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Vida

Ha momentos na vida em que sentimos tanto a
falta do passado, que o que mais queremos € sair
do sonho e voltar no tempo.

Sonho com aquilo que quero.

Sou o que quero ser, porque possuo apenas uma
vida e nela s6 tenho uma chance de fazer aquilo que quero.
Tenho felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes nao tém as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia
das pessoas que passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante é baseado num passado
intensamente vivido.

Vocé so tera sucesso na vida quando perdoar

os erros e as decepcoes do passado.

A vida é curta, mas as emocoes que podemos
deixar duram uma eternidade.

A vida nao é de se brincar porque em um belo

dia "se morre".

(Clarice Lispector)
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RESUMO

O composto  3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2-4-diona - PT-31
GIRSUPAN, planejado pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco, apresenta perfil analgésico resultante da ativacdo do op-
adrenoceptor no sistema nervoso central. Ainda, quando administrado pela via
intraperitoneal (i.p.), em camundongos (15 mg/kg), o produto apresenta efeito
sinérgico com a morfina. O objetivo desse estudo foi investigar caracteristicas
fisico-quimicas, aspectos de toxicidade e de farmacocinética do composto PT-31
GIRSUPAN com potencial aplicagdo no tratamento de dor. Os ensaios
realizados para o composto foram: determinagdo do coeficiente de particdo
(logP); estudo de estabilidade quimica “in vitro” e “ex vivo” (plasma de rato);
avaliacdo do perfil farmacocinético em ratos wistar apds administracédo
intraperitoneal (i.p.) € oral em dose unica (10 mg/kg), isolado e em associagao
com a morfina; avaliagdo da toxicidade hepatica e renal em ratos wistar; e
avaliacdo do potencial de dependéncia. Ainda, para realizar o estudo de
estabilidade e farmacocinético foram desenvolvidos e validados métodos
analiticos e bioanaliticos por HPLC/UV e por LCMS para a determinacéo do PT-
31 GIRSUPAN em solucédo e em plasma de rato. A determinacéo do coeficiente
de particdo (logP) do composto PT-31 GIRSUPAN resultou em logP de 1,6+0,1
pelo método in silico e 1,2+0,1 pelo método “shake flask”. Os métodos analitico
e bioanalitico desenvolvidos apresentaram limites de confianca para a finalidade
proposta e os resultados de estabilidade quimica e “ex vivo” demonstraram que
o composto foi estavel nos pHs estudados (3,0 e 7,4) e em plasma de rato por
12 horas. Na analise farmacocinética do composto administrado isoladamente
foi possivel observar valor de clearance (Cl) semelhante entre as vias i.p. e oral,
entretanto os parametros volume de distribuicdo (Vd = 0,978 vs 0,681 L/kg) e
meia vida de eliminagao (t12 = 3,7 vs 2,9 h) foram significativamente maiores na
administracao oral (p<0,05). A associagao do composto a morfina administrado
pela via intraperitoneal revelou aumento de Cl e diminuicdo da t4, e tempo de
residéncia médio (MRT) sugerindo interagdo farmacocinética (p<0,05). Além
disso, foi possivel observar alteragdes nos parametros bioquimicos relacionados
a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade quando o farmaco foi associado a morfina
(p<0,05). Os resultados do teste de atividade locomotora demonstraram que o
produto ndo modificou 0 comportamento dos animais nas doses administradas
(3, 5, 10 e 20 mg/kg), sugerindo que o composto ndo apresenta potencial de
dependéncia (p>0,05). As investigacdes realizadas até o momento evidenciam
que o composto PT-31 GIRSUPAN possui caracteristicas promissoras para
potencial aplicagao na terapéutica.

Palavras-chave: farmacocinética, farmacocinética pré-clinica, PT-31 GIRSUPAN,
a2-adrenérgicos.



ABSTRACT

The compound 3-(2-chloro-6-fluoro-benzyl)-imidazolidine-2,4-dione - GIRSUPAN
PT-31 was designed by the research group of the Federal University of
Pernambuco. The PT-31 GIRSUPAN has analgesic effect from the activation of
o2-adrenoceptor in central nervous system. Still, when administered by
intraperitoneal (ip) route in mice (15 mg/kg), the compound has synergistic effect
with morphine. The aim of this study was to investigate the physicochemical
properties, toxicity aspects and pharmacokinetic profile of the compound PT-31
GIRSUPAN with potential application in the treatment of pain. The tests for the
compound were: determination of the partition coefficient (logP); study chemical
stability "in vitro" (buffer) and "ex vivo" (rat plasma); evaluation of
pharmacokinetic profile in Wistar rats after intraperitoneal and oral
administrations in a single dose. The PT-31 GIRSUPAN was administered alone
and in association with morphine to assessment of liver and kidney toxicity in
Wistar rats, and to assessment of the potential for addiction. Moreover, to
achieve the pharmacokinetic and stability studies were developed and validated
HPLC methods with UV and mass detection, for the determination of PT-31
GIRSUPAN in solution and rat plasma. The logP of PT-31 GIRSUPAN was 1.6 +
0.1 by in silico method and 1.2 + 0.1 by shake flask method. The analytical and
bioanalytical methods developed showed confidence limits appropriate for the
intended purpose and the results of chemical stability and "ex vivo" demonstrated
that the compound was stable in the evaluated pHs (3.0 and 7.4) and in the rat
plasma, both by 12 hours. In pharmacokinetic analysis of the compound
administered alone was observed clearance (Cl) similar between ip and oral
routes, however the volume of distribution (0.978 and 0.681 L/kg) and elimination
half-life (3.7 and 2.9 h) were significantly higher in oral administration (p<0,05).
The association of the compound with morphine administered through
intraperitoneal route revealed an increase in Cl and a decrease in both half-life
and mean residence time (MRT), suggesting pharmacokinetic interaction
(p<0,05). Furthermore we observed changes in biochemical parameters related
to hepatotoxicity and nephrotoxicity when the drug was associated with morphine
(p<0,05). The test results demonstrate that locomotor activity of the compound
did not change the behavior of the animals at the administered doses (3, 5, 10
and 20 mg/kg) (p>0,05). This indicates the compound has no addictive potential.
The investigations carried out so far showed the compound PT-31 GIRSUPAN
has promising features for potential clinical application.

Key words: pharmacokinetic, preclinic pharmacokinetic, PT-31 GIRSUPAN, a2
adrenergics
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1. INTRODUCAO

A inovagao farmacéutica envolve uma complexa cadeia de investigagdes
necessarias a elucidacao da capacidade do novo composto para exercer o efeito
farmacolégico desejado assim como de suas propriedades toxicas
(SCHOENWALD, 2002).

Kennedy (1997) levantou as principais causas pelas quais novos
farmacos tém seu estudo interrompido durante a fase clinica e apontou que em
39% dos casos as moléculas apresentavam propriedades farmacocinéticas
inadequadas, como absorc¢ao e biodisponibilidade reduzidas, clearance elevado
e metabolismo rapido, além de produzir metabdlitos toxicos, e em outros 11%
ocorreram efeitos téxicos com seu uso clinico (WATERBEEMD; GIFFORD,
2003; RUIZ-GARCIA et al., 2008; TSAIOUN; KATES, 2011).

Assim, para considerar a utilidade terapéutica de um novo composto &
necessario que esse seja submetido a uma série de investigagdes tais como a
elucidacao de suas propriedades fisico-quimicas - estabilidade, solubilidade,
permeabilidade - propriedades farmacoldgicas e toxicoldégicas em diferentes
espécies animais, sob diferentes doses, vias e formas de administracédo
(PANCHAGNULA; THOMAS, 2000; SCHOENWALD, 2002).

As caracteristicas  farmacocinéticas sdo influenciadas pelas
caracteristicas fisico-quimicas do composto e ambas constituem informacdes
essenciais para continuidade do desenvolvimento de um produto farmacéutico.
A farmacocinética determina os niveis plasmaticos do farmaco no organismo e,
em geral, possui relagao direta com a resposta clinica obtida, seja terapéutica ou

toxica (BENET et al., 2011).
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A avaliacao do perfil farmacocinético proporciona a determinacdo de
parametros que constituem a base da construgdo do regime posoldgico que
deve ser adotado na terapéutica (BANKER; RHODES, 2002; TSAIOUN; KATES,
2011).

Um perfil farmacocinético desfavoravel, como baixa biodisponibilidade,
volume de distribuicdo limitado ou excre¢cdo e metabolismo excessivamente
rapidos, assim como a formacdo de metabdlitos de alta toxicidade, pode
determinar ineficacia terapéutica ou o aparecimento de efeitos toxicos (RUIZ-
GARCIA et al., 2008; TSAIOUN; KATES, 2011).

Assim, os estudos em farmacocinética e toxicidade pré-clinica sao
fundamentais para a avaliagdo de novos farmacos anteriormente a sua
aplicagao em ensaios clinicos (GOLDIM, 2007).

O composto PT-31 GIRSUPAN (figura 1) € um derivado imidazolidina-2,4-
diona - planejado pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco — que apresentou um perfil analgésico resultante da ativagao do -
adrenoceptor no sistema nervoso central (SNC). Ainda, quando administrado
pela via intraperitoneal (i.p.), em camundongos (15 mg/kg), o produto apresentou

efeito sinérgico com a morfina (SUDO et al, 2010).

Figura 1. Estrutura quimica da molécula 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-

2-4-diona (PT-31 GIRSUPAN) (SUDO et al., 2010).

PT-31
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O tratamento da dor deve considerar seu mecanismo predominante. A dor
pode ser aguda (duracgao inferior a 30 dias) ou cronica (duragédo superior a 30
dias), sendo classificada segundo seu mecanismo fisiopatolégico em trés tipos:
a) dor de predominio nociceptivo, b) dor de predominio neuropatico e c) dor
mista. A dor de predominio nociceptivo, ou simplesmente dor nociceptiva, ocorre
por ativacao fisioldgica de receptores nociceptivos e esta relacionada a lesao de
tecidos o6sseos, musculares ou ligamentares (BENNETT et al.,, 2006) e
geralmente responde bem ao tratamento sintomatico com analgésicos ou anti-
inflamatdrios nao esteroides (AINEs). Ja a dor neuropatica é definida como dor
iniciada por lesao ou disfungao do sistema nervoso, sendo melhor compreendida
como resultado da ativacdo anormal da via da dor ou nociceptiva (MERSKEY;
BOGDUK, 1994; SCHESTATSKY; NASCIMENTO, 2009). Contrariamente a dor
nociceptiva, a dor neuropatica apresenta baixa resposta aos analgésicos usuais
como os AINEs (SCHESTATSKY; NASCIMENTO, 2009).

O tipo de dor mais frequente na pratica clinica € o misto. Um exemplo de
dor mista é a radiculopatia ou a dor devida ao tumor (“oncoldgica”), casos em
que nao ha somente compressdao de nervos (gerando dor neuropatica), mas
também de ossos, facetas, articulagbes e ligamentos (estruturas
musculoesqueléticas), gerando dor nociceptiva (SCHESTATSKY;
NASCIMENTO, 2009).

Atualmente o tratamento indicado para dor crénica se faz com o uso de
analgésicos e anti-inflamatorios associados aos opioides, além do uso de
farmacos adjuvantes (antidepressivos e relaxantes musculares). Os

anticonvulsivantes (carbamazepina, gabapentina, acido valpréico e fenitoina)
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também auxiliam no controle da dor neuropatica aguda e crdnica, caso ocorra
tolerancia aos farmacos anteriormente citados (BRASIL, 2012).

Os az-agonistas, desde 1970, tém sido utilizados com sucesso como
descongestionantes nasais, anti-hipertensivos e nas sindromes de abstinéncia
causadas pelo abuso de drogas. Os az-agonistas produzem diversas respostas
favoraveis ao seu uso terapéutico, tais como analgesia, sedagao, ansiolitica e
simpatolitica, e sado utilizados no tratamento de pacientes com dor crénica e em
processos cirurgicos (KAMABYASHI, 2000).

A clonidina, por exemplo, possui atividade az-adrenérgica espinhal e
supraespinhal no circuito da dor — efeito antinociceptivo — com aplicacdo em
processos cirurgicos e para potencializacdo dos efeitos de opioides (FANG et
al., 2013). A dexmedetomidina — outro az-adrenérgico — foi introduzida
recentemente na anestesia por produzir efeito sedativo-analgésico no contexto
dos cuidados intensivos (KAMIBAYASHI, 2000; MAIA et al., 2005; KANAZI et al.,
2006; MOHAMED et al., 2012).

A utilizagcdo da clonidina peridural para a dor oncoldégica € a unica
aplicagdo aprovada como analgésico desta classe de compostos, porém ha
adverténcias ao seu uso e ao da dexmedetomidina devido aos efeitos adversos
tais como a hipotenséo e a bradicardia (MOTSCH et al., 1990; KAMIBAYASHI,
2000).

Assim, as vantagens clinicas dos agonistas ay-adrenérgicos para terapia
de dor estdo esclarecidas, mas poucos farmacos apresentam esse perfil.

Portanto, a identificacdo de novos compostos é relevante.
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O objetivo desse estudo foi investigar caracteristicas fisico-quimicas,
aspectos de toxicidade e de farmacocinética da nova molécula - 3-(2-cloro-6-
fluorobenzil)-imidazolidina-2-4-diona - com potencial aplicagdo no tratamento da
dor de forma a contribuir na avaliagdo de sua futura aplicabilidade na

terapéutica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O tratamento da dor e os agonistas a-adrenérgicos

Os mecanismos neurais da dor envolvem projegdes periféricas e centrais,
com uma série de fibras nervosas de caracteristicas peculiares e diferentes
substancias quimicas que promovem sua estimulagdo, sensibilizacdo ou
modulagdo, como a serotonina, a bradicinina, a histamina, as prostaglandinas,
os leucotrienos, a substancia P, o glutamato, o aspartato, a neurocinina A (NKA),
a neurocinina B (NKB), o peptidio geneticamente relacionado com a calcitonina
(CGRP), a colecistocinina (CCK), a somatostatina, o 6xido nitrico (NO), as
endorfinas, entre outras (CARVALHO; LEMONICA, 1998; KLAUMANN et al.,
2008, ETO et al., 2013).

Mecanismos inibitérios de transmissdo do estimulo nociceptivo
constituem o sistema analgésico endégeno. Esses mecanismos possuem papel
fundamental na modulacdo da analgesia, estdo presentes em segmentos
neurais medulares e supraespinhais e tem sido alvo para o desenvolvimento de
novos farmacos com potencial aplicagdo no tratamento da dor (CARVALHO;
LEMONICA, 1998, ETO et al., 2013).

Esse sistema inibitério da dor é constituido por segmentos
interconectados do SNC que compreende regides dotadas de altas
concentragdes de encefalinas e receptores opioides, fibras serotoninérgicas e
noradrenégicas. Assim, além do sistema opioide enddégeno, os neurdnios
noradrenérgicos apresentam importante papel na modulagdo do sistema
enddgeno da dor (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Aos receptores ap-adrenérgicos tem sido atribuidos os efeitos

antinociceptivos do sistema adrenérgico central, porém, em decorréncia da
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localizacdo tanto periférica como central, € possivel que estes efeitos também
ocorram em nivel periférico (HYDEN; WILCOX, 1983).

A estimulagdo dos receptores aj-adrenérgicos resulta na elevagao do
efluxo de potassio através da ativagdo de seus canais, com consequente
hiperpolarizacdo da membrana e supressao da estimulagdo neuronal. Ainda, a
ativacdo dos receptores ap-adrenérgicos suprime o influxo de calcio com
consequente reducado da liberacdo de neurotransmissores calcio-dependente.
Ainda, o sistema colinérgico medular parece ser ativado por receptores a2-
adrenérgicos na producdo de analgesia (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Diversos agonistas az-adrenérgicos, isoladamente ou associados a
opioides, tem sido utilizados no tratamento da dor crénica e como adjuvantes
em anestesia - como a xilazina, por exemplo - particularmente em medicina
veterinaria (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A morfina é considerada padrao ouro no tratamento de dor sistémica.
Entretanto, seus efeitos adversos como prurido, nausea, retengao urinaria,
dependéncia, depressdo respiratoria e tolerancia podem ser significantes.
Portanto, novos compostos sao necessarios para melhorar a poténcia e diminuir
os efeitos adversos da morfina. O sucesso da combinagdo da morfina com
agonistas ap-adrenérgicos tem sido experimentalmente e clinicamente relatado
(OSSIPOV et al.; 1989; STEIN et al., 1991; KHOURY et al., 1992; LIKAR et al.,
1997; STEIN et al, 1999).

Meyer et al. (2009) também demonstraram que os efeitos antinociceptivos
da morfina tém relagao intrinseca com a dopamina na regido da substancia
cinzenta periaquedutal do mesencéfalo. Essa regido faz parte do sistema de

analgesia, que compreende também o nudcleo magno da rafe e o complexo
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inibitério da dor (localizado no corno dorsal) que, ao ser estimulado, por estimulo
elétrico ou microinjecdo de dopamina, pode desencadear a ativagao de pelo
menos duas das vias descendentes de controle da dor: a serotoninérgica e a
noradrenérgica, promovendo analgesia por varios mecanismos, dentre eles:
secrecao de encefalinas, envio de sinais para secrecao de serotonina, que leva
tipo A6 e C (LENT, 2005; GUYTON; HALL, 2006). Dessa forma, inje¢cdes de
morfina nessa regido podem estimular as vias antinociceptivas, pois,
sabidamente, a morfina pode levar a liberacdo de dopamina em muitas areas
encefalicas (MEYER et al., 2009).

Um dos efeitos mais descritos dos opioides sdo as acdes excitatorias,
geralmente atribuidas a capacidade desses farmacos em estimular a liberagéo
de dopamina em diversas regides encefalicas (SODERMAN; UNTERWALD,
2008) existindo forte relacdo entre liberagdo de dopamina e estimulagao
locomotora (DI CHIARA; IMPERATO, 1998).

Embora desde 1970, o uso terapéutico de ay-agonistas tenha sido
essencialmente no controle da hipertensao e da congestao nasal, a expanséao de
sua aplicacao terapéutica deve-se a ampliagdo do conhecimento dos
mecanismos moleculares de diversos sistemas fisiolégicos (KAMIBAYASHI,
2000).

Usados primariamente como sedativos, os agonistas az-adrenérgicos
também possuem agdes analgésicas (DAUNT; STEFFEY, 2002), sendo esse
efeito também dose-dependente (KAMERLING et al., 1988). A interagcao desses
farmacos com os adrenoceptores a,, quando aplicados sistemicamente ou

intratecalmente, parece ser de fundamental importancia no desenvolvimento da
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acao antinociceptiva em animais (GUNELI et al., 2007); contudo, ainda néo esta
bem estabelecida de que forma os receptores periféricos az-adrenérgicos
participam no processo de antinocicepgao (ULGER et al.,, 2009). Para esses
autores, supracitados, o mecanismo pelos quais esses farmacos causariam
analgesia, quando aplicados por via sistémica, pode envolver os receptores
adrenérgicos espinhais e supraespinhais.

Paddleford (2001) relata que a ativagdo dos receptores ay-adrenérgicos
compartilha os mesmos mecanismos de agao dos receptores opioides u. Dessa
forma, ao serem estimulados, causam, por meio das proteinas G das
membranas, hiperpolarizagao, pela maior perda de potassio intracelular. Esses
efeitos também foram relatados em ratos (OZDOGAN et al., 2006), sendo o
corno dorsal da medula espinhal o local de maior interagdo entre esses dois
mecanismos. Esses agentes podem ainda ativar a via analgésica noradrenérgica
descendente, que se origina nos nucleos da formacgao reticular pontina (OTERO,
2005), interferindo, dessa forma, na liberagdo da substancia P, inibindo os
nociceptores espinhais (VALVERDE; GUNKEL, 2005).

A clonidina é o a-adrenérgico de maior aplicagdo em medicina humana,
como adjuvante analgésico pré-anestésico, analgesia pds-operatoria e em
pediatria (CHEN et al., 2011).

A capacidade dos ay-adrenérgicos de potencializar a agdo analgésica dos
opioides - com possibilidade de redu¢do da dose desses ultimos - € uma grande
vantagem da associacéo pré-anestésica (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A dexmedetomidina, agonista altamente seletivo de ay-adrenoceptor, é
utilizada como adjuvante na anestesia geral em criangas e analgesia poés-

operatéria. Em contraste com outros agentes anestésicos, a dexmedetomidina
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preserva a ventilagcdo espontdnea (SHUKRY; KENNEDY, 2007). A atividade
neuroprotetora da dexmedetomidina (PARIS et al., 2006) sugere que agonistas
op-adrenoceptores podem ser usados em varias situagdes perioperatorias. A
fadolmidina, conhecida como MPV-2426, outro agonista ayp-adrenoceptor, foi
desenvolvida para terapia de dor para administragao espinhal (PERTOVAARA,
2004; LEINO et al., 2009). A fadolmidina apresenta atividade antinociceptiva
semelhante a dexmetomidina apos administracdo intratecal, porém com a
propriedade de nao atravessar a barreira hematoencefalica, resultando em
poucos efeitos adversos como a sedagao e a hipotensdo (XU et al., 2000).
Portanto, devido a confirmagdo dos seus efeitos analgésicos, estimula-se a
expansdao de estudos sobre seu uso (NIEMI et al, 2005; ANSAH;
PERTOVAARA, 2007).

A acao antinociceptiva da xilazina é atribuida ao seu efeito agonista em
ap-receptores e ainda por um mecanismo indireto que envolve a participacao de
células imunes que contém peptideos opioides, as B-endorfinas (BREAZILE,
1987), que, subsequentemente, produzem analgesia pela via opioide (ROMERO
et al.,, 2009). Outro mecanismo de agao antinociceptiva atribuido a xilazina
envolve a ativagdo da via arginina/éxido nitrico (NO)/ monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) (ROMERO; DUARTE, 2009).

A clonidina, um agonista oay-adrenérgico usada clinicamente como anti-
hipertensivo, apresenta diversas propriedades farmacolégicas devido ao seu
efeito no SNC (sedacdo, midriase, xerostomia, efeito anticonvulsivante e
aumento da secregcdo hormonal). Em adicdo, este farmaco apresenta forte
atividade antinociceptiva, apresentando papel importante na clinica médica

utilizada na anestesia e terapia de dor (SIERRALTA et al., 1996).
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Os agonistas aga-adrenérgicos sao importantes adjuvantes no controle da
dor neuropatica e dor resistente a morfina. O uso associado requer doses
menores de cada componente e pode reduzir os efeitos adversos da morfina e
dos agonistas apa-adrenoceptores (SUDO et al, 2010).

A atividade antinociceptiva do composto PT-31 GIRSUPAN e da morfina
foi avaliada através do teste da placa quente para avaliar as respostas supra
espinhais. A poténcia e a intensidade da atividade antinociceptiva do PT-31
GIRSUPAN foram menores do que a morfina, mas apresentaram efeito
analgésico sinérgico quando administrados sistematicamente, segundo analise
isobolografica descrita por Tallarida (2006).

O mecanismo de agédo do novo composto foi investigado com uso de
antagonistas de ay-adrenoceptores. A iombina (10 mg/kg), um antagonista
inespecifico para ap-adrenoceptores, ARC 239 (10 mg/kg), antagonista seletivo
oz € opc-adrenérgicos (BYLUND et al.,, 1994), e BRL 44408 (10 mg/kg),
antagonista seletivo aza-adrenérgico (UHLEN; WIKBERG, 1991) foram injetados,
pela via i.p., 10 minutos antes da administragdo do PT-31 GIRSUPAN e
isoladamente para elucidar o subtipo de ap-adrenérgico envolvido na atividade
do composto. Como resultados apresentados por Sudo e colaboradores (2010),
a iombina isolada ndo apresentou atividade antinociceptiva, mas foi capaz de
bloquear o efeito do PT-31 GIRSUPAN, confirmando a interagdo com osp-
adrenoceptores. Em relacdo a seletividade aos subtipos ap-adrenérgicos, o
antagonista BRL 44408 foi o unico a modificar o efeito antinociceptivo do novo
composto, produzindo efeito analgésico assim como a clonidina e a

dexmedetomidina (MILLAN, 1992; LAKHANI et al., 1997).
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Os oaga-adrenérgicos atuam como adjuvantes no controle da dor
neuropatica e nas dores resistentes a morfina. Ativam o caminho noradrenérgico
inibitorio descendente (MIRANDA; PINARDI, 2004) e a associagdo desses dois
compostos requer doses inferiores de ambos, reduzindo os efeitos adversos
causados pela morfina (sonoléncia e nauseas) e pelos apa-adrenérgicos

(hipotensao e bradicardia) (LINK et al., 1996; MACMILLAN et al., 1996).

2.2 Estudos pré-clinicos no desenvolvimento de farmacos
2.2.1 Propriedades fisico-quimicas

Apesar do aumento nos custos em investigacdes e desenvolvimento de
novos farmacos, o langamento de medicamentos tem diminuido. Apenas 11%
dos compostos que se encontram na fase de desenvolvimento clinico alcangam
o mercado (LEESON; DAVIS, 2004).

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

HENCHOZ et al., 2009; AMORE et al., 2010; LEESON, 2012).
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2.2.1.1 Solubilidade

A solubilidade aquosa e oleosa de uma substancia € uma propriedade
fundamental que deve ser avaliada no inicio do desenvolvimento. A falta de
solubilidade pode afetar a capacidade desses compostos alcancar
concentracoes eficazes. Esta caracteristica também pode afetar a formulagao de
escolha para o composto (CHEN et al., 2006).

A taxa de dissolucdo, solubilidade e permeabilidade sdo os trés fatores
principais que influenciam na absor¢do do farmaco. Apdés a administragao oral
(AMIDON et al., 1995), se a taxa de dissolugdo € o passo limitante da velocidade
na absorcdo do farmaco, qualquer fator que a afete tera um impacto sobre a
biodisponibilidade (TONG, 2008). Esta taxa € principalmente influenciada pela
solubilidade do farmaco, que depende de suas propriedades fisico-quimicas
(AMIDON et al., 1995; GOOLE et al., 2010).

A absorgao a partir do trato gastrintestinal € dependente do farmaco estar
disponivel na forma de solucdo nos locais de absorcdo. A solubilidade do
farmaco ndao € somente uma funcdo das suas propriedades fisico-quimicas,
como a cristalinidade e a lipofilicidade, mas também depende do meio no qual
ele deve dissolver. No trato gastrintestinal, os tensoativos, pH, a capacidade de
tamponamento e componentes alimentares apresentam um papel determinante
na solubilidade do composto (DRESSMAN et al., 2008).

O primeiro passo no processo de absorgdo oral da forma sélida do
farmaco é a desintegracdo do comprimido ou da capsula, seguida pela
dissolugdo do composto ativo. A baixa solubilidade em agua € prejudicial para

uma adequada e completa absorgao oral, e assim, a avaliagdo inicial desta
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propriedade €& de grande importdncia na descoberta de novos farmacos
(WATERBEEND; GIFFORD, 2003).

A constante de ionizagdo também pode afetar a solubilidade, a
lipofilicidade, a permeabilidade e a absor¢dao de um composto, as abordagens
tém sido desenvolvidas para a medicao rapida de valores de pKa de farmacos
moderadamente soluveis. Métodos rapidos e robustos como a turbidimetria e a
nefelometria tém sido desenvolvidos para determinar, de forma eficiente, a
solubilidade de um grande numero de compostos (WATERBEEND; GIFFORD,
2003).

Amidon et al. (1995) descreveram os critérios de alta e baixa solubilidade,
os quais foram incorporados aos Guias Regulatorios - “Food and Drug
Administration” (FDA) e “European Medicines Agency”. O criterio para a alta
solubilidade consiste em que a dose de saturacdo do farmaco deve ser soluvel
em 250 mL em uma faixa de pH entre 1 — 7,5 a 37°C. Os criterios do FDA
exigem que as determinagdes de solubilidade devam ser realizadas em agua e
ndao em um fluido intestinal, e para que os farmacos apresentem alta
permeabilidade, a absor¢do da dose administrada deve ser superior 90% no
intestino delgado (BENET et al., 2011).

A baixa solubilidade aquosa de novos compostos requer a utilizacdo de
co-solventes e excipientes para produzir formulagdes intravenosas adequadas,
para os estudos pré-clinicos de desenvolvimento. Existem evidéncias na
literatura que os compostos das formulagdes podem ter efeitos fisioldgicos e
fisico-quimicos que afetam a farmacocinética dos farmacos, através de uma
variedade de efeitos sobre distribuicdo e eliminagdo. Os estudos

farmacocinéticos iniciais, delineados para determinar as caracteristicas
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farmacocinéticas intrinsecas de um farmaco, sdo desejaveis para evitar qualquer
alteragao da farmacocinética do farmaco pelos aditivos da formulagao (PIFFERI;
RESTANI, 2003; NEERVANNAN, 2006; BUGGINS et al., 2007; GOOLE, et al.,
2010).

Segundo Buggins et al. (2007), o dimetil sulféxido (DMSO) tem sido
extensivamente estudado na avaliagcdo de seus efeitos sobre o metabolismo de
farmacos. Este veiculo tem demonstrado que é capaz de inibir CYP1A2, 2C8/9,
2C19, 2D6, 2E1 e 3A4, e arilhidrocarbono hidroxilase, em microssomas
hepaticos, principalmente em doses elevadas.

Estudos realizados para avaliacao dos efeitos do DMSO sobre a fungao
renal, o veiculo demonstrou elevado potencial para afetar a eliminagcdo de
farmacos, sendo capaz de causar diurese osmoética em seres humanos. No
entanto, DMSO néo afetou os niveis de creatinina no plasma em ratos, apds a
dosagem com 0,25-1 mL/kg durante 10 dias, ou em seres humanos apés a
dosagem com 0,9 mL/kg durante trés dias (BUGGINS et al. 2007). Em 2006,
Pestel et al. relataram que o DMSO, na dose de 200 mg/kg i.v. ndo afetou o
volemia em ratos, mas foi capaz de causar proteinuria.

Outros estudos sugerem possiveis efeitos de DMSO na distribuicdo. Ha
relatos de que o DMSO (0,9 mL/kg) aumenta os niveis plasmaticos da a-
glicoproteina acida reagente de fase aguda em ratos, demonstrando que ele tem
o potencial para afetar a ligagado de farmacos que se ligam as essas proteinas

plasmaticas (BUGGINS et al. 2007).
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221.2LogP

O valor do coeficiente de particao (log P) é frequentemente usado em
estudos estrutura-atividade (QSAR) como medida quantitativa da lipofilicidade
de compostos bioativos. O valor do log P de um composto pode ser interpretado
como sendo a somatdria de dois termos: um relacionado com volume (estéricos)
e o outro com interagbes intermoleculares (interagdes dipolo-dipolo e ligacdes
por hidrogénio). A investigacdo da natureza e grandeza destes termos pode
contribuir para uma compreensao do comportamento cinético de compostos
candidatos a farmacos (GOODWIN et al., 2012).

O padrao-ouro para expressar a lipofilicidade é o coeficiente de particado P
(logP) em um sistema octanol/agua (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003;
TSAIOUN; KATES, 2011). Este parametro refere-se a quantidade de espécies
nao ionizadas distribuidas na interface octanol/agua. O logP positivo infere que
ha mais moléculas nao ionizadas no solvente octanol do que em agua,
sugerindo que esta espécie € mais lipofilica. Enquanto que logP negativo, ao
contrario, infere que a molécula € mais hidrofilica (TSAIOUN; KATES, 2011).
Em estudos de atividade biolégica é bastante empregado o coeficiente de
particdo octanol/agua, o qual informa a tendéncia de um determinado composto
se distribuir entre as fases formadas (CHEN et al., 2006).

A lipofilicidade é um paradmetro fisico-quimico importante, capaz de
causar grande impacto no comportamento farmacocinético (GOODWIN et al.,
2012), pois influencia na permeagdo da membrana, ligagdo as proteinas
plasmaticas e metabolismo. A particdo do composto € dependente de seu
estado de ionizagdo, portanto, dependente do pH do meio (PANCHAGNULA;

THOMAS, 2000; CHEN et al., 2006).
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A abordagem pragmatica para o entendimento da relagdo das
propriedades fisico-quimicas e o perfil farmacocinético adequado nos casos de
administragao oral apresentou grandes avancgos, principalmente com farmacos
utilizados por essa via. Pidgeon e colaboradores (1995) demonstraram
primariamente a influéncia do peso molecular do composto para um perfil
farmacocinético adequado, seguido por Lipinski et al. (1997), o qual ampliou tais
propriedades consideradas criticas que devem ser consideradas para
compostos de administragdo oral, resultando na tdo bem conhecida como a
“regra dos 5” (WENLOCK et al., 2003; NEERVANNAN, 2006).

A “regra dos 5 de Lipinski” descreve como desejaveis, para um perfil
farmacocinético adequado, os seguintes parametros: logP < 5; peso molecular
<500 Da; numero de ligacbes de hidrogénio < 5 e numero de aceptores de
hidrogénio < 10. Lipinski (1997) propés, portanto, que compostos que
excederem dois ou mais parametros acima citados apresentam solubilidade e
permeabilidade reduzidas (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; WENLOCK et al.,
2003).

A relagao entre lipofilicidade e as propriedades farmacocinéticas tém sido
discutida por varios pesquisadores da area. A lipofilicidade € o parametro fisico
chave que liga a permeabilidade da membrana - e, portanto, a absor¢géo do
farmaco e da distribuigdo - com a via de depuragdo (metabdlica ou renal)
(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; TSAIOUN; KATES, 2011).

O peso molecular, segundo a regra de Lipinski, ndo deve exceder 500 Da,
pois além do aumento da cadeia pode aumentar o logP, torna-se desfavoravel
para moléculas grandes a difusdo passiva pelas membranas celulares. Vale

ressaltar que o numero de ligagbes de hidrogénio representa uma barreira para
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a absorcdo do composto uma vez que ligagbes de hidrogénio precisam ser
quebradas com o solvente aquoso para que esse possa interagir com as
membranas celulares e para que seja absorvido em etapas seguintes, assim
como os receptores de ligagdo de hidrogénio. Dessa forma, essas informacdes
sugerem que as propriedades fisico-quimicas estdo intimamente relacionadas
ao controle fisiologico (TSAIOUN; KATES, 2011).

Compostos altamente lipofilicos (logP > 5) apresentam alta poténcia,
porém tornam-se vulneraveis ao metabolismo aumentando o CI hepatico, pois
essas moléculas apresentam sitios ativos lipofilicos que permitem a agao das
enzimas do citocromo P450. Além disso, esses compostos apresentam baixa
solubilidade, absorgao oral erratica e alta afinidade as proteinas plasmaticas,
proporcionando o bioacumulo. Compostos com lipofilicidade moderada (logP
entre 0 e 3) apresentam balango entre a solubilidade e a permeabilidade,
melhora na absorg¢ao oral, apresentam maior permeabilidade pelas membranas
celulares, permitindo a passagem pela barreira hematoencefalica (BHE) e,
geralmente, metabolismo hepatico reduzido. Ja os compostos hidrofilicos (logP <
0) apresentam o6tima solubilidade em agua, porém baixa permeabilidade pelo
trato gastrintestinal (TGI) e sdo mais suscetiveis ao Cl renal (TSAIOUN; KATES,
2011).

Assim, nos estudos preliminares com novos compostos, conhecer os
requisitos da regra dos 5 de Lipinski e a estabilidade quimica pode auxiliar no
planejamento dos estudos in vivo assim como na interpretagdo dos resultados
obtidos na avaliagao do perfil farmacocinético.

Para determinagdo do logP, a técnica classica “Shake-flask” & utilizada

como referéncia. O composto € misturado a dois solventes imisciveis —
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geralmente agua e octanol - até o alcance do equilibrio de saturagdo. Apoés a
separagao das fases, o composto é quantificado em ambas. Entretanto, essa
técnica despende de tempo e apresenta alta sensibilidade a impurezas,
necessitando de um maior numero de amostras (HENCHOZ et al., 2009).

Novas técnicas vém sendo desenvolvidas para otimizar o processo de
Shake-flask, automatizando-o através dos sistemas LC-UV e LC-MS com
injecdo automatica. Um novo sistema de alta velocidade com amostragem
automatizada foi desenvolvido para reduzir a contaminagao da fase organica na
fase aquosa com base em amostragem automatizada (HENCHOZ et al., 2009).

Em relagédo aos compostos ionizaveis, pode-se utilizar a dupla titulagdo
potenciométrica. Este método baseia-se no deslocamento de pKa que ocorre na
presenga do solvente de particionamento (octanol). A diferenga entre os valores
pKa, verdadeiro e aparente, indica um alto valor de logP (HENCHOZ et al.,

2009).

2.2.2 Farmacocinética

O efeito bioldégico de um farmaco em uma proteina alvo envolve varias
etapas desde a sua administracdo por determinada via até alcancar o efeito
terapéutico. Assim, antes de alcancar o local de agao, o farmaco passa por uma
cadeia de eventos resultante da sua interacdo com o organismo, o que
determina o seu perfil de movimento através desse organismo. Essa cadeia
compreende quatro processos fundamentais: a absor¢do (quando a
administracdo do farmaco € por via extravascular); a distribuicdo (que
compreende sua ligacao as proteinas plasmaticas e teciduais e sua penetragéo

nos diferentes locais do organismo); a biotransformagédo, ou metabolismo, na
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qual a molécula original é convertida ao seu metabdlito e a excregéo,
caracterizada pela retirada definitiva do farmaco do organismo (HUISINGA et al.,
2006). A introducao direta do farmaco na circulagdo sanguinea (administragédo
intravenosa ou intra-arterial) e o processo de absor¢cdo favorecem a
concentragcao plasmatica do composto, enquanto a distribuicdo para os tecidos,
o metabolismo e a excreg¢ao desfavorecem essa concentracio. Este fato, aliado
a simultaneidade de ocorréncia dos processos, determina as oscilagdes das
concentragbes plasmaticas no decorrer do tempo apdés a administragao
(BANKER; RHODES, 2002).

A farmacocinética é o estudo da relagao entre o tempo e a concentragao
do farmaco, e seus metabdlitos ativos, no organismo. A compreensao do
processo farmacocinético requer o conhecimento de principios fundamentais em
cinética quimica, fisiologia e bioquimica (TOZER, 1981; WINTER, 2004). Através
do uso de equagdes matematicas é possivel quantificar o movimento do farmaco
no organismo ao longo do tempo. Essa quantificagcao é ferramenta fundamental
para a construcdo ou adequacao de regimes posologicos em situagdes clinicas
relevantes como, por exemplo, a ocorréncia de niveis plasmaticos inadequados -
elevados ou insuficientes - consequentes de peculiaridades fisioldgicas em
determinado paciente (LIN; LU, 1997; WINTER, 2004).

Os parametros farmacocinéticos de aplicagado clinica direta sdo a meia-
vida (t12), o volume de distribui¢do (Vd), o clearance (Cl) e a biodisponibilidade
(F); e esses parametros possuem relagbes diretas ou indiretas com os
processos fisiolégicos e com um ou mais processos farmacocinéticos (LIN; LU,

1997; BOROUJERDI, 2002; WINTER, 2004).
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A absorcao pode ser definida como a passagem do farmaco do meio
externo ao organismo para o sangue, que o conduzira aos diferentes tecidos e
orgaos. Para que esse processo ocorra € necessario que o farmaco atravesse
as membranas bioldgicas sob influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de
ambos (LIN; LU, 1997; URSO et al., 2002; WINTER, 2004).

O processo de absorgdo pode ser avaliado por quatro parédmetros
farmacocinéticos obtidos através da construgdo de uma curva de concentragao
plasmatica versus tempo: ka (constante de absorgdo), Cmax (concentragéo
plasmatica maxima), tmax (tempo de ocorréncia da concentragdao plasmatica
maxima), ASC (area sob a curva) e biodisponibilidade (F), que representa a
quantidade disponivel no organismo apos a administracao de determinada dose
do farmaco por determinada via (LIN; LU, 1997; BOROUJERDI, 2002).

Uma vez ocorrida a absorcdo ou introdugdo direta do farmaco na
circulagao sanguinea, o farmaco esta disponivel para ligar-se as proteinas
plasmaticas e para ultrapassar o endotélio vascular e, assim, atingir tecidos e
orgaos (WINTER, 2004). A porcentagem de ligagao as proteinas plasmaticas é
funcdo das caracteristicas fisico-quimicas do composto, que lhe confere
afinidade peculiar. Uma grande porcentagem de ligacdo plasmatica tem como
consequéncia uma menor distribuicdo aos tecidos e 6rgaos, embora exista um
equilibrio dindmico entre a fragdo ligada as proteinas e livre no plasma com a
fracao livre no tecido/orgéos e ligada as proteinas teciduais (KWON, 2002).

A velocidade de distribuicdo sofre interferéncia de alguns fatores
fisiologicos como fluxo sanguineo - e assim, depende do débito cardiaco - e

caracteristicas das membranas, que apresentam diferentes perfis de
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composicao e espessura dependendo da regido do organismo (LIN; LU, 1997;
TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c; WINTER, 2004).

O processo de distribuicdo de um farmaco pode ser quantificado através
do parametro volume de distribuicdo (Vd) que descreve a relagdo entre a
quantidade do farmaco existente em todo o organismo e a quantidade existente
no plasma, e conceitualmente se define como o volume no qual o farmaco esta
contido em concentragbes que estdo em equilibrio com aquelas presentes no
plasma (TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c; WINTER, 2004).

O volume de distribuicdo corresponde a relacdo - ou constante de
proporcionalidade - entre uma quantidade do farmaco administrada no
organismo num dado momento e a concentragdo plasmatica nesse momento
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c; RUIZ-GARCIA et al., 2008).

A equacéo conceitual de Vd esta descrita a seguir:

Equagéo 1 Vd = dose/Cp

Em que: Cp é a concentragcdo plasmatica apés a administracdo do
farmaco.

No entanto, apos a administragdo, a concentragao plasmatica apresenta
oscilagdes em decorréncia do movimento constante do farmaco no organismo.
Dessa forma, a medida das concentracdes plasmaticas em diferentes momentos
- imediatamente apds administracao intravenosa, durante a fase de distribuigao
e durante a fase de eliminagao ou no equilibrio - proporciona a determinacao de

diferentes tipos de volume de distribuicdo, de acordo com a fase da disposicao
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do farmaco em que houve a quantificagdo da concentragéo plasmatica (LIN; LU,
1997; TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c).

Quando se determina o volume de distribuicdo através da concentragao
plasmatica no tempo zero (imediatamente apdés a administragdo intravenosa)
determina-se o Vd., volume de distribuicdo inicial ou central. Quando a
determinacao do volume de distribuicdo envolve a concentragaéo plasmatica no
estado de equilibrio — a concentragao é constante — determina-se Vdss, volume
de distribuicdo no estado de equilibrio. Quando a determinagéo do volume de
distribuicdo é realizada na fase de pseudoequilibrio determina-se 0 Vdgrea
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c).

Em termos praticos pode-se considerar que quando a determinagao do
volume de distribuicdo € baseada na concentragdo plasmatica que ocorre no
tempo zero apos administragcdo intravenosa tem-se Vd.. Apoés uma
administragcao intravenosa instantadnea do farmaco — e somente nessa situagao -
a concentragao plasmatica € maxima no tempo zero (Cpg), antes que ocorra
qualquer processo de distribuicdo ou eliminagdo. Assim, o volume inicial de
distribuicdo (Vd;) pode ser calculado a partir da equacdo 2 (TOUTAIN;

BOUSQUET-MELON, 2004c):

Equagio 2 Vd. = dose/Cpg

Essa equacao assume que a Cpg corresponde a concentracao plasmatica
inicial resultante da homogeneizacdo do farmaco administrado no organismo
antes que ocorra qualquer processo de eliminagdo, o que € uma situagao

absolutamente tedrica. Cpg € estimada por extrapolagao ao tempo zero a partir
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da curva de concentragdo plasmatica versus tempo (TOUTAIN; BOUSQUET-
MELON, 2004c).

Quando o calculo do volume de distribuicdo é realizado a partir da
concentragcao plasmatica que ocorre no estado de equilibrio (Cpss), apds infusédo
continua, tem-se Vdss. Esta é a situagao ideal para a determinagao do volume
de distribuicdo, pois ao atingir Cpss considera-se que o farmaco atingiu
amplamente os locais de distribuicdo em concentragbes de saturagdo. No
entanto esse tipo de administragdo nem sempre € viavel para qualquer farmaco
e, assim, este tipo de volume de distribuicdo dificilmente é determinado em
estudos pré-clinicos ou clinicos (TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c).

Em geral o volume de distribuicdo é determinado no estado de
pseudoequilibrio. E possivel compreender este parametro fazendo as seguintes
consideragdes: para a maioria dos farmacos a distribuicdo no organismo néao
ocorre instantaneamente e a partir da administracdo — no tempo zero - a
concentracao plasmatica sofre decaimento ndo somente porque ocorre a
eliminagdo, mas também porque o processo de distribuicdo aos tecidos e 6rgaos
estda em andamento. Assim, durante a fase de distribuicdo, o Vd pode ser visto
como um parametro tempo-dependente, que se expande a partir do Vd.
imediatamente apds a administracdo iv bolus até atingir um valor maximo.
Portanto, de acordo com a definicdo de Vd (Equagdo 2), este ultimo vai
aumentando progressivamente até atingir um valor assintdético de
pseudoequilibrio (TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c).

Para calcular o Vd no estado de pseudoequilibrio utiliza-se toda a curva
de concentracdo plasmatica versus tempo, utilizando a relacdo entre a dose

administrada, as concentragdes plasmaticas temporais e a velocidade de
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disposicdo do farmaco. Para relacionar esses trés elementos utiliza-se a area
sob a curva (ASC), e por isso o0 Vd no estado de pseudoequilibrio € denominado
de Vdarea (TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004c).

Na figura 2 estao representados os diferentes tipos de Vd.

Figura 2: Diferentes volumes de distribuicdo (Vd; € Vdarea) relacionados com a fase da

disposicao do farmaco no momento da quantificacdo da concentragao plasmatica.
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A principal aplicacéo clinica do Vd é o calculo da dose de ataque para
atingir a concentracao plasmatica alvo imediatamente, que sera mantida pelo
regime de manutencdo. Ainda, o valor de Vd € util para o calculo de
concentragdes plasmaticas maximas e minimas nos regimes de doses multiplas
(BJORNSSON, 1997).

O processo de eliminagdo de um farmaco compreende as etapas de
biotransformacdo e excrecdo. A esse processo relacionam-se os parametros
clearance (Cl), constante de eliminacédo (kel) e meia vida de eliminagao (ti2)

(KWON, 2002; RUIZ-GARCIA et al., 2008).
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A biotransformacdo € o processo no qual o farmaco é convertido a
estruturas moleculares diferentes, em geral de maior hidrossolubilidade e
mediado por enzimas. Essas estruturas moleculares — metabolitos — podem ser
dotados de atividade farmacoldgica, ser inativos ou possuir toxicidade peculiar.
Os metabdlitos podem, por sua vez, também sofrer biotransformagédo sequencial
para originar outras estruturas. Entre as reagbes mais comuns da
biotransformacdo de farmacos estdo a oxidacdo, a reducdo, a hidrolise e a
conjugacao. As reagdes de oxidacao, de reducao e de hidrolise sao classificadas
como de fase |, as de conjugacdo como de fase Il do processo de
biotransformacao (LIN; LU, 1997; WINTER, 2004).

Ao tecido hepatico tem sido atribuida a maior e, em alguns casos, a unica
regiao de biotransformacdo de farmacos; ocasionalmente o farmaco é
biotransformado em outros tecidos como nos rins, na pele, nos pulmdes, no
sangue e trato gastrintestinal (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; WINTER,
2004).

O sistema enzimatico de maior participagdo nesse processo € o sistema
de enzimas microssomais que pertencem a superfamilia de enzimas do
citocromo P450 (CYP450) (WINTER, 2004). Além dessas, uma série de enzimas
nao microssomais como a monoaminoxidase (MAQO), de origem mitocondrial, e
esterases soluveis presentes no plasma também possuem importante acdo na
biotransformagdo (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).

O complexo enzimatico CYP450, presente em maior quantidade e
variabilidade no tecido hepatico, pode também ser encontrado nos pulmdes, nos
rins, na bexiga e em outros 6érgdos em menor quantidade. O CYP450 apresenta

varias isoformas, que sdo formas multiplas de uma mesma enzima que
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catalisam o mesmo tipo de reacdo com afinidades diferentes frente aos
substratos. Além disso, as isoformas diferem na sua distribuicdo pelo organismo
e na modulacao de sua atividade, apresentando diferentes inibidores, indutores
e farmacos marcadores (WINTER, 2004). O polimorfismo do CYP450 pode ter
consequéncias sobre o perfil cinético de grande numero de farmacos, levando a
diferencas de respostas apds a administragao. Assim, determinacao do fenétipo
metabolizador, em muitos casos, pode auxiliar no ajuste de regimes posologicos
(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).

Quando administrados pela via oral, os farmacos atingem a veia porta,
que entdo penetra pelo tecido hepatico expondo a dose administrada aos
sistemas enzimaticos antes da chegada a circulagao sistémica. Se o farmaco
sofre rapida e consideravel biotransformacdo nessa primeira passagem pelo
tecido hepatico, somente pequena fragdo da dose administrada alcancara a
circulagao sistémica (metabolizacao pré-sistémcia), com consequente baixa
biodisponibilidade (WINTER, 2004; RUIZ-GARCIA et al., 2008).

A excregao é a passagem do farmaco da circulagdo sanguinea para o
meio externo, sendo os rins as principais vias de excrecdo dessas substancias.
Os mecanismos envolvidos na excregao renal sao filtracdo glomerular, a
secregao tubular ativa e a difusdo passiva; sendo os dois primeiros 0s mais
efetivos (LIN; LU, 1997; WINTER, 2004; FUCHS; HEWITT, 2011).

Para maioria dos farmacos utilizados na terapéutica, a biotransformacao é
um processo essencial para a sua inativacdo e excrecao renal. Apenas uma
pequena parte das substancias é eliminada do organismo de forma inalterada,

alguns farmacos séo excretados via bile e substancias volateis sdo excretadas
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pelos pulmbes (KWON, 2002; WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; RUIZ-GARCIA
et al., 2008).

Na presenca de insuficiéncia renal, farmacos e metabdlitos ativos
excretados fundamentalmente pelos rins podem acumular-se, alterando-se os
parametros farmacocinéticos relacionados ao processo de eliminagdo como a
constante de eliminagao (Kel) e o clearance (Cl), com consequéncias sobre a
meia vida do farmaco (WINTER, 2004; FUCHS; HEWITT, 2011).

O clearance plasmatico € um termo usado para indicar a remocao de
determinada concentragdao de um composto contido em um volume especifico
de sangue na unidade de tempo. O clearance € expresso em volume por
unidade de tempo (mL/min ou L/h), e compreende todos os processos que
resultem na eliminagdo do farmaco do organismo. Assim, a biotransformacao
hepatica somada a excregao renal de um determinado farmaco levam ao que se
chama de depuracéao sistémica total, ou clearance total (Cl), de acordo com a

equacgao a seguir (LIN; LU, 1997; WINTER, 2004).

Equacéao 3 Cl total = Cl renal + Cl nepatico + Cl outros*

*refere-se a outras vias de excrecao

Quando o farmaco é parcial ou totalmente excretado pelos rins de forma
inalterada, o clearance renal pode ser calculado dividindo-se a velocidade de
excrecdo urinaria (mg/min) pela sua concentracdo sanguinea (mg/mL)
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004a) .

O clearance nao é o parametro mais relatado nas publicacdes cientificas,

mas € um dos mais importantes, devido a sua influéncia tanto na quantidade a
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ser administrada quanto na frequéncia (TOUTAIN; BOUSQUET-MELON,
2004a).

Utilizando o parametro clearance pode-se determinar a concentragao
plasmatica média no estado de equilibrio da administragcdo de doses multiplas,
calcular a dose/tempo necessaria para atingir determinada concentracéo
plasmatica média e fazer ajustes de dose para pacientes com hepatopatias ou
nefropatias (TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004a; WINTER, 2004).

A constante de eliminagdo € um dos paradmetros farmacocinéticos que
expressa a velocidade com que ocorre este processo e esta relacionado a meia
vida de eliminagado. A relagdo entre meia vida de eliminagdo e a constante de
eliminacao é 0,693, o logaritmo natural de 2. Esta relacéo baseia-se no fato de
que as concentragbes do farmaco no organismo relacionam-se

exponencialmente com o tempo (LIN; LU, 1997; WINTER, 2004).

Entao, t12 = In2/kel (Equacgio 4)

Em que: t2 € a meia vida de eliminagdo e kel € a constante de

eliminacgao.

A constante de eliminacdo, em uma analise farmacocinética, corresponde
a inclinagcdo da reta descendente da concentracdo plasmatica, ou coeficiente
angular da reta terminal, que pode ser calculada através da variagdo do
logaritmo das concentragdes no periodo de tempo transcorrido para que esta
variacao ocorra. A equacao abaixo demonstra, de forma simplificada, o calculo

basico para a constante de eliminagdo (KWON, 2002; WINTER, 2004).
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Equagiio 5 kel= (LnCp1- LnCp2)/(t2-t1)

A meia vida (t12) de eliminagdo € um parametro hibrido, dependente do
clearance e do volume de distribuicdo, e representa o tempo necessario para
que a concentracado plasmatica do farmaco decline para a metade (ATHANI et
al., 1990; TOUTAIN; BOUSQUET-MELON, 2004b).

O parametro ty2 € util para selecionar o intervalo de dose de um regime
posoldgico, para prever o grau de flutuagcao da concentracéo plasmatica durante
o intervalo de dose, prever quanto tempo sera necessario para atingir-se o
estado de equilibrio, e para prever quanto tempo sera necessario para que uma
dada concentracdo decline a outra concentragcao especifica uma vez que nao
seja administrada nova dose (LIN; LU, 1997; TOUTAIN; BOUSQUET-MELON,
2004b; WINTER, 2004).

O calculo dos parametros farmacocinéticos pode ser realizado por
diferentes abordagens, através da utilizagdo de modelos ndo compartimentais,
modelos compartimentais e modelos fisiolégicos (KWON, 2002).

Na abordagem nao compartimental os parametros farmacocinéticos,
como ClI sistémico, Vdsrea, tempo de residéncia média (MRT) e biodisponibilidade
sdo estimados com base na area sob a curva (ASC) e na fase de eliminagao e,
devido a sua versatilidade e robustez, € o primeiro método de analise
farmacocinética utilizado pela industria farmacéutica (KWON, 2002).

Os modelos compartimentais abordam o movimento do farmaco
considerando que o organismo compreende um ou mais compartimentos que
podem receber o farmaco com diferentes velocidades e, em algum

compartimento esta localizado o sitio alvo para o efeito farmacoldgico. Os
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modelos mais utilizados sao o de compartimento Uunico — monocompartimental —
e o de dois compartimentos, ou bicompartimental (TANG et al., 2011).

O modelo compartimental utilizado em analise farmacocinética é fungao
dos resultados experimentais da disposicdo do farmaco no organismo e
depende da existéncia de uma ou mais velocidades de decaimento das
concentragdes plasmaticas ao longo do tempo apdés a administragao (KWON,
2002; TANG et al., 2011).

O farmaco pode apresentar perfil cinético com declinio de concentracoes
monofasico, o que representa que o0 organismo pode ser considerado

compartimento unico (modelo monocompartimental) (Figura 3).

Figura 3: Perfil farmacocinético com apenas uma velocidade de decaimento. Modelo

monocompartimental.

Cp

Tempo

A equagdo que expressa o movimento do farmaco no organismo no
modelo monocompartimental apdés administracdo intravenosa esta descrita a

sequir:

Equagio 6 Cp= Cpo x ™"
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Em que: Cp é a concentracdo plasmatica que pode ser calculada para
qualquer tempo; Cpo € a concentragcdo extrapolada ao tempo zero; kel é a

constante de eliminagéo e t o tempo.

Na administracdo extravascular de farmacos, mesmo que ocorra
decaimento monofasico das concentragdes plasmaticas, a equagao para calculo
das concentragdes em qualquer momento deve considerar a fase de absorgéo,
que € um processo que se contrapbe a eliminagdo. A equacdo de modelo
monocompartimental com cinética de absor¢cdo esta representada a seguir

(KWON, 2002).

Equagéo 7 Cp = dose x F x ka (¢**"' - ')

Vd x (ka-kel)

Em que: Cp é a concentracdo plasmatica que pode ser calculada para
qualquer tempo; F €& a biodisponibilidade do farmaco para aquela via de
administracao; kel € a constante de eliminacéo; ka € a constante de absorcéo;
Vd é o volume de distribuicéo e t, o tempo.

Quando ha duas velocidades de decaimento das concentracdes
plasmaticas ao longo do tempo, assume-se que a velocidade de distribuicdo
para alguns érgaos e tecidos € menor do que para outros. Neste caso tém-se
um compartimento central — que recebe o farmaco rapidamente - e um
periférico. Neste ultimo modelo, o perfil da curva Cp x tempo exibe um declinio

bifasico (Figura 4) (TANG et al., 2011).
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Figura 4: Perfil farmacocinético com duas velocidades de decaimento. Modelo

bicompartimental.

Cp

Tempo

No modelo bicompartimental parametros como a constante de distribuigao
(Ka ou a) e as microconstantes de transferéncia do farmaco entre os
compartimentos central e o periférico podem ser calculados (TANG et al., 2011).
A equagao que expressa o movimento do farmaco no organismo no

modelo bicompartimental apds administragao intravenosa esta descrita a seguir:

Equagéo 8 Cp=Axe*'+Bx e P!

Em que: Cp é a concentragdo plasmatica que pode ser calculada para
qualquer tempo; A é o valor da concentragdo no tempo zero a partir da
extrapolagao da reta na fase de distribuigdo; a € a constante de distribuicao; B é
o valor da concentracdo no tempo zero a partir da extrapolacao da reta na fase

de eliminagao; 3 € a constante de eliminagao e t o tempo.

O declinio inicial da curva, no modelo bicompartimental € denominado de

fase de distribuicdo ou fase a. O rapido decaimento das concentracoes
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plasmaticas, nessa fase, refere-se ao processo de distribuicdo somado ao
processo de eliminagdo que ocorrem simultaneamente. A segunda velocidade
de decaimento, denominada de fase de eliminagao, fase terminal ou fase f,
caracteriza-se pela redugcao mais lenta das concentragdes plasmaticas que esta
relacionada apenas a eliminagao do farmaco (KWON, 2002).

A mudanca de velocidade de decaimento, nesse modelo, ocorre no
momento em que ocorre saturagao do compartimento periférico e o estado de
equilibrio entre compartimento central e periférico é atingido (tss — tempo em que
ocorre o0 estado de equilibrio). O tss pode ser calculado a partir da equagao

descrita a seguir:

Equacgido 9 tss = Ln a/f

(a-B)

Em que: tss € 0 tempo de ocorréncia do estado de equilibrio entre os
compartimentos central e periférico; Ln é o logaritmo natural; a é a constante de
distribuicao e B € a constante de eliminacgao.

O calculo de tss pode ser particularmente util para prever o tempo de
ocorréncia do efeito maximo de um farmaco quando o seu sitio de agao pertence
ao compartimento periférico (KWON, 2002).

Na administracdo extravascular de farmacos, mesmo que ocorra
decaimento bifasico das concentracdes plasmaticas, a equacao para calculo das
concentracdes em qualquer momento deve considerar a fase de absorcao, que
€ um processo que se contrapde a eliminagcdo. A equagao de modelo

bicompartimental com cinética de absorcao esta representada pela equacgao 10.
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Equacao 10 Cp=Axe*+BxeP! -Gxe™

Em que: Cp é a concentragdo plasmatica que pode ser calculada para
qualquer tempo; A é o valor da concentragdo no tempo zero a partir da
extrapolacao da reta na fase de distribuicdo; a é a constante de distribuigao; B é
o valor da concentragdo no tempo zero a partir da extrapolagéo da reta na fase
de eliminagao; B € a constante de eliminacéo; G € a somatéria de A e B; Ka é a

constante de absorcao e t, o tempo.

As estimativas de A, B, a e B podem ser obtidas através dos interceptos e
slopes a partir da plotagem da curva Cp versus tempo. Tais parametros podem

ser utilizados para estimar Cpy, Vd.; e as microconstantes Kqz, K21 € K1o (KWON,

2002).
A concentragao tedrica no tempo zero (Cpg) corresponde a somatéria de

Ae B:
Cp(0)=A+B (Equagao 11)
Entio, V¢ = Div/Cp(0) (Equacio 12)

Conforme relatado anteriormente, € possivel calcular, no modelo
bicompartimental, as microconstantes K2, K21 e Kqo; sendo que Ki, se refere a
constante relacionada a passagem do farmaco do compartimento central para o
periférico, K1 se refere a constante relacionada a passagem do farmaco do
compartimento periférico para o central, e Ky a eliminacdo do farmaco a partir

do compartimento central (KWON, 2002).
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As relacdes existentes entre as microconstantes Ki,, Ky e Kig € 0s

valores de A, B, a e B estdo descritas nas equagdes 13, 14 e 15:

Equagéo 13 K21 = (AB + Ba)/(A+B)
Equacio 14 Kio = ap/Kzq
Equacgao 15 Kio=a+ B - Ko1 — Kio

A determinacédo dos parametros Cl e Vd pode ser realizada através de
relagdes encontradas entre concentragdo plasmatica e tempo por equagdes

modelo independentes, descritas nas equagdes 16 e 17.

Equagio 16 Cl = (Dose x F)/ASC
e
Equagdo 17 Vdsrea = Cl/kel ou B

2.2.3 Toxicidade

Os efeitos téxicos, assim como um perfil farmacocinético, incompativeis
com o uso clinico, sao as principais causas de falhas no desenvolvimento de
novos farmacos, portanto, torna-se imprescindivel que o0s ensaios de
farmacocinética e toxicidade pré-clinica sejam realizados nos estagios iniciais do
processo de desenvolvimento de farmacos (HORII, 1998; GUPTA; ATUL, 2000;

WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).
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Devido as restricbes éticas sobre a realizacdo de estudos de toxicidade
em humanos, a avaliagdo de seguranca tem sido estudada em animais de
laboratorio, embora extrapolagdo de avaliagdo de risco de animais para
humanos ¢é ainda é considerada desafiadora (GUPTA; ATUL, 2000).

A atividade de varias enzimas metabolizadoras de farmacos, como
citocromo P450, glutationa-S-transferase, epdxido hidrolase e varias outras
enzimas - presentes no figado e outros tecidos extra-hepaticos — sofre influéncia
de fatores ambientais, como os poluentes, os solventes industriais, a idade e até
mesmo o sexo dos animais (GUPTA; ATUL, 2000). Outro ponto importante, é
que os estudos toxicoloégicos requerem veiculos desprovidos de efeitos adversos
para que nao haja interpretacdo equivoca de efeitos do composto ou de seus
metabolitos (NEERVANNAN, 2006).

Os parametros bioquimicos que serao avaliados neste estudo séao
ferramentas amplamente utilizadas para determinar a toxicidade de produtos em
modelos animais, procurando estabelecer relacdes entre a exposicao e o efeito.
Estas avaliacbes podem ser extrapoladas ao homem, desde que feitas as
consideragdes adequadas interespécies.

A biotransformacdo de farmacos pode resultar na formacado de
metabolitos reativos capazes de produzir danos celulares, e tem sido
considerada como um importante processo da patogénese de algumas formas
de hepatotoxicidade (GUPTA; ATUL, 2000).

As reacgdes de Fase | ocorrem principalmente no reticulo endoplasmatico

liso (REL) do hepatécito e sdo mediadas pelo complexo enzimatico CYP450.
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Estima-se que o CYP450 apresente de 20 a 200 isoformas, sendo as
mais importantes para a biotransformacao de farmacos: CYP3A4, CYP2D6,
CYP2C19, CYP1A2 E CYP2E1 (DAVIES, 1998).

Em geral, a maioria dos metabdlitos reativos relacionados ao
desenvolvimento de danos hepaticos € originada a partir de rea¢des de Fase |
(DAVIES, 1998).

O tecido hepatico, dado o conteudo de sistemas enzimaticos presentes, €
o principal sitio de biotransformacao de farmacos e mais susceptivel aos efeitos
toxicos desses metabdlitos reativos (ZIMMERMAN; ISHAK, 1987).

A intensidade dos efeitos téxicos depende de varios fatores, tais como
velocidade de formacao de metabdlitos reativos e existéncia de mecanismos de
defesa e reparacao. O uso concomitante de farmacos pode levar a alteragdes na
producdo de metabdlitos uma vez que ocorram interagdes na fase de
biotransformacgao, e assim o efeito tdéxico decorrente do uso de uma associagao
medicamentosa pode ser diferente daquele observado quando ha administragcao
do farmaco isoladamente (LIN; LU, 1997; GUPTA; ATUL, 2000). Idade, sexo,
peso corpéreo, espécie animal, ingestdo cronica de alcool e presenca de
hepatopatia sdo alguns outros fatores que podem determinar diferencas na
capacidade de biotransformacao de determinado farmaco, desde que o sistema
enzimatico envolvido, em cada circunstancia, apresente caracteristicas
diferenciadas (HUANG et al., 2003; KUNIMOTO et al., 2003; MADDREY, 2005;
MEIER et al., 2005).

As transaminases sao enzimas produzidas principalmente no tecido
hepatico e que permanecem neste local em grande quantidade com a fungéo de

catalisar as reagbes de transferéncia de um grupo amino, presente em um
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aminoacido para um alfa cetoacido, com consequente producdo de outro
aminoacido e outro alfa cetoacido correspondente (BURTIS; ASHWOOQOD, 2001).

Estas enzimas sao liberadas em grande quantidade na circulagcéo
sanguinea quando ocorre destruicdo do hepatécito e, desta forma, a
determinacao da sua atividade sérica pode ser utilizada como parametro indireto
para a avaliagao de danos hepaticos (BURTIS; ASHWOOD, 2001).

Niveis elevados de ALT e AST séo encontrados em quadros de necrose
hepatica extensa, como ocorre nas hepatites agudas A ou B, nas exposi¢coes a
toxinas ou em doses elevadas de acetaminofeno. A esteatose hepatica também
determina elevagdes moderadas das transaminases no sangue; o que é comum
na exposicdo crbnica ao etanol, nos quadros de diabetes e na obesidade.
Alguns medicamentos podem elevar as transaminases, tais como o ibuprofeno,
diclofenaco, fenilbutazona, fenitoina, acido valprdico, carbamazepina,
fenobarbital, sulfonamidas, nitrofurantoina, sinvastatina, amiodarona, quinidina,
antidepressivos ftriciclicos, entre outros (BURTIS; ASHWOOQOD, 2001).

Para a avaliagcdo da hepatotoxicidade em animais tém sido utilizados
criterios como aparecimento de necrose tissular e inflamagao intralobular do
figado no exame histopatoldgico e niveis séricos das transaminases trés vezes
superiores aos estabelecidos como referéncia (BAHRI et al., 1981; ATTRI et al.,
2000; RAVINDEL et al., 2006) e os critérios estabelecidos pela Organizagéo
Mundial de Saude para classificar o grau de hepatotoxicidade induzida por
farmacos: grau 1 ALT - 51-125UI/L ou 1,25-2 vezes superior ao valor basal; grau
2 ALT - 126-250UI/L ou 2,6-5 vezes superior ao valor basal; grau 3 ALT - 251-
500UI/L ou 5,1-10 vezes superior ao valor basal; grau 4 ALT - >500UI/L ou 10

vezes superior ao valor basal (LENAERTS et al., 2005).
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A creatinina é sintetizada nos rins, figado e pancreas por reacdes
mediadas enzimaticamente. E produzida endogenamente e liberada nos fluidos
a uma taxa constante, mantendo-se niveis plasmaticos constantes. A excregao
da creatinina é essencialmente dependente da filtracdo glomerular e, entdo, as
alteragbes dos seus niveis plasmaticos sugerem alteragdes na capacidade renal
para a sua excregao por este processo (BURTIS; ASHWOOD, 2001).

A ureia € um metabdlito derivado do catabolismo de proteinas exdgenas
(dieta) e enddgenas (tecidos). A taxa da sintese de ureia hepatica depende da
ingestao de compostos nitrogenados e catabolismo proteico endégeno e a sua
excregcao € essencialmente renal. A relagado entre as concentragdes de ureia/
creatinina € utilizada para discriminar quadros de uremia pré e pdés-renal.
Relacgdes inferiores a 20 sugerem necrose tubular aguda, baixa ingestdo de
proteina ou disfungdo hepatica severa. Taxas maiores, associadas a
concentragcdes elevadas de creatinina, sugerem obstrugdo pds-renal ou uremia

pré-renal sobreposta a disfuncao renal (BURTIS; ASHWOOD, 2001).

2.3 Sensibilizagao comportamental

O estudo de farmacodependéncia apresentou grandes avangos
conceituais e cientificos nas ultimas décadas.

Inicialmente, a dependéncia de drogas foi dividida em dependéncia fisica
e psiquica. A dependéncia fisica foi definida como um estado fisioldgico
alterado, que resulta de adaptagbes do organismo produzidas pela
administracao repetida da droga e manifesta-se pelo surgimento da sindrome de

abstinéncia quando ha interrupgao abrupta do uso da droga (JAFFE, 1990).
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A dependéncia é caracterizada por um conjunto de sintomas indicativos
de que o individuo perdeu o controle do uso da droga e o0 mantém a despeito
das suas consequéncias adversas. Na sua forma extrema a dependéncia
caracteriza-se pelo uso compulsivo da droga. Neste contexto, a sindrome de
abstinéncia € um dos sinais que constam dos critérios para o diagnostico de
dependéncia, mas sua presenga nado € necessaria nem suficiente para
diagnodstico (O’BRIEN, 2001).

Uma das caracteristicas comuns das drogas que produzem dependéncia
€ o0 aumento gradual e progressivo da atividade locomotora observado apos a
administragcdo repetida, esse fendbmeno € denominado sensibilizacdo
comportamental (POST; CONTEL, 1983; ROBINSON; BECKER, 1986). A
sensibilizagdo comportamental foi descrita para a cocaina (MISERENDINO;
NESTLER, 1995), anfetamina (ROBISON E BECKER, 1986; AIZENSTEIN et al.,
1990; VEZINA; QUENN, 2000); morfina (KALIVAS; DUFFY, 1987; POWEL;
HOLTZMAN, 2001), etanol (PHILLIPS et al., 1997), nicotina (DOMINO, 2001;
SHIM et al., 2001) e delta-9-THC (CADONI et al., 2001).

Em modelos animais a sensibilizagdo comportamental, observa-se o
aumento gradual e progressivo da atividade locomotora apdés administracéo
repetida de compostos com atividades psicoativas e de abuso. O aumento da
atividade locomotora é decorrente de adaptagdes neuroquimicas e moleculares
do sistema dopaminérgico mesolimbico homdlogas (CONVIGTON; MICZEK,
2001; NESTLER et al., 2001; ROBISON; BERRIDGE, 2001). Drogas de abuso
tendem a aumentar a atividade locomotora, por meio de mecanismos que estao
relacionados ao reforgo (via da dopamina mesolimbica) (BITTENCOURT, 2000).

Os anestésicos sdo capazes de interagir com sistema neuronais, incluindo os
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sistemas GABAEérgico, glicinérgico, colinérgico e glutamatérgico, podendo levar
a alteragdes em numero e/ou afinidade de receptores (MEDEIRQOS, 2010).

Varios trabalhos demonstram que a administragdo repetida de
substancias de abuso causa sensibilizacdo a mesma e sensibilizacdo cruzada
com outras substancias (AKIMOTO et al., 1990; HORGER et al., 1991; 1992;
ROBINSON; BERRIDGE, 1993; LESSOV; PHILLIPS, 2003; MCDAID et al.,
2005).

A sensibilizagdo comportamental resulta de adapta¢cdes neuroquimicas e
moleculares do sistema dopaminérgico (ROBINSON; BECKER, 1986; NESTLER
et al., 2001), contudo, segundo Robinson e Berridge (1993), a sensibilizacdo nao
resultaria no aumento do efeito reforcador das drogas, mas da relevancia
motivacional do estimulo que levaria ao uso compulsivo caracteristico da
dependéncia.

As respostas locomotoras para o inibidor seletivo da recaptacdo da
dopamina (DA) (GBR-12.909) foram também sensibilizadas em ratos pré-
expostos a morfina ou anfetamina, confirmando os mecanismos de
hiperreatividade da dopamina no nucleo accumbens que estdo envolvidos na
expressao de sensibilizagdo locomotora (VANDERSCHUREN et al., 1999).
Portanto, embora os farmacos foram administrados sistemicamente, os
resultados sao consistentes com o conceito de que a hipersensibilidade de
neurdnios do mesoaccumbens representa uma adaptacdo comum subjacente a
expressao de longo prazo da sensibilizagdo comportamental induzida por
opiaceos e psicoestimulantes (KALIVAS; STEWART, 1991; PIERCE; KALIVAS,

1997a).

53



A maioria das drogas de abuso apresentam efeitos caracteristicos na
atividade locomotora que se tornam reforgcados apds repetidas doses. Portanto,
a sensibilizagdo comportamental € mais frequentemente avaliada em termos de
locomogao. Curiosamente, o sistema mesolimbico, o substrato primario de
sensibilizagdo comportamental induzida por drogas, tem sido sugerido ter um
papel crucial na motivagao e comportamentos direcionados (SALAMONE 1994;
KIYATKIN, 1995; SCHULTZ et al., 1997). Isto levou a um propésito de que a
sensibilizagdo comportamental pode estar envolvida em certos aspectos
motivacionais na dependéncia de drogas, como a fissura e o comportamento
compulsivo de busca pela droga (ROBISON; BERRIDGE, 1993).

Os resultados descobertos por Vanderchuren et al. (1999) concluem que
a adaptacao persistente nos nervos terminais do nucleo accumbens, torna-os
hipersensiveis a capacidade de cocaina, anfetamina e GBR-12909 de aumentar
a concentracao de DA sinaptica, representando efeitos neuroadaptativos pré-
sinapticos subjacentes a sensibilizacdo locomotora induzida pela morfina e
anfetamina.

Em nosso estudo como a atividade locomotora foi avaliada apenas em
dose unica do composto PT-31 GIRSUPAN, sugere-se a administracdo do

composto em doses multiplas para avaliacdo da sensibilizacdo comportamental.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar as caracteristicas de logP, os aspectos de toxicidade e a
farmacocinética do composto 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2-4-diona —

PT-31 GIRSUPAN — com potencial aplicagao no tratamento de dor.

3.2 Objetivos Especificos

» Determinagao do logP in silico e experimental do PT-31 GIRSUPAN;

» Determinacao da estabilidade quimica e ex vivo;

» Desenvolvimento e validagdo de método bioanalitico para a determinagao
de PT-31 GIRSUPAN em plasma por LC-MS;

» Avaliacdo do perfil farmacocinético do PT-31 GIRSUPAN (10 mg/kg)
administrado em dose unica via intraperitoneal em ratos Wistar;

» Avaliacdo do perfil farmacocinético do PT-31 GIRSUPAN (10 mg/kg)
administrado em associagao com a morfina (6 mg/kg) em dose Unica via
intraperitoneal em ratos Wistar;

» Avaliacdo do perfil farmacocinético do PT-31 GIRSUPAN (10 mg/kg)
administrado em dose Unica via oral em ratos Wistar;

» Avaliacao da toxicidade hepatica e renal do composto PT-31 GIRSUPAN
(10 mg/kg) administrado em dose Unica via intraperitoneal através dos
parametros bioquimicos ALT, AST, ureia e creatinina.

» Avaliagdo do potencial de dependéncia do PT-31 GIRSUPAN nas doses

de 3, 5, 10 e 20 mg/kg.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Métodos Analiticos para determinagao de PT-31 GIRSUPAN
4.1.1 Analise Espectrofotométrica

O sistema de leitor de placa Power Wave HT — Biotek foi utilizado para a
determinacao do coeficiente de particdo (logP) e do comprimento de onda de
maior absortividade do composto, através de varredura, para auxiliar no
desenvolvimento do método analitico do composto PT-31 GIRSUPAN por
espectrofotometria. Esse método espectrofotométrico foi aplicado para a

determinagao do LogP do composto.

4.1.1.1 Determinagao do Coeficiente de Particao (logP) do composto PT-31
GIRSUPAN

A determinagcao do coeficiente de particdo in silico do composto PT-31
GIRSUPAN foi realizada através do software Chem Draw ultra 12.0 - Cambridge
Software. Em seguida, a determinagao experimental do logP foi baseada na
técnica descrita pelo “OECD Guideline for the testing of chemicals” - Partition
Coefficient (n-octanol/water): Shake Flask Method (1995). Neste método, avalia-
se a dispersao do produto nas fases 6leo/agua, utilizando agua Milli-Q e octanol

como fase organica, em trés situagdes distintas de propor¢cao A/O (1:1; 2:1; 1:2).

Procedimento

Antes do coeficiente de particdo ser determinado, os dois solventes, n-
octanol e agua, foram saturados a temperatura de 25 + 1°C, durante 24 horas,
em um agitador mecanico (Nova Etica), e em seguida foram mantidos em

repouso por 24h para permitir a separacao das fases.
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Anadlise

As concentracdes do PT-31 GIRSUPAN foram determinadas em ambas
as fases apods periodo de saturacdo e separagdo. Para a quantificacdo do
composto foi utilizado o leitor de placa Power Wave HT — Biotek, utilizando um
comprimento de onda de 205 nm. A quantidade total do PT-31 GIRSUPAN
presente em ambas as fases foi calculada e comparada com a quantidade
originalmente introduzida através das equagdes das retas (agua/octanol)
previamente determinadas.

As curvas analiticas em agua e octanol foram construidas nas
concentragdes de 15,62; 31,25; 62,5; 125, 250, 500 ug/mL, em triplicata e com
critério de aceitagcdo para o coeficiente de correlagdo (R) acima de 0,99,

segundo a RE 899, 29 de maio de 2003.

4.1.2 Método analitico por LC-MS

Um sistema de cromatografia liquida equipado com um detector de
massas triplo quadrupolo da Micromass — Quatro micro'™, Waters, usando
monitoramento de reagao multipla (MRM) foi utilizado. A interface elétron spray
operou na ionizacdo de modo positivo, a temperatura de solvatagdo foi de 450°C
e a voltagem do ion spray foi ajustado a 20V, para detecgdo do composto PT-31
GIRSUPAN (m/z 243,45), cuja transicao utilizada foi de 143,02 e para a
detecgdo do padréao interno (Pl) — clonidina 20 ng/mL. A separagao das
moléculas foi feita por um sistema de fase reversa com uma coluna Symmetry
C1s (4,6 x 75 mm, 3,5um), protegida por uma pré-coluna Symmetry Cg (3,9 x 20
mm, Sum). A fase mével, por sua vez, foi constituida de metanol, tampao acetato

de aménio 5mM (pH 2,8 ajustado com acido féormico), na proporg¢ao de 90 e 10%
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respectivamente, em modo isocratico e um fluxo de 0,5 mL/min e o volume de
injecao foi de 50 uL. Esse método foi utilizado no ensaio de estabilidade quimica

do PT-31 GIRSUPAN.

Reagentes

Composto  3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2-4-diona - PT-31
GIRSUPAN (sintetizado pela Universidade Federal de Pernambuco), cloridrato
de clonidina (Sigma Aldrich Chemie), metanol (J. T. Baker®), acetato de etila
(Quemis®), acetato de aménio (J. T. Baker®), acido férmico (Scharlau®) e agua
milli-Q.

O tampéo acetato, empregado como solvente da fase movel, foi
preparado a uma concentragdo de 5mM, acrescentado de acido formico 0,1%
para atingir o pH 2,8 e o metanol para facilitar a ionizagdo das moléculas.

As solugbdes estoque de PT-31 GIRSUPAN e clonidina (100 pug/mL) foram
preparadas em metanol. Essas solugdes foram utilizadas para todo o processo

de validagao.

4.1.2.1 Estudo de estabilidade quimica

Os ensaios de estabilidade quimica foram planejados para simular as
condicdes de pH do trato digestorio. Para determinagcdo da estabilidade quimica
em pH 3,0 e 7,4, a concentragao de 20 ug/mL de PT-31 GIRSUPAN em metanol
foi submetida & agitagcdo constante em um agitador mecanico (Nova Etica®) a 37
+ 1°C durante todo o ensaio.

As amostras foram coletadas nos tempos zero, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12h

para o pH 3,0 e nos tempos zero, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 4, 12h para o pH 7,4. Em
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seguida foram quantificadas por LC-MS. Todas as analises foram realizadas em

triplicata e os resultados foram expressos pela média das concentracdes

(ng/mL).

4.2 Método Bioanalitico para determinagao de PT-31 GIRSUPAN
4.2.1 Analise cromatografica por LC-MS

As condi¢gdes cromatograficas utilizadas no método bioanalitico para
determinacdo do composto PT-31 foram as mesmas do método analitico,
descritas no item 4.1.2.

Processamento das amostras de plasma

Em um microtubo plastico de 1,5 mL contendo 200 uL de plasma, 20 uL
de PI (clonidina) e 800 uL de acetato de etila sdo adicionados e em seguida a
mistura é agitada em vortex por 30 segundos. A mistura €, entdo, centrifugada
por 15 minutos a 13 000 x g. Apos a centrifugagdo, 750 uL do sobrenadante
foram transferidos para um tubo falcon plastico de 15mL, evaporados a ar
comprimido, ressuspendidos com 200 uL da fase movel e injetado no sistema
LC-MS. O tempo de corrida foi de 5 min e o volume de injecdo de 20 uL

(Fluxograma 1).

59



Fluxograma 1: Processamento da amostra bioldgica para identificacao e quantificagcao

do composto PT-31 GIRSUPAN.

200 pl de plasma
+
200 pl de padrao interno (20 ng/ml)
+
800 pl de acetato de etila

Voértex por 30 segundos
Centrifugagdo 13.000 x g por 15 min a 8°C

Sobrenadante

Evaporacao sob fluxo de ar continuo

Ressuspensao do residuo com de
200 pl de fase moével

4.2.1.1 Validagao Bioanalitica

O processo de validacao incluiu os procedimentos necessarios para a
determinacao dos limites de confianca do método, de acordo com as normas
estabelecidas pela ANVISA (RESOLUCAO-RE n°899, de 29 de maio de 2003).
O objetivo desses procedimentos foi avaliar se o método bioanalitico

desenvolvido pode ser aplicado em estudos de farmacocinética do composto

PT-31 GIRSUPAN.
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4.2.1.1.1 Curva analitica

A curva analitica representa a relagao entre a resposta do instrumento e a
concentragdao conhecida do analito. A curva analitica é usada para calcular a
concentracao do farmaco nas amostras, utilizando-se a mesma matriz bioldgica
proposta para o estudo. A curva analitica incluiu a analise da amostra branco
(matriz bioldgica isenta de padrao do farmaco e do padrao interno), da amostra
zero (matriz biolégica mais o padrdo interno) e de nove amostras contendo
padrao do farmaco e padrao interno (Pl). Aliquotas de 990 uL de plasma, em
triplicata, foram enriquecidas com 10 uL de cada solugdo diluida de PT-31
GIRSUPAN (100 pg/mL) para alcangar as concentracdes finais de 0,05; 0,1;
0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 e 20 pug/mL.

Os critérios de aceitacao para exatidao da curva analitica foram desvio
menor ou igual a 20% em relagdo a concentragdo nominal para o LIQ e um
desvio menor ou igual a 15 % em relagdo a concentragao nominal para as outras
concentragcdes da curva analitica. Os critérios de aceitagdo para precisdo da
curva analitica foram coeficiente de variagdo (CV) menor ou igual a 20% em
relagdo a concentragdo nominal para o LIQ e um desvio menor ou igual a 15 %
em relagcdo a concentracdo nominal para as outras concentragdes da curva
analitica. Além disso, a curva analitica deve apresentar um coeficiente de

correlagao (R) igual ou superior a 0,98.

4.2.1.1.2 Linearidade
A linearidade foi estudada através da analise de amostras de plasma,
contemplando o limite de variagao esperado, do LIQ até 120% da concentracao

mais alta que se pretende analisar. O método foi considerado linear até a maior
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concentragdo analisada, cujas replicatas apresentaram coeficiente de variagcéo
<15%. Amostras com concentragdes de 0,050 a 30 ug/mL, em triplicata, foram

analisadas.

4.2.1.1.3 Limite de Detecgao

O limite de deteccdo foi determinado como a menor concentragao
detectada, cuja area da concentragdo minima detectada corresponde a 3 vezes
o valor da area do branco com coeficiente de variagdo menor que 20%,

analisadas em trés replicatas.

4.2.1.1.4 Limite de Quantificagao

O limite de quantificacdo foi determinado como a menor concentragao
quantificada, cuja area da concentragdo minima quantificada corresponde a 5
vezes o valor da area do branco com coeficiente de variagdo menor que 20%,

analisadas em trés replicatas.

4.2.1.1.5 Precisao e Exatidao intra e inter-ensaios

A precisao foi avaliada através dos coeficientes de variacdo obtidos pela
analise de brancos de plasma adicionados de trés concentragdes diferentes do
composto PT-31 GIRSUPAN (0,05, 1 e 10 ug/mL), cinco replicatas em dois dias
consecutivos (inter ensaios) e em cinco replicatas em um mesmo ensaio (intra-
ensaio), com coeficiente de variagdo menor que 15%. A exatidao (% erro
sistematico) foi obtida através da avaliagdo da concordéncia dos resultados
obtidos experimentalmente com os valores reais dos compostos na amostra,

com coeficiente de variacao entre 85 e 115%.
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4.2.1.1.6 Recuperagao

A recuperagao é utilizada para medir a eficiéncia do procedimento de
extracdo desenvolvido dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de
recuperacao do analito e do padréo interno proximos a 100% s&o desejaveis,
porém, admitem-se valores menores, desde que a recuperagao seja precisa e
exata.

Este teste foi realizado comparando-se os resultados analiticos de
amostras extraidas a partir de trés concentracées (0,5, 1,0 e 10ug/mL),
contemplando a faixa de linearidade do método, com os resultados obtidos com
solugdes padrao nao extraidas que representam 100% de recuperacéo.

O calculo da recuperacao foi feito em fungdo da relagdo de area do
padrao extraido e n&do extraido, tanto para o analito quanto para o padrao interno

separadamente.

4.2.1.1.7 Estabilidade

O ensaio de estabilidade tem como finalidade verificar se a concentracéo
da substancia sofre alteracbes apds um periodo especifico de armazenamento
antes e apos o processamento (CHANG, 2002).

As estabilidades dos analitos foram determinadas em curta e longa
duragdo, apos ciclos de congelamento e descongelamento e poés-
processamento. Aliquotas foram preparadas em duas concentracdes diferentes,

0,25 e 10 ug/mL, em triplicata.
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Estabilidade de curta duragao:

A estabilidade do composto PT- 31 foi determinada ap6s permanecer a
temperatura ambiente por 24h. Em seguida, as amostras foram processadas
como descrito no item 4.2.3.1 e analisadas. Os resultados foram comparados

com aqueles obtidos da analise das amostras recém-preparadas.

Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento:

A estabilidade do analito foi determinada apds trés ciclos de
congelamento e descongelamento. As aliquotas, de 500 uL, foram estocadas a
temperatura de —20 = 1°C por 24h e descongeladas espontaneamente, a
temperatura ambiente, passando por todo processo de extracdo para posterior
analise. Tal procedimento foi repetido por trés dias consecutivos, sob as
mesmas condigdes. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos da

analise das amostras recém-preparadas.

Estabilidade de longa duragéo:

A estabilidade do analito foi analisada apdés seis meses de
armazenamento a - 80 + 1°C, passando pelo processo de descongelamento e
extracdo. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos na analise das

amostras recém-preparadas.

Estabilidade pos-processamento da amostra:

A estabilidade do composto PT- 31 foi determinada apods processamento

e permanéncia a temperatura ambiente por 24h, seguida de analise. Os
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resultados foram comparados com aqueles obtidos da analise das amostras

recém-preparadas.

4.2.2 Estudo de estabilidade ex vivo

Os ensaios de estabilidade ex vivo foram planejados para verificar
possivel atividade de enzimas plasmaticas sobre o composto em estudos. Para
determinacdo da estabilidade ex vivo, amostras de plasma foram acrescidas da
solucdo estoque de PT-31 GIRSUPAN, finalizando em uma concentracao de 20
ug/mL e submetidas a agitacdo constante em um agitador mecéanico (Nova
Etica®) a 37 + 1°C durante todo o ensaio.

As amostras foram coletadas nos tempos zero, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12h.
Em seguida, foram quantificadas por método bionalitico previamente validado.
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram

expressos pela média das concentragdes (ug/mL).

4.2.3 Avaliagao do perfil farmacocinético

4.2.3.1. Casuistica

Foram utilizados 48 ratos wistar, com peso aproximado de 250+10 g,
provenientes do biotério central de Botucatu da Universidade Estadual Paulista —
Unesp foram utilizados para os estudos de farmacocinética, testes preliminares
de toxicidade e potencial de dependéncia. Os animais foram transferidos para o
biotério do Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da
Faculdade de Farmacia Bioquimica da Unesp de Araraquara, os quais foram

mantidos em condigdes controladas de temperatura (23 + 1° C), umidade (55 *
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5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 07h) e com ragéo balanceada e agua
ad libitum. Os experimentos foram realizados na fase de claro.

O protocolo de estudo pré-clinico foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara (Processo n °

24/2010).

4.2.3.2. Protocolo experimental
Os animais foram distribuidos em 03 grupos:
e Grupo | (PT-31 GIRSUPAN -10mg/Kg, i.p.) (n= 16);
e Grupo Il (PT-31 GIRSUPAN -10mg/Kg + morfina - 6mg/Kg, i.p.) (n= 16);
e Grupo lll (PT-31 GIRSUPAN - 10 mg/kg, via oral) (n= 16).

As doses de 10 mg/kg do produto e 6mg/kg de morfina para ratos wistar
foram estabelecidas por extrapolagdo alométrica, considerando-se a publicagao
de SUDO et al (2010), em que foram utilizadas as doses de 15 mg/kg para PT-
31 GIRSUPAN e 10 mg/kg para morfina, em camundongos.

As solugdes dos farmacos foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO),
diariamente, e as administragdes foram realizadas no periodo matutino (8h). O
veiculo DMSO foi selecionado considerando-se a avaliagcdo de atividade do
composto realizada por Sudo et al (2010).

Apos a administracao foi realizada coleta de sangue para a determinagao
das concentragcdes do composto PT-31 GIRSUPAN, construindo-se a curva de
concentragao plasmatica versus tempo. As amostras seriadas de sangue foram
coletadas em 10 tempos diferentes (0; 157; 307; 457; 607; 90’; 3h; 6h; 12h e 24h);

e para cada tempo de coleta foram empregados 5 animais.
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As amostras de sangue obtidas da cauda e por decapitagdo dos animais
foram coletadas, respectivamente, em microtubos de plastico e tubos de vidro,
utilizando-se solugao de heparina a 2500 Ul. O sangue foi centrifugado a 13000

g, por 15 minutos a 8 + 1°C e o plasma utilizado para as analises laboratoriais.

4.2.3.3. Andlise farmacocinética

A disposicdo cinética do PT-31 GIRSUPAN foi avaliada apoés
administragdo de dose unica (10 mg/kg) em ratos wistar por via intraperitoneal
isoladamente ou associado a morfina (6mg/kg) e por via oral (gavagem)
isoladamente. Os valores de concentragdo plasmatica maxima (Cmax) e tempo
de ocorréncia da concentragdo plasmatica maxima (tmax) foram obtidos
diretamente dos resultados experimentais. Os parametros farmacocinéticos
foram calculados através das curvas de concentragcado plasmatica versus tempo.
A meia vida de eliminagcédo (ti2) foi obtida através do método grafico e por
modelo monocompartimental, selecionado apds avaliagdo do coeficiente de
correlagdo entre as variaveis (CATTANI et al., 2008). A constante de eliminagao
(kel) foi obtida através da equacao kel = 0,693/ t12. A ASCO-t foi calculada pelo
método dos trapezoides, e a ASCO-INF foi calculada através da equacao ASCO-
INF=ASCO-t + Cpn/kel, em que Cpn € a ultima concentragcdo da curva de
concentragao plasmatica versus tempo e kel é a inclinagdo da reta de regresséao
linear do logaritmo das concentragcdes plasmaticas pelo tempo, na fase de
eliminagéo. A relagao entre as areas sob a curva (r areas =ASCO-t /ASCO-INF)
foi utilizada para verificar se o desenho experimental foi adequado para a

realizacdo dos calculos dos parametros farmacocinéticos, sendo aceitavel que r

67



areas seja maior ou igual a 0,8 (RESOLUCAO-RE n°1170, de 19 de abril de
2006).

O valor de clearance (Cl) foi determinado através da equacdo modelo
independente Cl= dose/ASCO-INF e o volume de distribuicdo (Vd) foi calculado
através da equagdo Vd = Cl/kel. O tempo de residéncia médio (MRT) foi
calculado atraves de estatistica dos momentos, utilizando a area sob o momento
da curva (ASMC), e através da equagdo MRT= ASMC/ASCO-INF.

Para a administracao oral foram calculados a meia vida de absorcgao (12
a) e a constante de absor¢ao (ka) através da equacgao ka=0,693/ t1, a. As areas
sob a curva extrapoladas ao infinito (ASCO-INF) da administracdo oral e
intraperitoneal foram comparadas para verificar a necessidade de ajuste de dose
em estudos pré-clinicos futuros para avaliacdo de efeito utilizando a

administracao oral.

4.3 Avaliagao dos parametros bioquimicos

Parametros bioquimicos foram analisados para avaliagdo das funcgdes
hepatica e renal antes e apds a administragcdo do composto aos animais. Os
parametros analisados foram: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
amonistransferase (AST), ureia e creatinina.

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

Para a determinacdo dos parametros bioquimicos de fungdo renal e
hepatica foram utilizados 40 animais no total. Estes receberam os compostos,

pela via i.p., em dose unica. As coletas de sangue foram realizadas através da
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cauda do animal no tempo 4h e através da decapitagdo no tempo de 8h. Os
animais foram distribuidos nos seguintes grupos:
e Grupo | (tratados com PT-31 GIRSUPAN -10mg/kg) (n=10);
e Grupo Il (tratados com PT-31 GIRSUPAN -10mg/kg + morfina —
6mg/kg) (n=10);
e Grupo lll (tratados com morfina — 6mg/kg) (n=10);

e Grupo IV controle (tratados com DMSO - 2,5mg/kg) (n=10).

O objetivo do grupo controle do sistema (DMSO) & determinar os valores
basais dos parametros bioquimicos estudados considerando-se que a exposi¢cao
ao estresse pode determinar alteragcbes. Além disso, foi realizada a coleta do
material biolégico antes da administragdo do DMSO para avaliar os efeitos
desse o veiculo sobre estes parametros.

As amostras de sangue obtidas da cauda e por decapitagdo dos animais
foram colhidas, respectivamente, em microtubos de plastico e tubos de vidro,
utilizando-se solucao de heparina a 2500 Ul. O sangue foi centrifugado a 13000

g, por 15 minutos a 8 + 1°C e o plasma utilizado para as analises laboratoriais.

4.3.1 Determinagao da atividade enzimatica de AST e ALT
As determinagbes de ALT e AST foram realizadas por método
colorimétrico - reacdo de Reitman Frankel (Kit Labtest - lotes 0001 e 1001). As

etapas envolvidas na determinagéo das transaminases estao descritas a seguir:

Aspartato Aminotransferase (AST ou TGO) - método colorimétrico - a

reacdo de AST resulta na formacido de oxalacetato, que € medido através da
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formagado de hidrazona, a qual tem intensa cor castanha em meio alcalino (Kit

Reagente Labtest - lote 1001).

Alanina Aminotransferase (ALT ou TGP) — método colorimétrico — a
reacao de ALT resulta na formagdo de piruvato, que € medido através da
formagado de hidrazona, a qual tem intensa cor castanha em meio alcalino (Kit

Labtest — lote 0001).

As analises de transaminases foram realizadas antes e depois do inicio

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

4.3.2 Determinagao de creatinina

Alteracdes de funcao renal podem ser avaliadas através da determinagao
dos niveis séricos de creatinina.

O método utilizado baseia-se na observacdo de que a reacdo da
creatinina com o picrato alcalino € muito rapida, enquanto a reagao do picrato
com o0s cromogénios € mais lenta. A medida da reagdo nos primeiros minutos

permite a determinagéo da creatinina.

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

medido fotometricamente (Kit Labtest - lote 2010).
Creatinina + Acido Picrico ———» Picrato de Creatinina

A determinagao de creatinina foi feita antes e apds o tratamento com os

descritos anteriormente.
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4.3.3 Determinagao de ureia
A determinagdo da ureia em amostras de sangue e urina € util na
avaliagao da funcgao renal. O principio da técnica para determinagao de ureia é

descrito a segquir:

A ureia é hidrolisada pela urease, gerando amoénia e dioxido de carbono.

urease

Ureia + HoO 2 NH3 + CO2

A amodnia reage com o 2 cetoglutarato e NADH em uma reagéo catalisada
pela glutamato desidrogenase (GLDH), ocorrendo oxidagdo da NADH a NAD. A
consequente reducdo da absorvancia, medida em 340 ou 365 nm, é

proporcional a concentragéo de ureia na amostra (Kit Labtest — lote 2002).

GLDH

2 cetoglutarato + NH3 + NADH L-Glutamato + NAD

A determinacdo de ureia foi feita antes e apds os tratamentos

determinados.

4.4 Atividade Locomotora

Para a avaliacdo da atividade locomotora foi utilizada caixa automatica de
medida locomotora (Columbus Instruments - Califérnia), de medida 51,1 x 9,5 x
69,2 cm (largura x altura x comprimento locomotora de espécie animal). Esta

caixa continha 10 emissores de luz infravermelha, distante 2,5 cm entre si e a
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3,0 cm do piso da caixa. Cada unidade de locomocido correspondeu a
interrupcao de dois feixes de luz. O animal foi colocado na caixa e deixado livre
para explorar o ambiente por 45 minutos. A medida de cruzamento foi avaliada
para determinar a atividade motora a cada 5 minutos. Os animais foram tratados
com salina, DMSO (2,5 mg/kg) e PT-31 GIRSUPAN (doses 3; 5; 10; 20 mg/Kg),
em seis replicatas para cada dose, ambos administrados pela via intraperitoneal.
Os animais foram observados durante 45 minutos, tempo necessario para

responder aos estimulos de locomog&o em modelo animal.

4.5 Analise Estatistica

Os parametros farmacocinéticos dos grupos estao apresentados através
das medianas, médias e intervalo de confianga (IC 95).

A comparagdao dos parametros farmacocinéticos e os perfis
farmacocinéticos do composto PT-31 GIRSUPAN nos diferentes grupos foram
comparados através da aplicagdo do teste de Mann-Whitney. Os parametros
bioquimicos foram comparados pelo teste Dunn’s. A atividade locomotora foi
analisada por ANOVA. Para esta finalidade foi utilizado o programas Graphpad
Prism 5. Os calculos de regresséao linear das curvas analiticas e coeficientes de

variacdo (CV%) foram realizados utilizando-se o programa Origin®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Métodos analiticos para determinagao de PT-31 GISUPAN
5.1.1 Analises espectrofotométricas
5.1.1.1 Determinagao do coeficiente de particdao (logP) do composto PT-31
GIRSUPAN

O coeficiente de particdo (logP) do composto PT-31 GIRSUPAN,
determinado através do software Chem Draw, resultou em um logP de 1,56,
enquanto o log P experimental do composto, baseado na técnica descrita pelo
“OECD Guideline for the testing of chemicals — Shake Flask” (1995), foi de 1,24
+0,1064.

Os ensaios para determinacdo do coeficiente de particdo do composto
PT-31 GIRSUPAN foram realizados a partir das curvas analiticas em agua e

octanol (Figuras 5 e 6), conforme descrito no item 4.1.1.1 de Material e Métodos.

Figura 5: Curva analitica em agua do  Figura 6: Curva analitica em octanol do
PT-31 PT-31
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Os coeficientes de determinacdo (R?) evidenciam linearidade adequada
para a determinagdo de LogP experimental. Assim, a equacédo da reta foi
utilizada para calcular o coeficiente de particado do composto, como demonstrado

na Tabela 1.
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Fases Absorbancia SERS ectane P log P média DP (a7 média total DP cv
conc (ug/mL) conc (ug/mL)
0,13084 49,92 1208,01 24,19892 | 1,383796
A/O(1:2) 0,15638 62,69 1154,13 18,41011 1,265056 1,306486 0,06701 | 5,128997
0,15807 63,535 1184,73 18,64689 | 1,270606
0,15216 60,58 1131,51 18,67795 1,271329
A/O (1:1) 0,12103 45,015 1115,10 24,77174 | 1,393957 | 1,264142 | 0,133553 | 10,56468 1,24 0,1064 | 8,58
0,19501 82,005 1098,96 13,40113 1,127142
0,20011 84,555 1180,11 13,95671 | 1,144783
A/O(2:1) 0,21572 92,36 1152,51 12,47845 1,096161 1,149252 0,055461 | 4,825808
0,17455 71,775 1155,54 16,09948 | 1,206812

Tabela 1: Determinacéo do coeficiente de particido do composto PT-31 GIRSUPAN através do

método Shake Flask.

O valor de logP encontrado neste estudo enquadra-se nas caracteristicas
de um composto que, segundo Tsaioun e Kates (2012), apresenta uma melhor
absorgao oral, um balango entre a permeabilidade e a solubilidade, e um
metabolismo hepatico reduzido.

Segundo Korinth et al. (2012), o logP com valores proximos a 1 indica que
o produto quimico apresenta uma solubilidade 10 vezes maior na fase organica
em relacao a fase aquosa. Por conseguinte, os produtos quimicos com os
valores de log P negativos sdo mais soluveis em meio aquoso do que em
solventes organicos e ira solubilizar o aquoso em vez da fase lipofilica.

Benet et al. (2011) afirmam que compostos com LogP > 2,0 apresentam
probabilidade de excregéo hepatica (fase |) em cerca de 80%, dessa forma,
estes compostos permanecem por mais tempo no organismo devido a
necessidade de passar por varias etapas de biotransformacéao, e que compostos
com LogP<0 apresentam probabilidade de baixo metabolismo (fase 1) em 83,5%.

Além disso, compostos com logP entre 0 e 2,0 ndo é possivel atribuir a
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probabilidade de taxa de metabolismo com seguranca, cujo resultado de logP foi
encontrado nesse trabalho.

Segundo Winiwarter et al. (1998) o LogP possui boa correlagdo com a
fracdo absorvida do farmaco administrado pela via oral, mas ndo é um
parametro adequado para prever a biodisponibilidade por essa via. Estudos
sugerem que compostos que apresentam valores de LogP em torno de 2+1
possuem tanto boa absor¢cdo oral como boa expectativa para penetrar através

da barreira hematoencefalica (DRESSMAN et al., 2008).

5.1.2 Analises cromatograficas por LC-MS/MS
5.1.2.1 Estabilidade quimica e ex vivo

O estudo de estabilidade quimica e ex vivo ndo demonstrou a ocorréncia
de hidrdlise quimica do composto em pHs 3,0 e 7,4 e em plasma de rato,
durante o periodo de 12h (Figura 7). Esses resultados apontam uma
caracteristica favoravel a administracdo oral com baixa probabilidade de
ocorréncia de hidrolise quimica nos pHs do trato digestério. A estabilidade
observada no estudo ex vivo, pelo periodo de 12 horas, sugere que o composto
nao sofre agdo de enzimas plasmaticas e que ha grande probabilidade de que o
metabolismo do farmaco seja mediado por outros sistemas enzimaticos nos

estudos in vivo.
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Figura 7. Curva da estabilidade quimica em diferentes pH (3,0 e 7,4) e em

plasma (ex vivo).
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5.2 Método bioanalitico para determinagao do PT-31 GIRSUPAN
5.2.1 Andlises cromatograficas por LC-MS/MS
5.2.1.1 Desenvolvimento e validagao do método bioanalitico

Para o desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico foi utilizada
solugado estoque de PT-31 GIRSUPAN na concentragdo de 100 pg/mL em
metanol. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas para constru¢cado de
uma curva analitica, com nove concentragbes (50, 100, 250, 500, 1000, 2500,
5000, 10000 e 20000 ng/mL) em triplicata.

A curva analitica (Figura 8) foi analisada pelo método de regressao dos
minimos quadrados para verificagao de linearidade. O coeficiente de correlagao

(R) obtido foi de 0,998. A equagao da curva analitica foi y = 0,0012x + 0,0796.
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Figura 8. Curva analitica do composto PT-31 GIRSUPAN em metanol.
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O método bioanalitico apresentou limites de confianga aceitaveis para sua
aplicagédo nos estudos de farmacocinética, de acordo com a Resolugdo n° 899,

de 29 de maio de 2003 ANVISA (Tabelas 2, 3 e 4).

. i PT-31
Limites de confianga GIRSUPAN
Limite de detec¢do (ng/mL) 25
CV (%) 14,8
Limite de quantificagdo (ng/mL) 50
CV (%) 11,3
Linearidade (ng/mL) 50 - 30000
R 0,998

Tabela 2. Valores de limites de detecgao, limite de quantificacao e linearidade

apresentados pelo composto PT-31 GIRSUPAN.
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Concentracao adicionada Intra-ensaio Inter-ensaio
(ng/mL) Precisdo Exatiddo | Precisio  Exatiddo
PT-31 GIRSUPAN (CV %) (%) (CV %) (%)
50 17,4 120 16,5 119
1000 12,8 101 11,0 96
10000 14,4 85 12,9 82

Tabela 3. Valores de precisdo e exatiddo intra e inter-corridas do PT-31

GIRSUPAN.
5 . i Ciclo
Concentracao adicionada Curte Pés congelamento Longf
(ng/mL) duragao processamento duragao
descongelamento
PT-31 GIRSUPAN Exatidao (%) Exatiddo (%) Exatidao (%) Exatidao (%)
250 104,4 107,9 97,0 98,9
10000 102,9 97,8 99,4 101,2

Tabela 4. Valores de estabilidade de curta e longa duragao, pés processamento
e ciclo de congelamento e descongelamento apresentados pelo composto PT-31

GIRSUPAN.

A recuperacao do PT-31 GIRSUPAN apds processamento das amostras
de plasma foi em média de 70%, para as 3 concentragdes (0,05; 1,0 e 10
ug/mL). O padréo interno (clonidina), por sua vez, apresentou uma recuperagao

de 114,9% com coeficiente de variagéo (CV) de 10,7%.

5.2.2 Perfil farmacocinético
O perfil farmacocinético do PT-31 foi avaliado apds administracdo de dose
unica (10mg/kg) pela via intraperitoneal, isoladamente e em associagdo com a

morfina (6 mg/kg); e pela via oral (10 mg/kg) isoladamente.
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Na tabela 5 estdo demonstrados os parametros farmacocinéticos para o
composto PT-31 nos trés grupos experimentais supracitados, e na figura 9 os
perfis de concentragdes plasmaticas versus tempo.

As curvas de concentragdo plasmatica versus tempo (Figura 9)
apresentaram  perfil  farmacocinético = compativel com o modelo
monocompartimental. Dessa forma, a analise farmacocinética foi realizada
considerando esse modelo.

As relagdes entre as ASCo: e ASCyne apresentaram, para todos os
grupos, valores superiores a 80%. Esses resultados demonstram que o
delineamento experimental seguiram os criterios estabelecidos pela RE 1170, 19
de abril de 2006 e o periodo de coleta de amostras foi suficiente para a
determinacgao dos parametros farmacocinéticos.

Na administracao intraperitoneal do composto isolado a concentracéo
plasmatica maxima ocorreu em 5 minutos, indicando que a absorgao por essa
via é rapida, e comparavel a via intravenosa em termos de velocidade. Além
disso, esse resultado foi compativel com o encontrado por Sudo et al. (2010),
em que os primeiros efeitos analgésicos do composto PT-31 GIRSUPAN
apareceram, atingindo seu efeito maximo em 15 minutos.

Nao foi observada diferenga estatistica significativa (p > 0,05) para o
parametro ClI do composto administrado isoladamente entre as Vvias
intraperitoneal e oral; porém para os parametros Vd, meia vida de eliminacao,
constante de eliminagdo e tempo de residéncia médio (MRT) encontra-se
diferencgas estatisticas significativas (p < 0,05) entre esses grupos.

O MRT é um parametro dependente da via de administracdo, pois se

refere ao tempo despendido para a ocorréncia do movimento do farmaco no
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organismo (KWON, 2002). Embora na via intraperitoneal o processo de
absor¢cdo também ocorra, as caracteristicas anatomicas e fisiolégicas da
cavidade peritoneal sdo diferentes das caracteristicas do trato digestorio e mais
propicias a rapida absor¢do do composto PT-31 GIRSUPAN. Assim, o maior
tempo de residéncia médio na administracao oral € esperado, em decorréncia da
sua menor velocidade de absorcgao.

O parametro meia vida de eliminacao € dependente de Cl e Vd. Embora o
parametro Cl ndo tenha sido diferente entre essas vias, na administragao oral do
produto o Vd foi significativamente maior (p < 0,05), fato que contribuiu para o
prolongamento da meia vida do composto.

A biodisponibilidade do composto administrado pela via oral correspondeu
a cerca de 93,6% da biodisponibilidade observada na administragdo
intraperitoneal e, considerando que a avaliagdo do efeito analgésico foi realizada
por administragao intraperitoneal, é possivel que na administracéo pela via oral
os mesmos efeitos sejam observados. A possibilidade de utilizacdo via oral
representa grande vantagem para o composto, considerando que é a via de
administracdo mais comum, dessa forma, o individuo pode realizar a auto-
administracgao.

Na associacdo da morfina ao composto, ambos administrados pela via
intraperitoneal, foi possivel observar interagdo farmacocinética. Houve uma
diminuicao significativa da meia vida de eliminagéo, da area sob a curva (ASCo.t
e ASCo.nr) € do MRT (p < 0,05). O aumento significativo de CI (p > 0,05)
observado pode explicar as alteracbes dos parametros anteriormente citados.

O CI representa a capacidade intrinseca dos 6rgaos depuradores em

remover o farmaco de um volume especifico de sangue por unidade de tempo.
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O débito cardiaco (DC) representa o fluxo sanguineo maximo do corpo, sendo
que figado e rins — principais o6rgados depuradores do organismo - sao
responsaveis por 50% desse fluxo. Deste modo, o Cl maximo de um farmaco € a
metade do DC do modelo animal experimental e qualquer valor acima indica que
pode ocorrer metabolizagdo por outros érgaos (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,
2004a).

O aumento de Cl é frequentemente encontrado nas interagcbes
medicamentosas e ocorre principalmente quando um dos farmacos presentes na
associacao apresenta caracteristicas de indutor enzimatico; ou quando ha
competicao pela ligacao as proteinas plasmaticas, ou quando ha competicéo por
sitios de ligagao, uma vez que nessas condi¢gdes ocorre aumento da fragao livre
do farmaco, que pode ser compensada pelo Cl (MAKOID et al., 1999).

Nao existem relatos na literatura de que a morfina seja indutor enzimatico
e sua ligagao as proteinas plasmaticas € de cerca de 35%. Essas caracteristicas
nao corroboram com as hipéteses provaveis para o aumento de Cl observado

para o PT-31 no grupo que recebeu a associagao.
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Figura 9. Perfil farmacocinético do composto PT-31 GIRSUPAN isolado e em

associagao a morfina (i.p.) e PT-31 GIRSUPAN isolado (oral).
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A . PT-31 GIRSUPAN + PT-31 GIRSUPAN
Parametros PT-31 GIRSUPAN ip ..
morfina ip oral
13,125 14,546 7,891ab
Cmax (pg/mL)
12,897 (12,465-13,784) 14,366 (13,297-15,795) 7,954 (7,512-8,269)
. 5 5 45
tmax (min)
a ab
kel (h-1) 0,243 0,283 0,186
0,244 (0,231-0,257) 0,284 (0,272-0,297) 0,183 (0,171-0,191)
a ab
meia vida (h) 2,850 2,450 3,720
2,844 (2,690-2,998) 2,438 (2,334-2,547) 3,796 (3,541-4,051)
a a
asco-t (ug/ml.h) 54,880 50,030 48,340
54,988 (54,080-55,890) 49,652 (47,260-52,040) 48,464 (47,130-49,790)
. 4 2,830° 10°
asc0-inf(ug/ml.h) 59,450 52,830 55,310
59,166 (57,790-60,550) 53,400 (49,460-57,340) 55,110 (53,060-55,310)
a
Cl (L/h/kg) 0,172 0,189 0,181
0,171 (0,162-0,174) 0,188 (0,172-0,200) 0,181 (0,175-0,188)
ab
vd (L/kg) 0,681 0,633 0,978
0,694 (0,623-0,713) 0,661 (0,597-0,723) 0,985 (0,955-1,013)
a ab
MRT 4,100 3,516 5,266
4,110 (3,877-4,323) 3,530 (3,366-3,666) 5,240 (4,914-5,618)
92,927 94,454 87,462
r areas (%)
92,950 (91,620-94,270) 93,119 (88,400-97,740) 87,641 (85,940-89,340)
4
ka (h-1) n.a. 3,840
n.a 3,424 (2,186-4,662)
0,180
t1/2a(h) n.a
n.a 0,228 (0,094-0,362)
ASCO-INF na
oraI/ASCO-INF Ip n.a ’ 0,935

a (p < 0,05 em relagdo ao PT-31 GIRSUPAN ip)
b (p < 0,05 em relagéo ao PT-31 GIRSUPAN + morfina ip)

n.a (nao aolicavel)

Tabela 5: Parametros farmacocinéticos determinados a partir da administracao
i.p. de PT-31 GIRSUPAN isolado e associado a morfina e administracdo oral de

PT-31 GIRSUPAN.

5.3 Determinagao dos parametros bioquimicos

Na avaliacdo dos pardmetros bioquimicos relacionados a

hepatotoxicidade e nefrotoxicidade foi possivel observar alteragbes em alguns
parametros, especialmente quando o farmaco foi associado a morfina. Apenas
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na enzima AST observaram-se alteragdes na administracdo do produto

administrado isoladamente. Na tabela 6 estdo demonstrados os parametros

transaminases (AST e ALT), ureia e creatinina, em ratos Wistar, machos (250g +

10, n=10 por grupo) antes e apds a administracdo, em dose unica (10 mg/kg),

via intraperitoneal, do composto PT-31 GIRSUPAN, e da associagao a morfina

(6 mg/kg). O grupo DMSO foi usado como controle do sistema, uma vez que os

farmacos foram solubilizados neste produto para administracao.

. Tempo zero DMSO PT - 8h PT+morf - 8h morf - 8h
Parametros —~— . - ’ ” . — . o~ ’
bi .. média - mediana | média - mediana | média - mediana | média - mediana | média - mediana
loquimicos
IC IC IC IC IC
ASZT//T‘;O 151,57 - 154 155,57 - 153 219,9°- 217,5 285,5° - 277,5 225°-225
u/L
112,38-194,89 | 114,25-196,89 | 189,33 -250,47 | 215,61 -355,39 | 189,33 - 250,51
AET//T?P 133,71-129 137,57 - 138 114,33 -120 260,5*° - 232,5 126,25°- 125
u/L
98,75-168,38 103,42 -171,72 | 84,39-144,28 | 209,02 -311,98 | 84,39-144,32
Ureia 4,79 - 4,90 5,15 - 5,42 4,88 - 4,46 33,24°-32,4 50,0*"° - 45,4
(mg/dL)
2,394 - 6,812 3,059 - 7,237 2,436 - 6,165 29,904 - 36,573 | 38,34-61,796
Creatinina 0,61-0,69 0,70-0,72 0,64 - 0,56 0,98°- 1,01 0,87 -0,89
(mg/dL)
0,145 - 1,102 0,1549-1,244 | 0,2931-0,9652 | 0,8941-1,074 | 0,7689 - 0,9796

a (p < 0,05 em relacdo ao DMSO ip)
b (p < 0,05 em relagdo ao PT-31 8h ip)

¢ (p < 0,05 em relacdo ao PT-31 + morfina 8h ip)

Tabela 6. Parametros bioquimicos dos animais (ratos Wistar, n=10 por grupo)

que receberam o composto PT-31 GIRSUPAN (10 mg/kg), da associagéo PT-31

GIRSUPAN + morfina (6 mg/kg) e morfina (6 mg/kg) em dose unica via ip . O

grupo DMSO foi utilizado como controle do sistema. O tempo zero corresponde

a coleta realizada antes da administragdo do DMSO (p < 0,05).
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Os parametros bioquimicos avaliados neste estudo sdo amplamente
utilizados para investigar a toxicidade de produtos em animais de
experimentacao, procurando estabelecer relagdes entre a exposigao e o efeito.

Os resultados apresentados pelo grupo DMSO nao apresentaram
diferencga estatistica (p < 0,05) quando comparados ao grupo tempo zero, dessa
forma, o veiculo utilizado para solubilizar o composto PT-3 GIRSUPAN né&o foi
capaz de alterar os parametros bioquimicos de avaliagao hepatica e renal.

As transaminases sdo enzimas produzidas principalmente no tecido
hepatico e permanecem neste local em grande quantidade com a fungao de
catalisar as reacdes de transferéncia de um grupo amino presente em um
aminoacido para um alfa-cetoacido com consequente produgcdo de outro
aminoacido e outro alfa-cetoacido correspondente (BURTIS; ASHWOOQOD, 2001).
Em condicbes normais, a atividade da AST plasmatica € maior do que a
atividade de ALT. Quando ocorre dano hepatico, com ruptura de hepatécitos, o
conteudo celular sofre extravazamento e essas enzimas atingem a circulacéo
sanguinea. Nessa situagao, a ALT, que pode ser considerada um parametro de
maior especificidade para o dano hepatico, atinge niveis de atividade plasmatica
maiores do que os niveis de atividade da AST (BURTIS; ASHWOOD, 2001).

Niveis elevados de ALT e AST sdo encontrados em quadros de necrose
hepatica extensa, como ocorre nas hepatites agudas A ou B, nas exposi¢cdes a
toxinas ou em doses elevadas de acetaminofeno. A esteatose hepatica também
determina elevagbes moderadas das transaminases no sangue; o que € comum
na exposi¢cao crénica ao etanol, nos quadros de diabetes e na obesidade. A
exposicao a alguns farmacos pode elevar as transaminases, tais como o

ibuprofeno, o diclofenaco, a fenilbutazona, a fenitoina, o acido valproico,
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carbamazepina, o fenobarbital, as sulfonamidas, a nitrofurantoina, a
sinvastatina, a amiodarona, a quinidina, os anti-depressivos ftriciclicos, entre
outros (BURTIS; ASHWOOD, 2001).

A morfina, comumente utilizada no tratamento de dor crbnica, €
metabolizada essencialmente pelo figado, trato gastrintestinal e rins (ATICI et
al., 2005; SUMATHI; DEVARAJ, 2009), tornando esses 6rgaos mais suscetiveis
a toxicidade (KAHAN et al., 2006).

Nagamatsu et al. (1986) verificaram que a exposi¢do in vitro de
hepatdcitos isolados de ratos Wistar a morfina induz a uma diminuicdo dos
niveis de glutationa, levando a morte celular. Os autores concluiram que a
morfina apresenta hepatotoxicidade, e que esse efeito &€ decorrente de seu
metabolismo.

A morfina € metabolizada pela glicuronosiltransferase (UGT), localizadas
no reticulo do hepatécito, a conjugados glucorinados, como a morfina-3-
glicuronideo (M3G), morfina-6-glicuronideo (M6G), e a normorfina. A formacéao
dos conjugados com glutationa explicam a diminuigao dos niveis intracelulares
desse composto. A M6G, que € um agonista de receptores p-opioide e com
longa meia-vida, é dotada de maior citotoxicidade quando comparada a morfina
(NAGAMATSU et al.,1986; ANTONILLI et al., 2003; VAUGHAN; CONNOR,
2003; WITTWER; KERN, 2006).

Ainda, no trabalho de Nagamatsu et al. (1986), ratos Wistar receberam
morfina (100 mg/kg) em dose unica pela via subcutanea e, trés horas apés a
administracao, foi encontrado aumento na atividade sérica de AST e ALT.
Resultados semelhantes foram apresentados por Atici et al. (2005), cujos

parametros como ALT, AST, Ilactato desidrogenase (LDH) foram
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significativamente maiores em relagcdo ao grupo controle (salina) (p<0,05).
Parametros bioquimicos renais como ureia e creatinina também apresentaram
valores maiores.

Estudos realizados por Cui et al. (2005) também encontraram aumento
significativo (p<0,0001) das enzimas hepaticas ALT e AST e uma redugéo
(p<0,05) de glutationa apos administragao i.p. de morfina (100 mg/kg) quando
comparado ao grupo salina. Outros resultados apresentados por Sumathi et al.
(2009) também demonstraram aumento significativo (p<0,05) para os
parametros bioquimicos ALT, AST, LDH, fosfatase alcalina (ALP) e vy-
glutamiltransferase (y-GT) e os parametros renais como ureia, creatinina e acido
urico.

Yun-Tao Zhanga et al. (2004) avaliaram os efeitos toxicos da morfina —
diluida em salina - administrada intraperitonealmente (20 mg/kg), por 20 dias,
em camundongos. Nesse trabalho foi constatada diminuicdo da atividade das
enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, além da
diminuicao dos niveis de glutationa hepaticos. Os autores concluiram que a
morfina € capaz de causar importante estresse oxidativo e, entdo, dano
hepatocelular.

Estudos realizados por Afify et al. (2012) reduziram o estresse oxidativo
hepatico da morfina na dor aguda apds administragcdo de glibenclamida, um
bloqueador de canais de potassio.

No caso de necrose hepatica, pode-se observar um aumento de até 100
vezes destas enzimas acima do valor de referéncia (AST: 81 U/L e ALT: 51 U/L),
outras patologias geralmente resultam em um valor 10 a 40 vezes maior. Isso

nado foi observado em nenhum grupo experimental, embora tenha sido
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observada diferenca estatistica significativa (p < 0,05) para os valores de AST e
ALT no grupo que recebeu morfina isoladamente e no grupo da associagao; e
aumento significativo (p < 0,05) de AST no grupo que recebeu PT-31
GIRSUPAN isoladamente.

A AST pode ser usada para a avaliagao de varias fun¢des no organismo e
nao apenas a hepatica, devido a sua alta concentracdo em outros 6rgaos além
do tecido hepatico. A AST esta presente em grandes quantidades no tecido
muscular e cardiaco. Assim, a constatagdo da origem do dano tecidual por AST
deve ser realizada em conjunto com outros parametros. O dano hepatico pode
ser constatado quando ha aumento de AST em paralelo com os valores de ALT;
caso o dano seja muscular o marcador CK (creatinina quinase) pode auxiliar na
interpretacéo (BURTIS; ASHWOOD, 2001).

Entdo, como o aumento de AST para o grupo experimental que recebeu
PT-31 isoladamente nao foi acompanhado de aumento de ALT, sugere-se que
esse aumento nao seja decorrente de dano hepatico causado pelo produto. A
investigacdo de outros parametros, como CK, pode auxiliar a investigacdo da
origem do aumento de AST na exposi¢ao ao PT-31 GIRSUPAN.

Observa-se, ainda aumento significativo (p < 0,05) dos parametros ureia e
creatinina nos grupos que receberam morfina.

A ureia é o mais importante metabdlito nitrogenado resultante do
metabolismo de proteinas. Grande parte de sua excregao - cerca de 90% -
ocorre através dos rins. Essa molécula sofre filtragdo glomerular e cerca de
60% da quantidade filtrada retorna a circulagdo sanguinea por processo de
difusdo passiva dependente do fluxo urinario (SODRE et al., 2007; WAIKAR;

BONVENTRE, 2008; WAIKAR et al., 2012).
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Embora o parametro ureia nao seja de validade preditiva para alteragbes
de funcéao renal, particularmente como parametro isolado, o aumento dos niveis
séricos de ureia € um indicativo preliminar de possivel nefrotoxicidade (FUCHS;
HEWITT, 2011; WAIKAR et al., 2012). E importante ressaltar que as
caracteristicas de dieta e alteragdes da produgao de ureia - que ocorre no tecido
hepatico - podem ser origem de alteragdes nos niveis séricos desse parametro,
sem que ocorra qualquer alteracdo de funcdo renal (WAIKAR; BONVENTRE,
2008).

A interpretacdo de alteragdes dos niveis séricos de ureia, em conjunto
com os niveis séricos de creatinina, reflete mais apropriadamente os aspectos
da fungao renal que se busca avaliar nesse trabalho.

A creatinina € um produto de metabolismo da creatina de origem
muscular e sua excregao ocorre essencialmente por filtracdo glomerular, mas
pequena quantidade é ativamente secretada no tubulo renal (WAIKAR;
BONVENTRE, 2008).

A razdo aumentada de ureia sérica/creatinina sérica (> 20) pode indicar
estados patologicos diferentes, dependendo se os niveis de creatinina estdo ou
nao dentro dos valores de referéncia (1,6 mg/dL). Se os niveis de creatinina
estdo na faixa de referéncia, a razdo aumentada indica diminuicdo de fluxo
sanguineo renal, aumento de ingestdo proteica ou sangramento gastrintestinal.
Se os niveis de creatinina estiverem acima dos valores de referéncia (1,6
mg/dL), a razdo ureia/creatinina aumentada indica processo obstrutivo pos-renal
ou estenose de vias urinarias (SODRE et al., 2007).

Conforme relatado anteriormente, nos animais que receberam morfina

isolada ou associada, foram observados aumento nos niveis de ureia e
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creatinina, com aumento da razado entre os dois parametros, que € o segundo
caso acima citado.

Existem evidéncias de efeitos urodindmicos decorrentes da administragao
tonus do esfincter e do volume da bexiga, com consequente retengcédo urinaria
(DUKES; ARONSON, 2000). Ruan (2007) encontrou resultados semelhantes,
cuja retencao urinaria apés a administragdo da morfina intratecal apresentou
uma incidéncia estimada entre 42% e 80%. Isso pode explicar a diminuicao da
excregao de ureia e creatinina, determinando a aumento sérico observado na
administragcdo de dose unica (10 mg/kg). No entanto, Marchand et al. (1969)
observaram lesdes de cértex, medula e papila renal em ratos Wistar tratados
cronicamente com sulfato de morfina, sugerindo nefrotoxicidade do composto.
Atici et al. (2005) observaram vacuolizacdo em células tubulares em achados
histopatoldgicos no grupo de morfina. Assim, embora nesse experimento os
animais tenham recebido dose unica de morfina, a avaliagdo histolégica do
tecido renal seria adequada para verificar se o aumento dos parametros

bioquimicos poderia estar relacionado a danos renais.

5.4 Atividade Locomotora

A avaliacdo da atividade locomotora foi realizada para avaliar o potencial
de dependéncia do PT-31 GIRSUPAN, uma vez que o mecanismo de agao
desse composto ocorre no SNC. Varios estudos demonstram que a
administracao repetidas de todas as substancias que produzem dependéncia
causa aumento progressivo da atividade locomotora e esse fendbmeno é

denominado sensibilizagdo comportamental (PLANETA et al., 2007). E um
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fendbmeno duradouro e reflete processos neuroadaptativos, principalmente no
sistema dopaminérgico mesolimbico, que sdo associados ao desenvolvimento
de farmacodependéncia (PARO et al., 2008)

Em modelos animais, na sensibilizagdo comportamental, observa-se o
aumento gradual e progressivo da atividade locomotora apdés administracéao
repetida de compostos com psicoatividade e potencial de abuso. O aumento da
atividade locomotora é decorrente de adaptagdes neuroquimicas e moleculares
do sistema dopaminérgico mesolimbico (ROBINSON; BERRIDGE, 2001;
PLANETA et al., 2007). Ratos Wistar (n=6 por grupo) foram submetidos ao teste
de atividade locomotora em caixa Columbus Instruments®. Os animais foram
tratados com dimetil sulféxido (DMSO) e PT-31 GIRSUPAN (doses 3; 5; 10; 20
mg/kg), administrados pela via intraperitoneal. Os animais foram observados
durante 45 minutos (BIANCHIN et al., 1993), tempo necessario para responder
aos estimulos de locomogdo em modelo animal. Na figura 10 estdo
demonstrados os resultados do teste de atividade locomotora, sendo possivel
observar que o novo produto ndo alterou o comportamento dos animais (p >
0,05), em relagao ao grupo salina e ao grupo DMSO.

E importante salientar que esses estudos foram realizados com dose
unica do composto PT-31 GIRSUPAN. Dessa forma, para uma avaliacéo
adequada sobre o possivel potencial de dependéncia do composto, ha a
necessidade da realizagdao de testes de sensibilizacdo comportamental com
administragdes multiplas.

A sensibilizacdo psicomotora € um fendbmeno que ¢€ observado,
principalmente, com a administragéo intermitente dos farmacos. Este fato torna-

se mais evidente com a interrupcao muito tempo depois do tratamento repetido
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do que logo apds a descontinuagdao do tratamento medicamentoso, sendo a
persisténcia a caracteristica mais notavel da sensibilizacdo (ROBINSON;
BERRIDGE, 2001).

A morfina produz um aumento na sensibilizagdo comportamental e este
efeito € mediado pelo sistema dopaminérgico central devido a estimulagao dos
receptores p-opioides. Essa sensibilizacdo dos opiodes afeta diretamente o
mecanismo de recompensa no cérebro produzindo elevadas quantidades de
dopamina, as quais sédo liberadas no nucleo accumbens (BOMBI et al., 2011).

Estudos de atividade locomotora espontanea realizados por Silva Junior
(2009), em cavalos, utilizando agonistas ay-adrenérgicos (xilazina) e opioides
(tramadol) demonstraram que a administracdo de xilazina nado apresentou
alteracdo comportamental e nem foi capaz de reduzir a atividade locomotora
causada pelo tramadol quando associada a ele. Esses resultados corroboram
com os encontrados pelo PT-31 GIRSUPAN que os agonistas ay-adrenérgicos
nao apresentam potencial de dependéncia quando avaliado pela atividade

locomotora.
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Figura 10. Atividade locomotora em ratos Wistar

composto PT-31 GIRSUPAN (media + DP).
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6. CONCLUSOES

O logP do composto PT-31 (1,24) é favoravel a absorgao oral.

A estabilidade do composto nos pHs 3,0 e 7,4 € uma caracteristica
adequada a administracao oral, com baixa probabilidade de ocorréncia de
hidrélise quimica nos pHs do trato digestorio.

A estabilidade em plasma sugere que o composto ndo sofre agao de
enzimas plasmaticas e que ha grande probabilidade de que o
metabolismo do farmaco seja mediado por outros sistemas enzimaticos
nos estudos in vivo.

Nao ha alteragcdes dos parametros bioquimicos relacionados as fungdes
hepatica e renal na exposicdo em dose unica (10 mg/kg) ao PT-31.

A exposicao a morfina em dose unica resultou em alteracbes dos
parametros bioquimicos relacionados as fun¢des hepatica e renal.

Os resultados do teste de atividade locomotora sugerem que o0 novo
composto ndo demonstrou alteracdo em relacao ao grupo salina e DMSO.
A biodisponibilidade do composto administrado pela via oral correspondeu
a cerca de 93% da observada na administragdo intraperitoneal e,
considerando que a avaliagcdo do efeito analgésico foi realizada por
administracao intraperitoneal, € possivel que na administracdo pela via
oral os mesmos efeitos analgésicos sejam observados.

Na associacdo da morfina ao composto, ambos administrados pela via
intraperitoneal, foi possivel observar interagao farmacocinética.

As investigag¢des realizadas até o momento evidenciam que o composto
PT-31 GIRSUPAN possui caracteristicas favoraveis para a continuidade

do desenvolvimento do composto para potencial aplicacdo na terapéutica.
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ANEXOS

1. Concentragdes plasmaticas do composto PT-31 GIRSUPAN isolado (10 mg/kg) e associado a morfina (6 mg/kg), nas vias

oral e i.p.
PT-31ip
ng/mL

Tempo (h) concl conc 2 conc 3 conc4 conc5 média DP cv ic- ic+ Mediana
0,083333333 | 13795,65 12897,43 12896,83 13542,39 12491,93|13124,85 531,18 4,05 12465,00 13784,00 12897,43
0,25 12675,43 10430,09 13466,87 13324,87 12976,56 | 12574,76 1237,92 9,84 11038,00 14112,00 12976,56
0,5 10543,87 10876,98 11863,31 13634,08 11496,88 | 11683,02 1206,35 10,33 10185,00 13181,00 11496,88
0,75 10876,34 11804,74 12182,95 10786,29 9998,76 | 11129,82 869,79 7,81 10050,00 12210,00 10876,34

1 9566,01 10991,59 10115,98 11478,87 10345,21 |10499,53 748,93 7,13 9570,00 11429,00 10345,21

2 9634,87 9477,95 10873,59 9723,57 10063,10| 9954,62 556,58 5,59 9264,00 10646,00 9723,57

4 6507,84 6293,47 5466,59 5752,59 5654,98 | 5935,09 443,77 7,48 5384,00 6486,00 5752,59

6 3585,60 3018,30 3421,87 3184,64 3290,65 | 3300,21 217,47 6,59 3030,00 3570,00 3290,65

8 2063,62 2187,65 2257,48 2398,06 2574,98 | 2296,36 197,15 8,59 2052,00 2541,00 2257,48

10 818,29 998,65 1092,77 1002,65 1156,87 | 1013,85 127,76 12,60 855,00 1172,00 1002,65
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PT-31 + morfina ip

ng/mL

Tempo (h) concl conc 2 conc 3 conc4 conc5 média DP cv ic- ic+ Mediana
0,083333333 | 14365,98 13980,98 13339,14 15929,95 15115,06 | 14546,22 1005,90 6,92 13297,00 15795,00 14365,98
0,25 10605,16 13335,93 11983,76 12023,45 12912,56|12172,17 1050,67 8,63 10868,00 13477,00 12023,45
0,5 12875,98 11764,98 12764,99 10762,65 11342,67|11902,25 911,47 7,66 10771,00 13034,00 11764,98
0,75 10597,17 11584,53 11566,16 9277,47 13522,59|11309,58 1555,30 13,75 9378,00 13241,00 11566,16
1 10488,56 11502,75 9743,94 9803,65 10459,34|10399,65 709,49 6,82 9519,00 11281,00 10459,34
2 9374,57 10887,98 10340,09 8907,74 11000,25|10102,13 926,92 9,18 8951,00 11253,00 10340,09

4 4161,21 4125,55 5239,25 4829,39 5398,52 | 4750,78 592,21 12,47 4015,00 5486,00 4829,39

6 2613,10 3633,74 2846,76 3021,87 3658,27 | 3154,75 471,40 14,94 2569,00 3740,00 3021,87

8 1563,87 1209,03 1253,47 166591 1453,78 | 1429,21 196,30 13,73 1185,00 1673,00 1453,78

10 786,65 879,05 658,76 763,45 809,76 779,53 80,18 10,29 680,00 879,00 786,65

PT-31 oral
ng/mL

Tempo (h) concl conc 2 conc 3 conc4 conc5 média DP cv ic- ic+ Mediana
0,083333333 | 2048,20 2216,98 2354,22 2287,82 2165,98 | 2214,64 117,17 5,29 2069,00 2360,00 2216,98
0,25 5610,47 5741,47 4695,11 5564,98 5362,89 | 5394,98 414,20 7,68 4881,00 5909,00 5564,98
0,5 6980,87 7564,34 8317,96 7768,98 8035,24 | 7733,48 507,19 6,56 7104,00 8363,00 7768,98
0,75 7750,14 7449,08 8245,98 7953,87 8054,90 | 7890,79 304,94 3,86 7512,00 8269,00 7953,87
1,5 8115,87 6985,16 7865,78 7564,36 7356,76 | 7577,58 439,52 5,80 7032,00 8123,00 7564,36

4 5525,65 5871,42 5753,47 5642,76 5743,98 | 5707,46 129,97 2,28 5546,00 5869,00 5743,98

6 4362,24 5676,78 4589,76 4763,67 4912,59 | 4861,01 499,99 10,29 4240,00 5482,00 4763,67

8 2299,14 284598 2564,89 2687,27 2497,63 | 2578,98 205,03 7,95 2324,00 2834,00 2564,89

10 1082,34 1375,92 1276,98 1183,72 1297,56 | 1243,30 113,05 9,09 1103,00 1384,00 1276,98
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2. Parametros farmacocinéticos do composto PT-31 GIRSUPAN isolado (10 mg/kg) e associado a morfina (6 mg/kg), nas vias

oral e i.p.
Kel (h-1)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ict+ Mediana
PT-31ip 0,256 0,243 0,243 0,250 0,228 | 0,244 0,010 4,289 0,231 0,257 0,243
PT-31 + morfip 0,281 0,287 0,299 0,272 0,283 | 0,284 0,010 3,459 0,272 0,297 0,283
PT-31 oral 0,190 0,167 0,183 0,190 0,18 | 0,183 0,010 5,199 0,171 0,195 0,186

t1/2 (h)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ict+ Mediana
PT-31ip 2,710 2,850 2,850 2,770 3,040 | 2,844 0,010 0,346 2,690 2,998 2,850
PT-31 + morfip 2,460 2,410 2,320 2,550 2,450 | 2,438 0,083 3,424 2,334 2,542 2,450
PT-31 oral 3,670 4,150 3,790 3,650 3,720 | 3,796 0,205 5,404 3,541 4,051 3,720

ASCO-t (ug/mL.h)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ic+ Mediana
PT-31ip 54,710 54,000 55,910 55,440 54,880 | 54,988 0,728 1,324 54,080 55,890 54,880
PT-31+ morfip | 47,350 52,120 50,630 48,130 50,030 | 49,652 1,924 3,875 47,260 52,040 50,030
PT-31 oral 46,980 49,980 48,690 48,340 48,330 | 48,464 1,071 2,209 47,130 49,790 48,340

ASCO-inf (ug/mL.h)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ic+ Mediana
PT-31ip 57,910 58,110 60,410 59,450 59,950 | 59,166 1,111 1,877 57,790 60,550 59,450
PT-31+ morfip | 50,150 55,180 52,830 50,940 57,900 | 53,400 3,176 5,948 49,460 57,340 52,830
PT-31 oral 52,680 57,220 55,670 54,670 55,310 | 55,110 1,651 2,996 53,060 57,160 55,310
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Cl (L/h)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ict+ Mediana
PT-31ip 0,173 0,172 0,165 0,178 0,167 | 0,171 0,005 3,010 0,162 0,174 0,172
PT-31 + morf ip 0,199 0,18 0,189 0,196 0,173 | 0,188 0,011 5,711 0,172 0,200 0,189
PT-31 oral 0,189 0,175 0,279 0,183 0,181 | 0,181 0,005 2,854 0,175 0,188 0,181

vd (L)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ic+ Mediana
PT-31ip 0,674 0,710 0681 0673 0,731 | 0,694 0,026 3,699 0,623 0,713 0,681
PT-31 + morfip 0,709 0,631 0,633 0,721 0,610 | 0,661 0,050 7,638 0,597 0,723 0,633
PT-31 oral 0,995 1,017 0,978 0963 0,973 | 0,985 0,021 2,154 0,955 1,013 0,978

MRT (h)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ic+ Mediana
PT-31ip 3,900 4,110 4,110 4,000 4,380 | 4,100 0,179 4,373 3,877 4,323 4,110
PT-31 + morfip 3,560 3,480 3,340 3,670 3,530 | 3,516 0,121 3,428 3,366 3,666 3,530
PT-31 oral 4,940 5,710 5,240 5,140 5,300 | 5,266 0,283 5,381 4,914 5,618 5,240

r (%)

Grupo 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ic+ Mediana
PT-31ip 94,474 92,927 92,551 93,254 91,542 | 92,950 1,067 1,148 91,620 94,270 92,927
PT-31+morfip | 94,417 94,454 95,835 94,483 86,407 | 93,119 3,800 4,081 88,400 97,740 94,454
PT-31 oral 89,180 85,600 87,462 88,583 87,380 | 87,641 1,371 1,565 85,940 89,340 87,462

PT-31 oral 1 2 3 4 5 média DP cv ic- ict+ Mediana
Ka 1,650 3,720 3,990 3,920 3,840 | 3,424 0,997 29,111 2,186 4,662 3,840
t1l/2a 0,420 0,190 0,170 0,180 0,180 | 0,228 0,108 47,177 0,094 0,362 0,180
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3. Concentragdes plasmaticas do composto PT-31 GIRSUPAN para determinagao da estabilidade quimica (pHs 3,0e 7,4) e
estabilidade ex vivo.

pH 3,0 pH7,4
t rell rel2 rel3 média ic+ ic- t rell rel2 rel3 média ic+ ic-
0|7,519883 6,630439 6,335407 |6,828576 1,526979 1,046518 0|7,037399 7,238444 7,294886|7,190243 0,339757 0,340243
0,25|7,237614 6,852549 6,573297| 6,88782 0,823291 0,506631 0,25|7,525687 7,201497 7,330858|7,352681 0,407319 0,402681
0,5(6,755324 6,794766 6,908107|6,819399 0,202823 0,285885 0,5(7,278971 7,085473 7,129887|7,164777 0,255223 0,254777
1/7,219366 6,437835 6,74565| 6,80095 0,976828 0,923427 1| 7,06758 7,343252 7,544119|7,318317 0,591683 0,598317
217,330737 6,960313 6,886989|7,059346 0,585098 0,420322 1,5|7,496707 7,402469 6,7019797,200385 1,079615 1,080385
4| 7,38951 7,275423 7,06952|7,244817 0,399627 0,225075 4|6,847034 7,17112 6,767965|6,928706 0,531294 0,528706
8(7,104413 6,71807 7,618493|7,146992 1,119675 1,59627 12|7,217242 7,438671 7,3615767,339163 0,280837 0,279163
12| 6,86188 6,61666 7,087785|6,855442 0,589003 0,821119
Plasma
t rell rel2 rel3 média ic+ ic-
0|5,352125 5,249676 5,1634445,255082 0,234918 0,235082
0,25| 5,02045 5,28412 5,209912|5,171494 0,338506 0,341494
0,5(5,392693 5,960877 6,041398|5,798323 0,871677 0,878323
1|5,587197 6,061124 6,292856 |5,980392 0,889608 0,890392
2|7,021455 6,820449 6,367226|6,736376 0,833624 0,836376
315,904563 6,188624 5,298347|5,797178 1,132822 1,127178
4|5,761499 5,891236 6,316298(5,989677 0,720323 0,719677
8|6,525586 6,248722 6,844935|6,539748 0,740252 0,739748
12/6,230179 6,505342 5,497991|6,077837 1,292163 1,297837
t: tempo
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4. Atividade locomotora do composto PT-31 GIRSUPAN e do grupo DMSO através da via i.p.

DMSO
tempo (min) | 1 2 3 4 5 6 média dp cv
5 573 640 620 108 690 527 526,3 212,4 40,4
10 155 163 354 63 218 191 190,7 95,7 50,2
15 299 78 203 25 245 44 149,0 115,0 77,2
20 4 54 68 18 168 30 57,0 59,2 103,8
25 5 54 200 137 219 82 116,2 84,2 72,5
30 185 37 13 44 68 221 94,7 86,5 91,4
35 220 19 111 63 88 0 83,5 78,7 94,2
40 37 54 76 3 109 17 49,3 39,1 79,2
45 9 18 1 7 8 2 7,5 6,1 81,2
soma 1487 1117 1646 468 1813 1114 | 1274,2 484,6 197,8
3 mg/kg
tempo (min) | 1 2 3 4 5 6 média dp cv

5 119 328 800 826 411 412 482,7 277,4 57,5
10 56 207 402 462 57 347 255,2 175,5 68,8
15 18 65 108 225 27 144 97,8 78,6 80,3
20 46 8 43 89 12 135 55,5 48,7 87,7
25 23 10 190 186 26 22 76,2 86,8 114,0
30 45 8 16 105 12 34 36,7 36,3 99,1
35 3 1 10 17 88 53 28,7 34,7 121,1
40 20 0 0 7 22 8 9,5 9,5 100,5
45 24 18 2 84 15 22 27,5 28,7 104,5
soma 354 645 1571 2001 670 1177 | 1069,7 629,7 257,1
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5 mg/kg

tempo (min) | 1 2 3 4 5 6 média dp cv
5 614 318 735 572 521 474 539,0 140,4 26,0
10 433 235 364 297 94 262 280,8 116,4 41,4
15 326 31 280 179 69 105 165,0 118,4 71,8
20 10 42 175 105 49 23 67,3 62,0 92,1
25 38 16 182 141 78 5 76,7 71,5 93,2
30 31 2 2 234 43 16 54,7 89,3 163,4
35 9 7 0 7 22 68 18,8 25,1 133,5
40 15 21 1 20 25 123 34,2 44,3 129,7
45 20 4 1 12 18 2 9,5 8,3 87,8
soma 1496 676 1740 1567 919 1078 | 1246,0 417,0 170,3
10 mg/kg
tempo (min) | 1 2 3 4 5 6 média dp cv

5 776 346 474 655 189 702 523,7 227,5 43,4
10 269 106 67 426 205 377 241,7 143,7 59,5
15 144 117 228 196 172 235 182,0 46,7 25,6
20 22 87 53 144 71 90 77,8 41,0 52,6
25 39 61 65 60 54 113 65,3 25,1 38,4
30 56 23 22 155 50 110 69,3 52,8 76,1
35 26 68 51 52 18 6 36,8 23,8 64,5
40 50 11 61 47 14 18 33,5 21,6 64,5
45 50 1 3 146 51 192 73,8 78,2 105,9
soma 1432 820 1024 1881 824 1843 | 1304,0 486,4 198,6
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20 mg/kg

tempo (min) | 1 2 3 4 5 6 média dp cv
5 345 369 749 517 450 354 464,0 154,6 33,3
10 127 164 450 167 221 96 204,2 127,6 62,5
15 71 18 259 127 64 72 101,8 84,4 82,9
20 75 66 84 243 58 18 90,7 78,0 86,1
25 9 40 172 117 74 16 71,3 63,5 89,0
30 41 65 106 36 4 5 42,8 38,7 90,2
35 37 23 9 18 10 10 17,8 10,9 61,2
40 8 20 5 0 2 13 8,0 7,5 93,2
45 8 24 3 2 2 3 7,0 8,6 123,2
soma 721 789 1837 1227 885 587| 1007,7 460,0 187,785
salina
tempo (min) | 1 2 3 4 5 6 média dp cv
5 581 374 289 414,7 150,2 36,2
10 322 191 112 208,3 106,1 50,9
15 193 180 198 190,3 9,3 4,9
20 159 111 155 141,7 26,6 18,8
25 140 142 22 101,3 68,7 67,8
30 18 53 1 24,0 26,5 110,5
35 4 49 1 18,0 26,9 149,4
40 26 51 0 25,7 25,5 99,4
45 74 0 0 24,7 42,7 173,2
soma 1517 1151 778 861,5 648,8 264,853
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5. Parametros bioquimicos do composto PT-31 GIRSUPAN isolado (10 mg/kg), associado a morfina (6 mg/kg) e da morfina

através da via i.p.

TGO
animais DMSO PT- 4h PT- 8h PT+morf- 4h PT+morf- 8h morf 4h morf 8h
144 129 198 350 345 185 240

2 228 171 216 160 305 200 230

3 132 282 195 310 230 190

4 192 249 219 295 515 220 150

5 153 126 168 240 285 265 220

6 87 183 168 190 180 335 220

7 153 132 246 305 270 295 280

8 162 246 210 255 195 270

9 108 279 160 190

10 324 177 240 200
média 155,5714286 176 219,9 234,5 285,5 240,625 225
DP 44,67981327 69,61680832  42,73289131  64,35362374 97,7084666 53,21368648  41,74754056
cv 28,71980651  39,55500472  19,43287463  27,44290991  34,22363103 22,1147788 18,55446247
IC 114,25 - 196,89 122,49 - 229,51 189,33 - 250,47 189,33 - 250,48 189,33 - 250,49 189,33 - 250,50 189,33 - 250,51
mediana 153 162 217,5 225 277,5 225 225
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TGP

animais DMSO PT- 4h PT- 8h PT+morf- 4h PT+morf- 8h morf 4h morf 8h

1 135 96 114 260 325 90 125

2 141 195 159 275 230 135 125

3 147 51 225 355 135 125

4 126 108 147 275 395 125 140

5 201 138 147 210 225 150 130

6 138 171 210 190 235 175

7 75 141 141 255 250 100 100

8 177 84 220 210 100 90

9 186 120 185 190

10 66 235 235
média 137,5714286 151,5 114,3333333 235 260,5 133,75 126,25
DP 36,92269917 36,60210767 38,95510236 30,36811193 71,97414659 45,96194078 25,5999442
cv 26,83892983  24,15980704  34,0715181  12,92260082 27,62923094 34,36406787 20,27718352
IC 103,42-171,72 120,9-182,1 84,39-144,28 84,39-144,29 84,39-144,30 84,39-144,31 84,39-144,32
mediana 138 156 120 230 232,5 130 125
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Creatinina

animais DMSO PT- 4h PT- 8h PT+morf- 4h PT+morf- 8h morf 4h morf 8h
1 0,70934 0,4892 1,3161 1,0824 1,229813665 0,869565217
2 0,04892 1,24746 0,42805 1,1808 0,9963 0,819875776 0,919254658
3 0,63596 0,77049 1,0455 1,1316 0,782608696 0,757763975
4 0,72157 0,1223 0,55035 1,0209 0,8487 0,795031056 0,745341615
5 0,81941 0,57481 0,18345 1,3653 0,8733 1,440993789 1,055900621
6 1,27192 0,56258 0,738 0,738 0,919254658 0,708074534
7 0,86833 1,57767 1,1562 1,0209 0,857142857 0,956521739
8 0,39136 0,84387 1,1808 1,0086 0,956521739 0,98136646
9 0,58704 0,13453 0,9963 1,107
10 0,4892 0,89279 1,1808 1,0332
média 0,699556 0,62373 0,643298 1,11807 0,984 0,97515528 0,874223602
DP 0,438697447  0,334549345 0,414627263  0,178757179 0,12570362 0,236910495 0,125974791
cv 62,71084052 53,63688537 64,45337359 15,98801317 12,7747581 24,29464307 14,40990501
IC 0,1457-1,1023 0,1549-1,244 0,3440-0,9035 0,3467-0,9399 0,9902-1,246 0,8941-1,074 0,7771-1,173
mediana 0,72157 0,580925 0,556465 1,1685 1,01475 0,888198758  0,894409938
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Ureia

animais DMSO PT- 4h PT- 8h PT+morf- 4h PT+morf- 8h morf 4h morf 8h
1 4,141069 7,963595 68 37,4 53,26352531 56,43979058
2 5,096701 6,68942 7,963595 52,36 26,248 54,36300175 79,04013962
3 0,995631 3,185438 57,392 34,136 38,35951134 37,13787086
4 6,68942 5,733788 3,185438 68,68 39,032 39,21465969 40,43630017
5 5,415245 3,822526 41,344 37,536 67,43455497 41,53577661
6 5,415245 0,637088 3,822526 49,504 31,552 42,87958115 39,45898778
7 8,282139 8,282139 5,096701 65,144 30,872 52,65270506 49,35427574
8 3,822526 4,459613 54,264 31,416 42,51308901 57,17277487
9 2,866894 2,866894 41,888 37,672
10 10,83049 5,415245 39,032 26,52
média 5,147921429 5,335608875 4,884338333 53,7608 33,2384 48,83507853 50,07198953
DP 2,258330968 3,242939598 1,950674447 11,05799786 4,661712875 9,916863987 14,02181743
cv 43,86879247 60,77918517 39,93733264 20,56888636 14,02508206 20,30684558 28,00331594
IC 2,394-6,8129 3,059 - 7,237 2,624 - 8,047 3,385 - 6,354 45,85-61,67 29,904 -36,57 40,54-57,12
mediana 5,415245 5,335608875 4,459613 53,0604 32,3952 45,85732984 45,44502618
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