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RESUMO

Buqui, G. A. Avaliacao do perfil farmacocinético do flavonéide avicularina em
ratos. 119f. Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo, FCFRP-USP, Ribeirdo Preto-SP,
2013.

A substancia 3-O-a-arabinofuranosil-quercetina (avicularina) € um flavonol ja
relatado em uma grande variedade de espécies vegetais, podendo ser encontrada
em diversas frutas e plantas medicinais. Neste trabalho o flavonéide foi isolado da
espécie Bidens sulphurea, popularmente conhecida como cosmo-amarelo, picao-
grande e aster-do-méxico, com pureza de 93,27%. O flavondide avicularina
apresenta diversas propriedades biolégicas descritas na literatura, e estudos
cientificos que comprovam a eficacia deste composto. No entanto ndo ha estudos
que avaliem o0s mecanismos que envolvem a farmacocinética (ADME) deste
flavondide, bem como sua biodisponibilidade. Sendo assim este trabalho teve como
objetivo a determinacao dos perfis farmacocinéticos de absor¢cdo da avicularina em
ratos na presenca e auséncia de sais biliares e inibidor da glicoproteina-P, pelo
ensaio de perfuséao intestinal in situ. Neste trabalho também foi realizado a avaliagao
do perfil farmacocinético de distribuicdo e eliminacdo através de administracdo
intravascular do flavondide avicularina na dose de 1mg/kg em ratos. Para ambos os
ensaios um método analitico sensivel por CLUE-DAD-EM/EM foi desenvolvido e
validado obedecendo as diretrizes do guia para validacdo de métodos bioanaliticos
da ANVISA. Os ensaios de absorcdo com este flavonéide revelaram que sua taxa de
absorcao intestinal é baixa, em torno de 30% para as duas doses testadas (1 e 5
mg/kg), sugerindo uma baixa biodisponibilidade para este flavonoide. No entanto na
presenca do inibidor de glicoproteina-P, verapamil, o percentual absorvido final de
avicularina foi de aproximadamente 80%, o que sugere o envolvimento de proteinas
de efluxo em sua absorcdo. Através do estudo de farmacocinética com
administragdo intravascular de avicularina pudemos concluir que o perfil
farmacocinético do flavon6ide em questdo € bicompartimental, e possui rapida
distribuicdo e eliminagdo do organismo, sendo o t 1, de 8 minutos e tyg de 45
minutos, e, portanto baixa afinidade por tecidos, sendo baixa ou numa sua
acumulacéao tecidual.

Palavras-chave: Avicularina, perfusao intestinal, farmacocinética, P-gp.
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1. INTRODUCAO

Apesar de todo o avanco da medicina moderna, os produtos de origem
vegetal ainda possuem uma importante colaboracdo para a melhora no estado de
saude das pessoas, sendo que, o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais
pode ser utilizado para nortear o desenvolvimento de novos medicamentos
fitoterapicos produzidos a partir de partes da planta.

No Brasil diversas plantas medicinais encontram-se ainda sem total
comprovagao cientifica de sua atividade biol6gica e/ou toxicolégica, bem como a
definicdo dos parametros farmacocinéticos de seus ativos. Neste contexto, este
trabalho apresenta o estudo farmacocinético de um flavondide isolado de uma
espécie de picao, a Bidens sulphurea, ja conhecida no Brasil por seu amplo uso
popular. Os compostos presentes nesta espécie vegetal ja foram objetivo de
diversos estudos fitoquimicos e farmacolégicos os quais fundamentam
desenvolvimento dessa proposta.

Na seqUéncia sera apresentada revisdo bibliografica sobre a espécie
estudada, bem como o estado da arte de temas relevantes a discussdo deste
trabalho.

1.1 Espécie vegetal e composto quimico

Polifen6is € uma das classes de compostos de origem vegetal de grande
interesse farmacéutico devido a sua ampla ocorréncia na dieta humana e devido as
suas atividades biolégicas. A classificacao quimica desses compostos os divide em
muitas subclasses. Entre eles estdo os flavonoides, taninos e antraquinonas. Os
flavondides possuem muitas variagbes estruturais no anel flavonoidico, e sao
subdivididos em antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavanas, flavanonas,
flavananas, flavonéis, chalconas, diidroflavonéis, auronas e isoflavonas, (FARIAS et
al., 1999).

A substancia 3-O-a-arabinofuranosil-quercetina ou avicularina (Figura 1),
substancia de escolha para a realizacao deste trabalho, € um flavonol ja relatado em
uma grande variedade de espécies vegetais e apresenta diversas propriedades
biol6gicas descritas na literatura. Podemos destacar as atividades antioxidante (AN
et al., 2005), antiinflamatéria (VO et al., 2012), antibacteriana (GREGOIRE et al.,
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2007), antimutagénica (CHOI et al., 1994), antiobesidade (FUJIMORI et al., 2013),
antialérgica (YAMADA et al., 1999), hepatoprotetora (AN et al., 2005), acao inibit6ria
sobre algumas enzimas do virus HIV (transcriptase reversa e proteases) (YU et al.,
2007) e sobre o fator Il da coagulacao sanguinea (LEE et al., 2002). O flavonoide
avicularina pode ser encontrado em frutas, como a maca (HE; LIU, 2008), no suco
de cranberry (HE; LIU, 2006) e em diversas plantas medicinais, entre as quais estao
espécies pertencentes ao género Bidens.

Figura 1. Estrutura quimica do flavonoide O-glicosilado avicularina.

O primeiro relato da presenca de avicularina no género Bidens ocorreu em
2009, sendo a espécie do referido estudo a Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip.
(SILVA, 2009), pertencente a familia Asteraceae. E uma herbacea anual, ereta e
muito ramificada (Figura 2). Originaria do México € uma espécie intensamente
disseminada e naturalizada no territorio brasileiro, sendo encontrada nas regides
Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil. Popularmente € conhecida como
cosmo-amarelo, picdo-grande e aster-do-méxico, e é considerada uma planta
invasora (LORENZI; SOUZA, 2001). Cientificamente, seus sinbnimos sdao Cosmos
sulphureus Cav. e Cosmos asthemisioefolius Jacq.

O uso popular desta espécie é bastante disseminado, sendo principalmente
para a o tratamento da ictericia, febre intermitente (malaria), esplenomegalia e como
hepatoprotetora (BOTSARIS, 2007). H4 também o relato de pesquisas mais
avancadas utilizando a mistura dos extratos de B. sulphurea com de outras espécies
em formulacdes dermatoldégicas com resultados promissores de inibicdo de
proteases e tratamento do cancer (BEHR et al., 2006; CYR, 2002). Também vale
ressaltar a citotoxicidade apresentada pelo extrato apolar das folhas de B. sulphurea
(ZEID et al., 2009).
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Figura 2. Partes aéreas (caules, folhas e flores) de Bidens sulphurea.
(Fonte: SILVA, B.D.)

1.2 Isolamento e caracterizacao

Um passo fundamental no desenvolvimento de estudos envolvendo produtos
vegetais € a caracterizacdo quimica dos extratos para a obtencdo de seu perfil
fitoquimico, visando o estabelecimento e obten¢do de marcadores quimicos e seus
padrbes de referéncia.

De acordo com a RDC 14/2010 — ANVISA, um marcador € um “composto ou
classe de compostos quimicos presentes na matéria prima vegetal,
preferencialmente tendo correlagdo com o efeito terapéutico, que é utilizado como
referéncia no controle da qualidade”. Este composto deve ser completamente
caracterizado e com a mais alta pureza, determinada por técnicas absolutas de
analise e sem referéncia a outros padrdes. A Organizacao Mundial de Saude (WHO,
1999) define uma substancia quimica de referéncia primaria como uma substancia
reconhecida pelas suas qualidades dentro de um contexto especificado e cujo
conteudo atribuido quando utilizado como um padrdo de teste é aceito sem exigir
comparacao com outra substancia quimica.

Esses padrdes de referéncia nem sempre estao disponiveis oficialmente pela
Farmacopéia Brasileira ou outros cddigos autorizados pela legislagdo vigente,

embora sejam fundamentais para a realizagdo dos ensaios pré-clinicos e clinicos,
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bem como os estudos de estabilidade e desenvolvimento analitico. Nesses casos, 0s
padrées podem ser isolados da matéria prima vegetal, desde sejam submetidos as
analises que garantam sua identidade, teor, qualidade, pureza e poténcia adequadas
(RDC 17/2010 — ANVISA).

Para a determinacdo qualitativa de uma substancia, técnicas como
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN C) e
hidrogénio (RMN 'H), espectroscopia na regido do infravermelho (IV),
espectrofotometria de ultravioleta (UV), espectrometria de dicroismo circular (CD) e
de massas (EM) tem sido empregadas em funcédo de sua precisédo. Isso possibilita
ao pesquisador a caracterizagdo de um dado composto de origem vegetal
desconhecido, por meio da combinagao dos resultados obtidos por essas técnicas.

A determinacdo de pureza de uma substancia, por sua vez, pode ser
mensurada pela quantificacdo de suas impurezas organicas e inorganicas, além de
solventes residuais, teor de agua e analises cromatograficas. Esses resultados sédo
tratados matematicamente para o calculo da pureza ajustada. Para isso, técnicas
como cromatografia, analise termogravimétrica e espectrometria de massas com
plasma acoplado Indutivamente (ICP-MS) sdo comumente empregadas (WHO,
1999).

1.3 Estudos Farmacocinéticos

A farmacocinética pode ser compreendida como o estudo dos processos de
absorcao (A), distribuicdo (D), biotransformacgéo (B) ou metabolismo (M) e excrecao
(E) de um farmaco e o modo pelo qual esses processos determinam seu destino no
organismo (SCHELLACK, 2005).

A absorgdo, principal processo que vamos avaliar neste estudo, é definida
como a transferéncia da substancia do local da administracdo para a circulacédo
(liquido circulante do organismo; normalmente o sangue). Para que ocorra a
absorcao de uma substancia sao requeridas duas etapas:

e atravessar a membrana do epitélio gastrointestinal, geralmente por via
transcelular ou paracelular (Figura 3), acessando a circulacao sistémica por meio
dos capilares sanguineos;

e passar pelo sistema porta-hepatico intacto, alcancando a circulacao sistémica.
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A absor¢ao de uma substancia por via oral esta relacionada a sua capacidade
de permeacado através das membranas do trato gastrointestinal (TGl). As trés
principais propriedades moleculares que afetam, e muitas vezes limitam a passagem
de um farmaco através da membrana sao: tamanho molecular, lipofilicidade, e carga
ou grau de ionizacédo (TOZER; ROWLAND, 2006).

O transporte passivo transcelular € o mecanismo mais comum e corresponde
a um fendbmeno passivo, sem gasto de energia, que ocorre em funcao do gradiente
de concentracdo. Entretanto, substancias muito hidrossoliveis e de tamanho
molecular reduzido podem ser absorvidos por meio do transporte paracelular
(TOZER; ROWLAND, 2006). Na Figura 3 pode ser visto o esquema dos processos

de transporte celular.
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Figura 3. Mecanismos envolvidos no processo de transferéncia de farmacos do
limen do TGl para a circulacao sanguinea. (A) transporte celular passivo ou difusao
passiva; (B) transporte mediado por carreadores de membrana; (C) transporte
passivo paracelular; (D) transporte vesicular; (E) efluxo intermediado pela
glicoproteina-P; (F) eliminacdo pré-sistémica no epitélio gastrintestinal (Adaptado de
STORPIRTS et al., 2011).

Por outro lado, ha moléculas que sédo absorvidas por meio de um transporte
ativo mediado por carreadores de membrana, com gasto de energia. Os
transportadores de membrana também estdo associados ao processo de efluxo de
certas substancias, ou seja, a molécula entra na célula do epitélio gastrointestinal,
mas é secretada por intermédio de transportadores especificos, voltando para o
limen do TGl. O mais conhecido sistema de efluxo de farmacos é aquele que
envolve a glicoproteina de permeabilidade ou glicoproteina-P (P-gp), que atua sobre

farmacos catibnicos ou neutros. Ela também é conhecida como receptor de
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resisténcia a multiplos farmacos, principalmente quimioterapicos, e também é
chamada, em algumas situa¢ées, de MDR1 (TOZER; ROWLAND, 2009).

Muitos sdo os fatores que determinam o tipo de processo envolvido na

absorcdo de uma molécula. Storpirtis e colaboradores (2011) relataram que os

principais deles podem ser:

Grau de solubilidade: para serem bem absorvidas, as substancias devem ser
hidrossollveis para se difundirem nos liquidos do organismo (suco gastrico,
liquido intestinal). Entretanto, devem também possuir certa lipossolubilidade
para serem capazes de atravessar as membranas biolégicas que tem
constituicao lipoproteica;

Area da superficie do sitio de absorgdo: determina a velocidade do processo
de absorcao e depende da via de administracao da substancia;

Circulacdo local: afeta a passagem da substéncia para os liquidos de
distribuicdo no organismo;

pH no sitio de absor¢do: uma substancia que corresponde a um &acido fraco
sera melhor absorvida em locais com pH mais baixos, enquanto a absorcéo
de uma base fraca sera favorecida em pH’s mais elevados;

pKa da substancia: valor do pH em que 50% das moléculas encontram-se na
forma ndo ionizada, mais lipossoluvel e capaz de atravessar a membrana;
Concentragdo da substancia: o gradiente de concentracdo da substancia é
um fator importante, uma vez que, na maioria dos casos, a absor¢cao ocorre
por difusdo passiva (transcelular). No caso de uma substancia ser absorvida
por meio desse mecanismo, com uma cinética de primeira ordem, diz-se que
o0 aumento da dose administrada corresponde ao aumento da absorcdo da
substancia;

Formacao cristalina ou amorfa: a ocorréncia de polimorfismo estrutural pode
levar a estruturas cristalinas com distintas caracteristicas de solubilidade,

assim como, a ocorréncia de estruturas amorfas pode facilitar a solubilidade.

A principal prerrogativa fisico-quimica relacionada a absorcado € que qualquer

substancia para ser absorvida deve primeiramente estar solubilizada no local de

absorcdo. Sendo assim, todos os fatores acima discutidos, influenciam,
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principalmente, a etapa que antecede a absorcao propriamente dita, ou seja, a
solubilizacao da molécula (STORPIRTIS et al, 2011).

Além da relacao solubilidade-absorcao, outras relacbes como a absorgao,
permeabilidade e biodisponibilidade foram estudadas por Amidon e seus
colaboradores ao longo de décadas. O resultado desses estudos foi a proposicao de
uma classificacdo de farmacos de acordo com seu grau de solubilidade e de
permeabilidade. Esse sistema classificatério foi denominado Sistema de
Classificacao Biofarmacéutica (SCB) (AMIDON et al., 1995), e é adotado no mundo
todo, até mesmo pelas agéncias regulatdérias em saude, para a determinagdo ou
exclusdo de estudos comprobatorios em funcédo das classes a que pertencem as
moléculas.

Nesse trabalho os autores classificam os compostos em quatros classes. Sao
elas:

e Classe 1: compostos de alta solubilidade e alta permeabilidade;

e Classe 2: compostos de baixa solubilidade e alta permeabilidade;
e Classe 3: compostos de alta solubilidade e baixa permeabilidade;
e C(Classe 4: compostos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade.

Recentemente, esse grupo de pesquisadores publicou um trabalho sobre a
classificacao biofarmacéutica para alguns compostos oriundos de plantas medicinais
em sistema in vitro e que sao utilizados como marcadores quimicos. Nesse estudo
0s autores ressaltaram a dificuldade na realizacdo dos ensaios propostos, uma vez
que a composicao de extratos e produtos de origem natural é altamente complexa e
variavel (AMIDON et al., 2012).

Entre as diversas classes de compostos apresentadas no referido estudo,
alguns compostos flavonoidicos foram avaliados e classificados de acordo com o
SCB: silibina A e B (classe 3), biochanina A (classe 4), daidzeina (classe 4),
formononetina (classe 2), genisteina (classe 4), quercetina-3-O-coumaroil-glicosil-
ramnosideo (classe 3), quercetina (classe 4) e apigenina (classe 4).Esses dados
indicam que, com excecao da formononetina, todos os outros compostos
flavonodidicos testados foram agrupados em classes de baixa permeabilidade, o que
leva a grande variacao no parametro da biodisponibilidade.

Sendo assim estudos farmacocinéticos com flavondides que tenham como

objetivo determinar os parametros que caracterizam a absor¢cdo e a disposicao
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(distribuicdo e eliminagdo) e metabolismo do flavondide no organismo tornam-se
muito importantes para essa classe de compostos.

Os estudos farmacocinéticos resultam na determinagdo de modelos
matematicos complexos (modelos farmacocinéticos) que sejam capazes de explicar
a movimentag¢ao de uma dada molécula no organismo vivo. No caso de estudos pré-
clinicos, os organismos de escolha sdo, inicialmente, os roedores (STORPIRTIS et
al, 2011; TOZER; ROWLAND, 2009).

1.3.1 Modelos Farmacocinéticos

Segundo os modelos compartimentais, o organismo é concebido como
compartimentos que o representam do ponto de vista da cinética dos farmacos.
Esses modelos podem ser classificados em: monocompartimental (um
compartimento) ou multicompartimentais (mais que um compartimento). Por meio
desses modelos matematicos, simulam-se os processos de absor¢ao, distribuicéo e
eliminacdo de uma substancia no organismo. Os modelos compartimentais tém
como premissa a homogeneidade de distribuicdo e o equilibrio instantdneo das
concentragdes do farmaco dentro de cada compartimento.

Desse modo é possivel obter uma simplificacdo das equacdes que descrevem
0 modelo. Para a definicako do modelo compartimental que melhor se ajusta a
disposicao cinética de um farmaco, € necesséaria a transformagcédo dos dados de
concentracdo em logaritmo natural (“In”) da concentracao e entéo plotar esses dados
versus tempo utilizando um software de regressdao nao linear, que fornece
estimativas de incerteza dos parametros em analise através de desvio-padrao,
coeficiente de variacado e intervalo de confianca, sendo que desvios sistematicos
indicam a ndo adequacao do modelo (GIBALDI et al., 1982; STORPIRTS et al.,
2011).

Apo6s administragao intravascular (i.v.) de um medicamento, em uma Unica
dose, e a selecdo do melhor modelo, torna-se possivel definir e calcular os principais
parametros farmacocinéticos relacionados a etapa de distribuicao e eliminagcédo. Os
parametros farmacocinéticos podem ser definidos como constantes bioldgicas ou
relacbes de proporcionalidade obtidas por meio da aplicacdo de um modelo
farmacocinético na interpretacdo do destino de uma substancia no organismo. Os
principais parametros farmacocinéticos sdo: volume aparente de distribuicao (Vd),
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clearance (CI), meia-vida de eliminagao (t1,2) e area sob a curva (ASC) (STORPIRTS
etal., 2011).

Ja para a determinacdo dos parametros relacionados a fase de absorcao
estudos que utilizando a via oral de administracdo ou a avaliacdo da absorcéao
diretamente no intestino delgado por perfuséo intestinal, por exemplo, podem ser
utilizados (Munoz et al., 2005). Os parametros farmacocinéticos que explicam essa
fase sdo a constante de absorcao (ka) que pode ser de ordens cinéticas distintas
(zero ou primeira ordem), meia-vida de absorgao (t1.as), fragéo absorvida (Fabs) e
a biodisponibilidade (BD).

Muitos sdo os métodos que podem ser utilizados para estudos de absorcao
intestinal de uma dada molécula. A seguir, explicaremos um pouco sobre essas

técnicas.

1.3.2 Ensaios de absorcéo intestinal

Um dos pré-requisitos para a extrapolacdo de propriedades bioldgicas
verificadas in vitro para os efeitos farmacodinamicos esperados in vivo € 0
conhecimento do comportamento farmacocinético e da biodisponibilidade apds
administracdo oral, sendo essas informagdes essenciais para a etapa pré-clinica de
desenvolvimento de um novo produto (GRAEFE et al., 1999).

Modelos de absorcao in vitro e in situ, como o uso de células Caco-2, e
perfusdo intestinal em animais s&o amplamente utilizados para investigar
mecanismos de transporte, classificar a permeabilidade do composto e prever sua
absorgdo in vivo em humanos (AMIDON et al., 1995; LENNERNAS et al. , 1997).
Tem sido relatado que esses modelos se correspondem muito bem a permeabilidade
obtida in vivo e a fragdo de dose absorvida em humanos tendo, portanto, uma
previsdo adequada de valores (FAGERHOLM et al, 1996). Uma das principais
vantagens da técnica de perfusdo intestinal in situ € a presengca de um sistema
sanguineo e nervoso intacto dos animais durante a realizagdo do experimento. Essa
técnica nos permite calcular a permeabilidade intestinal da substéancia, sua constante
de absorcdo, e avaliar seu mecanismo de transporte, bem como utilizar os dados
obtidos para correlacbes com modelos farmacocinéticos. Nos ensaios de perfusao
intestinal é possivel associar outras técnicas que possibilitam a elucidacdo de
mecanismos de inibicdo da absorcado, utilizando, por exemplo, um inibidor de



Introducg¢ao |11

glicoproteina-P (P-gp) (XU et al., 2008) ou técnicas de obstru¢do do ducto biliar, que
permitem avaliar a reabsorcao enterohepatica da substancia em estudo (ROBERTS
et al., 2002).

A P-gp é uma proteina transmembrana que funciona como uma bomba de
efluxo ATP - dependente, promovendo ativamente a retirada de xenobidticos da
célula. Ela esta expressa na superficie celular de todo trato gastrointestinal, além de
outros tecidos como o cérebro, agindo como uma barreira bioquimica importante
para a biodisponibilidade de farmacos. Ela também desempenha um papel
significativo na distribuicdo, metabolismo e eliminagdo de muitos substratos
terapéuticos clinicamente importantes (VARMA et al., 2003).

Mesmo sendo a difusdo passiva 0 mecanismo de absor¢cdo predominante de
muitos farmacos, tem sido relatado que o efluxo mediado pela P-gp e outras
proteinas podem afetar a taxa e a extensao de absorcao e metabolismo de primeira-
passagem em intestino de humanos e ratos (GAN et al.,, 1996; KRUIJTZER et al.,
2002). Uma melhor compreensao da regulacao fisiolégica da P-gp € a chave para
delinear estratégias para a melhoria na eficacia terapéutica destes farmacos. Os
farmacos verapamil e digoxina sao conhecidos substratos da P-gp e séo
amplamente utilizados para a compreensdo mecanismos da acao dessa proteina
(XU et al., 2008). Neste trabalho utilizamos o verapamil nos ensaios de absorcao
intestinal como inibidor da P-gp para avaliacdo do seu envolvimento na absorcéo do
flavonadide.

A recirculacdo enterohepatica € outro fator fisiolégico que pode alterar a
extensdo e taxa de absorcdo de um dado composto. Ocorre através da excrecao
biliar e reabsorcao intestinal de uma substancia, as vezes com conjugacao hepatica
e desconjugacao intestinal. Essa recirculacdo é observada no aparecimento de
multiplos picos de concentragcdo plasmatica maxima, em estudos in vivo, tendo como
consequéncia um aumento no tempo de meia vida de eliminagéo.

Fatores que influenciam a excregdo biliar incluem as caracteristicas da
substancia como sua estrutura quimica, polaridade e tamanho molecular, seu
transporte através de membranas, sua biotransformagcdo e possiveis reabsorcoes
nos ductos biliares intra-hepaticos. A biodisponibilidade de uma substancia pode ser
afetada pela sua taxa de absorcao intestinal, influéncia da P-gp e o metabolismo que
pode ocorrer na parede intestinal (ARIAS et al., 2003; ROBERTS et al., 2002).
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Sem sombra de duvidas, entre os compostos polifendlicos, a classe dos
flavondides € a que possui mais estudos sobre suas etapas farmacocinéticas e,
entre os flavondides, a quercetina € o composto mais estudado. Esse interesse pelo
flavondide quercetina ocorre devido a sua ampla distribuicdo em plantas medicinais
e alimentos, por sua facil obtencdo e por suas propriedades farmacologicas
amplamente estudadas. A quercetina € a aglicona do flavon6ide em estudo nesse
trabalho, a avicularina. Sendo assim, os ensaios realizados com a quercetina
aglicona foram significativos para delineamento dos ensaios propostos com o
flavondide glicosilado avicularina.

As extensbes da absorcdo de uma substancia assim como sua
biodisponibilidade sistémica dependem de varios fatores: estabilidade quimica do
composto a partir do momento de sua administracao até o local da absorcao; taxa de
degradacao devido ao pH e microorganismos intestinais; mecanismos do processo
de absorcao; taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas e finalmente, da extensdo do
efeito de primeira passagem (MESKIN et al., 2004).

Para a avaliagdo do perfil farmacocinético de uma substancia e a
determinacdo dos seus parametros farmacocinéticos faz-se necessario o
planejamento de um estudo com animais sadios e a disposicdo de um método
bioanalitico sensivel, seletivo, preciso e corretamente validado para a quantificacao
da substancia e de seus produtos de biotransformagdo na matriz biolégica, de
acordo com guias e protocolos disponiveis (ANVISA, 2012; PAIVA et al., 2005).

1.4Ensaios Analiticos

1.4.1 Métodos analiticos de quantificacao

Métodos como a colorimetria, a cromatografia planar e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) sao utilizados para quantificacdo de flavonoides (MAGNANI
et al., 2000; CHANG et a.l, 2002, NIRANJAN et al., 2009; CINTIA et al., 2004). Com
0 avanco das técnicas de separacdo, desenvolveu-se a cromatografia de ultra
eficiéncia (CLUE) que abrange os mesmos principios da CLAE, porém com
particulas menores (2 um) na coluna e bombas mais potentes, com a pressao
maxima até 15000 psi, aumentando assim a eficiéncia e diminuindo

consideravelmente o tempo de analise (MALDANER et al., 2009).
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Tanto a CLAE como a CLUE podem ser acopladas a diferentes sistemas de
deteccdo, dentre eles: detector de arranjos diodo (DAD), fluorescéncia, infra-
vermelho, indice de refracao, eletroquimicos e o espectrdmetro de massas (EM). O
acoplamento de um cromatdgrafo com um espectrémetro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdao) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencao de informacéao estrutural, massa
molar e aumento da seletividade e sensibilidade) (VEKEY, 2001).

Dentre as fontes de ionizacao disponiveis, a mais utilizada para acoplamento
com CLAE é a ESI (ionizagao por electrospray). A transferéncia de espécies idnicas
de uma solucdo para a fase gasosa na técnica de ESI envolve trés passos:
dispersdo de um fino spray de gotas carregadas, positiva ou negativa, evaporacao
do solvente, e saida dos ions das goticulas altamente carregadas do capilar,
mantido em alta voltagem (2,5 a 6 kv) (HO et al., 20083).

Na técnica de ionizagcdo por electrospray o processo de ionizacao ocorre
principalmente por reacbes acido-base de Bronsted-Lowry, pela protonagcdo ou
desprotonacao de moléculas (CECH; ENKE, 2001; CROTTI et a./, 2006). Assim, as
substancias que apresentam grupos funcionais basicos (aminas, amidas, ésteres,
lactonas) tendem a ionizar melhor no modo de ionizagdo positiva, dada a maior
facilidade com que estes grupos sdo protonados em solucdo. Inversamente,
moléculas contendo funcbes acidas, tais como acidos carboxilicos e fendis, serao
melhor ionizadas no modo de ionizagdo negativa, produzindo moléculas
desprotonadas relativamente estaveis (GOBBO-NETO, 2007).

Este método é considerado um método muito brando, e pouca energia
residual é retida pelo analito apds a ionizagdo, normalmente acarretando baixa
fragmentacado. Para contornar este problema, foram desenvolvidos equipamentos de
espectrometria de massas sequencial (EM/EM), no qual as moléculas podem sofrer
fragmentacdo. Em uma analise EM/EM, um ion do primeiro estagio, chamado ion
precursor, é selecionado e transferido para uma célula de colisdo. A fragmentacao
do ion precursor se da através da dissociacao induzida por colisdo (CID) utilizando
um gas inerte (Ar, N> ou CO,). Os ions resultantes (ions produto ou de segunda
geracao) sao, de modo geral, altamente indicativos da estrutura do ion precursor
(HO et al., 2003).

Existem diversos tipos de analisadores de massas, dentre eles: analisador
quadrupolar, analisador de tempo de véo (TOF) e o ion-trap, sendo que neste
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trabalho foi utilizado um equipamento contendo trés analisadores de massas
quadrupolar ligados em série, constituindo um triplo quadrupolo (TQD).

O analisador quadrupolar é composto de quatro hastes metalicas paralelas
onde é aplicado um potencial RF (radio freqiiéncia) e uma corrente elétrica do tipo
DC (Direct Current). Os ions gerados na fonte de ionizacdo do instrumento séo
direcionados ao centro das quatro hastes, atravessando axialmente o quadrupolo,
gerando uma trajetéria dependente do campo elétrico produzido, sendo que somente
ions de uma determinada razao m/z (massa/carga) chegarao ao detector por ter uma
trajetoria estavel. A RF serd alterada para que ions de m/z diferentes tenham uma
trajetoria estavel ao longo do quadrupolo e possam ser detectados pelo detector,
gerando um espectro de massas (ARDREY et al., 2003).

O funcionamento de um espectrdmetro de massas triplo quadrupolar (TQD)
consiste em algumas etapas comuns a todos os equipamentos. Inicialmente, uma
mistura de ions é inserida no quadrupolo 1 (Q1), liberando apenas um ion precursor.
O segundo estagio quadrupolo 2 (Q2), o ion precursor colide com as moléculas de
N2 ou Ar em uma pressdo de aproximadamente 10° a 10° bar e se fragmenta
formando os ions filhos. O quadrupolo 3 (Q3) atua como um segundo filtro,
permitindo que somente determinados ions filhos passem para o detector (HARRIS,
2003).

Existem diferentes modos de operacdo para a fragmentacdao (EM/EM) no
espectrémetro de massas TQD. No modo MRM (multiple reaction monitoring) o
primeiro (Q1) e o ultimo (Q3) analisadores de massa séo utilizados como filtros de
massa para o isolamento do ion e seu fragmento correspondente. O sinal do
fragmento do ion é monitorado ao longo do tempo de eluicdo cromatografica,
selecionado de acordo com seu tempo de retencdo, o que confere uma alta
sensibilidade e especificidade a essa analise. Este modo € indicado para analises
quantitativas, permitindo que o ion de interesse seja analisado com a menor

interferéncia associada a oscilagdes na linha de base (WATERS, 2006).

1.4.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologia

Para que um método analitico seja considerado confiavel é fundamental sua
validacdo para garantir, através de estudos experimentais, a eficacia e reprodugao
deste método, atendendo as exigéncias necessarias para sua aplicacdo analitica e
assegurando a confiabilidade dos resultados (RIBANI, et al., 2004).
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Os desenvolvimentos e validagcdes das metodologias desenvolvidas nesse
trabalho foram baseados na Resolugdo — RDC N® 27, de 17 de maio de 2012 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que consiste em um guia para
validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e
pds-registro de medicamentos. Dentre os ensaios aplicados para validacdo de um
método bioanalitico podemos destacar os ensaios de precisdo, exatidao, curva de
calibracao (linearidade), efeito residual, efeito matriz, seletividade e estabilidade,
conforme suas especificagdes, descritas abaixo (ANVISA, 2012).

Limite de Deteccao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser detectado, mas nao necessariamente quantificado como um valor exato,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas, produzindo um sinal de trés vezes a

razao sinal/ruido do equipamento.

Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. Esta faixa de variacdo deve ser linear e abranger a

faixa de concentracdo da amostra a ser analisada.

Limite de Quantificacao

O limite de quantificagdo € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicoes
experimentais estabelecidas. Pode ser subdividido em:

- Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ): menor quantidade do analito na
amostra que pode ser quantificada com precisao e exatidao.

- Limite Superior de Quantificacao (LSQ): maior quantidade do analito na
amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatidao.

Seletividade
A seletividade de um método instrumental de separagao € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substidncias em exame na presenca de

componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
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complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdao, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes. A seletividade garante que o sinal de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse.

Efeito Residual

Caracteriza-se por um efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal
do analito ou padrédo interno causado por contaminagdo proveniente de amostras
analisadas anteriormente. Sao feitas injecbes de uma amostra branco antes e
depois da injecao do ultimo ponto da curva, sendo que os resultados devem ser
comparados com os obtidos do limite inferior de quantificagdo (LIQ). Os resultados
de picos interferentes tempo de retencao do analito devem ser menores que 20% da
resposta do LIQ, enquanto que os resultados de picos interferentes no tempo de
retencdo do padrdo interno devem ser menores que 5% da resposta do padrao

interno.

Efeito Matriz
O efeito matriz é determinado no intuito de averiguar possiveis interferéncias
geradas pelas substancias que constituem a matriz amostral, provocando

fenbmenos de diminuicdo ou ampliacao de sinal ou resposta instrumental.

Precisdo e Exatiddo

A precisao é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas do método. Ela é caracterizada por uma estimativa da dispersdo dos
resultados entre ensaios independentes, por meio da repetitividade de amostras
diferentes, em condicbes pré- determinadas. A exatidao representa o grau de
concordancia entre os resultados individuais encontrados em um determinado
ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

Estes pardmetros devem ser determinados em uma mesma corrida
(intracorrida) e em corridas diferentes (intercorridas) em dias distintos. Em cada
corrida devem ser realizadas cinco replicatas em quatro concentragdes: CQB
(Controle de Qualidade Baixo), CQM (Controle de Qualidade Médio) e CQA
(Controle de Qualidade Alto) e LIQ (Limite Inferior de Quantificacdo), seguidas do
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calculo da média dos valores obtidos de cada concentracdo, avaliacao do coeficiente
de variacéo e do erro padrao relativo.



CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

Com a realizacao deste trabalho, foi possivel concluir que:

A técnica de isolamento de avicularina das partes aéreas de Bidens sulphurea
mostrou-se eficaz e especifica, com a obtencao final de um padrédo isolado de
avicularina com alto teor de pureza ajustada (93,27%).

As metodologias desenvolvidas para a quantificacdo da avicularina e
vermelho de fenol em perfundido intestinal e de avicularina em plasma por CLUE-
DAD-EM/EM foram satisfatérias, obedecendo aos critérios estabelecidos pelo Guia
de Validacado de métodos bioanaliticos da ANVISA.

Os perfis de absorcao intestinal de avicularina em ratos nas doses de 1mg/kg
e 5 mg/kg foram determinados sendo a fracdo absorvida final para os dois grupos de
30,56 e 39,49%, respectivamente. Pode-se observar também que apesar da fracdo
final absorvida ser proxima para ambos 0s grupos, a constante de absor¢cédo para a
dose de 1mg/kg foi significativamente maior que para 5 mg/kg, o que sugere o
envolvimento de transportadores na absorcao da avicularina.

Em relacado a influéncia dos sais biliares no perfil de absorcédo da avicularina
pudemos concluir que, na dose testada de 1mg/kg, nao foi observado alteracdo no
perfil, sendo a fracdo absorvida final de 24,81%.

Com a determinacdo da influéncia da glicoproteina-P no perfil de absorcéao
intestinal da avicularina pudemos observar que o flavondide em questdo sofre
influéncia da proteina de efluxo, sendo a fracao final absorvida de 87,43%.

Em relagdo aos modelos de absorcao testados, pudemos concluir que para 0s
grupos AV1, AV5 e DB foi assumido o modelo de absorcdo de primeira ordem e
secrecao ativa, e para o grupo VP o modelo que melhor se ajustou aos dados foi o
modelo de absorcao de Michaelis-Menten (ativa) e secrecao ativa.

O ensaio de taxa de ligacdo da avicularina as proteinas plasmaticas totais de
ratos revelou os valores de 53,2%, 68,5% e 69,8% para as concentracées de 50,
750 e 1500 ng/mL respectivamente.

O modelo farmacocinético escolhido apds administracdo intravascular de
avicularina foi o modelo bicompartimental e de acordo com os valores encontrados
nos parametros farmacocinéticos pode-se concluir que o flavonéide avicularina

possui rapida distribuicao e eliminacao do organismo.
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Os resultados obtidos de fragdo absorvida do flavondide no intestino sugerem
uma baixa biodisponibilidade da avicularina, assim como relatada para outros

flavonoéides.
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