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RESUMO

-

O 4-nerolidilcatecol é o metabdlito secundario mais abundante do extrato
hidroalcéolico liofilizado de raizes de Pothomorphe umbellata (Piperaceae),
representando 21,5% deste. Doses Unicas de 10 mg/kg da substancia isolada foram
administradas via intravascular e oral a ratos Sprague Dawley, pesando entre 300-
325 g. Paralelamente a obten¢ao dos parametros farmacocinéticos, realizou-se a
avaliagao da biodisponibilidade do extrato de raizes com a administra¢ado de dose oral
Unica de 100 mg/kg. A quantificagdo das concentragdes plasmaticas foi realizada por
CLAE-EM/EM, com limite de quantificagdo de 2,5 ng/mL. O coeficiente varia(;éo da
precisdo intraensaio e interensaio variou entre 2,9-10,1 e 4,2-16,3 %,
respectivamente. A exatidao do método oscilou entre 84,4 e 92,4 %. Os parametros
farmacocinéticos foram gerados no p,rogl;ama Kinetica 2000™ (Innaphase), a partir de
dados experimentais. Para administra¢do intravascular do 4-nerolidilcatecol (10
mg/kg) obteve-se um volume de distribuigdo de 0,47 litro, meia-vida (t¥2c) e (t¥2g) de
6,08 e 47,63 min, respectivamente. A area sob a curva de concentragdo plasmatica
vs tempo (AUC) foi de 187,06 pg/mL.min e o “clearance” de 53,46 mL/min. O pico de
concentragdo plasmatica maxima (Cmax) alcangado foi de 34,90 ng/mL, COM tmax de
23 min ap6s administrag¢do oral do 4-NRC isolado. Este apresentou biodisponibilidade
oral média de 2,7 %. Valor proximo foi obtido para o extrato de Pothomorphe
umbellata com biodisponibilidade de 1,1 %, ou seja, um tergo do valor obtido para a
substancia isolada. Boa correlagdo entre os dados tedricos e experimentais foi obtida.
Tais dados estao de acordo com o perfil de drogas lipossollveis, as quais apresentam-

se amplamente distribuidas e com baixos niveis plasmaticos.



ABSTRACT

4-nerolidylcatechol (4-NRC) is the major constituent of a Piperaceae shrub,
Pothomorphe umbellata (L.) Miq:. Standardization of dry hydroalcoholic roots extract
showed 21,5% of 4-NRC contents. The isolated compound was administrated
intravenouslly or orally to rats Sprague Dawley at 10 mg/kg single dose. The crude
extract was given at 100 mg/kg. Both pure compound and extract was dissolved in 30
% hydroxypropyl-p-cyclodextrin. The purpose of this work was to investigate the
pharmacokinetic profile and the bioavailability of 4-NRC after oral administration. The
assessement of plasma concentration was done with CLAE-EM/EM and the
quantification limit was found to be 2.5 ng/mL. Linear response was done between
2.5-100 ng/mL and correlation coeficients were not lower than 0.98. Between batch
and within-batch variation coeficient ranged from 2,9-10,1 and 4,2-16,3 %,
respectively. Accuracy showed values between 84.4-92.4%. The pharmacokinetic
_ parameters following intravenous and oral administration were calculated using
Kinetica 2000™ (Innaphase). Reported values for I.v. bolius volume of distribution was
0.47 L, and 6.08 min for elimination half-life (t¥2¢). Area under the curve (AUC) was
187.06 pg/mL.min and total body clearance (CL) measured was 53.46 mL/min. The
absortion peak plasma concentration (Cmax) was 34.90 ng/mL, reached after 23 min
after oral dose administration. The calcuiated bioavailability for 4-NRC was 2,7%.
Despite higher dose of 4-NRC in roots’ extract (21.5 mg/kg), its bioavailability was
lower (1.1%). In fact, it was around one third of that one for pure compound. The data
could be described with good fits indicating the drug is well distributed and highly
metabolized. Plasma ievels were found to be low as expected for lipophilic phenolic
drug.
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VII

Produtos naturais de origem vegetal sdo utilizados no tratamento de
enfermidades desde primdrdios da existéncia humana. Hipdcrates e Galeno detém os
relatos mais antigos, os quais submetem-nos a@ Grécia e Roma antiga. A primeira
compilagao das propriedades e usos de plantas medicinais foi realizada pelo grego
Dioscérides, em 1 a.C. Conhecida como Materia Medica de Dioscorides, esta
representou um marco na pratica da medicina curativa naturai.

Do grego também deriva-se o nome pharmacognosia, surgido entre 0s anos de
1811-1815, sendo que o termo pharmacon refere-se a farmaco e gignosko, a
aquisigao de conhecimento (Evans, 1996). A farmacognosia praticada em meados do
século passado, caracterizou-se por pertencer ac ramo da farmacia que investiga
produtos naturais na sua forma bruta ou derivada como em Oleos, ceras, gomas e
resinas (Wallis, 1967). Baseado nas atividades cientificas do século XX, esta tem sido
referida como “a ciéncia molecular que explora a relagdo estrutura-atividade de
produtos de ocorréncia natural como potenciais farmacos” (Bruhn & Bohlin, 1997).

Tal evolugdo da farmacognosia como ferramenta na busca racional de
medicamentos pode ser apontada como um reflexo da pratica do herbalismo
ressurgido durante 0 século XX, especificamente no periodo pds-guerra. Tal
modalidade terapéutica, de longa tradi¢ao também entre as comunidades dos
continentes asiatico, africano e sul-americano (Elvin-Lewis, 2001) tém sido aplicada
como uma alternativa ao tratamento alopatico (Greger, 2001) em decorréncia de
amplos fatores sociais (Elvin-Lewis, 2001) e econdmicos (Chang, 2000). Observa-se
uma crescente busca de conhecimento nas “farmacopéias” indigenas (De Smet et al.,
1992a) com consequente incorporagao de medicamentos de origem natural pela
inddstria farmaceéutica (De Smet, 1997).

Mercados anteriormente céticos 8 medicina natural, como Estados Unidos e
Reino Unido, hoje comercializam ampla variedade de produtos naturais derivados de
plantas. Nos EUA estes sdo encontrados sob a denominagdo de “suplementos
alimentares”(Talalay, 2001), com faturamento exponencial anual na cifra de $ 4.0
bilhdes em 2000, contra $1.5 bithdes de 1994 (Mahady, 2001) (Raiten, 1999). O
mesmo perfil de mercado é também observado em alguns paises europeus (De Smet
et al., 2000).

Paralelamente ao crescimento do mercado consumidor, observa-se um ritmo

acelerado na busca de informagdes sobre quimica, bioquimica e farmacologia /
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farmacocinética de produtos naturais. Nos paises europeus ja verifica-se amplo
controle sobre a seguranga e eficicia de ervas medicinais com base em triagens
clinicas, descrigdo de casos e literatura cientifica (Lavy et al., 2000; Vogel, 1991;
Wagner, 1999).

No Brasil, autoridades federais tém buscado a regulamentagio da eficacia do
uso de fitoterapicos através do Conselho Nacional de Salide CNS (Resolugoes 196/96
e 251/97) embora apenas recenfemente, 0 governo brasileiro tem incentivado a
parceria empresa-universidade visando desenvolvimento das pesquisas de produtos
fitoterapicos ja comercializados (ANVISA RDC 17/2000).

Considerando a pesquisa de potenciais produtos derivados de plantas,
observa-se que esta é ainda bastante limitada perante a biodiversidade brasileira.
Estima-se que existam 700 mil espécies no inventario botanico mundial, sendo que
apenas 250 mil sao conhecidas. Destas, apenas uma pequena porcentagem foi
fitoquimicamente investigada, e uma parcela ainda menor — cerca de 5000 espécies
-— foram submetidas a avaliagdo farmacolégica. O Brasil, com 120 mil espécies
genuinamente nacionais, investigou-se quimicamente 0,4% destas, sendo que sobre
as demais nada se sabe (Gottlieb & Mors, 1980).

Fortuitamente, as estratégias de descobertas de novas farmacos tem sido
revolucionadas, ampliadas e robotizadas com o advento da quimica combinatdria,
praticada por grandes companhias farmacéuticas (Cordeli, 2000). Assim, a avaliagao
da disposicdo de farmacos nos organismos vivos incorporou novas técnicas. A
biodisponibilidade oral e a fra¢gao de farmaco livre no plasma, proveniente de uma
mistura de farmacos candidatas, pode ser avaliada em um (nico animal através da
administragdao de um coquetel de substancias (White & Manitpisitkul, 2001), (Christ,
2001), limitando assim o uso de animais. Dispde-se ainda do método de agrupamento
de amostras (“sampte pooling”) (Kuo et al., 1998), (Atherton et al., 1999), (Hop et al.,
1998) o qual previne a interagdo biolégica entre as substancias, diminuindo
expressivamente o nimero e tempo de analise de amostras (Humphreys et al., 1998).

No entanto, a farmacocinética classica envolvendo amostragem serial de
sangue, com subsequente determinagao da concentragao da fadrmaco, em plasma ou
sangue, continua sendo a metodologia de escolha nos principais centros de pesquisa,
devido a precisdo dos dados obtidcs e a adequagao a infra-estrutura disponivel. Esta

técnica pode ser ainda complementada pela avaliagao tecidua! da farmacc nao ligada,



por meio de microdialise (Davies & Lunte, 1996; Kurosaki et al., 1998; McKim et al.,
1993; Scott & Lunte, 1993). Por fim, 0s dados s&o analisados através de modelagem
computacional, para verificagdo do modelo compartimentai que melhor explica o
comportamento de absorgao, distribuigao e excre¢ao observado in vivo (Krishna et al.,
2001; Nagaraja et al., 2000; Rojas et al., 2000).

Farmacocinética de fitoterapicos largamente comercializados.

O uso racional de fitoterapicos pressup6e o conhecimento dos constituintes
ativos existentes para uma determinada atividade, assim como das concentrag¢des
plasmaticas aicangadas apds sua administragdo. Questiona-se, principalmente,
acerca do grau de biodisponibilidade e rapidez de agdo farmacoldgica do agente
terapéutico administrado.

No entanto, a geragao de dados farmacocinéticos e de biodisponibilidade ndo
raro, sao polémicos e contraditdrios. Os fatores de variabilidade relacionados & planta
incluem desde a identificagao e origem do vegetal, parte utilizada, idade do vegetal,
época de colheita, local de coleta, condigoes climaticas proximas a epoca de coleta
até a estabilizagao e preparo do extrato. Incluem-se ainda, as variagbes metodoldgicas
dos procedimentos farmacotécnicos de obtengdo dos extratos, influenciando na
composig¢ao destes, e ainda fatores relativos a veiculagdo do produto final. Necessario
mencionar ainda, os modelos de experimentagao farmacocinética, se animal ou
humano, a especificagao da indicagdo farmacoldgica e ainda, as doses empregadas
no estudo (Simdes et al., 2000).

Embora haja um crescente interesse na tematica de plantas medicinais,
observa-se um numero limitado de plantas com estudo farmacocinético (De Smet &
Brouwers, 1997). No entanto, as interagbes medicamentosas advindas do uso
concomitante entre fitoterapicos e farmacos sintéticos, e consequente possibilidade
de perda da eficicia e/ou toxicidade medicamentosa tem suscitado crescente
interesse, de médicos e farmacologistas, no estudo destes. Assim, fitoterapicos de
maior impacto popular e, consequentemente mercadotégico foram selecionados para

exemplificagado de alguns perfis farmacocinéticos.



Folhas de Ginkgo biloba, por exemplo, foi uma das drogas vegetais mais
comercializadas nos EUA no ano de 1999 (Ndjoko et al., 2000). A maioria de suas
formulagdes farmacéuticas contém 40 mg de extrato, cujo conteldo apresenta 24%
flavondides e 6% de terpenos (ginkgolideos e bilobalideos) (Kleijnen & Knipschitd,
1992). E amplamente empregado no tratamento de disfungbes de memdria,
linguagem, atividades motoras e pensamentos abstratos (Kleijnen & Knipschild,
1992). Farmacologicamente possui a¢do antagonizadora do fator agregante de
plaquetas (anti PAF), a qual estaria envolvida na melhoria do fluxo sangiineo
cardiovascular (Smith et ai., 1996).
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Ginkgolideos Bilobalideo

Estudos clinicos apontam para elevada biodisponibilidade dos principios ativos
(70-80%), com picos de concentragdo plasmatica maxima apds 2-3h de sua
administragao oral. A farmacocinética destes apresentou-se linear para a faixa
compreendida entre 50 e 300 mg/kg (Fourtillan et al., 1995). Os ginkgolideos A e B
apresentaram meia-vida de 4 e 6 h respectivamente, enquanto que para o bilobalideo,
ta/2p foi de 3h (Li & Wong, 1997).

Doses similares (30-100 mg/kg) do extrato padronizado foram administradas
per os a animais, embora menor biodisponibilidade (60%) tenha sido demonstrada
com meia vida plasmatica de 1,7, 2,0 e 2,2 h para os ginkgolideos A, B e o terpendide
bilobalideo, respectivamente (Biber & Koch, 1999).

No entanto,.foram os produtos de biotransformagao a principal diferenga entre
os dois modelos de experimenta¢gao. Em humanos, observa-se metabolizagao mais
intensa dos principios ativos, quando comparada aos ratos. Nos primeiros, a
metaboliza¢do levou a formagao de produtos derivados do acido benzdico e hipurico
em ambas as formas, livre e conjugados (Pietta et ali.,, 1997), enquanto que em
animais, a metabolizagdo fol mais branda gerando apenas acidos fenilaiquilicos
(Pietta et al., 1995) (Duche et al., 1989).
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Estudos relacionados & interagbes medicamentosas nao provou efeito na
farmacocinética dos ativos, tendo apenas elevado o efeito gabaérgico e a fungdo CYP
3A4 em niveis subclinicos(Galluzzi et al., 2000), e prolongado tempo de sangramento
quando tricloplidina foi coadministrada (Kim et al., 1998).

O Hypericum perforatum, também conhecido popularmente por “Erva de Sao
Joao" representa outro fitoterapico amplamente comercializado. Este produto
representa 20% do total de antidepressivos prescritos na Alemanha, sendo 4 vezes
mais comercializado que o Prozac (O'Hara et al.,, 1998). Em 1997, nos EUA j3 era
responsdvel por um mercado de U$ 200 milhées/ano, com popularidade crescente
entre profissionais da saude devido a seus benéficos efeitos antidepressivos e baixos
efeitos colaterais comparativamente aqueles sintéticos (Greeson et al., 2001).

Seus componentes quimicos sao diversificados, embora as preparagoes
fitoterapicos disponiveis apresentem-se padronizadas apenas segundo o conteldo de
hipericina, normalmente a 0,3 % (Draves & Walker, 2000). Observa-se também a
presen¢a de naftodiantronas (hipericina e pseudohipericina), flavonéides (rutina,
hiperosideo, isoquercitrina, quercitrina e quercetina) e ainda floroglucindis

(hiperforina, adhiperforina) e biflavondides (biapigenina e amentoflavona) (Liu et al.,
2000).

Hipericina

Hiperforina

0 exato mecanismo de agac do efeito antidepressivo ainda ndo €& bem
conhecido. Sabe-se no entanto, que o extrato apresenta afinidade a uma variedade de
receptores da neurotransmissdo, como adenosina, GABAs GABAs, serotonina e as
enzimas MAOa e MAQs (Linde et al., 1996), (Muller et al., 1997; Muller et al., 1998).












respectivamente. Infere-se assim, pobre absor¢ao através do intestino, uma vez que
esta foi estavel por 3 h em suco gastrico (Yamamura et al., 1995).

A biodisponibilidade oral de 200 mg/kg de glicirrizina, comparativamente a
administragao i.v. (100 mg/kg) e oral (20 mg/kg) do acido glicirrético foi avaliada em
ratos. Os valores de biodisponibilidade e Tmax encontrados foramde 4 % e 0,5 he
14,2 % e 12 h para a glicirrizina e acido glicirrético, respectivamente. Estudos de
estabilidade e absorgao demonstraram gque o acido glicirrético € melhor absorvido no
intestino delgado, embora a hidrdlise da glicirrizina ndc ocorra no mesmo local (Wang
et al., 1994).

A relevancia da hidrdlise intestinal bacteriana foi inferida para a glicirrizina
apds observagao de completa biodisponibilidade oral do acido glicirrético. A avaliagao
do tempo médio de residéncia (MRT) do &cido glicirrético apds administragao Lv. e
oral foi de 1,1 e 9,3 h, respectivamente, sugerindo lenta conversao da glicirrizina em
acido glicirrético no intestino (Takeda et al., 1996), (Akao, 1998).

As interagées medicamentosas da glicirrizina foram pesquisadas,
evidenciando-se um aumento das concentragdes plasmaticas de prednisolona através
da sua agao inibitéria sobre a 11-B-HSD (Chen et ai., 1990). Neste estudo observa-se
ainda, o aumento do &acido UDP-glicurbnico em 484%, com maior excregdo do
conjugado do AAP-glicuronideo do acetoaminofenol, indicando assim, que a glicirrizina
ativa a glicuronidagdo e pode influenciar na detoxificagao de xenobidticos no figado.

Provavel potencializagdo dos efeitos toxicos da digoxina e diuréticos tiazidicos
pela glicirrizina sdo descritos, podendo ainda elevar riscos de sangramento em
tratamento concomitante com warfarin (Miller, 1998). Possiveis interagoes
medicamentosas podem resultar da aceleragdo do metabolismo de drogas
coadmistradas via citocromo P450 (Paolini et al., 1998).
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Pacientes submetidos a drenagem biliar foram avaliados apés administracao
oral do silipideo e silimarina (120 mg). Apds 48 h, as formas conjugadas e livre
recuperadas na bile somaram 11 e 3 % da dose administrada, respectivamente. A
biodisponibilidade do silipideo, baseada nos valores de excre¢ao biliar foram, em
média, 4,2 vezes superior aqueles da silimarina (Schandalik et al., 1992).

Estudos em animais foram realizados com 1dB 1016 e silibina isolada. Os
niveis plasmaticos da forma conjugada e total de silibina foram medidos, assim como
a excregao biliar e urinaria em ratos. Cerca de 94% da silibina plasméatica apresentou-
se na forma conjugada, sendo que a excrecao biliar e urinaria totalizaram 3,7e 3,3 %
da dose do extrato administrado, respectivamente. Apds a administragao de silibina
isolada, a excregao biliar e urinaria totalizaram apenas 0,001 e 0,032 % da dose,
respectivamente. Os resultados apontam biodisponibilidade superior para a silibina,
quando administrada na forma de extrato (Morazzoni et al., 1993).

Outro estudo de biodisponibilidade foi realizado para um complexo de inclusao
entre silibina e p-ciclodextrina. Os resultados demonstraram um dramatico aumento
na taxa de dissolugao (90 % em 5 min) relativamente a silibina, a qual apresentou
taxa de dissolu¢ao de apenas 5 %. Apds a administragao oral do complexo inclusao, a
concentragao de silibina na bile foi 20 vezes superior a administragao da silibina
como substancia pura ou em formulagao tradicional (Arcari et al., 1992).

A formagao de conjugados € 0 padrao de distribui¢ao tecidual foi investigado
em figado, pulmao, estdomago, pele, préstata e pancreas, na dose de 50 mg/kg.
Avaliou-se ainda, o0 efeito sobre enzimas metabolizadoras da fase Il, tendo sido
demonstrada elevagdo da atividades da glutationa-S-transferase, assim como da
quinona redutase nos varios tecidos em doses mais elevadas {100 mg e 200 mg/kg).
Os tecidos avaliados demonstraram niveis de silibina livre e conjugada que
declinaram exponenciaimente apés 1 h, com meia vida de eliminag¢ao de 57-127 min
para a forma livre e 45-94 min para a forma conjugada (Zhao & Agarwal, 1999).

As interagdes medicamentosas detectadas para a silimarina foram a redugao
significativa da atividade das enzimas CYP3A4 e UGT1 A6/9 (Venkataramanan et al.,
2000). Outros estudos também apontam para a redugdo na glicuronidagao (Chungroo
et al., 1997). Efeito inibitérios discretos foram observados em microsomas de figado
sobre os substratos CYP2E1, CYP2D6, CYP2C19, CYP1A2 e CYP2A6 (Beckmann-
Knopp et al., 2000).
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Grande variedade de subtancias polifendlicas ocorrem também na dieta
vegetal humana. Dentre os flavondis, a quercetina tém merecido destaque especial.
Sua distibuicao € ubiquoa na dieta humana, principalmente na forma de O-
glicosideos, com mais de 170 diferentes glicosideos atualmente descritos, e
particularmente abundante em cebolas. Estdo presentes ainda em alimentos e
bebidas derivadas de frutas (Macheix et al., 1990), legumes (Hasiam, 1996), cereais e
verduras, como macgas, chas e vinho tinto (Scalbert & Williamson, 2000), (Yang et al.,
2001). Fisiologicamnete, sao importantes na protegdo das plantas contra estresse-
oxidativo e ainda como defesa contra ataque de insetos e herbivoros.

Ja em chocolates, vinhos (270 mg/mL) e também em chéas ocorrem flavandis,
principalmente as catequinas, (-)-epicatequina e (+)-catequina, cuja ocorréncia esta
geralmente associada a presenga simultanea de protoantocianidinas (oligomeros de
flavondis com 4-8 unidades), responsaveis pela adstringéncia de certos
alimentos/bebidas. Nos sucos de frutas citricas ha ocorréncia de flavanonas, como a
hesperidina do suce de laranja (125-250 mg/mL). Conferindo pigmentacao as frutas
como amora, ameixa, cereja, groselha, framboesa, morango e também as uvas
encontram-se as antocianinas, cujo contelddo na fruta fresca varia entre 0,15
{morango) a 4,5 mg/g (cerejas). Na soja observa-se a presenga das isoflavonas,
genisteina e dadzeina (1,0 mg/g grao seco), as quais saoc amplamente investigadas
por suas propriedades preventivas do céncer, da osteoporose e ainda por suas
propriedades estrogénicas (Scalbert & Williamson, 2000).

Flavondis

Flavanéis OH Isofiavonas

" R2
OH
R=OH, genisteina
quercetina catequinas R=H, daldzeina
OH Lignanas
Estilbenos
HOO/ “uy, CHZOH
OH CH,OH
HO resveratrol enterodiol



Outras substancias fendlicas nao flavonoidicas com reconhecido interesse
farmacolégico sao os estilbenos, as lignanas e alguns derivados fendlicos
prenilados.(Scalbert & Williamson, 2000).

Paradoxalmente aos compostos flavonoidicos, estes sao de ocorréncia restrita.
A maioria dos estilbenos sao fitoalexinas antifinicas de plantas, ou seja, sado
produzidas em resposta ao ataque de fungos. O transresveratrol presente em vinhos
tintos (1.5-3.0 mg/mL) tém recebido crescente interesse nos Gitimos 5 anos. Mais de
180 artigos foram publicados tratando-se dos beneficios do transresveratrol no
tratamento do cancer e na prote¢do do sistema cardiovascular (De Santi et al., 2000).

Ja as lignanas, dimeros de fenil propandides derivados do acido cindmico,
como o diglicosideo do secoisolariciresinol e matairesinol, estao presente nas fibras
da dieta humana. Tais compostos podem ser convertidos as lignanas de mamiferos,
enterodiol e enterolactona. A conversao destes ocorre através da ag¢ao de enzimas da
flora bacteriana intestinal, gerando substdncias ativas na protegdo contra tipos de
cancer dependente de hormdnios e doengas cardiovasculares (Kilkkinen et ai., 2001),
{Denis et al., 1999).

Dados epidemiologicos apontam que o consumo de alimentos e bebidas ricas
em compostos polifendlicos pode prevenir certas patologias. Frutas e vegetais
previnem cancer (Steinmetz & Potter, 1996) e derrame cerebral (Ness & Powies,
1997), enquantoc o consumo de vinho pode estar associado a protegao contra
doengas coronarias (Renaud & de Lorgeril, 1992), (Criqui & Ringel, 1994). Tais
substancias em associagao com outros produtos da dieta humana como Vitamina C, E
e carotendides sao indicados para protegao dos tecidos do corpo contra 0 estresse
oxidativo (Diaz et al., 1997), (McCall & Balz, 1998). Para estes, a medida da
biodisponibilidade é um importante fator na determinagao de sua agao biolégica, pois
a falta de informagao sobre este aspecto tem levado a excessivas afirmativas de
atividades biolégicas baseadas em extrapolagao de estudos in vitro.

A farmacocinética clinica, aliada a farmacodinamica realiza a correlagac da
resposta farmacolégica com a concentragdo da droga no sitio de ag&o, através da
monitoragdo da eficacia e seguranga terapéuticas para o individuo. Nestes, os
parametros farmacocinéticos e de biodisponibilidade descritos para substancias
polifendlicas variam amplamente entre os diferentes grupos de substancias
antioxidantes (Tabela 1).
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Fatorés como suas propriedades fisico-quimicas, susceptibilidade 3
conjugacéo, desconjugagao e reconjugagao nos intestinos, absorgio intestinal e
disponibilidade enzimatica para a metabolizagao, sdao apenas alguns elementos de
variabilidade. Para os flavondides observa-se baixa biodisponibilidade, exceto para
seus derivados glicosilados, os quais sa0 mais rapidamente absorvidos. Flavonéis, em
geral, apresentam baixa meia-vida de absor¢ao e eliminagao lenta (Tabela 1)

Dentre as classes de substancias quimicas discutidas neste prefacio, citamos
os terpenos da Ginkgo biloba, as naftodiantronas e floroglucinbis do Hypericum
perforatum, as flavonolignanas de Silybum marianum, as saponinas da Glycyrrhiza
glabra, e ainda variado grupo de flavondides. Dentre estas substancias, a saponina
glicirrizina & a mais hidrofilica tendo apresentado a meia-vida mais elevada, rapida
absorgao (Tmax = 0,5 h), embora com baixa bisponibilidade (1%). Para a naftodiantrona
hipericina relata-se uma bicdisponibilidade mediana (14-21%), com tempo de meia-
vida proximo aquele da saponina. O “clearance” ou depuragdo plasmatica mostrou-se
igualmente baixo com lenta absor¢do (Tmax = 3h). Ja as flavonolignanas da silimarina
(polaridade média), estas apresentaram-se com 0s menores valores de ti2 (1,6-3,4
h), baixa biodisponibilidade (1 %) e Tmax da mesma amplitude que a substancia
anterior. Dentre estas classes quimicas mais lipossollveis, os terpenos de Ginkgo
biloba apresentaram maior biodisponibilidade (80%), com meia-vida superior as
flavonolignanas (4-6 h) e médio Tmax (2-3 h). Os dados sumarizados confirmam a
tendéncia de absorgao facilitada para substancias mais lipossoldveis, embora nao
determine sua biodisponibiliadade final.

Desta maneira, suscitam-se modelos farmacocinéticos experimentais
aplicaveis ao estudo de plantas medicinais. No caso do catecol prenilado de
Pothomorphe umbeliata, depara-se com uma substancia fendlica de elevada
lipofilicidade e com importantes propriedades hepatoprotetoras e antioxidantes. Desta
maneira, 0s dados farmacolégicos disponiveis convergem para estudos de
investigacao acerca de sua propriedades cinéticas in vivo.

O objetivo deste trabalho foi a avaliagao da biodisponibilidade oral do 4-NRC,
comparativamente ao extrato bruto. Para tanto realizou-se a padronizagao do extrato
hidroalcdolico de Pothomorphe umbeliata e a valida¢gao de metodologia analitica para
acesso aos dados farmacocinéticos do 4-nerolidilcatecol em plasma de ratos.
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Capitulo 1
Obtencao e analise quantitativa do 4-

nerolidilcatecol de Pothomorphe umbellata (L) Miq







Os usos etnofarmacolégicos descritos para Pothomorphe umbeliata (Hammer &
Johns, 1993), (Freise, 1933) s3o vérios, destacando-se 0 emprego na epilepsia
(Coimbra & Silva, 1958), disfungdo hepdtica, bronquite asmética, cicatrizante e
antiinflamatério (De Feo, 1991), febrifugo (Di Stasi et al., 1993) e como repelente de
insetos (Chartol, 1964).

A Farmacopéia Brasileira (Silva, 1926) preconiza a utilizagdo das raizes de P.
umbeilata, embora a planta inteira rasurada seja amplamente comercializada, ou até
mesmo substituida por outras espécies (Akisue et al., 1984). As formas farmacéuticas
oficializadas pelo Cédigo Farmacéutico Brasileiro (12 edigdo) sdo o extrato fluido
(etanol/H20 1:1), a tintura hidroalc6olica, o xarope e 0 xarope composto. Peckolt
(Peckolt, 1929) preconiza a utilizagdo de extrato fluido na dose de 4 a 8 g/dia, 2- 5
g/dia de tintura ou ainda o xarope na dose de 60 a 80 g/dia.

Na avaliagdo da composi¢cado quimica do 6leo essencial identificou-se a azarona
como principal constituinte (Freise, 1933), cuja porcentagem foi de 2,25% v/m,
enguanto outros autores observaram a presenga majoritaria dos fenilpropandides
apiol (Silva & Baver, 1972) e dilapiol (Bernard & Tieli, 1978) como majoritarios no 6leo
essencial (Figura 1). Do extrato de raizes, (Kijoa et al., 1980) isolou-se o0 4-
nerolidilcatecol como constituinte majoritario, tendo observado ainda, a presenga de
sitosterol. Posteriormente (Gustafson et al., 1992) isolaram trés dimeros de catecol
prenilados em concentragbes que variaram de 0,0003% (peltatol B e C) e 0,2%
(peltatol A). e ainda do sesquiterpeno nerolidol (Bastos, 1998). Este ultimo autor
descreve ainda, a presenga de um flavondide e duas lignanas nas folhas de
Pothomorphe umbellata (Figura 1).

Dentre as substancias presentes na espécie P. umbeliata, o catecol prenilado vem
merecendo atengdo especial devido as suas propriedades antioxidantes. Tanto in vitro
(Barros et al., 1997) quanto in vivo (Ropke, 1999), esta substancia exibiu atividade
antioxidante superior ao a-tocoferol, indicando-a como potencial farmaco para
condigdes patoldgicas onde ocorra participagdo de estresse oxidativo (Barros et al.,
1997), (Desmarchelier et ai., 1997), (Desmarchelier et al., 1997). Dentre as agdes
biolégicas podemos citar sua agao antimaldrica (Amorim et al., 1988), (de Ferreira-da-
Cruz et al., 2000) e inibidora da replicagao do HIV (Gustafson et ai., 1992). Outras
propriedades farmacolégicas incluem ainda, a agdo analgésica (Bioka & Abena,
1990), tranquilizante (Bernard & Tieli, 1978), a¢do antimicrobiana (Mongelli et al.,






1.2-Experimental
1.2.1- Material e instrumentos utilizados

1. O grau de pureza dos solventes variou de acordo com a finalidade. Para a
preparagao do extrato e execugdo das cromatografias em coluna aberta,
utilizou-se solventes submetidos a destilagao fracionada. Na extragdo das
substancias adsorvidas a silica durante as etapas de purifica¢ado, utilizou-se
somente solventes de grau P.A., Merck. Para anélise em CLAE, os solventes
utilizados foram de grau espectroscdpico (Fischer), filtrados através de
membrana filtrante Tefion (Phenomenex; 0,22 pm) e desaerados sob
sonicagao a vacuo (15 min/L).

2. A fase estaciondria empregada para cromatografia em coluna filtrante (CF)

sob vacuo foi silica gel 60 com particulas de 63-210 um (Merck).

3. A separagdao cromatografica preparativa foi realizada em Chromatotron
modelo 7924 T (Harrison Research) em silica gel PFassa (Merck) com gesso €
particulas de 5-45 um, sob placa de vidro de 2 mm de espessura (artigo
7749, Merck)

4. Apbés cromatografia em camada delgada comparativa, a revelagao dos
cromatogramas foi efetuada com irradiagdes na regiao do UV (254 e 366 nm),
borrifagdo de solugdo de vanilina / &acido fosforico seguido de aquecimento a
70° C / 15 min.

5. Os espectros na regido do ultravioleta foram obtidas em espectrofotdmetro

Beckman DU 60, utilizando cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico.

6. Os espectros de RMN - 1H e 13C foram registrados em espectrometros Bruker
300 MHz utilizando como solvente CDCls (Aldrich). A referéncia interna
utilizada foi o sinal de TMS (0 §). Os dados s@o expressos em deslocamento

qguimico & {(ppm) e constante de acoplamento J em Hz,



7. O critério de pureza adotado para o 4-nerolidilcatecol foi de 96% aferido
através da andlise dos cromatogramas em:

® Cromatografo a gas, mod. HP- 5890 series Il, com coluna capilar HP-5 de
silicone derivatizada com 5% de fenil em metilsilicone medindo 30 m x 0,32 mm x
0,25 mm utilizando N2 como gas de arraste e detector FID.

® Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Modelo Constametric 3500 com
detector UV (WATERS) em 282 nm acoplado a coluna analitica Luna Phenomenex
(250 x 4,6 mm) e “loop” de inje¢gao Reodyne de 20 L.

1.2.2- Coleta e processamento da espécie vegetal

A espécie Pothomorphe umbelilata foi coletada em margo de 1998 no jardim de
espécies cultivadas de Piperaceae do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo. Visando aproveitamento maximo da planta, folhas e raizes do material vegetal
foram separadas previamente a secagem em estufa (40° C) e moagem em moinho de
facas, sendo que a obtengdo do extrato de folhas destinava-se unicamente a
obtengdo do 4-nerolidicatecol purificado.

As folhas (1,00 kg) foram maceradas em metanol (10 L} a frio até a exaustao,
obtendo-se 184,19 g (18,42 %) de extrato seco, ap6s evaporagao do solvente.
Previamente, realizou-se analise quantitativa do processo de maceragao, utilizando
aliquotas de 1g de pdé do vegetal em 10 mL solvente (hexano, acetato de etila,
diclorometano e metanol). O rendimento da extragao de 4-NRC foi avaliado por
~ cromatografia gasosa.

As raizes (822,45 g) foram submetidas a percolagdo em 18 L de etanol/agua
(3:2), segundo o método A da Farmacopéia Brasileira. Posteriormente evaporou-se 0O
solvente, seguindo-se a liofilizagdo da solugao aquosa e obtengao do extrato seco de
raizes (78,54 g/ 9,5%)
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Figura 2: A espécie Pothomorphe umbellata (L) Miq. - 1. Ramo florido - 2.

Inflorescéncia - 3. Flores - 4. Vista abaxial da bractea - 5. Vista adaxial da bractea -

6. Estame. (FOC.128; FRPS 20(1): 15. pl. 5. 1982. Huang Sharong).






1.2.4- Padronizagdo do extrato hidroalcdolico de raizes

Sextuplicatas de aliquotas de extrato bruto de raizes foram preparadas em fase
movel na concentragdo de 0,5 mg/mL e submetidas a pré-tratamento, anteriormente
a injecdao em CLAE.

Realizou-se aplicagdo destas em mini-colunas Sep-Pak C18 (Waters, Part Ne
51910), previamente condicionadas com 2 mL da fase mdével. Posteriormente, as
amostras foram filtradas em discos de membrana filtrante (Millipore; PTFE-F; 0,22
pm), para eliminagao de possiveis materiais particulados.

As injegbes das amostras foram realizadas em um dnico dia, sendo que a
quantificagdo do 4-NRC presente realizou-se segundo curva de linearidade do
composto isolado, também dissolvido em fase mével.

- A andlise quantitativa da substancia majoritaria no extrato hidroalcdolico de raizes
foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Utilizou-se coluna de
fase reversa (C18; 4,6 X 250 mm), MeOH/H20 90:10 como fase mdvel, fluxo de 1,0
mL/min e detector UV ajustado em 282 nm.

Os dados obtidos sao apresentados a seguir (Figura 3) e discutidos no item 1.4.
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2- Validagao de metodologia analitica do 4-NRC por CLAE-UV

2.1- Introdugao

A investigagdo cinética de substancias, sejam elas um medicamento alopatico, um
toxicante ou mesmo extratos vegetais de plantas, todos necessitam de
aprimoramento ou mesmo desenvolvimento de uma metodologia analitica sensivel e,
acima de tudo, especifica que assegure a quantifica¢gdo do analito em questio. Assim,
0 processo de validagdo de métodos bioanaliticos para geracdo de dados
farmacocinéticos e de biodisponibilidade requer a utilizagdo de critérios normatizados,
como estudos de linearidade do analitc em solvente e em matriz bioldgica,
porcentagem de recuperag¢ao, assim como sua estabilidade e consequentemente, a
exatidao e precisdo de suas medidas (Shah et al., 1991), (Karnes et al., 1991).

Varias metodologias de andlise de catecdis sdo disponiveis, dentre elas podemos
citar a cromatografia liquida acoplada a detec¢do eletroquimica (Cai et al., 1999),
(Stremetzne et al., 1997), (van Acker et al., 1996), (Holmes et al., 1994), (Ohshima
et al., 1998), e detecgdo ultravioleta (El-Shafae & E!-Domiaty, 2001), (Castagnetta
et al, 1992), (Lunte, 1987), (Lee et al, 1993) como as técnicas mais
frequentemente utilizadas.

O método de detecgdo ultravioleta para cateclis € amplamente utilizado, devido
nao apenas ~a maior disponibilidade destes equipamentos, mas também devido a
sua relativa facilidade de manuseio. Tais metodologias, geralmente apresentam boa
sensibilidade e seletividade na detec¢do de substancias em plasma (Romanova et
al., 2000), (Rouseff et al., 1992), (Ruperez et al., 1999), (Stecher et al., 2001),
(Pade et al., 1995).

Assim, o0 objetivo deste estudo foi 0 desenvolvimento de metodologia analitica para
quantificagdo preliminar do 4-nerolidilcatecol em plasma de ratos tratados, assim
como a avaliagao dos fatores bioldgicos interferentes do método.
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2.2- Experimental
2.2.1- Materiais e instrumentos utilizados

1. Na andlise em CLAE, os solventes utilizados foram de grau espectroscopico
(Fischer), filtrados através de membrana filtrante Teflon (Phenomenex; 0,22um) e
desaerados sob sonicagao a vacuo (15 min/L).

2. Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Mod. Constametric 3500 com detector UV
(WATERS) em 282 nm acoplado a coluna analitica Luna Phenomenex (250x4,6
mm) e “loop” de inje¢do Rheodyne de 20 L.

3. Na Universidade da Flérida, Gainesville-USA, utilizou-se cromatografo liquido de
alta eficiéncia (CLAE), modelo Constametric 3200 com detector UV mod LDC
Milton Ray (em 282 nm), coluna analitica Zorbax SB-C18 (4,6 X 150 mm),
amostrador automatico HP 3396 series lli € “loop” de injegao Rheodyne de 20 L.

4. As amostras analisadas em CLAE foram mantidas em frascos de vidro de 250 plL
de capacidade, cobertos com tampa metélica. A prevengdo da oxidagdo das
amostras frente a agdo luminosa foi realizada utilizando-se papel aluminio,

durante preparagao e espera para amostragem automatica.
5. As substancias utilizados foram provenientes de diferentes fornecedores: 2,6-Di-
terc-butil-p-hidroxitolueno (BHT, Sigma), Etanol (Sigma), halotano (Metophane®,

Sigma), etilcarbamato (Uretano, Sigma).

6. As amostras de plasma utilizadas na validagdo do método foram de origem

humana, a ndo ser quando especificado ao contrario.

7. Na anélise estatistica utilizou-se os programas Excel (Win 2000).






23

2.2.4-Procedimento de extragdo do 4-NRC em plasmal

A extragdo do 4-NRC foi baseada em procedimento previamente descrito para ox-
tocoferol (Ruperez et al., 1999). O volume de 1 mL da mistura metanol/etanol (1:1) foi
adicionada a 250 ulL de plasma, seguida da adi¢gdo de 50 uL de BHT (SE3) e 0,5 mL
de agua. Apés homogeneiza¢ao da solugdo em vortex, adicionou-se 3 mL de hexano
(2X), submetendo-se os tubos a agitagdo horizontal por 15 min. As fases foram
separadas por centrifugagdo a 3500 rpm/ 15 min, 0s sobrenadantes‘_reunidos (fase
hexanica) e evaporados sob fluxo de nitrogénio, a temperatura ambiente.‘ O residuo foi
reconstituido em 250 plL de metanol/dgua (85:15). A seguir a solugdo foi transferida
para frascos de inje¢do automatica e alocados em carrossel acoplado ao
cromatografo liquido.

2.2.5- Calculos

As razdes das alturas dos picos do 4-NRC relativas aquelas do padrao interno
(BHT) foram caiculadas para o0 4-NRC em metanol. Comparou-se ainda, os dados de
linearidade do 4-NRC na auséncia de padrdo interno. As concentragbes
desconhecidas de 4-NRC foram determinadas, a partir das equagbes de regressao
linear das curvas de calibragao, relacionando as alturas do picos das curvas de
calibragao as suas concentragdes nominais.

! A validagdo do método foi realizada em plasma humano, exceto quando especificado ao
contrario,
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2.3 Resuitados e discussao

2.3.1- Linearidade

As solugGes de 4-NRC assim como a razdo entre os picos do 4-NRC/BHT em
metanol mostraram-se lineares, uma vez que os coeficientes de correlagdo linear nas
5 concentragdes analisadas (1-80 ug/mL) foram adequados. Os limites de detecgdo
(LD) e quantificagdo (LQ) estabelecidos em 1,0 e 3,0g/mL foram fixados mediante
coeficiente de variagao inferior a 20% (Shah et al., 1991).

Linearidade do 4-NRC
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Figura 7: Linearidade do 4-NRC, e da razao 4-NRC/BHT em solugao metandlica.
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2.3.2-Eficiéncia da recupera¢do em plasma.

A pesquisa dos fatores interferentes da recuperagdo do BHT foram realizadas
segundo esquematizado na Figura 8. Nestes experimentos, a razdao entre as
concentragdes C/A (ou C/B) referem-se a recuperag¢ao relativa do 4-NRC (91,0%),
enquanto que a razio B/A (ou D/A) representa o valor de recupera¢do do BHT (12%).
Subtraindo-se a razéo entre F/G e D/E da unidade, podemos inferir sobre o efeito da
matriz sobre o 4-NRC (25%) e BHT (290%) ,respectivamente (Tabela 3).

A quantidade de BHT recuperado em piasma e em meio aquoso foi igualmente
baixa (1-3%), tendo oscilado consideravelmente, ap0s evapora¢gao sob N (figura 8,
itens B/A, D/A e E/A= 1; 3,5; 12,3%). Resultados similares foram obtidos apés a
reconstituicdo do residuo de evaporagdo da solugdo estoque (SE3), no volume e
solvente originais (MeOH). Testes de solubilidade foram efetuados com solventes de
polaridade média (éter etilico, cloroférmio), mas houve incompatibilidade com a fase
movel, durante andlise cromatografica. Em contrapartida, a adigdo de SE3 ao plasma
branco extraido resuitou em 81-86% de recuperac¢do absoluta (Figura 8, itens A e C).
Infelizmente, a causa provavel da baixa recuperagdo nao pode ser confirmada, pois
nao foi possivel a avaliagao da aderéncia do BHT a tubos de vidros silanizados.

Consequentemente, o BHT (2, 6-Di-terc-butil-p-hidroxitolueno) foi considerado
ineficaz como padrao interno da curva de calibragédo em plasma, devido ao elevado

valor de desvio padrdo (n= 30; RSD= 42,84 %) e insatisfatdrio valor do coeficiente de

correlagao linear (R2<0,95.) para a razao 4-NRC/Pi (http.//www.fda.gov/guidance). No
entanto, este continuou presente nas amostras como antioxidante do meio.

Apds avaliagdo prévia da extragdo do 4-NRC em plasma, esta foi confirmada
durante os trés dias de validagdo do método. Os calculos foram efetuados
comparativamente a curva de linearidade do padrédo (4-NRC) em solvente organico (y
= 3901x + 1422,3), ou seja, estabelecendo-se a razdo entre analito extraido e analito
nao extraido (solvente)

A precisao das medidas de recuperagao interensaio do 4-NRC variaram entre um
maximo e minimo de 12,66 e 6,25 %, respectivamente (Tabela 4), enquanto que a
exatiddo da recuperagdo absoluta do 4-NRC em plasma foi quantitativa (106,33%;
SD=9,81,) e linear na faixa de 1-80 pg/mL
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Verificou-se que a quantidade de substancia recuperada depende da
concentragdo da suspensado eritrocitaria, assim como da substéncia a ela adicionada.
Neste caso, observou-se um decréscimo na proporgdo de substancia associada, com
0 aumento da concentragdao da mesma. Estes valores s&o geralmente lineares para
determinada faixa de concentragdo da substancia, até o ponto de saturagdo dos
eritréeitos (Derendorf et al., 1984). Nestas situagdes, a quantidade de substancia
associada é proporcional ao valor de hematdcrito, ou seja, ao nimero de células
sanglineas, e nao a quantidade adicionada.

Neste experimento, observou-se que o ponto de saturagdo encontra-se entre 50 e
100 ug/mL pois, apés 30 min de incubagao, a quantidade da substancia recuperada
é similar para ambas as suspensdes (Figura 12). Observou-se ainda que nas
concentragbes mais baixas (20 e 50 pg/mL), o tempo de incubagdo ndo mostrou
exercer diferenga significativa podendo este fato, ser atribuido a ndo saturagdo das
células do sangue, e a dependéncia da concentra¢gdo do analito na difusdo para os
eritrocitos (Figura 11 e 12).

O 4-NRC apresenta elevada lipofilicidade decorrente do alto coeficiente de parti¢cao
n-butanol/agua=6,032 (Freitas, 1999), (Leo, 1990) reforgando assim, a extensa
ligagao eritrocitaria obtida.

Portanto, pode-se concluir que em condigdes de equilibrio (ndo saturagdo), a
ligagdo média do 4-NRC aos eritrocitos é bastante elevada, podendo ser superior a
95,1% para concentragdes inferiores a 20 ug/mL. E interessante ressaitar que o
percentual de substancia sollvel pode ainda ligar-se as proteinas ptasmaticas, ficando
uma parcela ainda menor da droga na forma livre.

A completa determinacao da ligagdo eritrocitaria incluiria determinagdo do
coeficiente de particdo da droga (D) entre eritrocitos e a parte aquosa do plasma, o
qual é definido pela seguinte equagao (Derendorf & Garrett, 1983):

D=Chrec/Cow= (Arsc/Apw ) *[Vow/(Vb-Vow)]
Onde:
Crac e Cpw = concentragdo da droga nos eritrgcitos e na parte aquosa do plasma,
respectivamente.
Argc : Apw - quantidade droga nos eritréeitos e na parte aquosa, respectivamente.
Vpw; Vb= volume aquoso do plasma e de sangue, respectivamente.
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O estudo da porcentagem da substancia ligada as proteinas plasmaticas é
também de grande importancia, uma vez que apenas a fragao livre é responsavel pelo
efeito farmacolégico. Intensa pesquisa nesta area vem sendo realizada (Pacifici &
Viani, 1992), (Schuhmacher et al., 2000), (Liu et al., 1995) visando a correlagao
farmacocinética-farmacodinamica (PK/PD) justificando portanto, estudos posteriores.
Tais estudos podem ser direcionados segundo equagio:

Fo=1- [(Awr GV (1-H)/DCpiVb(1-H)]*(1/H-1)

Onde:

Fp= fragac ligada;

A= quantidade total da droga adicionada;
Cp=concentragao da droga no plasma;

Vb= volume da aliquota de sangue;
H=hematdcrito

D=Coeficiente de particdo da droga entre eritrocitos e volume aquoso.
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Capitulo 3
Validacao analitica e avaliacao farmacocinética
do 4-nerolidilcatecol por CLAE-EM/EM




3.1- Introducgao

A abordagem corrente para medida da biodisponibilidade de plantas, ou mesmo
de medicamentos alopaticos, € realizada pela administra¢do de doses elevadas do
farmaco, ou alternativamente, pela administragdo de substancias deuteradas (Shargel
& Yu, 1999). Na primeira abordagem, as doses elevadas do farmaco facilitam a
medida das concentragbes plasmaticas, no entanto, questiona-se a validade deste
enfoque, uma vez que tanto a absorgao, quanto 0 metabolismo podem ser diferentes
daqueles em condigbes fisiolégicas. Em relagdo a segunda abordagem, questiona-se
acerca da manutengao das propriedades fisico-quimicas das substancias quando
deuteradas.

Desta maneira, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM/EM) representa uma atual e poderosa ferramenta para andlise de
substancias fitoquimicas de matrizes complexas, uma vez que esta apresenta-se
como uma técnica com elevada sensibilidade e especificidade analitica, e
relativamente &agil para desenvolvimento do método. Neste campo, sdo descritas
analises de ginsenosidecs de Panax ginseng (Wang et al., 1999), de naftodiantronas
e floroglucinéis da Erva de Sdo Joao (Mauri & Pietta, 2000), de carotendides como 8-
caroteno e retinol (Wang ef al., 2000), da epicatequina do chocolate (Baba et al.,
2000), algumas lactonas terpénicas de Ginkgo biloba (Mauri ef al.,, 2001), entre
outros farmacos disponiveis comercialmente. A cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas é também o método de escolha em grandes industrias
farmacéuticas durante a etapa de selegdo farmacocinética de novos farmacos
(Korfmacher et al., 1999), (Olah et al., 1997), (Allen et al., 1998). Tais estudos sao
diferenciais, pois viabilizam a identifica¢do dos possiveis metabdlitos formados in vivo,
com elevada sensibilidade e especificidade relativamente ao analito selecionado.

Neste capitulo descreve-se a validagao analitica do 4-NRC de Pothomorphe
umbellata em plasma de ratos por CLAE-EM/EM, visando a determinagdo dos
parametros farmacocinéticos deste extrato vegetal para fins terapéuticos, abordagem

esta, inédita no Brasil.
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3.2- Experimental

Estes estudos foram realizados no Departament of Pharmaceutics, University
of Florida, USA; sob orientagdo do Prof. Dr. Hartmurt Derendorf e em colaboragdo com
Prof. Gluenter Hocchaus.

3.2.1- Materiais e intrumentos utilizados

1. Para andlise em CLAE-EM, os solventes utilizados foram de grau
espectroscopico (Fischer), filtrados através de membrana filtrante Teflon
(Phenomenex; 0,22 um) e deaerados com gas Hélio (5 min/L).

2. As amostras analisadas em CLAE-EM foram mantidas em frascos de
polipropileno de fundo conico com 250 L de capacidade, cobertos com tampa
metdlica. A prevengado da oxidagao das amostras frente a agdo luminosa foi
realizada pela adi¢ao de BHT as amostras.

3. Na andlise em CLAE/EM-APCl- empregou-se espectrometro de massas
Micromass (UK) modelo Quatro-LC acoplado ao cromatdgrafo liguido de alta
eficiéncia Mod. Constametric 3500 acoplado a coluna analitica C1s Waters e
“loop” de inje¢do Rheodyne de 20 uL.

4. Aliquotas de 80 uL de amostra foram introduzidas no sistema através de
injetor automatico Perkin Elmer 1SS200. A separagdo cromatografica foi
desenvolvida em coluna Symetry Ci1s Waters (3,5 pM; 4,6 X 50 mm), utilizando-
se sistema isocratico Metanol/agua 90/10 como fase mébvel e fluxo de 1,0
mL/min. O tempo de retengdo do 4-NRC foi de 1,6-1,8 min e tempo de corrida
total de 3 min.

5. As substancias e solventes utilizados foram provenientes de diferentes
fornecedores: 2, 6-Di-terc-butil-p-hidroxitolueno (BHT, Sigma). Etanol (Sigma),
halotano (Metophane®, Sigma), etilcarbamato (Uretano, Sigma).
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6. A execugado dos experimentos em animais desenvolveu-se conforme protocolo

aprovado por Institucional Animal Care & Use Committee da Universidade da
Fl6rida.

7. As amostras de plasma utilizadas na valida¢gdo do método sdo origindrias de
um “pool” de plasma animal, provenientes do banco de sangue do Shands
Hospital, Florida, USA; a ndo ser quando especificado ao contrario.

8. Na cirurgia de exposigao da artéria carétida e da veia femural empregou-se a
seguinte instrumentagado: tesouras padrdo, hemostiatica e modelo
Metzenbaum, pingas modelo Oehler (1:2 dentes) e um par de pingas de ponta
curva serrilhada,escalpe padrao n° 3 e laminas ne. 11.

9. Na administragéo intravascular do 4-nerolidilcatecol (10,0 mg/Kg) utilizou-se
seringas tipo tuberculina (1 mL) e agulhas 27 G x ¥2“. O extrato de P. umbeilata
foi administrado na dose de 100 mg/Kg, considerando 21,5% de 4-NRC no
extrato total. Os volumes administrados variaram conforme dose, peso do
animal e concentragao das solugdes preparadas, mas nao excederam 0,1% do
peso do animal.

10.Na centrifuga¢do do sangue, utilizou-se microcentrifuga Eppendorf mod. 235V
Fisher Scientific.

11. O ajuste de dados de concentragdo plasmatica foi realizado utilizando-se O
. programa KINETICA 2000®, Innaphase Co.

12.Na andlise estatistica utilizou-se o programa Excel (Windows 2000)



45

3.2.2- Condigbes analiticas

A separagao cromatografica em CLAE/EM/EM foi desenvolvida em coluna Symetry
Cis Waters (3,5 pM; 4,6 X 50 mm), utilizando-se sistema isocratico metanol:agua 9:1
como fase moével e fluxo de 1,0 mL/min. O tempo de retengao do 4-NRC foi de 1,6-1,8
min, com tempo de corrida total de 3 min.

Na andlise em CLAE/EM-APCIF empregou-se interface com probe nebulizador
mantido aquecido a 500 °C. A pressdo do gas nebulizador (N2) e dessolvatador foram
fixadas em 1,0 kL/h e 614 L/h, respectivamente. A ioniza¢do quimica (APCI) foi obtida
utilizando-se corona ajustada a 2.5 kV operando com um potencial de orificio {cone) a
90 eV. A quantificagdo do analito realizou-se no modo MRM para ganho de
seletividade nas analises. A detecgdo do 4-NRC em espectrometro de massas foi
monitorada através da reagao de fragmentagao do ion molecular (m/z 313,2 ) em seu
jon mais abundante {(m/z 161,9). As curvas de calibragdo foram construidas com 6
amostras (SUs) utilizando-se analise ponderada. As concentragbes das amostras
desconhecidas foram determinadas por interpolagdo a partir da curva padrao
apropriada.

3.2.3- Preparo das solugdes

A solugdo estoque do 4-NRC (SE, 10,0 pg/mL) foi preparada em metanol, e
utilizada em: diluigdes apropriadas, para obtengao de seis solugdes de uso (SU1-SU6G):
10,0; 5,0; 2,5; 1,0; 0,5 e 0,25 ug/mL, todas mantidas a -80 °C.

As amostras para curvas de calibragdo (CCs) e controle qualidade (CQs) foram
preparadas adicionando-se quantidades conhecidas das SUs anteriormente descritas
(aliquota <1 % do volume final), a tubos de ensaio de vidro contendo um “pool” de
plasma de ratos, para concentragées finais de 100,0; 50,0; 25,0, 10,0; 5,0 e 2,5
ng/mL, respectivamente.

Um conjunto de trés amostras de CQs nas concentragdes alta (100 ng/mL), média
(50 ng/mL) e baixa (2,5 ng/mL) foram preparadas € intercaladas a cada doze

amostras diarias analisadas.
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As solugbes de 4-nerolidilcatecol (10,0 mg/mL) e do extrato bruto das raizes de
Pothomorphe umbeliata (62,5 mg/mL) foram preparados em hidroxipropil-B-
ciclodextrina 30 % (p/p), utilizando-se dgua deionizada em modulo de filtragdo mili-Q.

3.2.4-Método de extragdo

Plasma controle e adicionados (SUs) foram aliquotados em porgdes de 100 pL,
estocadas e mantidos sob refrigeragéo (- 80 °C) até momento de analise. Apds o
descongelamento da amostra, adicionou-se 200 pL de etanol 70%, 100 pL de dgua e
(2X) 500 pL de hexano. Procedeu-se a homogeneizagdo em vortex por 10 seg, seguida
de centrifugagao (30000 rpm / 2 min) e congelamento répido (“snap-freezing”) da
solugdo em nitrogénio liquido. Os sobrenadantes reunidos foram evaporados sob
nitrogénio e o residuo reconstituido com 200 pyL de fase moével. Esta metodologia foi
baseada em técnica de extra¢do de beta-carotenos, empregando CLAE/EM (Wang et
al., 2000).

3.2.5- Validagdo do método analitico (Shah et al., 1991; Shah et al., 2000)
3.2.5.1- Linearidade e recuperagao

A linearidade da resposta foi verificada na faixa dinamica compreendida entre 2,5
e 100,0 ng/mL, através da avaliagdo de regressao linear obtida com solugdes de uso
preparadas na fase movel e plasma. A escolha da faixa dinamica foi baseada no
estudo prévio de admnistragao oral do 4-NRC, os quais sugeriram niveis plasmaticos
inferiores ao LD do método em CLAE-UV, da ordem de 1 pyg/mL .

O limite de detecgdo (LD) analitica aponta a menor quantidade de farmaco
mensuravel nas condigdes instrumentais estabelecidas, o qual € expresso pela menor
area do pico correspondente a trés vezes a linha base. O limite de quantificagao (LQ)
foi definido como a menor concentragao de calibragdo medida com precisao inferior a
15%. Diferentemente do LD, este pode apresentar CV até o limite de 20%. Na
metodologia desenvolvida, a linearidade mostrou-se dentro destes limites (Shah et
al., 2000).
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A recuperagac absoluta foi determinada com amostras de controle qualidade,
durante os trés dias de validagao do método, comparando-se triplicatas dos controles
(B, M, A; n=9) apés extragao com solugdes do 4-NRC, ndao submetidas a extracdo.

3.2.5.2- Exatidao e precisao

A exatidao do método, também conhecida como erro sistematico ou tendéncia,
corresponde a diferenga entre o0 valor obtido e 0 aceitavel como referéncia. A partir de
amostras de controle de quatidade, calculou-se a razdo entre a diferenga da
concentracao nominal e a experimental € a respectiva concentragdo nominal [(Cexp-
Crominal)/ Cexp*100].

A precisao relaciona-se com a dispersaoc das medidas ao redor de um valor médio,
0s quais correspondem ao grau de concordancia entre 0s ensaios individuais. Assim, a
precisao intra e interensaio foram avaliadas segundo a equagdo abaixo, sendo
expressas pelo coeficiente de variagao (%).

Os dados cromatograficos das curvas de calibragao e controles de qualidade
obtidos durante trés dias de validagdo analitica, sdo apresentados nas tabelas 9-10.

e Precisao intraensaio (ou repetibilidade)

Cv=desvio padrao das triplicatas didrias (3 dias) * 100%
meédia das triplicatas diarias

¢ Precisdo interensaio (ou reprodutibilidade)

CV=desvio padrio das replicatas de 3 dias (n=9) * 100%.

média das replicatas (n=9)
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3.2.6- Metodologia de manipulag¢do dos animais

Ratos Sprague-Dawley (300-350g) provenientes da empresa Harlan Sprague
Dawley-USA foram pré-anestesiados utilizando-se halotano (Methophane®) em
camara fechada e, a seguir sedados, através inje¢do intraperitonial (preparadas no
momento de uso) de etilcarbamato (Urethane®;1,5 g/Kg).

Os animais foram canulados através de microcirurgia na artéria carétida,
empregando-se catéter de 22 G (FEP; 25 mm x 0.95mm x 38 mL/min), imobilizado
com fios de seda na porgao distal e proximal da artéria. Seringa tipo tuberculina foi
acoplada ao catéter para reposi¢gao do volume plasmatico (0,5 mL a cada tempo) e
heparinizagao da artéria (5 Ul de heparina em solu¢géo salina). Apds a canulago,
administrou-se 1 mL de solugdo de heparina 5%, previamente ao inicio da coleta de
amostras. A droga fol administrada por via intravascular (/V) utilizando-se a veia
femural, ou por via per oral (po) através de gavage. As doses administradas foram de
10,0 mg/kg para a substancia pura (iv € p.0.), enquanto que para o extrato bruto de
Pothomorphe umbellata, a dose foi de 100,0 mg/kg (p.o.). As solugdes administradas
foram preparadas conforme descrito no item 3.2.3 (Preparo das Solugdes).

O regime de coleta de amostras de sangue foi aferido através da administragao
Ginica de solugdo salina ao animal (Davies & Morris, 1993). Aliquotas de sangue (300
uL; Iv: 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 30, 45, 60, 90 e 180 min, po: 10; 12,5; 15; 17,5; 20;
30; 45; 60; 120; 180 min) foram coletadas a partir da artéria cardtida, em tubos
Eppendorf previamente heparinizados; € imediatamente centrifugados por 2

min/5000 rpm. O plasma obtido foi mantido a -80 °C até o momento da analise.
3.2.7- Modelagem Farmacocinética

O programa KINETICA 2000 foi aplicado na modelagem farmacocinética dos
dados de concentragdo plasmatica do 4-NRC. Aplicou-se o modelo bicompartimental
para avalia¢gdo das 12 amostras de sangue coletadas apds administragao endovenosa
e oral do 4-NRC e extrato bruto. Os dados obtidos in vivo foram ajustados segundo
métados pré-codificados (“hard coded methods”) do programa KINETICA. Selecionou-
se “FitMicrolvVbolus” e “FitmicroExtravascular” para obten¢do dos parametros

farmacocinéticos apds administra¢ao intravascular e oral, respectivamente.
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3.3- Resultados e discussao
3.3.1- Validagao do método analitico

As analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com
ionizagdo quimica (APCI) foram monitoradas pela presenga do ion [M-1] em m/z
313,2 e seu ion fitlho em m/z 161,9 (Figura 21). Cromatogramas de amostras de
plasma de ratos, branco e contaminados com 4-NRC foram inspecionados. Nestes
demonstrou-se ruido suficientemente baixo, possibilitando a quantificagdo do analito
em 2,5 ng/mL (LQ). A faixa dindmica compreendeu as concentra¢des entre 2,5 ~ 100
ng/mL (Figura 20).

A metodologia de extragdo do 4-NRC mostrou-se satisfatéria para a avaliagao das
amostras dos animais tratados. Estas apresentaram boa reprodutibilidade, como
demonstrado na precisdo de suas medidas (Figura 14). A recuperagao para as
amostras de controle de qualidade em nivel baixo (2,5 ng/mL), médio (25,0 ng/mL) e
alto (100,0 ng/mL) foram de 92,4 + 14,4% , 88,1 + 3.8% e 84,4 + 14,7%,
respectivamente.

A precisao do método (repetibilidade) € dada pelo coeficiente de variagao (% CV)
do limite de quantifica¢do. Este foi de 16,3 % e 10,1% para a precisao interensaio e
intraensaio, respectivamente (Fig. 14, Tab. 09). A proximidade dos valores obtidos
com 0s valores nominais {exatidao), medidas pelo método analitico por CLAE/EM/EM,
oscilou entre maximo e o minimo de 92,4% e 84,4 % (Fig. 14, Tab. 09).

As curvas de calibragdo apresentaram bons resultados de exatiddo (entre 94,5 e
105,9%), com coeficientes de correlagdo nao inferiores a 0,98 durante os trés dias de
validagao. A avaliagdo dos dados de precisao das mesmas, também evidenciam boa
reprodutibilidade. Os coeficientes de variagdo foram inferiores a 20% para todas as
concentragdes analisadas (Tabela 10), variabilidade maxima admitida pelas normas
do FDA para validagdo analitica em estudos farmacocinéticos de novas drogas
mercadolégicas (Shah et al., 2000). No entanto, para as amostras de plasma dos
animais tratados, os valores de CV foram superiores “a 20% (Tabela 11), embora
aceitaveis pois mostraram-se nao superiores a 30%, permitindo a flexibilizagdo do
limite de aceitagdo para as amostras analisadas. Os possiveis fatores interferentes
sao detalhados no item 3.3.2 (Concentragdes Plasmaticas de 4-NRC).
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3.3.3- Avaliagdo farmacocinética (Shargel & Yu, 1999), (Di Piro et al., 1988)

A avaliagao farmacocinética relaciona-se a investiga¢do da cinética de
absorgao, distribuigdo, metabolismo e excre¢do de um farmaco em fungdo do tempo,
caracterizando-se tanto pela abordagem experimental, quanto tedrica.

O aspecto experimental relaciona-se ao desenvolvimento de técnicas de
amostragem biolégica e desenvolvimento de métodos analiticos, enquanto que o
tedrico aborda o desenvolvimento de modelos farmacocinéticos que possam predizer
a disponibilidade do farmaco apds sua absorgao.

Considera-se a absor¢gdo uma extensdo do processo de dissociagdo do farmaco
a partir de sua forma farmacéutica, de sua dissolugao nos fluidos bioldgicos e ainda
da difusao através das barreiras de membranas biolégicas até a corrente sangiinea. A
extensdo da absor¢ao pode variar consideravelmente, uma vez que esta depende
ainda da natureza intrinseca do farmaco (ex.: solubilidade, pKa), assim como de seu
ambiente fisiologico (pH; motilidade intestinal e vascularizagdo muscular).

Subsequente a absorgdo, inicia-se a distribuicdo do farmaco por varios
processos de transporte, podendo conduzi-io a areas distantes do sitios de absorgao.
Este processo € dependente das caracteristicas de cada tecido, os quais estdo
correlacionados a vascularizacdao, aos diferentes pHs fisioldgicos, aos estados
fisiologicos alterados em diversas patologias; a solubilidade lipidica destes, além da
extensdo de suas ligagdes as proteinas plasmaticas.

Orgaos altamente perfundidos como coragdo, figado e rins favorecem uma
distribui¢do mais rapida, quando comparada com tecidos gordurosos e 0sseos, ou
mesmo tecidos musculares. Estados patoldgicos geradores de deficiéncia hepatica,
déficit cardiaco congestivo ou deficiéncia renal levam a alteragdo no desempenho
e/ou perfusdo de sangue nos tecidos alterados e/ou diminuigdo das proteinas
circulantes, podendo acarretar no acimulo ou na ineficacia medicamentosa.

As caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos sao também importantes na
distribui¢do e portanto, na defini¢ao das doses. Pacientes obesos por exemplo, podem
ser acometidos pelo acimulo de substancias lipossoliveis. Em contrapartida,
farmacos hidrossoliveis nao se distribuem consideravelmente no tecido adiposo,

podendo induzir erros de calculos e, consequentemente, acarretar superdosagens.
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A limitagao da distribuigdo também ocorre no caso de drogas ionizdveis em pH
7,4. Estas moléculas sdo incapazes de atravessar as membranas plasmaticas e
adentrar a célula. Nestes casos, a excregdo do farmaco pode ocorrer, por exemplo, no
leite materno onde o pH acidico funciona como uma armadilha para as substancias
alcalinas.

Outro fator importante na distribui¢do é a ligagdo do farmaco aos tecidos e as
proteinas plasméticas, como albumina, globulinas e alfa-1-glicoproteina &cida. A
associagao e dissociagdo das drogas para estados ligado e nao-ligado, é um processo
rapido e continuo que assegura a distribuicdo das drogas na forma livre (ndo-ligada),
difundindo-as pelo plasma e exercendo agao farmacolégica.

Assim, a extensao da ligagao proteica é dependente da presenga de outros
farmacos em ligagdo, e da concentragdo destes e das proteinas no plasma, para
produgdo da resposta terapéutica. Portanto, o equilibrio entre os processos de
distribuicdo e eliminagdo, depende nac apenas da concentragdo plasmatica
alcangada, mas também da concentragdo tecidual e da taxa de distribuigdo tecidual
do farmaco.

Preferencialmente, as ligagdes as proteinas plasmaticas ocorrem com a
albumina e a alfa-1-acido glicoproteina, envolvidas em cerca de 95% dos casos.
Substancias anidnicas como a maioria dos antibiéticos B-lactamicos apresentam-se
basicamente ligados a albumina, enquanto aquelas catidnicas (ex.: lidocaina) e as
bases fracas ligam-se preferencialmente, a alfa-1-glicoproteina acida.

No entanto, a ligagdo as proteinas plasmaticas é relevante para mudanga da
resposta terapéutica, somente para farmacos altamente ligados (cerca de 80-90%),
como warfarin, salicilatos e fenitoina. Vale ressaltar que a elevada liga¢gao a proteinas
plasmaticas nado prediz, necessariamente, pobre penetragac tecidual ou baixa meia-
vida do farmaco. Drogas lipofilicas, por exemplo, tendem a associar-se em maior
extensdo as proteinas plasmaticas, comparativamente as hidrofilicas. As primeiras
distribuem-se em maior extensao através do corpo, acarretando em maior
suscetibilidade a metabolizagao hepatica.

Pelo processo de eliminagéo entende-se a remogao irreversivel do farmaco do
corpo, incluindo todas as rotas de eliminagao. Este pode ser divido em dois principais

componentes: a excregao e a biotransformagao.






aromatico ou ainda, catalizar a O-desmetitagdo de polifenéis metilados. No entanto,
polifendis extensivamente hidroxilados sdo muito hidrofilicos como substratos para
enzimas do complexo citocromo P450,

Polifendis refratarios a absorgéo no trato gastrointestinal superior e polifenéis
conjugados oriundos do metabolismo biliar direcionam-se para o célon, sendo
submetidos a hidrolases da microflora bacteriana. Tais enzimas sd0 responsaveis pela
formagao de metabdlitos como, por exemplo, 0s derivados glicuronidicos e sulfatados
da epigalocatequina encontrados em plasma e urina humana (Hollman et al., 1997; Li
et al., 2000; Li et al., 2001). A presenga de flavondis intactos em plasma humano
geraimente nao excede 1 uyM, quando doses similares a ingestdo diaria sao
administradas (Scalbert & Williamson, 2000).

3.3.3.1- Parametros farmacocinéticos (Shargel & Yu, 1999; Welling, 1997)

A transformagao do farmaco pelo organismo pode ser bastante complexa pois,
muitos processos decorrem para modificagdo do mesmo nos tecidos e fluidos
organicos. No entanto, simplifica¢gdes de tais processos sd30 necessarios para predizer
seu comportamento no organismo. Tal abordagem €& possibilitada através da
aplicagdo de modelos matematicos de predigdo dos processos de absorgao,
distribuigao e eliminagao do farmaco.

Os modelos compartimentais sao 0s tipos mais comuns de abordagem, sendo
categorizados como mono, bi ou muiticompartimentais. A compartimentaliza¢gao nao
representa um tecido ou fluido apenas, mas um grupo de fluidos ou tecidos similares.
Por exemplo, para grande maioria das drogas a distribuigdo no tecido adiposo difere
daquela no tecido renal, representando dois compartimentos. Diferentemente, o
plasma e os 6rgaos altamente perfundidos como coragao, figado e rins sao descritos
como um Unico compartimento denominado por “central”, pois geralmente
apresentam padrao de distribuigao similar.

No modelo monocompartimental assume-se que apds a administragao do
farmaco, ha distribuicdo instantanea a todas as areas do corpo, observando-se

apenas o compartimento “central”.
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No modelo bicompartimental, observam-se tecidos e€/ou 6rgdos onde a
distribuigao ocorre mais lentamente em relagdo ao compartimento central, considera-
0 um compartimento “periférico”.

Um importante indicador da extensao da distribuigdo do fdrmaco nos fluidos e
tecidos € chamado de volume de distribuicdo (Vg4). Este relaciona a quantidade de
droga no organismo (Xo) @ concentragdo inicial medida no plasma (Co), quando em
equilibrio com tecidos. Se o volume de distribuigdo € elevado, evidencia-se extensa
distribui¢ao do farmaco no organismo, caso de drogas lipossoliveis.

O clearance € um outro importante parametro, pois descreve o volume de
plasma do qual a droga é removida, ou depurada, por unidade de tempo. Este pode
ser correlacionado ao volume de distribui¢do (Va) € a constante de eliminagido (Ke)
através da seguinte equagao: ClLs = K x Vu. O clearance sistémico (ou total) engloba
0s mecanismos de biotransformacao (hepatica), excreg¢ao renal e excre¢ao biliar.

Na eliminagdo do farmaco, a fragdo de droga que deve ser eliminada por
unidade de tempo (K), é dependente do tipo de cinética a ser seguida; primeira ordem
ou ordem zero. NO primeiro caso a fragao é constante, mas a quantidade de droga
eliminada decresce a medida que a concentragdo plasmatica decresce. Se a
eliminag¢ao é de ordem zero, a quantidade de droga eliminada permanece constante,
mas a fragcdo removida varia. Neste caso, a fragdo eliminada € maior quando a
concentragao plasmatica € menor.

O tempo de meia-vida (t¥2) do farmaco é o tempo necessario para que a
concentragao plasmatica inicial do farmaco (Co) diminua pela metade. Este pode ser
relacionado a constante (K) através da equacgao t¥2 = 0,693/K, pois ambaos os fatores
indicam o quao rapido uma droga € removida do plasma. J& a meia vida de
distribuigdo (12 o) e eliminagdo (t¥2 (B) sao obtidas pelas respectivas equagoes:
0,693/a e 0,693/B.

Os trés ditimos parametros aqui discutidos, ajudam no calculo do regime de
dosagem das drogas pois, relacionam-se a0 tempo para o término do efeito do
farmaco. O clearance & um parametro farmacocinético independente de modelo
(Cls=dose/AUC), e portanto a drea sob a curva (AUC) esta diretamente relacionada a
dose administrada. Assim, o calculo de biodisponibilidade de um farmaco, pode ser
comparado a administragao intravascular do mesmo.



64

3.3.3.2- Parametros farmacocinéticos do 4-NRC

Os valores de AUC, t1/2, Cmax, Tmax, Kei, € @SSIiM como suas microconstantes kiz €
k21 foram obtidos. Estas dltimas representam a taxa de transferéncia da droga de um
compartimento para o outro, caracterizando assim o modelo bicompartimental. A
partir das microconstantes geraram-se as macroconstantes com insergdo do método
“microtomacro”. Para avaliagdo oral inferiu-se a existéncia de “Lag time”.

Apés a administragdo intravascular do 4-NRC aos ratos Sprague Dawiley, a curva
plasmatica média mostrou decréscimo exponencial (Figura 19). Os parametros
farmacocinéticos foram obtidos individualmente, para cada animal. No entanto, a
melhor correlagdo entre os dados tedricos e aqueles experimentais foi obtida com a
curva de concentragao plasmatica média, utilizando-se o0 modelo bicompartimental
(Tabela 15). Estes dados sao apresentados e discutidos a seguir.

0 4-NRC apresenta-se amplamente distribuido (Vqa= 0,47 L), comparativamente ao
volume sangiineo total de 18-30 mlL. Considere que 0 volume sangiiineo total em
ratos oscila entre 6-10% do peso animal (18-30 mL), dependendo da linhagem e
idade dos individuos. Desta maneira pode-se inferir que o 4-NRC encontra-se
localizado, maijoritariamente, fora do compartimento central (sanguineo). A drea sob a
curva (AUC), calculada 3 h apds a administragdo iv. do 4-NRC, foi de 187,06
pg/mL.min. O clearance sistémico (CLs=Ke.Va) foi de 0,05 L/min, sendo que a cada
minuto, cerca de 11% do farmaco foi eliminado (Ke=0,1139).

O tempo de meia-vida do 4-NRC no compartimento central (T% ¢ =0,693/K.)
mostrou-se curto (6,08 min). Os dados de meia-vida de distribui¢ao (7% a=0,693/a) e
eliminagdo (T¥2B =0,693/B), apdés administragdo iv., foram de 2,04 e 47,63 min,

respectivamente. Estes dados refletem os valores de « (0,34) > [ (0,015) e indicam a

taxa de remogao do 4-NRC do plasma. Assim, a distribuigao para os tecidos (x) ocorre
a uma velocidade bastante superior a eliminagao (B). Em outras palavras significa
dizer que, a eliminagdo do farmaco presente no plasma ocorre cerca de 23 vezes mais
rapidamente, que a eliminagado proveniente dos tecidos .

Ap6s administragdo oral do 4-NRC (10 mg/kg), o modelo farmacocinético aplicado
foi  bicompartimental (Figura 19). O perfil farmacocinético demonstrou rapida
absorgao seguida de eliminagdo lenta (Tabela 15). A concentragao plasmatica teodrica
maxima (Cmax), Calculada pelo programa KINETICA™ foi de 34,9 ng/mL, atingindo pico
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maximo 22,8 min apds a administragdo oral. O valor de T%2 central obtido foi de 40,1
min, com Ty e T2 de 9,2 e 158,3; respectivamente. Assim, 0s valores preditos
pelo KINETICA™ mostraram boa correlagao com 0s valores experimentais obtidos.

A distribuicdo do 4-NRC apés administragdo oral (x=0,075) foi preponderante
sobre eliminagéo ($=0,044), sendo a primeira 17,2 vezes superior. O clearance oral
da substancia pura foi de 2,0 L/min, depuragao esta 40 vezes superior ao valor obtido
ap6s administragdo i.v.. O valor da AUC total (AUC) foi de 5,4 yg/mL.min, sendo que a
biodisponibilidade [(AUC,o/d0Sep0)/(AUCN/dosen)*100] média foi de 2,7 % apenas.

Para o extrato de Pothomorphe umbellata, o modelo farmacocinético aplicado foi
bicompartimental (Figura 19). Neste a concentragao plasmatica maxima (Cmax) foi de
21,90 ng/mL, tendo ocorrido apds 12,5 min da administragdo oral. O valor de T%2
central obtido foi de 1,14 min. Ty200 e T12B foram 0,36 e 540,33 min,
respectivamente. A distribuigao preponderou sobre a eliminagao com valores similares
aos anteriores (16,4 vezes).

O clearance do 4-NRC presente no extrato bruto, foi de 4,91 mL/min. O valor da
drea sob a curva (AUC) foi de 4,37 pyg/mbL.min, valor este similar aquele calculado para
o composto isolado. No entanto, a dose de 4-NRC presente no extrato bruto foi de
21,5 mg/kg resultando em biodisponibilidade de 1,09 % apenas. Portanto, a
biodisponibilidade oral do extrato bruto foi proxima a 1/3 do valor obtido para
substancia isolada.

A menor biodisponibilidade do extrato bruto, comparativamente a substancia
isolada deve estar correlacionada aos seguintes fatores: possibilidade de predominio
de farmacocinética nao linear para diferentes doses (10 mg/kg X 21,5 mg/kg), ao
grau de solubilidade do 4-NRC na preparagao farmacéutica empregada, ou ainda, ao
grau de sedagdo provocado pela anestesia, 0 qual diminuiria a motilidade no TG.

A estequiometria do complexo de inclusdo formado entre o 4-NRC presente no
extrato bruto, e a hidroxipropil-B-ciclodextrina (30%) pode ter sido alterada. A dose de
4-NRC administrada na forma de extrato bruto foi superior & dose oral de 4-NRC.
Portanto, havia maior quantidade de 4-NRC a ser incluso na estrutura da molécula
hospedeira (HP-B-CD 30%), incorrendo na insolubilidade de parte da dose

administrada.
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3.4- Conclusdes

A avaliagao dos dados de precisao e exatiddo das curvas de calibragéo evidencia boa
reprodutibilidade, através de coeficientes de correlagdo ndo inferiores a 0,98 durante os
trés dias de validagao.

O método analitico desenvolvido em CLAE/EM forneceu simplicidade, seletividade e
sensibilidade necessarias para descrever o completo perfil da concentragao plasmatica
de 4-NRC. X tempo. Este foi ainda adequado na avaliagdo cinética do 4-NRC em plasma
de rato, segundo os limites de confianga estabelecidos. A reprodutibilidade dos valores
das corridas interensaio (reprodutibilidade) oscilou entre 4,2% e 16,3%. A variabilidade
da precisao intraensaio (repetibilidade) das medidas permaneceu entre 3,8% e 14,7 %.
Os dados de exatiddo oscilaram entre 92,4 % e 84,4%, indicando boa concordancia com
0s valores verdadeiros.

O perfil farmacocinético observado, apds administragao oral do 4-NRC e extrato bruto,
reflete as caracteristicas de uma substancia com baixos niveis plasmaticos (Cmax
oral=0,070 a 0,111 nM) resultantes de rapida distribuigdo, curta meia-vida plasmatica e
elevada depuragao sistémica (entre 0,05-4,9 litros/min). No entanto, maiores
investigagtes acerca dos mecanismos de depuragao, se preferencialmente hepaticos ou
renais, sdo ainda necessarios. Os dados farmacocinéticos obtidos devem ainda,
direcionar futuros estudos complementares, primando pela avaliagao do metabolismo
hepatico, realizando-se tanto experimentos in vivo quanto in vitro (Kawakami et al.,
1993). Exemplos incluem a incubagdo enzimatica com posterior determinagao estrutural
dos metabdlitos formados, assim como a canulagao do ducto biliar para avaliagdo do
efeito de primeira passagem (Ichikawa et al., 1986).

Futuros estudos farmacoldégicos acerca da concentragdo plasmatica eficaz e
consequentemente, a dose e intervalos de administragdo necessarios para exercer efeito
terapéutico serao facilitados pelos parametros farmacocinéticos aqui obtidos (DoSe ataque
= Css.Vg). Necessario se faz ainda quantificar, através de microdiadlise, a ligagdo as
proteinas plasmaticas para obtengao da fragao de droga livre no figado (Scott & Lunte,
1993), uma vez que sua principal aplicagdo farmacologica refere-se a sua propriedade
hepatoprotetora.
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