosfato de potassio: preparou-se uma solucao de fosfato de
potassio na concentracao de 0,1 M e uma solugéo de acido cloridrico na
concentracdo de 0,1 M. Em seguida foi adicionada quantidade
suficiente da solucdo de &acido cloridrico a solugdo de fosfato de

potassio até alcancar o pH desejado de 7,4.
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4.4.4 Procedimento de analise das amostras

O ensaio foi realizado em triplicata. Em 14,7 mL de tampé&o foi adicionado
300 pL da solugao estoque de GQ-2 (100 pug/mL em acetonitrila) para produzir
uma concentracdo nominal de 200 ng/mL. A mistura foi mantida sob agitacao e
temperatura (37°C) constantes com o auxilio de um agitador magnético e
manta aquecedora. As amostras — aliquotas de 100 pL - foram coletadas nos
tempos: 0; 0,08; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 e 6 horas para o ensaio em pH 1,2. Ja para o
ensaio em pH 7,4 as amostras foram coletadas nos tempos: 0; 0,08; 0,25; 0,5;
1; 2; 4; 6; 12, 18 e 24 horas. Em seguida foram diluidas em fase moével
[acetonitrila:dgua (80:20)] na proporcao 1:10 e analisadas pelo método analitico
descrito no item 4.3.2 a fim de determinar se o farmaco é estavel em

condi¢des que simulam as condicées estomacal e intestinal.

4.5 Determinacao da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de rato e

humano

4.5.1 Curva bioanalitica

Uma curva bioanalitica preliminar (125 a 1500 ng/mL) foi construida para
a quantificacdo do GQ-2 em plasma.

4.5.2 Procedimento de analise das amostras

O ensaio foi realizado em triplicata. Em 9,93 mL de plasma isento de
analito, foi adicionado 70 pL da solu¢do de trabalho de GQ-2 (10 pg/mL em
acetonitrila) para produzir uma concentracdo nominal de 700 ng/mL. A mistura
foi mantida sob agitacao e temperatura (37 °C) constantes com o auxilio de um
agitador magnético e manta aquecedora. As amostras — aliquotas de 200 pL -
foram coletadas nos tempos: 0, 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18 e 24 horas,

processadas de acordo com o item 4.6.2 e analisadas pelo método bioanalitico
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descrito no item 4.3.2, a fim de determinar se o farmaco é susceptivel a acao

das enzimas plasmaticas.

4.6 Determinacao do log P

Inicialmente foi determinado o log P previsto do GQ-2 pelo software
Chemdraw® Ultra v. 8.0 e pelo software on-line ALOGPS 2.1. A partir desses
resultados foi realizada a determinacdo experimental por método

cromatografico.

O sistema cromatografico consistiu de um UPLC Acquity® com detector
UV-Visivel. A separacgéao foi feita por uma coluna C18 BEH 2,1 x 50mm, 1,7um
e com pré-coluna C18 BEH 2,1 x 5mm, 1,7um, mantida a uma temperatura de
30°C. A fase moével foi Metanol:Acido férmico 0,1% (70:30) pH 4 e fluxo de 0,4
mL/min. O volume de injecao foi de 2uL.

O ensaio foi realizado com base no Guideline 117 (1989) da OECD.
Foram selecionadas substancias cuja curva de log k (log do fator de
capacidade) versus o log P compreendesse o log P previsto para o GQ-2
(Tabela 2).

Tabela 2. Substancias utilizadas na curva para a determinagéo do log P do GQ-2.

Substancia Log P
Acetanilida 1

Acetofenona 1,7
Benzeno 2,1
Clorobenzeno 2,8
Timol 3,3
Fenantreno 4.5
Trifenilamina 5,7

DDT 6,5
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O logaritmo do fator de capacidade k de cada substancia da Tabela 1 foi
calculado e plotado em funcdo de seu log P para constru¢cdo da equagao de
regressao linear que foi utilizada para o calculo do log P do candidato a

farmaco, GQ-2.

4.7 Desenvolvimento de método bioanalitico para determinacao do GQ-2
em plasma

4.7.1 Condicoes cromatograficas

As condicbes cromatograficas utilizadas para o desenvolvimento e

validacdo do método bioanalitico estdo descritas no item 4.3.2.

4.7.2 Processamento da amostra biolégica

Em um microtubo plastico de 1,5 mL contendo 200 pyL de plasma
adicionado de GQ-2, foram adicionados 200 pl de Pl (diazepam 2,5 ug/mL em
acetonitrila). A mistura foi agitada em vértex por 30 segundos e, em seguida,
centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos. Retirou-se 250 pyL do sobrenadante,
o qual foi filtrado em filtro PVDF com tamanho de poro de 0,22 pym e 10 pL

foram introduzidos no sistema cromatografico (Fluxograma 1).



49

Fluxograma 1: Processamento da amostra biolégica para quantificagdo do GQ-2.

200 pl de plasma

-

200 pl de PI (2,5 pg/mL em
acetonitrila)

Vértex por 30 segundos

Centrifugac¢ao 13.000 x g por 15 min.

Sobrenadante
(250 pL) }

Filtracdo através de filtro PVDF

Injecao de 10 pL }

4.7.3 Validacao do método bioanalitico

A validacdo garante, através de estudos experimentais, que o0s
procedimentos adotados no método bioanalitico desenvolvido atenda aos
requisitos pré-estabelecidos, assegurando os seus limites de confianca e
possibilitando que o0 mesmo seja aplicado nos estudos de farmacocinética. O
método foi validado de acordo com o Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
resolucao RE n° 899, de 29 de maio de 2003 e resolucdo RDC n°27, de 17 de
maio de 2012. Os parametros determinados foram: seletividade, linearidade,
precisao e exatidao, limite inferior de quantificacao (LIQ), limite de deteccgao
(LD), recuperacao, estabilidade e efeito residual.
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4.7.3.1 Linearidade

A curva analitica para o GQ-2 (1,953 a 250 ng/mL) foi construida
plotando-se a razao da area dos picos do analito e do Pl contra a concentragéao
nominal do analito. Os critérios de aceitacao da linearidade sao: coeficiente de
correlacado acima de 0,98 e exatidao de 85 a 115%, exceto para o LIQ, em que
a exatidao pode ser de 80 a 120%.

4.7.3.2 Limite Inferior de Quantificacao (LIQ)

O LIQ foi determinado como sendo a menor concentracdo do analito
quantificada com exatidao de 80 a 120% e precisado de 0 a 20%.

4.7.3.3 Limite de Deteccao (LD)

O LD foi determinado como sendo a menor concentragdao do analito
detectada, cuja area do pico apresente um valor 3 vezes superior ao ruido da
linha de base.

4.7.3.4 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatidao foram avaliadas intra-corridas — determinada
através de 5 analises dos controles de qualidade alto (CQA), médio (CQM),
baixo (CQB), controle de qualidade diluido (CQD) e LIQ (CQ-LIQ) em um
mesmo dia, e inter-corridas — determinada em trés dias consecutivos. Os
critérios de aceitagdo foram precisdao de 0 a 15% e exatidao de 85 a 115%,
exceto para o LIQ, cujos valores aceitaveis sao precisao de 0 a 20% e exatidao
de 80 a 120%.
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4.7.3.5 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em relacdo as substancias
enddgenas presentes na matriz bioldgica utilizada (plasma de rato).

4.7.3.6 Recuperacao

A recuperacao expressa a eficiéncia do procedimento de extracdo da
amostra a partir da matriz biolégica. O teste foi realizado comparando-se os
resultados de amostras extraidas com os resultados das solu¢cées néao
extraidas que representam 100% de recuperag¢ao, em 3 concentragdes: 200
ng/mL (CQA), 62,5 ng/mL (CQM) e 3,9 ng/mL (CQB). As solucbes nao
extraidas foram preparadas pela adicdo de concentracdes conhecidas do
composto (CQA, CQM e CQB) ao extrato final do processamento das amostras
de plasma isentas de farmaco (plasma branco). E desejavel uma recuperacio
do analito pr6ximo a 100%.

4.7.3.7 Estabilidade

A estabilidade visa determinar a capacidade do analito em se manter
quimicamente inalterado durante determinado intervalo de tempo, sob
condigbes especificas. Essa avaliagdo é necessaria devido a necessidade de

armazenamento das amostras apés coleta ou processamento.

Foram realizados os ensaios de estabilidade de curta duracdo, no qual
os CQs foram mantidos a temperatura ambiente (37°C) pelo periodo de 4
horas; estabilidade pos-processamento, em que a estabilidade do farmaco foi
avaliada no extrato final obtido ap6s o processamento das amostras, mantidas
a temperatura de 10°C (temperatura do auto injetor) pelo periodo de 24 horas;
estabilidade ap6s ciclo de congelamento e descongelamento, no qual os CQs
foram congelados a -20°C pelo periodo de 24 horas seguido pelo
descongelamento a temperatura ambiente. Este ciclo foi realizado por trés

vezes.
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Os ensaios em matriz biolégica foram realizados utilizando-se o CQA
(200 ng/mL) e CQB (3,9 ng/mL), em quintuplicata. Os compostos séao
considerados estaveis quando n&o se observa desvio maior que 15% do valor
obtido das amostras recém-preparadas. Todas as amostras de controle de
qualidade (CQs) foram processadas e analisadas conforme descrito
anteriormente nos itens 4.6.2 e 4.3.2, respectivamente.

4.7.3.8 Efeito residual (carryover)

O efeito residual expressa a ocorréncia do aparecimento ou 0 aumento
do sinal gerado pelo analito ou PI, devido a contaminacdo resultante de
amostras anteriormente analisadas. O teste foi realizado através de 3 analises
da mesma amostra branco, sendo uma andlise realizada antes e outras duas
logo apdés a analise de uma amostra processada — CQA (200 ng/mL). Os
resultados foram comparados com aqueles obtidos de amostras processadas
do LIQ e os picos interferentes no tempo de retencédo do analito e do Pl devem

ser inferiores a 20% e a 5% da resposta do LIQ, respectivamente.

4.7.4 Analise dos resultados da validacao

Os calculos de regresséo linear, desvio padrao relativo (DPR) e acurécia

foram realizados utilizando-se o programa Origin® versao 7.

4.8 Perfil farmacocinético

4.8.1 Protocolo experimental

O protocolo descrito foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas UNESP/Araraquara, sob o

parecer de numero 31/2011 (anexo 1).
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4.8.2 Animais

Foram utilizados ratos wistar, com peso aproximado de 250-300g,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista
Unesp/Botucatu. Os animais foram transferidos para o biotério do
Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas Unesp/Araraquara, os quais foram mantidos em
condi¢des controladas de temperatura (23 £ 12 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 25 animais, distribuidos nos seguintes grupos:

e Grupo farmacocinética | (n=5): dose unica de GQ-2 (12mg/Kg) por via
oral.

e Grupo farmacocinética Il (n=10): dose Unica de GQ-2 (12mg/Kg) por via
intraperitoneal.

e Grupo farmacocinética Ill (n=10): dose Unica de GQ-2 (3mg/Kg) por

gavagem via intravenosa.

A dose selecionada para este estudo foi calculada por extrapolacédo
alométrica a partir dos estudos de atividade realizados por MOURAO e

colaboradores (2006) em camundongo swiss (20 mg/Kg).

4.8.3 Procedimento cirdrgico para implantacao de canulas

A canulacao da artéria femoral do animal foi realizada para a coleta das
amostras de sangue, enquanto a canulacdo da veia foi realizada para a

administragdo do farmaco.

Antes do inicio do procedimento cirdrgico o animal foi anestesiado com
xilazina (5,5 mg/Kg) e quetamina (73 mg/Kg) por via intraperitoneal. Em
seguida foi realizada a tricotomia da face ventral superior da pata traseira e da

regido dorsal proxima a nuca, onde a canula é externada. Uma pequena
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incisdo foi realizada na face ventral superior da pata traseira e pelo tato
encontrou-se a artéria femoral através de sua pulsacdo. O feixe vasculo-
nervoso foi exposto e, em seguida, o vaso a ser canulado foi isolado e por meio
de pequena seccéo foi introduzido o tubo de polietileno P-10 fundido a um tubo
polietileno P-50 preenchido com heparina 2% para impedir a coagulacdo. Com
auxilio de um trocater a canula na regiao cervical do animal foi externada e
entrelagada com a sutura do local. O animal manteve-se em recuperacao por
um periodo de 24 horas e foi utilizado no maximo 72 horas depois do periodo
de recuperagao (CAMPQOS, 2012).

4.8.4 Grupo Farmacocinética l, Il e lll

Os animais ap6s jejum de 12 horas receberam GQ-2 pela via oral, em dose
unica (12mg/Kg) (grupo farmacocinética 1), pela via intraperitoneal, em dose
unica (12 mg/Kg) (grupo farmacocinética Il) e pela via intravenosa em dose
unica (3 mg/Kg) (grupo farmacocinética Ill) com livre acesso somente a agua.
Apoés a administracao do farmaco, foram realizadas coletas seriadas de sangue
por canula previamente implantada na artéria femoral. Aliquotas de 500 pL
cada foram coletadas em eppendorfs heparinizados nos tempos 0,08; 0,25; 0,5;
0,75; 1;1,5; 3; 6; 12 e 24 horas ap6s a administracdo. Foi respeitado o volume
maximo de remocdo de sangue permitido para cada animal sem que haja
alteracoes fisiolégicas significativas o qual, de acordo com DIEHL et al (2001),
€ de 3,5 mL. Para a construcdo da curva de concentragdo plasmatica versus

tempo de cada grupo, foi utilizado um total de 10 animais.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 13.000 x g e os plasmas

mantidos a —20° C até a realizagdo das andlises laboratoriais

4.8.5 Analise farmacocinética

A disposicao cinética do composto GQ-2 foi avaliada apds a
administragdo em dose Unica de 12 mg/Kg pela via oral e intraperitoneal e em

dose unica de 3mg/Kg pela via intravenosa. Os parametros farmacocinéticos
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foram calculados através das curvas concentracdo plasmatica versus tempo
(BJORNSSON, 1997). As meias vidas e as constantes de velocidade foram
determinadas através do modelo bicompartimental, escolhido apés inspecao
visual e avaliacao do coeficiente de correlacao (BOROUJERDI, 2002).

A ASCy. foi calculada através do método dos trapezoides, em que a
média das concentracdes plasmaticas de cada intervalo € multiplicada por este
intervalo de tempo, com posterior soma de todos (Equacao 2).

Cp;+C
Zn Di pz+1 X At

Equacao 2 ASC 0—tn

Na equacéao, Cp é a concentracao plasmatica e t € o tempo.

Ja para o calculo da ASCy-. utilizou-se a equacao 3.

Equacdo 3 ASC, ., = ASC,_,, (Cg )

Sendo que Cpn é a ultima concentragdo da curva de concentracédo
plasmatica versus tempo e ke ou B é a inclinacdo da reta de regresséo linear
do logaritmo das concentracbes plasmaticas pelo tempo, na fase de
eliminacéo. A reta de regressao também apresenta o parametro B, o qual é a
interseccdo da reta de regressdo linear do logaritmo das concentracdes

plasmaticas versus tempo, na fase de eliminacao.

No modelo bicompartimental além de determinar a constante de
eliminacéo, também determina a constante de distribuicdo (K, 0ou a) que rege o
primeiro decaimento da curva de concentracdo plasmatica versus tempo.
Porém, a primeira inclinagdo observada nos dados absolutos € a soma da
eliminacdo e da distribuicdo, sendo necessario isolar a reta de distribuicéo
através dos métodos dos residuos (Figura 7). Para este fim, a equacéao 4 foi
utilizada para calcular os valores teéricos das concentracbes plasmaticas
através da equacao exponencial da fase de eliminagéo.
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Equacao 4
— —pt
Cpteérica =B Xe p

Em que B e B representam a interseccdo e a inclinagdo da reta de
regressao linear do logaritmo das concentracbes plasmaticas versus tempo,
respectivamente, na fase de eliminacdo e t € o tempo, o qual deve ser o

mesmo das concentragdes experimentais.

O logaritmo do residuo entre a concentracdo plasmatica teérica e a
concentracao plasmatica experimental possibilitara a criagdo da reta residual,
cuja inclinacdo e interseccdo sdao ky € A, respectivamente. Através desses
parametros, a equacao biexponencial (equacdo 5) que rege o modelo

bicompartimental é criada.
Equagéo 5 Cpr =A X e"® + B X e Pt

Em que Cp; € uma concentracéo plasmatica em determinado tempo t.

Figura 7 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 (interseccéo e a inclinagao da reta
na fase terminal, respectivamente) e A e a (inclinagcdo e a intersecgéo da
reta, respectivamente).

'S
Cp
P,
A b \\\
B ’-":-»..M_ ‘::‘\ -\‘tM
M‘;S:‘{ \\Ij‘?\\
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Para o célculo da meia vida de eliminagao foi utilizada a constante kel ou
B aplicando-se a equagéo 6.
Ln 2
Equacdo 6 ty, = —

B

O calculo do clearance total foi realizado através da equagéo 7, modelo

independente.

DOSE

; Cl = ——
Equacao 7 ASCy—-

O volume de distribuicao (Vdaea) foi calculado pela equacao 8.

Cl

Equacao 8 Vdarea = Kop
e

A relacao entre ASCy. e ASCo-- foi utilizada para verificar se o tempo de
coleta foi suficiente para a determinacdo confiavel dos parametros
farmacocinéticos. Deseja-se que esta relacao seja igual ou superior a 0,8, de
acordo com a RE n°1.170, de 19 de abril de 2006 (ANVISA).

ASCO-t

Equacéo 9 Rarea = ASCO—inf

4.9 Determinacao dos parametros bioquimicos hepaticos e renais

A avaliagdo das fungbes hepatica e renal foi realizada através da
determinacao de alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST),
creatinina e ureia antes e apds exposicao ao GQ-2. Para a determinagao dos
parametros bioquimicos foram utilizados 5 animais, os quais receberam GQ-2
pela via intraperitoneal e pela via intravenosa, em dose Unica de 12 mg/Kg e 3

mg/Kg, respectivamente. As amostras de sangue foram coletadas antes e apés
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o tratamento (24 horas) com o farmaco através de cénula previamente
implantada na artéria femoral e, em seguida, centrifugadas a 13.000 x g e 0s
plasmas mantidos a —20° C até a realizacdo das andlises laboratoriais.

O equipamento utilizado para quantificacdo das enzimas supracitadas foi
o leitor de placa Power Wave HT — Biotek.

4.9.1 Determinacao de ALT e AST

As determinagbes de ALT e AST foram realizadas por método
colorimétrico - reacdo de Reitman Frankel utilizando-se Kit Labtest® (Ref. 53 e
52). As etapas envolvidas na determinacdo das transaminases estdo descritas

a sequir:

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina para o
cetoglutarato com a formacao de glutamato e piruvato.

ALT
L-alanina + cetoglutarato —— piruvato + L- glutamato

O piruvato é reduzido a lactato pela acao da lactato desidrogenase
(LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD".

LDH
Piruvato + NADH ——  L-lactato + NAD

A diminuicao da absorbancia em 340 nm, em funcao do tempo, devido a
oxidagao da coenzima NADH, é diretamente proporcional a atividade da ALT

na amostra.

A AST catalisa a transferéncia do grupo amino do acido aspartico para o
cetoglutarato com a formacao de glutamato e oxalacetato.
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AST

I L- gl
L-aspartato + cetoglutarato oxalacetato + L- glutamato

O oxalacetato é reduzido a malato pela acdo da malato desidrogenase
(MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD".

MDH

Oxalacetato + NADH —»

malato + NAD*

A diminuicao da absorbancia em 340 nm, em funcao do tempo, devido a
oxidacao da coenzima NADH, é diretamente proporcional a atividade da AST

na amostra.

As analises de transaminases foram realizadas antes e depois do inicio

do tratamento dos animais para que se tenha um pardmetro comparativo.

4.9.2 Determinacao de Creatinina

Alteracbes da funcdo renal podem ser avaliadas através da
determinacgdo dos niveis séricos de creatinina. Essa avaliagdo foi realizada em

amostras de sangue por reacdo de ponto final utilizando Kit Labtest® (Ref. 35).

O método utilizado baseia-se na observacdo de que a reacdo da
creatinina com o picrato alcalino é muito rapida, enquanto a reacédo do picrato
com os cromogénios é mais lenta. A medida da reagdo nos primeiros minutos

permite a determinagéo da creatinina.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solucéo de
picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que sera

medido fotometricamente (Kit Labtest).
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Creatinina + Acido Picrico ——— Picrato de Creatinina

A determinagéo de creatinina foi feita antes e ap6s o tratamento com os

descritos anteriormente.

4.9.3 Determinacao de Ureia

A determinacdo da ureia em amostras de sangue através de reacao de
ponto final é Gtil na avaliagdo da funcao renal. Esse parametro bioquimico foi
determinado utilizando-se Kit Labtest® (Ref. 27). O principio da técnica para
determinacao de ureia é descrito a seguir:

A ureia € hidrolisada pela urease, gerando amdnia e diéxido de carbono.

urease

Ureia + HoO 2 NH3 + CO9

A amébnia reage com o 2 cetoglutarato e NADH em uma reacdo
catalisada pela glutamato desidrogenase (GLDH), ocorrendo oxidacdo da
NADH a NAD. A consequente reducao da absorbancia, medida em 340 ou 365
nm, é proporcional a concentragao de ureia na amostra (Kit Labtest).

GLDH

2 cetoglutarato + NH3 + NADH L-Glutamato + NAD

A determinacdo de ureia foi feita antes e ap6s os determinados

tratamentos.
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4.10 Determinacao glicose e colesterol

Devido ao potencial hipoglicemiante do GQ-2 para o tratamento do DM2, a
avaliacdo dos niveis de colesterol e glicose torna-se relevante. As
determinacdes foram realizadas antes e apds a exposicdo ao GQ-2. Foram
utilizados 5 animais, os quais receberam GQ-2 pela via intraperitoneal e pela
via intravenosa, em dose Unica de 12 mg/Kg e 3 mg/Kg, respectivamente. As
amostras de sangue foram coletadas antes e apds o tratamento (24 horas) com
o farmaco através de canula previamente implantada na artéria femoral e, em
seguida, centrifugadas a 13.000 x g e os plasmas mantidos a —20° C até a

realizacdo das analises laboratoriais.

O equipamento utilizado para quantificacdo das enzimas supracitadas foi
o leitor de placa Power Wave HT — Biotek.

4.10.1 Determinacao de Colesterol

A determinagdo do colesterol em amostras de sangue foi realizada
através de reacao de ponto final — método enzimatico-Trinder utilizando-se Kit
Labtest® (Ref. 76). As etapas envolvidas na determinacdo do colesterol estdo

descritas a seguir:

Os ésteres de colesterol na amostra sao hidrolisados a colesterol livre e

acidos graxos pela acao da enzima colesterol esterase.

Colesterol esterase

- . I rol + aci rax
Esteres de colesterol » Colesterol +ac dos graxos

O colesterol formado é, em seguida, oxidado pela colesterol oxidase a
colest-4-em-ona e peroxido de hidrogénio:

Colesterol oxidase

Colesterol + O, > colest-4-em-ona + H-,O
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O peréxido de hidrogénio em reacao catalisada pela peroxidase oxida o
fenol e a 4-aminoantipirina formando antipirilquinonimina. A intensidade de cor
da antipirilquinonimina é proporcional a concentracdo de colesterol presente na

amostra que tem absortividade maxima em 500 nm.

Peroxidase
2H,0, + Fenol + 4-aminoantipiina ——» antipirilquinonimina

4.10.2 Determinacao de Glicose

A determinacao da glicose em amostras de sangue foi realizada através
de reacéo de ponto final — método GOD-Trinder utilizando-se Kit Labtest® (Ref.
133). As etapas envolvidas na determinacdo da glicose estdo descritas a
sequir:

A enzima glicose oxidase, em fase aquosa, catalisa a oxidacado da
glicose presente na amostra produzindo &acido glucénico e perdxido de
hidrogénio:

Glicose oxidase
Glicose + O, + H-O » acido glucénico + HO,

O peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
sob agéo catalisadora da peroxidase formando a antipirilquinonimina de cor
vermelha cuja intensidade da cor é proporcional a concentracdo da glicose

presente na amostra.

Peroxidase o o
2H,0, + 4-aminoantipirina + fenol ——— antipirilquinonimina + 4H:0
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4.11 Analise estatistica

Os ensaios de estabilidade quimica e ex vivo foram analisados
utilizando-se ANOVA simples seguido do teste de Tukey. Os parametros
farmacocinéticos dos grupos foram apresentados através das medianas,
médias e intervalo de confianca (IC 95). Ja os parametros bioquimicos foram
comparados por andlise de teste t pareado e pelo teste de Wilcoxon nao
paramétrico para os parametros que nao passaram no teste de normalidade,
considerando-se as diferencas intra-grupo (tempos 0 e 24 h) e inter-grupos. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism
versao 5.0, com nivel de significancia de 0,05. Os célculos de regressao linear
das curvas de calibracdo e coeficientes de variagcdo (CV%) foram realizados

utilizando-se o programa Origin®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos de pré-formulacao

5.1.1 Solubilizacao do farmaco

Recomenda-se que as avaliacdes preliminares do perfil farmacocinético
de novos farmacos sejam realizadas através da solubilizacdo do composto e
administracgo na forma de solugdo. Desta forma, os parametros
farmacocinéticos obtidos devem sofrer pouca ou nenhuma influéncia das
caracteristicas da pré-formulacao e, em geral, sdo particularmente relacionados
com as caracteristicas do farmaco per se (NEERVANNAN, 2006; BUGGINS et
al., 2007).

A solubilizacdo do farmaco em agua ou em solugao salina é considerada ideal
para este tipo de investigacdo. No entanto, nem sempre a solubilidade de
novos farmacos nestes veiculos é suficiente para que se obtenham solucées

de volume adequado para a administracao por diferentes vias.

A Tabela 3 apresenta a classificagdo de solubilidade encontrada para o
GQ-2.

Tabela 3. Classificacao de solubilidade do GQ-2.

Solventes Classificacao de solubilidade do GQ-2
H,0 Praticamente insoldvel
Propilenoglicol Muito pouco insoluvel
DMSO Pouco soluvel
Metanol Muito pouco soluvel
Etanol Muito pouco soluvel
Tween 80 Muito pouco soltvel
Acetonitrila Muito pouco soluvel

Considerando os resultados de solubilidade, para a via IP foi escolhida
uma mistura de propilenoglicol: tween 20 na proporcao 2:1. Cinco gotas dessa
mistura foi adicionada a 10 mg do farmaco e, em seguida, 5 mL de soro

fisiologico foi adicionado formando uma suspensdo na concentracdo de 5
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mg/mL, portanto o volume administrado foi de 2,4 mL/Kg. Ja para a via IV,
utilizou-se dimetilsulféxido (DMSO) como veiculo obtendo uma solucdo na
concentragdo de 5 mg/mL e o volume administrado foi de 0,6 mL/Kg, pois
segundo NEERVANNAN (2006) e DIEHL et al (2001), o volume de dose ideal
administrado pela via intravenosa em ratos com peso aproximado de 2509 é de
1,25 mL. Deste modo, a dose de 12 mg/Kg foi diminuida em 4 vezes (3 mg/Kg)
a fim de respeitar o volume ideal de dose e evitar efeitos tdxicos do veiculo.

5.2 Determinacao da absortividade do composto por analise

espectrofotométrica

A solugédo de GQ-2 (100 pg/mL em acetonitrila) foi submetida a andlise

de varredura através do espectrofotdmetro (Power Wave HT, Biotek®).

Figura 8. Espectrograma do composto GQ-2 na concentragéo de 100 ug/mL em acetonitrila.
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De acordo com o espectrograma acima (Figura 8) foi possivel observar
que o resultado da analise apontou dois picos de absorcao: o primeiro préximo
a 200 nm e o segundo em 330 nm. Deste modo, o comprimento de onda em
330 nm foi escolhido para ser utilizado nos experimentos por apresentar maior

absortividade, ou seja, maior intensidade de resposta.
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5.3 Determinacao da estabilidade quimica do GQ-2 em tampao (pH 1,2 e
7,4)

O GQ-2 foi submetido aos ensaios de estabilidade quimica em solucéo
aquosa tamponada (pH 1,2 e 7,4) de modo a mimetizar a acdo do pH
estomacal e intestinal e assim, observar o comportamento do farmaco sob

essas condicoes.

5.3.1 Curva analitica

A curva analitica foi desenvolvida para a quantificacdo do GQ-2 em
solucdo aquosa tamponada. Construiu-se a curva analitica com 6 niveis de
concentracdo — 7,8 a 250 ng/mL em triplicata. O método de regressdao dos
minimos quadrados foi utilizado para verificar a linearidade da curva analitica.
O coeficiente de correlacao (r) obtido foi de 1, acima de 0,98, e os valores de
exatidao foram entre 97,3-108,7%, demonstrando que a curva analitica esta de
acordo com os critéerios de aceitacdo da linearidade estabelecidos pela
ANVISA. A equacdo de linearidade e o valor de p foram y=117,51 %
81,6x+283,29 + 0,69 e p= 1,22x107'°, respectivamente de acordo com a figura
9.

Figura 9 Curva analitica do GQ-2 (7,8 a 250 ng/mL).
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5.3.2 Determinacao da estabilidade quimica do GQ-2 em tampao (pH 1,2)

O GQ-2 foi quantificado através do método analitico desenvolvido a
partir de aliquotas retiradas nos tempos determinados, em triplicata. A figura 10

demonstra a estabilidade do GQ-2 sob temperatura e agitagdo constante em
pH 1,2.

Figura 10. Estabilidade do GQ-2 em solu¢ao tampao pH 1,2 (200 ng/mL).
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* p<0,05 em relagao ao tempo 0 (ANOVA simples, seguido do teste de tukey).

Em pH 1,2 0 GQ-2 manteve-se estavel até o periodo de 15 minutos, pois
houve diferenca significativa (p<0,05) nas concentracdes dos tempos de 0,5, 1,
2,4 e 6 horas (108,1 £ 5,54; 82,58; + 17,32; 59,64 + 28,35; 57,19 £ 4555 e
13,46 + 11,40 ng/mL, respectivamente) em relagdo ao tempo 0 hora (183,4
0,56 ng/mL). Assim, foi possivel observar que o GQ-2 ndo apresenta
estabilidade adequada em pH acido havendo a precipitacdo e/ou degradacao
do mesmo sob essas condi¢des, o que implica na auséncia e/ou ineficacia do

processo de absorcdo do farmaco no estémago quando administrado pela via
oral.

5.3.3 Determinacao da estabilidade quimica do GQ-2 em tampao (pH 7,4)

O GQ-2 foi quantificado através do método analitico desenvolvido a

partir de aliquotas retiradas nos tempos determinados, em triplicata. A figura 11
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demonstra a estabilidade do GQ-2 sob temperatura e agitagcdo constante em
pH 7,4.

Figura 11. Estabilidade do GQ-2 em solu¢ao tampao pH 7,4 (200 ng/mL).
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* p<0,05 em relagao ao tempo 0 (ANOVA simples, seguido do teste de tukey).

Em pH 7,4 o0 GQ-2 manteve-se estavel até o periodo de 6 horas, pois
houve diferenca significativa (p<0,05) nas concentracdes dos tempos 8, 12, 18
e 24 horas (133,6 £ 14,26; 116,5 £ 23,68; 111,7 + 24,07 ¢ 129,4 £ 10,03 ng/mL,
respectivamente) em relacdo ao tempo 0 horas (180, 5 + 5,03 ng/mL). Assim,
foi possivel observar que o GQ-2 apresenta estabilidade adequada em pH
basico pelo periodo de 6 horas, sugerindo que nao ocorre interferéncia no
processo de absor¢do do farmaco pelo intestino decorrente da precipitacdo ou
degradacao do farmaco em contato com o pH intestinal.

5.4 Determinacao da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de rato e
humano

O ensaio da estabilidade ex vivo em plasma de rato e humano foi
realizado com a finalidade de avaliar a suscetibilidade do GQ-2 a degradacao
pelas enzimas plasmaticas.
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5.4.1 Curva bioanalitica

Uma curva bioanalitica preliminar foi desenvolvida para a quantificacéo
do GQ-2 em plasma durante os ensaios de estabilidade ex vivo. Construiu-se a
curva analitica com 6 niveis de concentracdo — 125 a 1500 ng/mL em triplicata
(Figura 12). O método de regressao dos minimos quadrados foi utilizado para
verificar a linearidade da curva analitica. O coeficiente de correlacao (r) obtido
foi de 0,99, acima de 0,98, e os valores de exatidao foram entre 96,0-105,6%,
demonstrando que a curva analitica esta de acordo com os critérios de
aceitacao da linearidade estabelecidos pela ANVISA. A equacao de linearidade
e o valor de p foram y=0,006 *+ 0,0003-0,0115 + 0,29 e p=1,21x10%,

respectivamente.

Figura 12. Curva bioanalitica preliminar do GQ-2 (125 a 1500 ng/mL).
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5.4.2 Determinacao da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma de rato

O GQ-2 foi quantificado através do método bioanalitico desenvolvido a
partir de aliquotas retiradas nos tempos determinados, em triplicata. A figura 13
demonstra a estabilidade do GQ-2 sob temperatura e agitagdo constante em

plasma de rato.
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Figura 13. Estabilidade do GQ-2 em plasma de rato (700 ng/mL).
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Através dos resultados obtidos na figura 13 pode-se observar que houve
diferenca significativa (p<0,05) nas concentracées dos tempos 18 e 24 horas
(494,6 £ 19,54 e 348,8 + 30,56 ng/mL, respectivamente) quando comparado ao
tempo 0 hora (771,0 £ 130,2 ng/mL). Esses resultados demonstram que o GQ-
2, até o periodo de 12 horas, apresentou-se estavel frente a hidrélise
enzimatica, em plasma de rato.

5.4.3 Determinacao da estabilidade ex vivo do GQ-2 em plasma humano

O GQ-2 foi quantificado através do método bioanalitico desenvolvido a
partir de aliquotas retiradas nos tempos determinados, em triplicata. A figura 14
demonstra os resultados da estabilidade do GQ-2 sob temperatura e agitacao
constante em plasma humano.
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Figura 14. Estabilidade do GQ-2 em plasma humano (700 ng/mL).
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Através dos resultados obtidos na figura 14 pode-se observar que houve
diferenca significativa (p<0,05) nas concentracdoes dos tempos 12, 18 e 24
horas (523,8 + 171,8, 427,3 + 96,12 e 289,7 + 92,8 ng/mL, respectivamente)
quando comparado ao tempo 0 hora (579,5813,1 + 139,6 ng/mL). Esses
resultados demonstram que o GQ-2, até o periodo de 8 horas, apresentou-se

estavel frente a hidrélise enzimatica, em plasma humano.

O GQ-2 apresentou maior estabilidade em plasma de rato (12 horas)
quando comparado ao plasma humano (8 horas), no entanto, ndo ha diferenca
estatistica (p<0,05 — teste de Mann - Whitney) entre os dois perfis de
decaimento (Tabela 4).

Tabela 4. Valores dos perfis de decaimento em plasma de rato e humano. Expressos
pela média, desvio padrao (%) e IC (95).

Plasma Média DP (%) IC- IC+
Rato 0,03 0,01 0,01 0,04
Humano 0,04 0,01 0,01 0,07
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5.5 Determinacao do log P

O log P previsto do GQ-2 foi determinado pelo software ChemDraw® Ultra 8.0
e ALOGPS 2.1, sendo observados os valores de 4,5 e 4,4, respectivamente.
Deste modo, foram selecionadas as substancias cuja curva do log k versus o

log P compreendesse esses valores.

A curva de linearidade (Figura 15) dos padrbes em duplicata permitiu a
construcdo da equacéao y=0,2973x — 0,3539 e coeficiente de correlacéo, r =
0,9953. O log k do GQ-2 foi determinado a partir de seu tempo de retencao.
Aplicando-se a equagéo da curva de linearidade ao log k obteve-se um log P
de 6,168+0,000394.

Figura 15. Curva de linearidade de log k versus log P das substancias
selecionadas.
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O coeficiente de particdo (log P) é utilizado em estudos estrutura-
atividade (QSAR) e expressa de modo quantitativo a lipossolubilidade de
compostos bioativos (GOODWIN et al., 2012). A lipossolubilidade, por sua vez,
€ uma caracteristica fisico-quimica de grande relevancia por estar relacionada
diretamente com o perfil farmacocinético dos farmacos, influenciando na
permeabilidade da membrana e, portanto, nos processos de absorcédo e
distribuicdo, na ligacao as proteinas plasmaticas e no metabolismo (hepatico
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ou renal). Assim, a avaliacdo dos parametros fisico-quimicos no inicio do
processo de desenvolvimento de novos farmacos é essencial para a escolha
de moléculas com perfil farmacocinético promissor (PANCHAGNULA e
THOMAS, 2000; GOODWIN et al., 2012).

Deste modo, Lipinski e colaboradores (1997) criaram a “regra dos 5 de
Lipinski” que estabelece os parametros desejados para que um farmaco
apresente perfil farmacocinético adequado, sao eles: log P < 5; peso molecular
< 500 Da; numero de ligagdes de hidrogénio < 5 e numero de aceptores de
hidrogénio < 10. Esta regra é considerada uma ferramenta preditiva do
comportamento in vivo do composto com base em suas caracteristicas fisico

guimicas, de forma direta e determinante.

Dentre os parametros da “regra dos 5 de Lipinski” cita-se o log P que
refere-se a quantidade de espécies nao ionizadas distribuidas na interface
octanol/agua. Log P positivo infere que ha mais moléculas nao ionizadas no
solvente octanol do que em agua, sugerindo que esta espécie é mais lipofilica.
Enquanto que log P negativo, ao contrario, infere que a molécula é mais
hidrofilica (TSAIOUN e KATES, 2011).

O GQ-2 apresentou um valor de log P experimental de 6,168 sendo
classificado, portanto, como um farmaco altamente lipofilico, pois apresenta um
valor superior ao estabelecido pela regra de Lipinski (log P < 5). A alta
lipossolubilidade, inerente ao GQ-2, indica que o farmaco pode apresentar
comportamento farmacocinético inadequado como, por exemplo, extensivo
clearance hepatico, alta afinidade de ligagdo as proteinas plasmaticas com
consequente aumento no volume de distribuicdo aparente e baixa solubilidade
aquosa que interfere no processo de absorcdo resultando em baixa
biodisponibilidade oral.

5.6 Validacao do método bioanalitico

O método bioanalitico foi validado utilizando-se amostras padrées de
calibracédo (PC) para a constru¢do da curva analitica, e controles de qualidade
(CQ) para a determinacdo da precisdo e exatidao e para monitoramento do
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método. As amostras foram preparadas em plasma isento de substancias
exogenas que, por sua vez, foram adicionadas de solu¢des de trabalho diluidas
em fase moével [acetonitrila:dgua (80:20)]. Na tabela 5 estao apresentadas as

concentragcdes da solugao estoque, de trabalho, PC e CQs.

Tabela 5. Concentragcbes da solucdo estoque, de trabalho, padrdes de
calibracdo e controles de qualidades. Valores em ng/mL.

Solugado Estoque 100 000

Solugdes de Trabalho 2 500 2000 1250 625 312,5 156,25 39,06 19,53
*PC 250 200 125 62,5 31,25 15,625 3,906 1,953
**CQ 200 62,5 3,906 1,953

*PC padrées de calibragao.
**CQ controles de qualidade.

5.6.1 Curva analitica e Linearidade

A curva analitica para o GQ-2 foi construida com 9 niveis de
concentracao - 1,9 a 250 ng/mL - em quintuplicata, plotando-se a razao da area
dos picos do composto e do Pl (area do composto/area do PIl) contra a
concentragdo nominal do composto. Os resultados de linearidade estédo
apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Concentracdes experimentais médias que geraram a curva de calibragéo.

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

Nominal (ng/mL) 1,9 39 156 31,2 7,8 62,5 125 200 250
Experimental (ng/mL) 2,3 3,8 15,2 29,2 9,7 59,9 127,7 203,4 246,7
*DPR (%) 16,4 8,5 4,0 4,5 26,3 2,3 2,8 51 3,7
Exatiddo (%) 116,9 96,4 97,5 93,5 1245 958 102,2 101,7 98,7

*DPR desvio padréo relativo.
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De acordo com a RDC n°27, de 17 de maio de 2012 (ANVISA) e com o
Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation, de maio de 2001[Food
and Drug Administration (FDA)] uma curva analitica adequada deve apresentar,
no minimo, 75% dos padroes de calibracdo de concentracbes diferentes,
incluindo o LIQ e o limite superior de quantificacao (LSQ) dentro dos critérios
de aceitacdo. Deste modo, o PC de concentracdo 7,8 ng/mL ndo invalida a
curva analitica pelo fato de apresentar precisao e exatidao fora dos critérios de
aceitacao - precisdo e exatiddo de 0 a 15% e 85 a 115%, respectivamente
exceto para o LIQ, cujos valores aceitaveis sao precisao de 0 a 20% e exatidao
de 80 a 120% - uma vez que 25% dos PC podem estar fora dos critérios

citados.

O método de regressao dos minimos quadrados foi utilizado para
verificar a linearidade da curva analitica. O coeficiente de correlacao (r) obtido
foi de 0,9994, acima de 0,98, e os valores de exatiddo foram entre 85-115%,
exceto para o LIQ, que a exatidao € de 80-120%. A equacao de linearidade e o
valor de p foram y=0,008 + 0,0002x-0,0036 + 0,02 e p= 2,03x10'? (Figura 15).
O LIQ foi de 1,9 ng/mL com precisdo e exatiddo de 16,4% e 116,9%
respectivamente (Tabela 5).

Figura 15. Curva analitica do GQ-2.
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5.6.2 Limite de Deteccao

O limite de detecgao foi determinado como sendo a menor concentragao
do analito detectada, cuja area do pico apresente um valor 3 vezes superior ao
ruido da linha de base. O LD encontrado para o GQ-2 foi de 0,976 ng/mL com
precisao de 8,48%.

5.6.3 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas intra-corridas — determinada
através de 5 analises dos controles de qualidade alto (CQA), médio (CQM),
baixo (CQB), controle de qualidade diluido (CQD) e LIQ (CQ-LIQ) em um
mesmo dia, e inter-corridas — determinada em trés dias consecutivos. Para o
ensaio intra-corrida, os valores de precisédo e exatidao foram de 1,5-7,3% e de
90,4-93,6% respectivamente, e para o LIQ os valores foram de 11,0% de
precisao e 92,8% de exatidao. Ja para os ensaios inter-corridas os valores
encontrados foram 2,1-8,1% e 89,5-90,3% para precisdo e exatidao
respectivamente, e para o LIQ o valore de precisdo encontrado foi de 13,1% e
99,6% para exatidao (Tabela 7).

Tabela 7. Precisao e exatidao intra e inter-corridas para o GQ-2.

PRECISAO/EXATIDAO ESTATISTICA CONCENTRAGCAO TEORICA (ng/mlL)
1,9 3,9 62,5 200 2000
(LQ)  (cas) (cam) (CQA) (capb)
n 5 5 5 5 5
Média 1,8 3,6 58,5 183,1  1807,3
INTRA-CORRIDA DPR* (%) 11,0 7,3 4,6 2,1 1,5
Exatid3o (%) 92,8 93,6 93,6 91,5 90,4
n 10 10 10 10 10
Média 1,9 3,5 55,9 180,7  1797,5
INTER-CORRIDA DPR* (%) 13,1 8,1 6,6 2,1 1,8
Exatiddo (%) 99,6 89,8 89,5 90,3 89,9

*DPR: desvio padrao relativo,
LIQ: limite inferior de quantificagdo, CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de
qualidade médio, CQA: controle de qualidade alto; CQD: controle de qualidade diluido.
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5.6.4 Seletividade

O método mostrou-se seletivo nao havendo interferéncias de
substancias endogenas, presentes na matriz bioldégica como, por exemplo,
produtos de decomposi¢cao, hormdnios, precursores de sintese, dentre outros,
no tempo de retencao do GQ-2 e do PI (figuras 16, 17 e 18).

Figura 16. Cromatograma de amostra zero. Tempo de retencdo do padrao
interno de 0,48 minutos.

0,050

0,0459

Internal Standard - 0 486

T T T
0,00 020 0,40 0,60 0,30 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 220 2.40 260 280 3,00
Minutes

Figura 17. Cromatograma do GQ-2 na concentracdao de 1ug/mL. Tempo de
retencao de 1,10 minutos.
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Figura 18. Cromatograma do GQ-2 (1 pg/mL) e padrao interno(2,5 pg/mL).
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5.6.5 Recuperacao

A recuperacao expressa a eficiéncia do procedimento de extragdo da
amostra a partir da matriz biolégica. Para o GQ-2 a recuperagéo obtida foi em
média de 100,3 £ 6,8% (Tabela 8). Ja o Pl teve uma recuperacéo de 112,3 com
DPR de 10,4% para a andlise das amostras extraidas e 2,5% para a analise

das amostras nao extraidas.

Tabela 8. Porcentagem de recuperacao do GQ-2.

CQs Estatistica GQ-2
caB DPR (%) 13,3%*/13,7
Recuperacado (%) 107,6
cam DPR (%) 6,5/3,9
Recuperacgao (%) 94,06
CQA DPR (%) 6,4/4,3
Recuperagdo (%) 99,4
Total *DPR (%) 6,8
Recuperagdo (%) 100,3

*DPR de cinco replicatas de CQ extraido/DPR de cinco replicatas de CQ néo
extraido.

CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio e CQA:
controle de qualidade alto.

**trés replicatas

A recuperacao nao possui critérios de aceitacdo, mas valores préximos a
100% sao desejaveis.

5.6.6 Estabilidade

A avaliagdo da estabilidade é necessaria devido a necessidade de
armazenamento das amostras apds coleta ou processamento. Foram

analisadas as estabilidades de curta duragédo, pds-processamento, ciclo de
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congelamento e descongelamento e de longa duracdo. Os resultados das
estabilidades do GQ-2 estao apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Estabilidade do GQ-2.

CQs Estatistica CD 4h PP 20h (10°C)  CCD -20°C LD -20°C
n 5 5 5 **4
cas DPR* (%) 13,0 9,4 3,9 15,0
Exatidao (%) 106,9 107,6 92,3 91,0
n 5 5 5 *4
CQA DPR (%) 6,3 53 6,9 3,9
Exatidao (%) 96,1 106,8 97,9 125,8

*DPR: desvio padréo relativo, CQB: controle de qualidade baixo, CQA: controle de
qualidade alto, CD: curta duragao a temperatura da sala de processamento, PP: pés-
processamento, CCD: apos 3 ciclos de congelamento e descongelamento e LD: longa

** quatro replicatas

Os compostos sdo considerados estaveis uma vez que nao se observa
desvio maior que 15% do valor obtido das amostras recém-preparadas.
Portanto, o GQ-2 apresentou estabilidade frente as condicdes avaliadas.

5.6.7 Efeito residual (carryover)

O efeito residual expressa a ocorréncia do aparecimento ou 0 aumento
do sinal gerado pelo analito ou PI, devido a contaminacdo resultante de
amostras anteriormente analisadas. Como observado na figura 19, ndo ha a
presenca de picos interferentes no tempo de retencdo do analito e do PI,
portanto o0 método ndo apresenta efeito residual.



Figura 19. Efeito residual do GQ-2.

80

o020 ]
D.D‘IS{ 1
0o1e] l]
] i
D014 '.I|
J | K}
0012 Hf'l"
] i
— oo f
= 1 | I
0008 |.I'I
1 | | i
] | | il
0,006 I fi
] | N 1\
0,004 f " I\
] | '\\_ |II 1\
. \“:____ —— __ i '.. . _ o
oo _/| === —— = — e —
oooH————— B
G,DC-I T 0=|20. T I0=!tDI B P e B e P IL!BOI T I2,IODI T .2,25. ey
Mirwtes
branco plasma efeito residual; Date Acquired: 10/01/2013 12:26:42 BRST; Vial: 1:E,3; Inj #: 1;
Channel: ****
CQA efeito residual 1lI; Date Acquired: 10/01/2013 12:33:35 BRST; Vial: 1:D,1; Inj#: 1; Channel:
branco plasma ef. residual IlI; Date Acquired: 10/01/2013 12:37:00 BRST; WVial: 1:E,3; Inj #: 1;

Channal- ===

5.7 Determinacao dos parametros bioquimicos

A determinacdo dos parametros bioquimicos estudados (ALS, AST,

creatinina e ureia) foi avaliada antes e ap6s a administragédo de dose Unica do

GQ-2, tanto pela via intraperitoneal (dose de 12mg/Kg) quanto pela via

intravenosa (dose de 3 mg/Kg).

5.7.1 Determinacao de ALT e AST

Os parametros bioquimicos ALT e AST sdo amplamente utilizados para

investigar o perfil hepatotoxico de novos farmacos na fase pré-clinica (BOONE

et al., 2005)

As enzimas aminotransferases ou transaminases sao produzidas pelo

figado e concentram-se nesse tecido pelo fato de serem responsaveis pela

atividade catalitica nas reagdes de transferéncia de um grupo amino presente

em aminodcidos para um alfa-cetoacido produzindo, em seguida, outro
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aminoacido e outro alfa-cetoacido correspondente (BURTIS e ASHWOOD,
2005).

A atividade de AST plasmética € maior do que a atividade de ALT em
condicoes fisiologicas. Porém, quando ocorre lesdo hepatica com o
rompimento dos hepatocitos e consequente extravazamento do contetdo
celular, os niveis de ALT — enzima considerada indicador especifico de dano
hepatico - na circulagdo sanguinea sao superiores aos niveis de AST (BURTIS
e ASHWOOD, 2005; BOONE et al., 2005).

Assim, os resultados obtidos demonstraram que o GQ-2 nao provoca
danos hepaticos, pois nao foram observadas alteracdes significativas nos
niveis de ALT (p>0,05 — teste de Wilcoxon) e de AST (p>0,05 — teste t pareado)
apos a administracdo em dose Unica, tanto pela via intraperitoneal quanto pela
via intravenosa, apdés o tratamento com o farmaco. As figuras 20 e 21
apresentam as médias dos resultados obtidos para ALT e AST, antes e apds o
tratamento e pelas duas vias de administracao.

Figura 20. Média dos resultados para os niveis Figura 21. Média dos resultados para os niveis
plasmaticos de ALT antes e apds o tratamento com plasmaticos de AST antes e apds o tratamento
GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e
intravenosa. (3mg/Kg). intravenosa. (3mg/Kg).
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5.7.2 Determinacao de Creatinina

A creatinina € um produto da degradacdo da fosfocreatina (creatina
fosforilada) presente principalmente em tecido muscular e é produzida a uma
taxa relativamente constante pelo corpo a qual apresenta relacédo direta com a
taxa de massa muscular do individuo, ou seja, quanto maior a massa muscular,
maior a taxa de creatinina (BURTIS e ASHWOOD, 2005; SODRE et al., 2007).

E encontrada em todos os fluidos e secrecdes corporais e é filtrada
principalmente pelos rins, embora uma pequena quantidade seja secretada na
forma ativa (BURTIS e ASHWOOD, 2005).

A dosagem de creatinina plasmatica é utilizada como principal indicador
da funcao renal, porém altos niveis de creatinina no plasma s&o encontrados
somente em estagios avancados de nefrotoxicidade, impedindo que esse
indicador seja confiavel para detectar dano renal em estagio inicial (BURTIS e
ASHWOOQOD, 2005).

Os resultados obtidos demonstraram que o GQ-2 nao altera os niveis
plasmaticos de creatinina apds a administragcdo de dose Unica tanto pela via
intraperitoneal como pela via intravenosa, pois nao foram observadas
alteracoes significativas (p>0,05) nos niveis de creatinina ap6s o tratamento
com o farmaco. A figura 22 apresenta a média dos resultados obtidos para

creatinina, antes e apds o tratamento pela via intraperitoneal.

Figura 22. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de creatinina
antes e apos o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg).
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5.7.3 Determinacao de Ureia

A ureia é o principal produto metabdlico nitrogenado resultante do
catabolismo proteico e sua excrecao - mais de 90% - ocorre através dos rins.
Sofre filtracdo glomerular e cerca de 40% a 70% retornam a circulacao
sanguinea pelo processo de difusdo passiva, o qual é dependente do fluxo
urinario (BURTIS e ASHWOOD, 2005).

O aumento nos niveis de ureia plasmatica, denominado de uremia, pode
ser considerado um indicador preliminar de nefrotoxicidade, entretanto existem
outros fatores extra-renais que induz o aumento na concentracdo de ureia
plasmatica, tais como: dieta rica em proteinas, elevado catabolismo proteico,
desidratacédo, perfusdo reduzida dos rins, dentre outros fatores. Portanto, a
ureia como parametro isolado ndo pode ser considerada um marcador de
funcédo renal confiavel (BURTIS e ASHWOOQOD, 2005).

Assim, a principal aplicabilidade clinica da dosagem dos niveis séricos
de ureia esta relacionada com a determinagdo, em conjunto, com 0s niveis
séricos de creatinina que refletem de modo mais apropriado os aspectos de
nefrotoxicidade (SODRE et al., 2007).

A razao ureia plasmatica/creatinina plasmatica indica diferentes estados
patolégicos que dependem se o0s niveis de creatinina estdo ou nao dentro dos
valores de referéncia. Se a concentracdo de ureia plasmatica esta aumentada,
porém os niveis de creatinina estdo dentro dos valores de referéncia isso pode
indicar a ocorréncia de qualquer fator extra-renal. Entretanto, se os elevados
niveis de ureia estiverem associados com elevados niveis de creatinina, pode
indicar a ocorréncia de processo obstrutivo pds-renal ou estenose de vias
urinarias (SODRE et al., 2007).

Os resultados obtidos demonstraram que o GQ-2 nao altera os niveis
plasmaticos de ureia apds a administragcdo de dose Unica do GQ-2 pela via
intravenosa, pois nao houve diferenca significativa (p>0,05) apds o tratamento.
Entretanto, apdés a administracdo de dose unica do GQ-2 pela via
intraperitoneal, houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05 — teste t

pareado) apds o tratamento com o farmaco. Apesar de ter havido diferenca
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estatistica entre pré e pdés administracdo, os resultados indicam que o GQ-2
nao causa dano renal pois, segundo Diniz et al (2006) os valores encontrados
para o farmaco em questdo estdo dentro dos valores aceitdveis para ratos
wistar machos (55 + 1,9 mg/dL). Além disso, ndo houve alteragées nos niveis
plasmaticos de creatinina pela via intraperitoneal o que reforca a auséncia de
nefrotoxicidade do farmaco, uma vez que a interpretacdo dos niveis
plasmaticos de ureia juntamente com os niveis plasmaticos de creatinina
expressam de modo mais apropriado as fungdes hepaticas do que o parametro
ureia isolado. A figura 23 apresenta as médias dos resultados obtidos para

ureia, antes e apds o tratamento e pelas duas vias de administragao.

Figura 23. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de ureia
antes e apos o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e
intravenosa. (3mg/Kg).

60 -

w
o
1

N
o
1

Ureia (mg/dL)
N w
o o

[any
o
I

I.V.Pré I.V. Pés I.P. Pré I.P. P6s
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5.8 Determinacao de glicose e colesterol

A determinacdo dos niveis de glicose e colesterol foi avaliada antes e
apdés a administracdo de dose Unica do GQ-2, tanto pela via intraperitoneal
(dose de 12mg/Kg) quanto pela via intravenosa (dose de 3 mg/Kg).
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5.8.1 Determinacao de colesterol

Através dos resultados obtidos pode-se observar que o GQ-2 nao altera
0s niveis plasmaticos de colesterol, pois ndo foram observadas diferencas
significativas ap6s a administracdo em dose Uunica pela via intraperitoneal
(p>0,05 — teste t pareado) e pela via intravenosa (p>0,05) ap6s o tratamento
com o farmaco. A figura 24 apresenta as médias dos resultados obtidos para o

colesterol, antes e apds o tratamento e pelas duas vias de administragcéo.

Figura 24. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de
colesterol antes e apdés o tratamento com GQ-2 pela via
intraperitoneal (12mg/Kg) e intravenosa. (3mg/Kg).
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5.8.2 Determinacao de glicose

Através dos resultados obtidos pode-se observar que o GQ-2 nao altera
os niveis plasmaticos de glicose apds a administracdo de dose Unica do GQ-2
pela via intraperitoneal, pois ndo houve diferenca significativa apos o
tratamento (p>0,05). Entretanto, apds a administracao de dose Unica do GQ-2
pela via intravenosa, houve diferenca significativa (p<0,05) apds o tratamento
com o farmaco. A figura 25 apresenta as médias dos resultados obtidos para

glicose, antes e apds o tratamento e pelas duas vias de administracao.
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Figura 25. Média dos resultados para os niveis plasmaticos de
colesterol antes e apds o tratamento com GQ-2 pela via intraperitoneal
(12mg/Kg) e intravenosa. (3mg/Kg).
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O aumento da glicose apdés a administragcdo IV de GQ-2 pode ter
ocorrido devido a uma hiperglicemia rebote. Os animais permaneceram em
jejum previamente a administracao do farmaco e durante todo o periodo de
exposicao ao mesmo (24 horas), portanto o aporte de glicose dos animais era
deficitario. Concomitantemente, fora administrado um farmaco com
caracteristicas hipoglicemiantes, sendo assim, a soma desses fatores pode ter
ocasionado uma hipoglicemia severa nos animais no intervalo de exposicéo e
em resposta ao déficit de glicose o organismo do animal pode ter respondido
com a liberacdo de reservas energéticas proteicas e/ou lipidicas ocasionando

uma hiperglicemia de rebote (HSIA et al., 2012).

Embora o0 GQ-2 seja um farmaco com caracteristicas hipoglicemiantes e
o resultado observado foi de hiperglicemia, € importante ressaltar que o
farmaco apresentou meia-vida de 4,4 horas e que os efeitos foram medidos 24
horas apo6s a administracdo do farmaco (5,5 meias-vidas), portanto os niveis
plasmaticos do farmaco no momento da coleta eram préximos do wash out

(minimo de 7 meias-vidas). Assim, as concentragdes plasmaticas do farmaco
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no momento da medicao poderiam estar abaixo da concentracao terapéutica,

nao evidenciando seu efeito sobre a glicemia nesse momento.

Portanto, mais estudos precisam ser realizados para medir a glicemia no
intervalo de 24 horas e evidenciar se ha hipoglicemia severa antes de ocorrer a

hiperglicemia rebote.

5.9 Analise farmacocinética

A disposicao cinética do composto GQ-2 foi avaliada apds a
administracdao de dose Unica de 12 mg/Kg por via intraperitoneal e oral e de
3mg/Kg pela via intravenosa. Na administracéo oral e intraperitoneal ndo foram
observados niveis plasmaticos detectaveis pelo método bioanalitico

desenvolvido.

Na administracdo intravenosa foi possivel detectar niveis plasmaticos
efetivos por um periodo de 24 horas (Figura 26). Com base nesses resultados

foi possivel calcular os parametros farmacocinéticos para o GQ-2 (Tabela 10).

Figura 26. Curva de concentracédo plasmatica versus tempo para o GQ-2
(n=10, média = 1C95).
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Tabela 10. Parametros farmacocinéticos determinados a partir da
administracao i.v. do GQ-2 na dose 3mg/Kg (n=10, média e mediana + 1C95).

Parametros Farmacocinéticos GQ-2 (I.V.)
786,2
Cmax (ng/mL) 678,5 (534,62-1037,76)
0,08
tmax (h) n.a.
390,84
ASCy (ng/mL.h) 370,45 (282,28-499,41)
411,60
ASCy.int (ng/mL.h) 388,35 (296,41-526,79)
8,0
Cl (L/h/kg) 7,73 (5,45-10,55)
45,6
vd (L/kg) 48,8 (23,9-67,3)
. 0,95
r areas (%) 0,95 (0,94-0,95)
5,507
kqou a (h) 5,08 (4,7-6,3)
0,1283
tya (h) 0,1136 (0,11-0,14)
y 0,2388
kgou B (h™) 0,1225 (0,08-0,39)
4,44
t,.B (h) 5,66 (2,14-6,74)

Cméx (concentracdo plasmatica maxima), tméx (tempo de ocorréncia da concentragao
plasmatica maxima, t,, B (meia vida de eliminagao), ASCy. (area sob a curva do tempo zero
ao Ultimo tempo determinado), ASCy., (area sob a curva do tempo zero ao infinito), Cl
(clearence), Vd (volume de distribuicao), r areas (relagdo entre as areas), k, ou a (constante

de distribui¢&o), t,, a (meia vida de distribuig&o), kg ou B8 (constante de eliminagdo).

Através da analise da curva de concentragao plasmatica versus tempo
foi possivel observar duas velocidades de decaimento das concentragdes
plasmaticas, o que permitiu a aplicacdo do modelo bicompartimental. No
modelo em questdo, a primeira velocidade de decaimento da curva sofre
influéncia ndo s6 da fase de eliminagéo (kg ou B), mas também da fase de
distribuicdo (Kq ou a) para ocasionar a queda das concentragdes plasmaticas.

Ja a segunda velocidade de decaimento ocorre apds o equilibrio do processo
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de distribuicdo, em que apenas a fase de eliminacao é responsavel pela queda
das concentragdes plasmaticas.

A constante de eliminacéo (kg) caracteriza a quantidade total de farmaco
presente no organismo que é removida por unidade de tempo, ou seja,
expressa a eficiéncia do processo de eliminacao (biotransformacao + excrecao)
quando a distribuicdo ja estd em equilibrio. Para o GQ-2 a constante de
eliminacéo foi de 0,24 h™', o que significa que 24% do farmaco é eliminado por
hora.

A relagcédo entre as ASCy.i e ASCo. Nk apresentou valores superiores a
80% indicando que o desenho experimental proposto foi apropriado para a

obtencao dos parametros farmacocinéticos adequados.

Através do parametro volume de distribuicdo (Vd) é possivel estimar a
extensdo da distribuicdo do farmaco no organismo. Baixos valores de Vd
indicam que o farmaco apresenta limitada captacédo pelos tecidos, ja valores
altos, indicam que o farmaco apresenta alta captacdo tecidual. O GQ-2
apresentou um valor de Vd alto (45,6L/Kg), pois segundo DIEHL et al (2001) o
volume de sangue total de um rato com peso médio de 250g € de 16 mL e
qualquer valor acima desse volume é considerado um valor de Vd alto para o
modelo animal em questao. Assim, o Vd encontrado para o GQ-2 foi de 45,6
L/Kg ou 45600 mL/Kg, o qual em um rato com peso médio de 250g
representaria "2 desse valor (11,4 L ou 11.400,0 mL). Além disso, outro fator
que contribui para que o Vd seja alto é o valor de logP do GQ-2 (6,168). De
acordo com Lipinski e colaboradores (1997) compostos com logP > 5
apresentam a capacidade de bioacumulo que ocorre tanto pela alta afinidade
as proteinas plasmaticas como pela alta captacédo tecidual, resultando no
aumento do volume de distribuicdo aparente do farmaco, com consequente
aumento da ty. Portanto, esses resultados demonstram que o farmaco
apresenta alto volume de distribuicdo e isso ocorre, em parte, devido a sua alta
lipossolubilidade que favorece o transporte passivo pelas membranas
biolégicas. Entretanto, ressalta-se que nao é possivel especificar se ha
distribuicio homogénea — incomum na maioria dos casos — ou se houve

acumulo do farmaco em tecidos ou locais especificos.
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O CI total representa a capacidade intrinseca dos érgaos depuradores
em remover o farmaco de um volume especifico de sangue por unidade de
tempo. O débito cardiaco (DC) representa o fluxo sanguineo maximo do corpo,
sendo que figado e rins — principais 6rgaos depuradores do organismo -
recebem 50% desse fluxo. Deste modo, o Cl hepéatico e renal de um farmaco é
a metade do DC do modelo animal de experimentacdo e qualquer valor acima
indica que pode ocorrer metabolizacdo e/ou excrecdo por outros 6rgaos. A
interpretacdo do CI consiste ndo somente do DC como também da taxa de
extracdo (E) que representa a porcentagem de farmaco que esta sendo
depurada através de uma Unica passagem pelos diferentes o6rgaos
depuradores (TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 2004). O calculo de E e DC

esta representado nas equacgdes a seguir:

Equacao 9 E = C_l
DC

Sendo E a taxa de extracao corporal do farmaco e DC o débito cardiaco.

Equacao 10

DC (ml/min/Kg) = 180 x m(Kg)~%1°

Em que M é a massa corporal do animal.

Considerando ratos com peso médio de 250g, o DC encontrado foi de
234 mL/Kg/min e aplicando esse valor na equagéo 9 encontrou-se uma taxa de
extracdo para o GQ-2 de 0,5, portanto pode-se concluir que o farmaco
apresenta um Cl muito alto (8 L/h/Kg ou 133,3 mL/min/Kg), pois de acordo com
TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU (2004) um Cl alto é aquele que a taxa de
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extragdo é maior ou igual a 0,35. Assim como no volume de distribui¢cdo, o Log
P do GQ-2 exerce influéncia no parametro Cl. A alta lipossolubilidade do
farmaco torna-o mais susceptivel ao metabolismo por apresentar sitios ativos
lipofilicos que permitem a acdo das enzimas do citocromo P450. Em
decorréncia a esse fato tem-se um aumento no clearance hepatico e

consequente diminuicdo da meia vida.

A meia vida (t, B) — fungéo da constante de eliminacdo (kg) expressa o
tempo necessdario para que a concentracdo plasmatica do farmaco diminua
pela metade. Para o GQ-2 o valor de ty, B encontrado foi de 4,44 h. O
parametro meia-vida sofre influéncia direta do Cl e do Vd, sendo assim o valor
de Cl que o farmaco apresenta contribui para que a meia-vida do mesmo nao
seja elevada estando de acordo com os resultados de t,, B encontrado nesse
trabalho.

Na administracdo oral, a auséncia de concentracbes detectaveis pelo
método bioanalitico pode ser decorrente de varios fatores, a saber: pode ter
ocorrido degradacao quimica do composto no trato digestério uma vez que
observa-se hidrolise quimica em pH acido; o composto pode nao ter sido
absorvido em decorréncia de suas caracteristicas fisico-quimicas, como por
exemplo, a alta lipossolubilidade (logP 6,168), fato que dificulta a formacéao de
dispersdes moleculares nos fluidos bioldgicos do trato digestério necessaria
para o contato do farmaco com as membranas. Em adicdo, a ocorréncia de
extensiva metabolizacdo pré-sistémica, o que determinaria baixa

biodisponibilidade ap6s administracao oral.

Por outro lado, na administracao intraperitoneal também nao foram
observados niveis plasmaticos detectaveis pelo método bioanalitico
desenvolvido. Neste caso ndo ha processo de degradagcdo quimica como fator
limitante. No entanto, toda a vascularizagao presente na regiao peritoneal sofre
confluéncia para a veia hepatica, provocando a oferta de todo o conteldo
absorvido para o tecido hepatico anterior & circulagao sistémica. Assim, é
possivel a ocorréncia da metabolizacao pré-sistémica na administracdo por
essa via, podendo explicar a auséncia de niveis plasmaticos quantificaveis.

Outra possibilidade, para essa via, é a ocorréncia de precipitacdo do composto
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na cavidade peritoneal ap6s administracdo, o que também pode explicar a

auséncia de niveis plasmaticos quantificaveis.

Portanto, os resultados deste trabalho ndo descartam os resultados
obtidos por MOURAO et al (2006) e Silva et al (2012) em que foi observado os
efeitos moleculares e metabdlicos do GQ-2 e o efeito do f&rmaco sobre o
processo aterosclerético, respectivamente, em modelo in vivo e por
administragdo pela via oral, pois o fato de néo ter sido detectado niveis
plasmaticos quantificaveis pelo método bioanalitico, ndo significa que o
farmaco nao tenha sofrido o processo de absorcao e gerado efeito. Além disso,
deve-se considerar que os autores utilizaram modelo animal diferente -
camundongos swiss — onde as diferencas interespécies podem influenciar na
quantidade bioativa do farmaco no organismo, também utilizaram um regime de
dose multipla (1x ao dia/14 dias) o que sugere que o efeito observado pode ser
provindo do acumulo do farmaco, ou ainda, o efeito observado pode ser
decorrente do metabdlito do GQ-2, o qual nao foi identificado neste trabalho.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que:

O estudo de estabilidade quimica do GQ-2 demonstrou que o farmaco é
susceptivel a degradagcdo em pH 1,2 e 7,4. No pH 1,2 o farmaco
apresenta caracteristicas desfavoraveis para absorcdo oral. J& no pH
7,4, o farmaco se mantém estavel por um periodo maior de tempo (até

6 horas).

Os ensaios de estabilidade ex vivo em plasma humano e de rato
demonstraram que o GQ-2 € susceptivel a hidrolise pelas enzimas

plasmaticas.

O método bioanalitico validado demonstrou limites de confianga
adequados para a quantificacdo do GQ-2 em plasma e, portanto
permitiu a sua aplicacdo para o estudo de farmacocinética na

administracao intravenosa.

A administracdo de dose unica (12mg/Kg) do GQ-2 pela via oral nao
apresentou niveis plasmaticos detectaveis pelo método bioanalitico
desenvolvido para a construgao do perfil farmacocinético.

A administracdo de dose Unica (12 mg/Kg) do GQ-2 pela via
intraperitoneal nao apresentou niveis plasmaticos detectaveis pelo
método bioanalitico desenvolvido para a construgcdo do perfil

farmacocinético.

Na administracdo intravenosa foi possivel detectar niveis plasmaticos
significativos por um periodo de 24 horas e através dos resultados foi
possivel calcular os parametros farmacocinéticos para o GQ-2.

N&ao ha evidéncias de hepatotoxicidade ou nefrotoxicidade na exposicao
de dose Unica pela via intraperitoneal (12mg/Kg) e pela via intravenosa
(3mg/Kg) no periodo de 24 horas.
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e Nao ha evidéncias de alteracdes significativas nos niveis de glicose e
colesterol na exposigao de dose Unica pela via intraperitoneal (12m/Kg)
e pela via intravenosa (3mg/Kg) no periodo de 24 horas.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacio da Comissao de Etica no Uso de Animais
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA r =

u nes LD DE MESGUITA FILHO® IB[
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Protocolo CEUAFCE/GAr n* 3172011

Pesquisador CARLA MONALIZIVIEIRA

Orientador;  Profa. Dra. Ros&ngela Gongalves Peccinini

Projeta: Farmacocinética pré-clinica e avaliagdo toxicoldgica do
composto  S-(4-cloro-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-
2 4-diana (GQ2).

Experimento: -.-

Parecer n® 13/2012 - Comisséo de Etica no Uso de Animais

A Comiss@io de Efica no Uso de Animais desta Faculdade,
considerou o protocolo para uso de animais na pesquisa “Farmacocinética
pré-clinica e avallacao toxicoléoica do composto 5-(4-cloro-benziiideno)-3-
(4-metil-benzil)-tiazolidina-2 4-diona  (GQ2)Y', apresentado  pela  pos-
graduanda Carla Monalizi Vieira sob orientagdo da Profa. Dra. Rosdngela
Gongalves Peccinini do Departamento de Principios  Ativos Naturais e
Toxicologia desta Faculdade, estruturade dentre dos principios éticos na
experimentagio  animal do  Conselho  Macional de  Conlrole  de
Experimentacio Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua
EXECUCE0.

0 refatario final do protecolo de pesguisa devera ser entregue

em janeiro de 2014, em formuldrio proprio para esse fim.

Araraquara, 18 g€ bl de :
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Anexo 2 — Resultados individuais da estabilidade quimica do GQ-2 em

tampao (pH 1,2).

Estabilidade quimica do GQ-2 em tamp&o (pH 1,2)

Tempo (horas) Concentragdo DP (%) IC - IC+
(ng/mL)
0 183,4 0,6 182,0 184,8
0,08 178,8 5,7 164,7 193,0
0,25 145,9 1,8 141,3 150,4
0,5 108,1 5,5 94,3 121,8
1 82,6 17,3 39,6 125,6
2 59,6 28,3 -10,8 130,1
4 57,2 45,5 -56,0 170,3
6 13,5 11,4 -14,8 41,7

Anexo 3 - Resultados individuais da estabilidade quimica do GQ-2 em

tampao (pH 7,4).

Estabilidade quimica do GQ-2 em tampéo (pH 7,4

Tempo (horas) Concentragao DP (%) IC - IC+
(ng/mL)

0 180,5 5,0 168,0 193,0
0,08 174,0 3,7 164,8 183,1
0,25 172,8 4,8 160,8 184,8
0,5 171,9 7,1 154,3 189,6

1 168,8 11,2 141,1 196,5

2 162,1 6,6 145,6 178,5

4 161,5 30,3 86,1 236,8

6 138,4 15,3 100,4 176,4

8 132,6 14,3 97,2 168,0

12 116,5 23,7 57,7 175,3

18 111,7 24,1 51,9 171,5

24 129,4 10,0 104,4 153,3
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Anexo 4 - Resultados individuais da estabilidade ex vivo do GQ-2 em
plasma de rato.

Estabilidade ex vivo do GQ-2 — plasma de rato

Tempo (horas) Concentragao DP (%) IC - IC+
(ng/mL)

0 771,0 130,2 447,4 1094,0
0,08 766,8 80,2 567,5 966,0
0,25 831,5 60,9 680,3 982,8
0,5 841,7 2,1 836,4 847,0

1 791,7 29,7 717,9 865,5

2 687,7 77,4 495,4 880,0

4 748,2 74,8 562,3 934,1

6 709,0 6,0 694,1 723,8

8 675,7 15,4 637,5 714,0
12 639,6 14,1 604,6 674,7
18 494,6 19,5 446,1 543,2
24 348,8 30,6 273,0 424,7

Anexo 5 - Resultados individuais da estabilidade ex vivo do GQ-2 em
plasma humano.

Estabilidade ex vivo do GQ-2 — plasma humano

Tempo (horas) Concentragao DP (%) IC - IC+
(ng/mL)

0 813,1 139,6 466,2 1160,0
0,08 694,1 51 681,5 706,8
0,25 695,3 24,0 635,6 755,1
0,5 697,4 29,7 623,5 771,3

1 694,5 56,74 553,5 835,4

2 703,5 65,1 541,7 865,3

4 700,0 104,5 440,2 959,3

6 633,8 116,3 322,2 910,3

8 611,3 116,3 357,2 900,3

12 523,8 171,8 97,0 950,7

18 427,3 96,1 188,5 666,0

24 289,7 92,8 59,1 520,3



113

Anexo 6 — Parametros bioquimicos antes e apdés o tratamento com GQ-2

em dose unica pela via intraperitoneal (12 mg/Kg) e pela via intravenosa (3

mg/Kg).

Parametros bioquimicos do GQ-2

Parametros
bioquimicos

AST

ALT

Ureia

Creatinina

Via i.p. pré-
tratamento

Viai.p pos-
tratamento

Viai.v. pré-
tratamento

Viai.v. pos-
tratamento

média — DPR (%)

IC

64,6 —37,5
43,3-85,8

38,0-58,9
18,4 -57,6

30,2-15,3
26,1-34,2

1,0-72,8
0,36-1,64

média — DPR (%)

IC

86,7-77,8
27,6 —145,9

27,7-34,4
19,4 -36,1

46,0-9,2
42,3-49,7

0,41-56,4
0,2-0,61

média — DPR (%)

IC

57,9-52,5
31,2-84,5

42,3-53,1
22,6 -62,0

34,3-12,4
30,6 -38,1

0,48 —17,2
0,41 -0,56

média — DPR (%)

IC

63,4-52,8
34,1-92,7

54,0-38,0
36,0-72,0

41,4-83
38,4 — 44,4

0,33-23,9
0,26-0,4

Anexo 7 — Determinacao dos niveis plasmaticos de colesterol e glicose

apods o tratamento com GQ-2 em dose unica pela via intraperitoneal (12

mg/Kg) e pela via intravenosa (3 mg/Kg).

Determinacao dos niveis de glicose e colesterol

Parametros

Colesterol

Glicose

Via i.p. pré-
tratamento

Viai.p pos-
tratamento

Viai.v. pré-
tratamento

Viai.v. pos-
tratamento

média — DPR (%)

IC

105,0 - 66,8
43,5-166,3

64,6 - 37,5
43,3 -85,8

média — DPR (%)

IC

76,2 21,5
61,8-90,5

86,7-77,8
27,6 -145,9

média — DPR (%)

IC

62,2-13,1
55,0-69,3

105,1-3,9

101,5-108,7

média — DPR (%)

IC

66,1—13,4
58,4 — 74,0

132,6 -11,7
119,0-146,3
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569,5937
146,8947
61,86804
47,1063

42,58301
27,56728
9,794448
4,402941

A2

508,1386
159,4847
100,9309
58,54658
46,37471
34,86777
46,20316
15,84668
8,484445
2,825222

GQ-2: concentragdes plasmaticas (ng/ml) em administracao 1V

A3

678,5044
157,9447
55,24401
33,37015
27,94402
15,55627
14,14639
9,748767
4,398666
2,116026

A4

1009,056
233,587
119,4937
81,23282
67,25514
43,55816
11,05385
7,591138

A5

1165,667
225,6521
87,90498
70,72918
49,47086
34,06699
23,8661
13,0461
9,059761
3,391146

Média
786,1919
184,7126
85,08831
58,19701
46,72555
31,12329
21,01279
10,12712
7,314291
2,777465

Mediana

678,5044
159,4847
87,90498
58,54658
46,37471
34,06699
14,14639
9,748767
8,484445
2,825222

DP

287,0081
41,37606
26,79791
18,88917
14,13356
10,39579
15,12345
4,488161
2,541338
0,6389

IC

251,5691
36,26705
23,48897
16,55678
12,38839
9,112145
13,25605
3,933974
2,875741
0,722971

IC-

534,6228
148,4456
61,59934
41,64022
34,33716
22,01115
7,756741
6,19315
4,438549
2,054494

IC+

1037,761
220,9797
108,5773
74,75379
59,11394
40,23544
34,26884
14,0611
10,19003
3,500435
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