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RESUMO

Objetivo: Contribuir para o desenvolvimento do novo agonista aj-adrenérgico (PT-
31), candidato a analgésico, através da avaliagdo farmacocinética pré-clinica em
ratos pela administracéo de diferentes doses pelas vias i.v., i.m. e p.o. Metodologia:
O PT-31 foi administrado a ratos Wistar nas doses de 5 mg/kg i.v. bolus (n =4) e 10
mg/kg i.m. e p.o. (n = 6/grupo). Para quantificacdo das concentracdes plasmaticas
foi desenvolvido e validado método analitico por CLUE-EM/EM. Os perfis
plasmaticos obtidos foram avaliados por abordagem compartimental e nao-
compartimental. A ligacdo as proteinas plasmaticas foi determinada por ultrafiltracao.
A distribuicdo tecidual foi avaliada utilizando homogeneizado de tecido, apos a
administracdo de 5 mg/kg i.v. bolus (n = 3 animais/ponto de coleta). Resultados e
Discussdo: O método bioanalitico por CLUE-EM/EM foi validado de acordo com
normas internacionais. O PT-31 apresentou uma farmacocinética linear na faixa de
dose de 5 a 10 mg/kg (i.v., i.m. e p.0.). ApGs dose i.v. apresentou um clearance de
0,19 = 0,02 L/h/kg, meia-vida de 1,6 = 0,3 h e volume de distribui¢cdo de 0,34 + 0,20
L/kg. ApOs administracdo extravascular (i.m. e p.o.) ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas nos parametros farmacocinéticos entre as
vias. Biodisponibilidade reduzida foi observada para o composto nas administracdes
extravasculares (23,7% pela i.m. e 20,2% pela p.o.), principalmente para a via i.m. A
ligacdo as proteinas plasmaticas foi de 30,5 + 0,4%. A distribuicdo tecidual
apresentou uma razao maior para o rim (179,9%), seguido pelo figado (93,6%) e
pulmdo (69,9%). Apesar de ser um composto lipofilico capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica, as concentracdes totais no tecido adiposo e no cérebro
foram baixas. Conclusfes: O PT-31 demonstrou uma rapida distribuicdo tecidual e
uma répida eliminacdo apds administracao i.v. Sua biodisponibilidade foi baixa pelas
vias oral e intramuscular, o que pode ser devido a formulacdo utilizada. Apesar de
baixa, ha penetracdo cerebral do PT-31, justificando os resultados obtidos nos

estudos farmacodinamicos.

Palavras-chaves: PT-31, candidato a analgésico, farmacocinética, distribuicdo

tecidual, ligacéo proteina.






ABSTRACT

Pharmacokinetic Pre-clinical Evaluation of the Compound PT-31 in Rats

Purpose: To contribute with the development of new aj-adrenergic agonist (PT-31),
an analgesic candidate through its preclinical pharmacokinetic evaluation in rats
following administration of different doses by i.v., i.m. and p.o. routes. Methodology:
PT-31 was administered to Wistar rats as 5 mg/kg i.v. bolus dose (n = 4) and 10
mg/kg i.m. and oral (n = 6/group) doses. Plasma concentrations were quantified by
UPLC-MS/MS by a developed and validated method. The plasma protein binding
was determined by ultrafiltration. The tissue distribution was evaluated by tissue
homogenate after the administration of 5 mg/kg i.v. bolus (n = 3 animals/time point).
Results and Discussion: The bioanalytical method by UPLC-MS/MS was validated
according to international guidelines. PT-31 showed a linear pharmacokinetics in the
5 to 10 mg/kg dose range (i.v., i.m. and p.o.). After i.v. dosing the drug showed a
clearance of 0.19 + 0.02 L/h/kg, half-life of 1.6 £ 0.3 h and volume of distribution of
0.34 £ 0.20 L/kg. After extravascular administration (i.m. and p.o.) no statistically
significant differences in the pharmacokinetic parameters among the three routes of
administration were observed (a = 0.05). A reduced bioavailability was determined for
the drug following extravascular administrations (23.7% by i.m. and 20.2% by p.o.).
Protein binding was 30.5 + 0.4%. The tissue distribution showed a major kidney
penetration (179.9%), followed by the liver (93.5%) and lung (69.9%). Despite being
a lipophilic drug capable of crossing the blood brain barrier, the concentrations in the
brain and adipose tissue were lower. Conclusions: The PT-31 demonstrated a rapid
tissue distribution and rapid elimination after i.v. administration. The drug
bioavailability was low after p.o. and i.m. dosing which could be related to the dosing
formulations used. Despite presenting a low brain penetration the drug was

determined in brain, justifying the results observed in the pharmacodynamic studies.

Keywords: PT-31, candidate analgesic, pharmacokinetics, tissue distribution, protein

binding.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS







A busca de novas opcdes de tratamento farmacoldgico para promover
sedacdo e analgesia em pacientes em unidades de terapia intensiva € muito grande,
em vista de que as terapéuticas atuais sao restritas. Os farmacos mais utilizados
para a sedacdo sdo os barbituricos, opidides e benzodiazepinicos, que podem ser
administrados isolados ou em associacdo. Entretanto, as reacOes adversas
provocadas por estes farmacos limitam a sua utilizacdo (BAGATINI et al., 2002)

Por volta dos anos de 1960 os primeiros farmacos agonistas az-adrenérgicos
foram sintetizados. Esses, inicialmente foram utilizados na clinica como
descongestionantes nasais e, posteriormente, como agentes anti-hipertensivos.
Estudos realizados posteriormente demonstraram que esta classe de farmacos
também apresenta atividade analgésica, sedativa, ansiolitica e simpatolitica. A partir
desta descoberta surgiu o interesse do emprego desta classe na anestesiologia,
com a intencdo de diminuir a utilizacdo dos barbitaricos, benzodiazepinicos e
opidides (VILELLA e NASCIMENTO, 2003).

A utilizacdo de agonistas aj-adrenérgicos como analgésicos e sedativos teve
seus estudos iniciais na medicina veterinaria. Dado seu potente efeito
antinociceptivo, os agonistas ay-adrenérgicos vém sendo utilizados como
coadjuvantes de opidides nos regimes pés-operatorios (PATIL e ANITESCU, 2012).
As principais indicagbes de agonistas aj-adrenérgicos em anestesiologia sao:
medicacdo pré-anestésica, adjuvantes da anestesia inalatdria, venosa e regional e
analgesia (ALVES et al., 2000).

Trés grupos de compostos quimicos sdo descritos como agonistas ay-
adrenérgicos: imidazolinas, feniletilaminas e oxalozepinas (BAGATINI et al., 2002).
As imidazolidinas-2,4-dionas sdo moléculas que se sobressaem como candidatos a
protétipos de modificagbes moleculares. Elas sdo formadas por um conjunto de
compostos heterociclicos, obtidos por meio da adicdo de quatro atomos de
hidrogénio ao anel imidazol (ARDUENGO et al.,1992).

A clonidina € um composto imidazolico agonista a,-adrenérgico seletivo. Ela é
capaz de potencializar a agdo dos anestésicos, podendo diminuir a concentracdo
alveolar minima dos inalatorios halogenados bem como as doses necessarias dos
anestésicos intravenosos (ALVES et al., 2000). Assim, os beneficios clinicos dos

agonistas aj-adrenérgicos sao claros, mas poucos farmacos tém esse perfil.
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Portanto, a identificacdo de novos compostos para essa indicacado € clinicamente
relevante (SUDO et al., 2010).

O Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco sintetizou uma nova entidade molecular, o composto PT-31, 3-(2-cloro-
6-fluorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona, estruturalmente similar a clonidina. Estudos
in silico revelaram que o PT-31 induziu efeitos antinociceptivos e apresentou alta
afinidade para o sitio ativo do receptor adrenérgico a,A. A poténcia e a intensidade
da atividade antinociceptiva do PT-31 foram determinadas como sendo inferiores a
da morfina (SUDO et al., 2010).

Apébs a administracao intraperitoneal do composto PT-31 em camundongos foi
possivel observar um efeito antinociceptivo dose-dependente (1 a 15 mg/kg). O
maximo efeito analgésico possivel (MEP%) induzido pela dose de 15 mg/kg foi de
78,2 + 10,5%. A dose efetiva (DEsp) responsavel pelo efeito analgésico deste
composto foi de 4 mg/kg. Ja a DEsp da morfina é aproximadamente 1,56 mg/kg. Na
associacdo 1:1 de DEso de cada composto, PT-31/morfina, a dose DEsy da mistura
foi de 1,75 mg/kg, sendo essa alteracao estatisticamente significativa em relacéo as
DEsp das substancias isoladas, indicando sinergismo entre PT-31 e morfina (SUDO
et al., 2010.)

Os resultados da investigacdo farmacolégica do novo agonista a,-adrenérgico
PT-31 e a vantagem do uso da combinacéo sinérgica com morfina, visando diminuir
a dose necessaria de cada composto para atingir um nivel antinociceptivo
adequado, indicaram o potencial terapéutico desse composto, justificando a
investigagdo farmacocinética pré-clinica do PT-31.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a
farmacocinética pré-clinica do candidato a farmaco PT-31 em ratos Wistar. Os

objetivos especificos foram:

e Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (CLUE) com deteccédo por espectrometria de massas para
quantificacdo do PT-31 em plasma e tecido de ratos;
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Estabelecer os parametros farmacocinéticos do PT-31 em ratos Wistar apés
administracao intravenosa (i.v.) bolus da dose de 5 mg/kg e administracdes

intramuscular (i.m.) e oral (p.0.) da dose de 10 mg/Kkg;

Determinar a ligacdo a proteinas e a penetracao tecidual do PT-31 (figado,
rim, tecido adiposo, cérebro, pulmao, coracdo e baco) em ratos Wistar apds

administracdo em dose Unica intravenosa bolus de 5 mg/kg.
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1. Desenvolvimento de novos farmacos

O principal objetivo da descoberta e desenvolvimento de farmacos € a cura e
o alivio das doencas. Com o intuito de acelerar o processo de descoberta as
industrias farmacéuticas lancaram mao da quimica combinatéria, onde
aproximadamente 1 milhdo de novas entidades quimicas podem ser testadas no
periodo de um ano. Ao mesmo tempo em que se reduziu o tempo para a descoberta
de um novo farmaco, o0s custos para o0 desenvolvimento aumentaram
expressivamente (DIMASI et al., 2003). Assim, de cada 30.000 moléculas
sintetizadas, 66,7% delas avancam para estudos pré-clinicos, 0,67% conseguem
atingir a fase | de estudos clinicos; 0,13% passam para a fase Il, 0,04% entram na
fase Ill e somente 0,027% conseguem ser aprovadas pelos érgaos regulatorios
(CALIXTO e SIQUEIRA, 2008).

Antes dos anos 2000, as principais razbes para um novo composto nao
avancar nas etapas de desenvolvimento eram a baixa biodisponibilidade (39%), a
auséncia de eficacia (29%), efeitos toxicos (21%) e por razdes mercadoldgicas (6%)
(CALIXTO e SIQUEIRA, 2008). Com o entendimento da importancia e o
fortalecimento da investigacdo farmacocinética pré-clinica esse quadro foi alterado
e, atualmente, os principais fatores que impedem o avanco de novas entidades
guimicas no caminho para se tornar um farmaco sao a falta de eficacia seguida da
toxicidade em estudos pré-clinicos, o duvidoso valor comercial e a seguranga
inadequada em ensaios clinicos (GONCALVES, 2011).

Com base nos dados citados acima se pode observar as dificuldades em
encontrar-se uma nova entidade quimica que venha a se tornar um novo farmaco.
Uma das estratégias utilizada para descoberta de novas entidades quimicas é a
escolha de um protétipo, que tenha atividade biologica elucidada, no qual séo
realizadas modificacdes estruturais a fim de melhorar algumas propriedades
funcionais, e assim obter um novo composto com maior possibilidade de chegar a
ser registrado como novo farmaco. Os novos compostos obtidos por essa estratégia
sédo conhecidos como “me-too” (WERMUTH, 2004).
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2. Derivados imidazolidinicos

Sintetizado por Heinrich Bebus em 1858, o anel imidazol (Figura 1) pode ser
obtido por varios métodos de sintese. O imidazol tornou-se uma parte importante de
muitos produtos farmacéuticos, estando presente na estrutura quimica de varios
farmacos (BHATNAGAR et al., 2011). Alteracfes da estrutura do anel podem alterar
suas propriedades fisico-quimicas e ainda produzir variados efeitos biol6gicos
(PITTA et al., 2006).

Figura 1. Estrutura quimica do anel imidazol.

Em 1861 a Bayer fez a descoberta da imidazolidina-2,4-diona, conhecida
também como hidantoina (Figura 2). Desde entdo, um grande conjunto de derivados
da imidazolidina foram sintetizados, apresentando variadas atividades biologicas.
Nesse contexto, a modificagcéo estrutural da imidazolidina tem sido objeto de grande
interesse na busca de novas entidades quimicas com vistas a novos farmacos
(SANTOS et al., 2005).

N
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Figura 2. Estrutura quimica da imidazolidina-2,4-diona (hidantoina).
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A 5,5-difenil-hidantoina, denominada de fenitoina (Figura 3A), é utilizada
atualmente como o principal farmaco anticonvulsivante em crises epilépticas. A
alantoina ou 5-ureido-hidantoina (Figura 3B) € amplamente utilizada na clinica como
cicatrizante. Em alguns paises o 1-[(4-nitro-fenil)-5-furfurilideno-amino]-imidazolidina-
2,4-diona, conhecido como dantroleno (Figura 3C) é utilizado como miorrelaxante. A
nitrofurantoina (Figura 3D), que contém o anel hidantoinico, é utilizada como anti-
séptica em varios paises. Como fungicida hidantoinico mais importante tem-se o [3-
(3,5-diclorofenil)-N-isopropil-2,4-dioxo-imidazolidina-1-carboxiamida] ou iprodiona
(Figura 3E) (OLIVEIRA et al., 2008).
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Figura 3. Estrutura quimica de derivados imidazolidinicos: (A) Fenitoina; (B)
Alantoina; (C) Dantroleno; (D) Nitrofurantoina e (E) Iprodiona.

Como visto acima, séo atribuidas diversas atividades biol6gicas aos derivados
contendo o nucleo hidantoinico, devido a sua reatividade quimica e consequente
afinidade por biomacromoléculas. Atualmente outras atividades estdo sendo

relacionadas a este heterociclo, como: atividade analgésica, antiinflamatoria,
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moduladora de colesterol HDL, inibidora de agregacdo plaquetaria, antiarritmica,
anticancer e antiviral (OLIVEIRA et al., 2008).

3. Receptores a,-adrenérgicos

Trés grupos de compostos quimicos sdo descritos como agonistas ap-
adrenérgicos: imidazolinas, feniletilaminas e oxalozepinas (BAGATINI et al., 2002).
Dentre estes grupos os derivados imidazolidinicos tém destaque, uma vez que
possuem alta afinidade por estes receptores (BUCARETCHI et al., 2003).

Receptor a, € uma subclassificagao distinta dos a-adrenérgicos, que estédo
localizados no sistema nervoso central e virtualmente em todos os tecidos
periféricos. A classificacdo dos receptores aj-adrenérgicos esta disposta de duas
maneiras: em funcdo da sua agao farmacolégica a.A, a.B e a,C e a,D, sendo a
dltima encontrada mais predominantemente em ruminantes, e ainda de acordo com
a localizagdo cromossémica dos genes que os codificam em a,2, 0,4 e 0,10. Estes
receptores sao localizados nos terminais pos-sinapticos dos musculos lisos dos
vasos onde vao gerar vasoconstricdo, sendo que o subtipo a,C encontra-se
localizado principalmente nas veias. Ainda, encontram-se receptores a, em VArios
tipos de tecidos como figado, pancreas, rins, tecido adiposo, olhos, onde promovem
variadas funcdes fisiolégicas (BYLUND, 1988; DOCHERTY, 1998; SINCLAIR, 2003).

Os subtipos de receptores de importancia clinica geral incluem o subtipo a,A,
que regulam o estagio de consciéncia, excitacdo e vigilia, localizado no tronco
encefalico, e o subtipo a,B, responsavel pela regulacdo dos efeitos periféricos
vasoconstritores (SINCLAIR, 2003; BASKER et al., 2009).

A maioria dos receptores ay-adrenérgicos sdo mediados através da inibi¢cao
da ligacdo a proteina de guanina (Proteina-G), que resulta na diminuicdo da
formacdo de adenosina monofosfato ciclica (AMPc), levando a mudancas na
atividade de varios subsistemas intracelular (Figura 4). No entanto, nem todas as
acbes de agonistas ap-adrenérgicos pode ser explicada pela reducdo das
concentracbes de AMPc. Outro mecanismo que pode estar envolvido na atividade é
a ativacdo direta de canais ibnicos na membrana celular, resultando na saida de
potassio (K+) do meio intracelular por um canal ativado. A ativacdo dos receptores

a, pré-sinapticos pode, ainda, bloquear a entrada de calcio no terminal nervoso,
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causando inibicdo da liberagdo de neurotransmissores como noradrenalina
(SIMONETTI et al., 1997; SCHOLZ e TONNER, 2000; BAGATINI et al., 2002).
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Figura 4. Mecanismo molecular de agonistas a,-adrenérgicos ligados a proteina-
G inibitéria induzindo a inibicdo da adenilciclase (Retirado de SIMONETTI et al.,
1997).

4. Efeito dos agonistas nos receptores a,-adrenérgicos no sistema nervoso

central (SNC)

4.1 Sedacao

Quando ativado, o receptor a, pré-sinaptico inibe a liberacdo de noradrenalina
na fenda sinaptica, modulando assim a atividade das células efetoras do sistema
nervoso autbnomo simpatico. O tronco cerebral € a regido com maior presenca de
células noradrenérgicas, localizadas bilateralmente em um pequeno nucleo neural
conhecido como Locus coeruleus, principal local de acdo dos agonistas

adrenérgicos a,. A noradrenalina é necessaria para a excitacado. Se a sua liberacao
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€ bloqueada, o resultado é a sedacdo. (SINCLAIR, 2003, MURRELL e
HELLEBREKERS, 2005; ELFENBEIN et al., 2009).

4.2 Analgesia

A capacidade dos agonistas a, produzirem analgesia se deve ao estimulo dos
receptores em varios locais do cérebro e da medula espinhal, especialmente no
corno dorsal da medula espinhal e no tronco cerebral. A administracdo de doses
reduzidas de agonistas a, em qualquer um destes locais induz analgesia com
minimos efeitos adversos (VALVERDE, 2010).

Os mecanismos dos agonistas ay-adrenérgicos em analgesia tém sido
extensamente investigados. A cocaina, o primeiro anestésico aplicado por via
espinhal, produz analgesia primariamente por sua agcdo como anestésico local, mas
também por inibir a recaptacdo de noradrenalina. A analgesia espinhal produzida
pela cocaina deve-se, em parte, a estimulacdo noradrenérgica de receptores as.
Esta descoberta motivou a utilizacdo de agonistas a,-adrenérgicos com o intuito de
obter-se analgesia. Entretanto, s6 em 1984, a clonidina foi administrada com
sucesso, quando, apos testes de neurotoxicidade em animais, essa substancia foi
injetada no espago peridural de dois pacientes com dor cronica. Isto possibilitou a
realizacdo de estudos posteriores que demonstraram a seguranca da clonidina
subaracnoidea no tratamento de sindromes dolorosas (ROCHA et al., 2002).

Dados experimentais e evidéncias clinicas mostram que os agonistas a, nao
apresentam analgesia durante todo o periodo de sedacdo. Portanto, esses agentes
por si s6 ndo sdo adequados para procedimentos cirurgicos. Geralmente, o efeito
analgésico destes compostos dura metade do tempo da duracdo da sedagéo. Assim,
eles sdo associados com outros agentes anestésicos para procedimento cirlrgico
(SINCLAIR, 2003).
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4.3 Temperatura corporal

Quando os agonistas a,-adrenérgicos sao utilizados para sedacdo, pode-se
observar uma diminuicdo da temperatura corporal em animais de pequeno porte
como roedores, que é atribuida a depresséo do SNC. Em contraste, os agonistas a,.
adrenérgicos permitem uma melhor manutencéo da temperatura corporal em relacéo
a outros agentes sedativos devido a vasoconstricdo periférica e redistribuicdo central
do sangue, com uma consequente reducdo das perdas de calor cutaneas em
relagdo a reducado consistente na temperatura corporal descrita com 0 uso de outros

agentes anestésicos que induzem a vasodilatagdo (SINCLAIR, 2003).
5. Farmacos agonistas az-adrenérgicos utilizados em anestesia
5.1 Clonidina

A clonidina, quimicamente como 2-(2,6-diclorofenilamina)-2-imidazolina
(Figura 5), possui uma alta lipossolubilidade, sendo capaz de atravessar a barreira
hematoencefélica, distribuindo-se amplamente no sistema nervoso central. E um
agonista parcial dos receptores a,, que leva ao antagonismo dos receptores em
nivel central, reduzindo assim as descargas sinapticas. Foi utilizada inicialmente no
tratamento de hipertensdo arterial na década de 60, mas possui também
propriedades sedativas e analgésicas que estdo sendo amplamente estudadas,

sendo que seu emprego em anestesia tem sido ampliado (JACOBI et al., 1999).
Cl

HN

Figura 5. Estrutura quimica da clonidina
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5.1.1 Farmacocinética

Em humanos, a clonidina é bem absorvida pela via oral, apresentando uma
biodisponibilidade de quase 100%. Cerca de 20-40% do farmaco esta ligado as
proteinas plasmaticas. Seu efeito maximo é observado entre 1 a 3 h apoés
administragao oral, com um pico de efeito sedativo em 48 a 72 h. A eliminagéo
ocorre entre 6 a 24 h, sendo metade da dose excretada de forma inalterada na urina
e a outra metade metabolizada no figado, gerando metabdlitos inativos. Pode ainda
ser utilizada por via retal em criangas, com biodisponibilidade de 95% (ALVES et al.,

2000; BASKER et al., 2009).

5.1.2 Aplicacdes clinicas

A clonidina, em doses de 4 ug/kg por via oral ou por via intranasal e, em
doses de 5 pg/kg por via retal, proporciona uma sedacdo adequada. A atropina tem
sido administrada rotineiramente junto com clonidina para anular os efeitos adversos
como bradicardia e hipotensdo (BASKER et al., 2009).

Na anestesia regional, a clonidina pode ser utilizada como adjuvante, tanto
em bloqueios raquideos como nos periféricos. Assim, a adi¢cdo de clonidina na dose
de 1 a 2 uyg/kg ao anestésico local para bloqueio de nervos periféricos aumenta a
duracdo da anestesia cirdrgica em, aproximadamente, 75% e a analgesia pos-
operatdria em até 200% (ALVES et al., 2000).

Quando administrada pela via peridural, a clonidina é rapidamente absorvida,
atingindo pico de concentracdo plasmatica em torno de 30 min. Possui uma meia-
vida de eliminagéo lenta, em torno de 13 h, quando comparada com a duracao de 3
a 5 h do efeito analgésico. A clonidina também tem sido administrada no espaco
subaracnoideo, onde produz efeitos mais intensos e seletivos do que aqueles
observados com doses semelhantes no espacgo peridural. Por potencializar a agao
dos anestésicos, tanto no adulto como na crianga, pode-se diminuir a concentracao
alveolar minima dos inalatérios halogenados e as doses necessarias dos venosos
(ALVES et al., 2000).
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ApoOs a administragcdo sistémica, a clonidina aumenta os efeitos analgésicos
de agentes anti-inflamatérios e tem efeitos periféricos antinociceptivos em
combinacdo com anestésicos locais, opidides e cetamina (BASKER et al., 2009).

A clonidina é utilizada como analgésico e sedativo em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI). A administrag&o intravenosa de clonidina 1 pg/kg/h, com midazolam
50 pg/kg/h ndo foi associado a mudancas significativas na frequéncia cardiaca,
pressao arterial e indice cardiaco e alcancou sedacéo satisfatéria. Ainda, a adicédo
de clonidina em baixas doses, para 0 regime analgésico produz uma reducao
drastica do consumo de morfina (BASKER et al., 2009).

5.1.3 Mecanismo de acao

A clonidina atua através da estimulagao dos receptores a, pré-sinpticos,
diminuindo assim a liberacdo de noradrenalina a partir do SNC e do sistema nervoso
periférico (SNP). Os efeitos da clonidina ocorrem devido a sua ag¢do nos locais
espinhais e supra-espinhais. Estudos com a clonidina mostram a diminuicdo da
concentracdo de noradrenalina no Locus coeruleus (JAMADARKHANA e GOPAL,
2010).

Segundo Eisenach e colaboradores (1996), para explicar a interacdo da
clonidina com o0s anestésicos locais nos bloqueios regionais, sdo sugeridos dois
mecanismos: a clonidina atuaria tanto diretamente, ao bloquear a conducédo do
estimulo nas fibras, aumentando a condutancia do potassio em neurdnios isolados e
intensificando o blogueio de conducdo dos anestésicos locais, ou ainda
indiretamente, ao reduzir a distribuicdo dos anestésicos locais, através de efeito
vasoconstritor mediado pelos receptores a, pos-sinapticos, localizados na

musculatura lisa de vasos peridurais.

514 Efeitos adversos

A administracdo de clonidina pode ser acompanhada de sonoléncia, boca
seca, bradicardia, hipotenséo ortostatica e impoténcia. A retirada abrupta do farmaco

pode levar a hipertensdo rebote, resultando em uma crise hipertensiva. Ainda, ela
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pode aumentar a concentracao de glicose no sangue pela inibicdo da liberagcéo de
insulina (BASKER et al., 2009).

5.2 Dexmedetomidina

A dexmedetomidina (Figura 6) € o enantibmero dextrégiro da medetomidina.
Apresenta relacdo de seletividade para receptores a,:a; de 1600:1, sendo um
farmaco agonista de receptores a,-adrenérgicos muito seletivo. O farmaco promove
analgesia, relaxamento muscular e sedacdo com menor depressao ventilatéria do
que os outros farmacos do grupo. Permite também que o0s pacientes sejam
despertados, ficando assim cooperativos. Possui propriedade hipnotica, amnésica
relativa, ansiolitica intensa que a leva a ser uma poupadora de opidides (VILELA e
NASCIMENTO, 2003).

Figura 6. Estrutura quimica da dexmedetomidina.

5.2.1 Farmacocinética

A meia vida de distribuicdo da dexmedetomidina é entre 6 a 9 min e a
eliminacdo de 2 a 2,25 h. Ha relatos de o tempo exceder para 7,5 h em pacientes
com insuficiéncia hepatica. A taxa de ligacao protéica € de 94%. A dexmedetomidina
€ metabolizada no figado e eliminada pelos rins, apos sofrer glicorunidacao direta e
metabolizacdo via citocromo P450. Via muscular apresenta biodisponibilidade de
70% a 80% e o pico de concentracdo plasméatica ocorre em cerca de 15 min (ALVES
et al., 2000)
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Em doses maiores a dexmedetomidina provoca vasoconstricdo importante, o
que provavelmente reduz o seu volume de distribuicdo. Por isso, esse farmaco nao
apresenta farmacocinética linear. Considerando-se que o0 nivel plasmatico
terapéutico deve ficar na faixa de 0,5 a 1,0 ng/mL, os parametros farmacocinéticos
dentro dessa faixa de concentracdo s&o melhores descritos por modelo
tricompartimental (ALVES et al., 2000).

5.2.2 Aplicacdes clinicas

A dexmedetomidina pode ser empregada como medicacdo pré-anestésica ou
associada a anestesia. Sua apresentacdo é sob a forma de cloridrato, em solucéo
limpida, incolor e isoténica com pH de 4,5 a 7,0. Em humanos, o farmaco foi liberado
para uso nos Estados Unidos, em 1999, indicado na medicacdo pré-anestésica,
durante a anestesia ou para bloqueios loco-regionais como a epidural (VILELA e
NASCIMENTO, 2003).

Sdo empregados modelos farmacocinéticos para monitoramento da
dexmedetomidina, para que o farmaco possa ser empregado em anestesia sob a
forma de infusdo continua intravenosa, através da manutencdo da concentracdo
plasmatica alvo, geralmente de 0,3 a 0,7 pg/mL, como ocorre com o propofol e os
opidides (MAGALHAES et al., 2006).

Em pacientes que se submeteram a pequenas cirurgias ortopédicas e gerais,
anestesiados com tiopental, N,O/O,, fentanil e isoflurano, foi administrada uma dose
de 2 ug/kg de dexmedetomidina por via intravenosa. Constatou-se uma redugéo da
necessidade de dose extra do agente inalatério; estabilidade hemodinamica apés a
intubacao oro-traqueal, reducdo da necessidade de isoflurano; reducéo de 70 % da
concentracdo da noradrenalina e adrenalina plasmatica; reducéo da necessidade de
analgésicos e antieméticos, mas observou-se bradicardia frequente (VILELA e
NASCIMENTO, 2003).
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5.2.3 Mecanismo de acao

Os efeitos sedativos da dexmedetomidina sdo mediados centralmente no
Locus coeruleus onde concentra-se grande quantidade de receptores do tipo a-
adrenérgicos. A sedacdo proporcionada pela dexmedetomidina raramente utiliza
medicagdo complementar para sua manutencdo. Pacientes tratados com
dexmedetomidina apresentaram reducédo de 50% na dose da morfina para produzir
analgesia, comparada com pacientes que utilizam apenas o opidide (RAMADHYANI
et al., 2010).

5.24 Efeitos adversos

Os efeitos adversos mais relatados para esse farmaco séo: bradicardia e
hipotensao arterial, hipertensao arterial, secura na boca causada pela modulacédo da

secrec¢dao salivar pelo mecanismo pré-sinaptico e febre (ALVES et al., 2000).

5.3 Utilizagao de agonistas a, com opidides

Para o tratamento da dor, a morfina é considerada padrdao-ouro de uso
sistémico. Seu uso foi experimental e clinicamente relatado em combinagdo com
agonistas a-adrenérgicos. Porém essa interacdo leva a varios efeitos adversos
como a retencdo urinaria, nauseas, dependéncia ao farmaco e depresséo
ventilatéria. Assim sendo, a busca por novos compostos analgésicos com maior
poténcia e menos efeitos colaterais sdo necessarios (SCHOLZ e TONNER, 2000;
SUDO et al., 2010)

Na modulacéo da dor, ocorrem interacOes entre os receptores de opiaceos e
0s ay-adrenérgicos no cérebro e na medula espinhal. Eles sdo encontrados em
regibes semelhantes do cérebro e até mesmo nos mesmos neurdnios. A ativagédo
destes dois receptores induz uma série de eventos que sao capazes de abrir os
canais de potassio na membrana neuronal. Quando os canais de potassio séo
ativados no neurdnio pos-sinaptico ocorre a hiperpolarizacdo da célula, fazendo com

gue esta responda de forma eficaz rompendo a via da dor. Sendo assim, 0s
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agonistas a, e 0s agonistas p-opidides produzem analgesia por mecanismo
semelhante (SINCLAIR, 2003).

A utilizagdo de agonistas a,-adrenérgicos associados a anestésicos continua
sendo rara, apesar de varios estudos pré-clinicos e clinicos mostrarem os beneficios
dessa prética e do conhecimento dos mecanismos de acao desses farmacos. A nao
utilizacdo da associagdo se deve provavelmente a pouca familiaridade dos clinicos
com esses farmacos e ao receio dos efeitos colaterais (VILLELA e NASCIMENTO,
2003; SUDO et al., 2010).

6. PT-31

O Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco (NUPIT/UFPE) realizou estudos in silico que revelaram que o PT-31,
composto sintetizado pelo mesmo grupo, induziu efeitos antinociceptivos e
apresentou alta afinidade para o sitio ativo do receptor adrenérgico a,A, devido a
ligacdo de hidrogénio formada entre PT-31 e residuos da isoleucina 190 (ILE-190)
do receptor. A poténcia e a intensidade da atividade antinociceptiva do PT-31 foram
determinadas como sendo inferiores a da morfina (SUDO et al., 2010).

O composto PT-31 ou 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-tiona-2,4-diona (Figura 7) é
guimicamente relacionado a uma série de 3-benzil-imidazolidinas, com um perfil
analgésico resultante da ativacdo de receptor a,-adrenérgico. A determinacdo das
caracteristicas fisico-quimicas e espectroscopicas do PT-31 revelou dois isbmeros
conformacionais para este composto (SUDO et al., 2010).
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Figura 7. Estrutura quimica do PT-31.
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A administracao intraperitoneal do composto PT-31 em camundongos causou
um efeito antinociceptivo dose-dependente (1 a 15 mg/kg). O maximo efeito
analgésico possivel (MEP%) induzido pela dose de 15 mg/kg foi de 78,2 £ 10,5%. A
dose efetiva (DEs) responsavel pelo efeito analgésico deste composto é de 4 mg/kg.
Ja a DEsp da morfina é aproximadamente 1,56 mg/kg. Na associagéo 1:1 de DEsg de
cada droga, PT-31/morfina, a dose DEsy da mistura foi de 1,75 mg/kg, sendo essa
alteracdo estatisticamente significativa em relacdo as DEsy das substancias isoladas
(p < 0,05), indicando sinergismo entre PT-31 e morfina (SUDO et al., 2010).

Um composto antagonista ndo-especifico dos receptores a,-adrenérgicos, a
ioimbina, que ndo tem atividade antinociceptiva, foi capaz de reverter
completamente o efeito do PT-31 (10 mg/kg). O uso do antagonista seletivo a,B e
a,C adrenérgicos, ARC 239, ndo modificou o efeito antinociceptivo do PT-31. Mas
quando utilizado o antagonista dos receptores adrenérgicos a,A seletivo, BRL
44408, este efeito foi totalmente revertido (SUDO et al., 2010).

Os resultados da investigacao farmacoldgica do novo agonista az-adrenérgico
PT-31 e a vantagem do uso da combinacéo sinérgica com morfina, visando diminuir
a dose necessaria de cada composto para atingir um nivel antinociceptivo
adequado, indicaram o potencial terapéutico desse composto, justificando sua

investigagdo farmacocinética pré-clinica.
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DISCUSSAO GERAL







As moléculas candidatas a farmacos sdo descobertas por meio de
identificacdo e elucidacdo de um alvo para o composto, atraves de planejamento
racional do farmaco, com base no conhecimento dos mecanismos bioldgicos, da
estrutura dos receptores e estrutura propria, ou ainda, por modificacfes quimicas de
uma molécula conhecida, dentre outras.

Os candidatos a farmacos devem ser cuidadosamente avaliados quanto as
suas caracteristicas biologicas e riscos potenciais, atraves de testes pré-clinicos. Os
estudos pré-clinicos tém como objetivo principal a avaliacdo farmacolégica em
sistemas in vitro e em animais, in vivo, para a obtencdo do maior conhecimento
possivel acerca das propriedades, atividades e mecanismo de acéo.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar a avaliacdo pré-
clinica da farmacocinética de um novo agonista a,- adrenérgico, o PT-31, visando
contribuir para o desenvolvimento desta nova entidade quimica. Através de testes
que avaliaram a sua farmacodindmica, o PT-31 se mostrou uma molécula
promissora por apresentar um potente efeito antinociceptivo, além de um sinergismo
com a morfina (SUDO et al., 2010).

Visando atingir o objetivo geral do projeto, primeiramente foi desenvolvido e
validado um método analitico por CLUE-EM/EM para quantificar o PT-31 em plasma
de ratos, para sua posterior utilizacdo na avaliacdo da farmacocinética deste
composto. O método desenvolvido envolveu a precipitacdo das proteinas
plasmaticas com acetonitrila e quantificacdo do PT-31 utilizando a fenitoina como
padrdo interno. Este método mostrou-se preciso, linear, especifico e exato, com
sensibilidade adequada para a quantificacdo do composto, permitindo assim uma
determinacao confiavel dos seus perfis plasmaticos e teciduais, que foram utilizados
para determinacdo dos parametros farmacocinéticos. A estabilidade do PT-31 em
plasma em diferentes condi¢cdes foi avaliada, sendo os resultados utilizados para
nortear as condicbes de armazenamento e processamento das amostras nos
estudos de farmacocinética.

Com o método analitico validado foi possivel iniciar a avaliacdo
farmacocinética pré-clinica do composto. O PT-31 foi administrado nas doses de 5

mg/kg i.v. bolus e 10 mg/kg pelas vias i.m. e oral. As doses foram escolhidas de
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acordo com os estudos farmacodinamicos. As vias de administragdo foram
escolhidas devido a sua possivel utilizagdo clinica como analgésico e anestésico.

O perfil farmacocinético do PT-31 apds administracéo i.v. foi adequadamente
descrito pelo modelo de 2 compartimentos, mostrando uma fase de distribuicdo
rapida (t,a = 11,4 £ 6,0 min) seguido por uma fase de eliminagdo mais lenta (t,,p =
1,6 + 0,05 h). Ainda, ap0s dose i.v., 0 PT-31 apresentou volume de distribuicdo de
0,34 £ 0,2 L/kg e clearance de 0,19 £ 0,02 L/h/kg.

Para as vias i.m. e oral, o0 modelo de 1 compartimento foi o que melhor
descreveu os perfis plasméaticos. Para estas vias os parametros farmacocinéticos
nao foram estatisticamente diferentes. A biodisponibilidade do PT-31 foi determinada
para ambas as vias, mostrando-se semelhantes (23,7% para i.m. e 20,2% para oral).
Os motivos para a baixa biodisponibilidade i.m. precisam ser elucidados.

Ainda, pode-se observar um comportamento farmacocinético linear quando se
compara os parametros farmacocinéticos obtidos apos a dose de 5 mg/kg i.v. e 0s
obtidos ap6s a dose de 10 mg/kg pelas vias extravasculares. A ligacdo a proteinas
plasmaticas do composto PT-31 foi de 30,5 + 0,4%, independente da concentracao
testada.

Apés a investigacdo da distribuicdo tecidual, observou-se que as maiores
concentra¢gfes do composto foram encontradas no rim, no figado e no pulméo. O rim
apresentou a maior exposi¢cao ao composto PT-31 (ASCy... = 49,92 pg.h/g) com um
alto pico de concentracdo (Cnax = 19,30 ug/g), seguido pelo figado e pulméo, que
mostraram também uma alta exposicdo (ASCo. = 25,95 e 19,40 ug.h/g,
respectivamente) e altos picos de concentracdo (Chax = 8,71 e 7,34 ug/g,
respectivamente). Os fatores de penetracdo no rim, figado e pulméo foram 179,9,
93,6 e 69,9%, respectivamente. A avaliacdo de penetracao realizada a partir de
dados de homogeneizado de Orgaoes/tecidos tem como desvantagem a grande
contaminagcdo dos mesmos com sangue. No homogeneizado de tecido as
concentracfes totais determinadas sdo o somatério da fracdo intersticial, fracao
intracelular e fracdo devida a contaminagcdo sanguinea. Desse modo, esses dados
permitem informar sobre o acesso ou ndo do farmaco ao 6rgdo ou tecido
investigado, ndo permitindo conclusbes sobre o0s mecanismos envolvidos no

processo.
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Esperava-se que, devido a moderada lipofiia do PT-31, o composto
apresentasse uma concentragédo elevada no tecido adiposo. No entanto, observou-
se uma penetracéo baixa nesse tecido (Ft = 20,2%).

Do mesmo modo, as concentracbes do PT-31 no cérebro foram baixas
guando comparadas com os trés tecidos de maior penetracdo (Ft = 35,6%). A
clonidina, que ja tem sua farmacocinética e sua farmacodinamica bem elucidadas, e
apresenta um bom potencial terapéutico, incluindo o sistema nervoso central,
também apresenta baixos indices de penetracdo cerebral (CONWAY e JARROTT,
1982).

De acordo com Sudo e colaboradores (2010), o PT-31 mostrou efeito central
guando administrado a camundongos. Neste contexto, os resultados de penetracéo
cerebral em ratos sugerem que o PT-31 atinge o SNC e, em funcdo das baixas
concentracOes obtidas, pode-se supor que seja potente ou que ndo se distribua
uniformemente nas estruturas cerebrais, atingindo concentragdes mais elevadas nas
estruturas onde se localizam os receptores alvo. Estudos visando elucidar essa
guestdo devem ser realizados na mesma espécie animal na qual foram realizados
0os estudos farmacodindmicos para que conclusbes mais precisas possam ser
obtidas.

Esse conjunto de resultados demonstra que o PT-31 possui caracteristicas
farmacocinéticas adequadas para a atividade no SNC observada previamente. Sua
investigacdo farmacocinética, no entanto, deve ser aprofundada avaliando-se a
biodisponibilidade de outras formulagbes, com intuito de aumentar sua absorgéo
tanto oral quanto intramuscular, bem como investigando-se suas vias de
metabolizacdo e a possivel toxicidade dos metabdlitos, além da toxicidade do

préprio composto.
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CONCLUSOES







O método analitico por CLUE-EM/EM para determinacdo do PT-31 em
amostras de plasma e tecido de ratos foi desenvolvido e validado. Este
mostrou-se linear, exato, preciso, especifico e sensivel, de acordo com
normas internacionais para validacdo de métodos bioanaliticos, sendo
adequado para a determinacdo dos perfis plasméticos e teciduais do

composto;

O perfil farmacocinético plasmatico do PT-31 apos administracéo i.v. bolus de
5 mg/kg foi descrito adequadamente pelo modelo de 2 compartimentos. Para

as vias extravasculares, o modelo mais adequado foi 0 de 1 compartimento;

O PT-31 apresentou farmacocinética linear na faixa de dose de 5 a 10 mg/kg,
com volume de distribuicdo de 0,34 = 0,20 L/kg, clearance de 0,19 + 0,02
L/h/kg e meia-vida de 1,6 + 0,3 h.

O PT-31 apresentou biodisponibilidade baixa apds dose oral (20,2%) e

intramuscular (23,7%);

A ligacdo a proteinas plasméticas de ratos do PT-31 foi de 30,5 = 0,4%,
sendo independente da concentragdo testada (0,05 — 5 pg/mL);

O PT-31 apresentou alta penetracdo nos rins, figado e pulmdes, podendo ser
encontrado em todos os tecidos investigados, com um fator de penetracdo
cerebral de 35,61%.
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ANEXOS







Anexo | — Perfis individuais ap6s PT-31 5 mg/kg i.v. bolus
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Anexo Il — Perfis individuais ap6s PT-31 10 mg/kg intramuscular
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Anexo lll — Perfis individuais ap6s PT-31 10 mg/kg oral
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ANEXO IV

Carta de aprovacio da Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais da UFRGS
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UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica Na Utilizagio De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVAGAO

Comisséo De Etica Na Utilizagio De Animais analisou o projeto:

Namero: 19594

Titulo:  \VALIACAO PRE-CLINICA EM RATOS DO PERFIL FARMACOCINETICO DO COMPOSTO
PT-31

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA - coordenador desde 01/09/2010
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