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RESUMO

O 4cido caurenoico é um diterpeno cauranico encontrado em diversas espécies vegetais tais
como Mikania glomerata (guaco), Copaifera langsdorffi (copaiba) e Smallanthus sonchifolia
(yacon). Essa substancia apresenta acdo tripanocida, larvicida, antimicrobiana, analgésica,
anti-inflamatéria, relaxante da musculatura lisa, hipotensora, diurética, hipoglicémica e
citotoxica. Por tratar-se de uma molécula promissora para o desenvolvimento de novos
farmacos, o objetivo de nosso estudo € determinar o perfil farmacocinético e a
biodisponibilidade oral do 4cido caurenoico em ratos. Foram utilizados Ratos Wistar (n=6),
aos quais foram administrados 50 ou 100 mg/kg de 4cido caurendico por via IV ou oral. Os
animais foram canulados pela veia jugular, permitindo a administracio intravenosa do 4cido
caurenoico e coletas seriadas de sangue do tempo zero at€é 10 horas. A extracdo do acido
caurenoico do plasma foi realizada apos acidificagdo com acido acético 1% (v/v), seguida de
precipitacdo de proteinas com acetonitrila. A quantificacdo do analito foi realizada utilizando-
se cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta (CLAE-UV),
empregando-se as seguintes condi¢des analiticas: coluna Cig (150 x 4.6 mm, 5 ym) mantida a
40°C, elui¢do isocratica com fase mével composta por acetonitrila:agua acidificada com acido
ortofosforico 0,1% (70:30 v/v), fluxo de 1 mL/min, deteccdo em 200 nm e volume de injecao
de 80 pL. A metodologia proposta foi validada e mostrou-se precisa, exata, robusta, confidvel
e linear entre 0,75 e 100 pg/mL. A partir do decaimento plasmatico dos animais que
receberam 50 mg/kg do acido caurenoico por via intravenosa, foram determinados os
seguintes parametros farmacocinéticos: Cmax = 22,2 + 1,6 mg/L, Vd = 14,5 £ 1,5 L/kg, CL =
17,7 £ 1,5 mL/min/kg, ASC = 2859 + 278 mg/L.h e Ti2=9,5 + 0.6 h. Os resultados obtidos
apontaram que o 4cido caurenoico, administrado por via intravenosa, apresentou um
comportamento cinético linear e bicompartimental na dose testada. Nao foram encontrados
niveis quantificaveis da substancia nas amostras provenientes de ratos tratados com 50 ou 100
mg/kg de 4cido caurenoico, por via oral, impossibilitando a definicdo de sua
biodisponibilidade oral e sugerindo uma baixa absor¢@o por esta via. Este € o primeiro estudo
farmacocinético desta molécula e, esta avaliacdo, mesmo que pré-clinica, pode contribuir para

o processo de desenvolvimento de novos medicamentos a partir desse diterpeno.

Palavras-chave: Acido Caurenoico. Diterpeno. Farmacocinética. Biodisponibilidade.



ABSTRACT

Kaurenoic acid is a kaurane-type diterpene found in several plant species such as Mikania
glomerata (guaco), Copaifera langsdorffi (copaiba) and Smallanthus sonchifolia (yacon).
Previous studies described several biological activities for this substance such as
antitrypanosomal, antimicrobial, analgesic, anti-inflammatory, smooth muscle relaxant,
hypotensive, diuretic, hypoglycemic and cytotoxic. As this molecule represents a lead
compound for the development of new drugs, the aim of our study is to determine the
pharmacokinetics profile and oral bioavailability of kaurenoic acid in rats. Wistar rats (n = 6)
received 50 or 100 mg/kg of kaurenoic acid by intravenous or oral routes. The insertion of a
cannula into the right external jugular vein of Wistar rats allowed intravenous administration
of kaurenoic acid and collection of blood samples within predetermined time intervals.
Extraction procedures from plasma consisted of acidification with 1% acetic acid (v/v),
followed by precipitation of proteins with acetonitrile. The supernatant was submitted to high-
performance liquid chromatography with UV detection (HPLC-UV) for quantification of
kaurenoic acid. The established analytical conditions were: Cig column (150 x 4.6 mm, 5 pm)
maintained at 40 ° C, isocratic elution with a mobile phase consisting of acetonitrile: acidified
water with 0.1% orthophosphoric acid (70:30 v/v), a flow of 1 mL/min, UV detection at 200
nm and injection volume of 80 pL. The proposed methodology proved to be precise, accurate,
robust and reliable. The linearity range is between 0.75 and 100 pg/mL. Plasma decay of
animals receiving an intravenously dose of 50 mg/kg allowed the determination of the
following pharmacokinetic parameters: Cmax = 22.2 + 1.6 mg/L; Vd = 14.5 £ 1.5 L/kg; CL =
17.7 £ 1.5 mL/min/kg; AUC = 2859 * 278 mg/L.h and T2 = 9.5 = 0.6 h. Kaurenoic acid
administered intravenously showed a linear and two-compartment kinetic behavior at the
tested dose. As no measurable levels of substance were found in the samples from mice
treated orally with kaurenoic acid, the determination of oral bioavailability was not possible,
suggesting poor absorption through this route. This is the first pharmacokinetic study of this
molecule and this preclinical assessment can contribute to the process of development of new

drugs with this diterpene.

Keywords: Kaurenoic Acid. Diterpene. Pharmacokinetics. Bioavailability.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para o tratamento e cura das enfermidades que acometem os seres
humanos é uma pratica que existe desde os tempos mais remotos (BALUNAS; KINGHORN,
2005; MOURA-COSTA et al., 2012). Por um longo tempo, os produtos naturais
representaram a principal fonte de medicamentos para a humanidade, formando as bases do
que hoje chamamos de medicina tradicional (TIRAPELLI et al., 2008; RATES, 2001).

A utilizacdo de técnicas para o isolamento e identificacio de moléculas bioativas
provenientes de plantas medicinais permitiu o desenvolvimento de diversos farmacos, muitos
deles utilizados na clinica para o tratamento de uma variedade de doencas. Alguns exemplos
relevantes de principios ativos obtidos a partir de plantas sdo a digoxina (Digitalis spp.),
quinina e quinidina (Cinchona spp.), artemisinina (Artemisia annua), vincristrina e
vimblastina (Catharanthus roseus), reserpina (Rauwolfia serpentina), efedrina (Ephedra
sinica), atropina (Atropa beladona), morfina e codeina (Papaver somniferum) (CRAGG;
NEWMAN, 2013; PHILLIPSON, 2001; RATES, 2001).

Ainda hoje, os produtos naturais continuam sendo fontes significativas de substincias
promissoras como ponto de partida para o desenvolvimento de novos farmacos (BALUNAS;
KINGHORN, 2005). As plantas medicinais, em especial, contétm misturas de diversos
constituintes quimicos que podem agir individualmente ou em sinergia para promover a saude
(GURIB-FAKIM, 2006). De fato, a natureza fornece milhdes de estruturas quimicas
diferentes com variados grupos funcionais e arranjos estereoquimicos, o que pode resultar em
moléculas capazes de interagir com alvos biologicos especificos (MCCHESNEY;
VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

Nosso estudo tem como interesse principal a avaliacdo da biodisponibilidade do acido
caurenoico, um diterpeno cauranico encontrado nas folhas do guaco (Mikania glomerata e
Mikaniala laevigata, Asteraceae) (BERTOLUCCI et al., 2009), no 6leo de copaiba (6leo-
resina de Copaifera langsdorffi, Fabaceae) (PAIVA et al., 2002) e nas raizes de yacon
(Smallanthus sonchifolia, Asteraceae) (PADLA; SOLIS; RAGASA, 2012).

As espécies Mikania glomerata e Mikania laevigata, mais especificamente, sdo
utilizadas na medicina popular para o tratamento de afeccdes do sistema respiratorio, devido
as suas propriedades broncodilatadoras, antialérgicas e anti-inflamatorias (GASPARETTO et

al., 2015). Um aspecto importante a ser ressaltado € o fato de que estas plantas constam na
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RENISUS — Relac@o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS — que faz parte das
iniciativas do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF)
(FERREIRA; DE OLIVEIRA, 2010), lancado pelo Ministério da Saide em 2009 e que, entre
outros objetivos, visa garantir a populacdo brasileira o acesso seguro € o uso racional de
plantas medicinais e fitoterdpicos (BRASIL, 2009b). Ou seja, trabalhos realizados com
espécies constantes na lista da RENISUS tém sido incentivados, visto que a finalidade desta
relacao é orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo de um elenco de
plantas medicinais e fitoterapicos a serem disponibilizados para uso da populacio (BRASIL,
2009a).

Indmeros estudos descreveram uma ampla diversidade de propriedades biologicas para
0 acido caurenoico tais como inibidor da replicacdo do virus HIV em linfocitos, agente
citotoxico, tripanocida, larvicida, antimicrobiano, vermifugo, esporicida, analgésico,
contraceptivo, relaxante da musculatura lisa, hipotensor, diurético, hipoglicémico e anti-
inflamatoério (BATISTA et al., 2007, CAVALCANTI et al., 2006; HARAGUCHI et al., 2011;
SIEBRA et al., 2009; RUFATTO et al., 2012). Diante do potencial farmacologico claramente
evidenciado, o acido caurenoico é uma molécula promissora para servir como prototipo no
desenvolvimento de novos medicamentos.

O processo como um todo desde a planta até o lancamento de um novo farmaco ¢é
longo, caro e requer abordagens multidisciplinares. Enquanto no passado o interesse maior
dos pesquisadores era elucidar a estrutura e a estereoquimica dos metabdlitos extraidos das
plantas, atualmente os estudos tem se concentrado em investigar as propriedades biol6gicas
dessas substancias (TIRAPELLI et al., 2008). No entanto, o que percebemos é que ainda
existem muitas lacunas a serem exploradas no que se refere a moléculas cujo potencial
farmacoldgico ja foi demonstrado, como € o caso do 4cido caurenoico. Uma dessas lacunas
consiste no fato de que para a grande maioria de metabdlitos promissores isolados de plantas
ainda ndo ha dados disponiveis na literatura sobre seus perfis farmacocinéticos.

A determinacdo dos parametros farmacocinéticos através de estudos pré-clinicos com
animais pode fornecer dados importantes para direcionar a fase clinica de testes com os
candidatos a novos farmacos (AMORE; GIBBS; EMERY, 2010).

Diante do panorama aqui exposto, ou seja, frente a importancia farmacolédgica do
acido caurenoico; o fato de o mesmo ser constituinte ativo de espécies medicinais de grande

interesse, inclusive governamental; e tendo em vista que ainda nao hid nenhum relato na
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literatura sobre avaliacdes farmacocinéticas dessa molécula — as quais sdo necessarias para se
tracar diretrizes para os testes clinicos no desenvolvimento de novos farmacos — nosso estudo
se propde a determinar o perfil farmacocinético e a biodisponibilidade oral do &cido

caurenoico em ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TERPENOS

Os metabdlitos priméarios (aminodcidos, nucleotideos, acucares e lipideos) sdao aqueles
considerados essenciais a vida e comuns aos seres vivos. Os metabdlitos secundarios,
entretanto, sao substancias cuja producdo e acumulagdo estdo restritas a um nimero limitado
de organismos, caracterizando-se como elementos de diferenciacdo e especializacio
(SIMOES et al., 1999).

Os terpenos, terpenoides ou isoprenoides sdo a maior e mais diversa classe de
metabolitos secundarios com mais de 55 mil estruturas elucidadas (MAIMONE; BARAN,
2007). Essas substancias desempenham fun¢des de defesa contra herbivoros devido as suas
propriedades toxicas e repelentes. Além desse papel na defesa vegetal, os monoterpenos e
alguns sesquiterpenos destacam-se por estarem presentes em compostos voléteis de flores,
conferindo aroma caracteristico e sendo responsaveis pela atracdo de polinizadores (VAN
SCHIE; HARING; SCHUURINK, 2006).

Os terpenos podem ser ciclicos ou aciclicos (Figura 1) e sdo classificados pelo ndmero
de unidades isoprénicas de 5 carbonos presentes em suas estruturas: hemiterpenos (Cs; 1
unidade isoprénica), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cjs), diterpenos (Czo), sesterpenos
(Cas), triterpenos (Cao), tetraterpenos (Cao) e politerpenos (acima de 40 carbonos) (BAKKALI
et al., 2008)

Os diterpenos ciclicos sdo agrupados de acordo com o numero de anéis em sua
estrutura. O 4cido caurenoico, molécula em estudo neste trabalho, pertence a subclasse de
diterpenos tetraciclicos. Essa subclasse engloba moléculas com diferentes esqueletos basicos:
giberelinas, grayanotoxinas, beiranos, atiseranos, traquilobanos, afidicolonas e, por fim,
cauranos — sendo esta ultima a classe na qual o acido caurenoico se insere (HANSON, 2009.)

O éacido caurenoico (Figura 2) atua como intermedidrio na biossintese de vérios
diterpenos cauranos, cuja estrutura comum € constituida por uma unidade peridrofenantreno
(anéis A, B e C) ligada, por uma ponte entre C-8 e C-13, a uma unidade ciclopentano (anel D)
(SIEBRA et al., 2009). Os diterpenos cauranicos sdo amplamente distribuidos no reino
vegetal, porém alguns géneros, tais como Xylopia, Copaifera, Annona e Mikania spp. se

destacam por apresentarem elevados teores dessas substancias (CAVALCANTI et al., 2006).
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Figura 1. Estruturas quimicas de alguns terpenos
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Estes compostos tem sido alvo de importantes estudos relacionados as suas
propriedades  bioldgicas, tais como: antimicrobiana, antiparasitica, citotdxica,
antiproliferativa, vasodilatadora, cicatrizante, anti-HIV, hipotensora, anti-inflamatéria, entre
outras (CHAVAN et al.,, 2012; COLL ARAOZ et al., 2010; COSTA et al., 2015;
HARAGUCHI et al., 2011). Desta forma, por representarem um grupo de moléculas com
potencial para o desenvolvimento de novos fairmacos, inimeros trabalhos tém sido publicados
nido s6 aprofundando os conhecimentos sobre suas ag¢des farmacoldgicas, mas também
propondo modificacdes quimicas a fim de se obter substdncias mais ativas e melhor

compreender a relacdo estrutura-atividade (SIEBRA et al., 2009).

2.2 ACIDO CAURENOICO

O é4cido caurenoico (Figura 2), também denominado 4cido ent-caur-16-en-19-oico, é
um diterpeno caurdnico primeiramente isolado da planta Ricinocarpus stylosus
(Euphorbiaceae) em 1964 (HENRICK; JEFFERIES, 1964). Desde entdo, esta substincia ja
foi identificada em diversas outras espécies medicinais, as quais sdo utilizadas popularmente
para o tratamento de inimeras afeccdes, tendo sido encontrada nas plantas do género
Acanthopanax provenientes de paises como Coreia, Japao, China e Russia, assim como em
plantas origindrias da América do Sul e Central, entre elas Mikania glomerata Sprengel e
Mikania laevigata Schultz Bip, as quais sd@o conhecidas como guaco (PEDROSO et al., 2008;
PHUONG et al., 2006). Na literatura relata-se também o isolamento do 4cido caurenoico no
6leo de copaiba e em varias outras espécies tais como Xilopia frutescens, Xilopia aethiopica,
Wedelia paludosa, Aralia Cordata, Annona glabra, Smallanthus sonchifolius etc. (DE MELO
et al., 2001; OLIVEIRA; SANT’ANA; BASTOS, 2002; BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA,
2005; LEE et al., 2009; RAGA et al., 2010).

O é4cido caurenoico possui peso molecular de 302.45 g/mol e valor de pKa 4.70 + 0.40
(COSTA et al., 2015). Trata-se de uma molécula que desperta grande interesse devido a
ampla variedade de atividades biolégicas que apresenta.

Ao avaliar o efeito in vitro do acido caurenoico sobre a musculatura lisa uterina de
ratas, De Alencar Cunha e colaboradores (2003) observaram que este diterpeno foi capaz de
inibir de forma dose-dependente a resposta contratil promovida pelos agentes ocitocina,

acetilcolina e cloreto de bario. Os resultados obtidos por esse grupo sugerem que a acao
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relaxante do 4cido caurenoico sob as contragdes uterinas ndo tem envolvimento de receptores
B2- adrenérgicos ou H»-histaminérgicos, mas se justifica principalmente pelo bloqueio de
canais de calcio e parcialmente pela abertura de canais de potéssio sensiveis ao ATP (DE
ALENCAR CUNHA et al., 2003). Outro grupo de pesquisa demonstrou essa acio
antiespasmddica em experimentos nos quais o acido caurenoico inibiu a contragdo induzida
eletricamente e por acetilcolina no ileo isolado de cobaias (ZHANG, G. et al., 2008).

J4 foi também registrado o efeito relaxante do 4cido caurenoico sob o misculo liso
vascular, inibindo a contratilidade promovida pela fenilefrina em testes in vitro utilizando a
artéria carétida de ratos (AMBROSIO et al., 2006; TIRAPELLI et al., 2002). A pesquisa
sobre 0s possiveis mecanismos responsaveis por essa acao vasodilatadora apontou que o acido
caurenoico atua em multiplos sitios de acdo: bloqueando o influxo de calcio extracelular;
estimulando a 6xido nitrico sintase neuronal; ativando a via do NO/GMPc, que em ultima
instancia pode modular a abertura de canais de potissio; e induzindo a producdo de NO a
partir de células endoteliais (TIRAPELLI et al., 2004). A fim de compreender melhor a
relacdo estrutura-atividade investigou-se o papel do grupo carboxilico presente na estrutura do
acido caurenoico na inibi¢ao da contracdo da aorta de ratos, concluindo-se que a metilacao do
grupo carboxila em C-19 reduziu, mas ndo aboliu, a a¢do antiespasmodica nesta artéria
(AMBROSIO et al., 2004).

A aplicacdo intravenosa de acido caurenoico (10 mg/kg) em ratos normotensos
resultou em decréscimo de 17% na pressao arterial sistdlica, sem alteracdes na pressao
diastdlica e redugcdao de 20% na frequéncia cardiaca, além disso, outros experimentos
demonstraram que esse caurano também desencadeou o aumento do fluxo coronariano e
apresentou significantes efeitos diuréticos e natriuréticos (SOMOVA et al., 2001). Outros
autores também descreveram o decréscimo da pressdo arterial média em ratos normotensos
ap6s administracdo intravenosa em bolus (15 mg/kg) (HIPOLITO et al., 2011; TIRAPELLI
et al., 2008). Com base nas a¢des cardiovasculares demonstradas in vivo e in vitro, sugeriu-se
que o acido caurenoico possui potencial para aplicacdo em diversas condicdes cronicas tais
como hipertensao, diabetes e aterosclerose (TIRAPELLI et al., 2008).

Quanto a acdo antimicrobiana, o A4cido caurenoico mostrou-se ativo contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e Bacillus subtilis
(OKOYE et al., 2012; PADLA et al., 2012; URZUA et al., 2008; VELIKOVA et al., 2000).

Experimentos revelaram acdo antibacteriana especifica, apenas contra microrganismos Gram-
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positivos, fato esse que pode estar relacionado as diferengas na estrutura da parede celular e a
permeabilidade dessa substincia (PADLA et al., 2012). Anélises dos efeitos anticariogénicos
do 4cido caurenoico mostraram que o mesmo, além de reduzir a expressdo de fatores de
viruléncia, inibiu significativamente o crescimento, a produ¢do de acido, a formacdo de
biofilme e a aderéncia do S. mutans, uma das principais bactérias cariogénicas (JEONG et al.,
2013). Ha também registros da atividade antiflingica contra Saccharomyces cerevisiae,
Cladosporium herbarum e Candida albicans (OLIVIER; VAN WYK, 2013).

O é4cido caurenoico exibiu atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi, o
agente etioldgico da doenca de Chagas (AMBROSIO et al., 2006). Observou-se atividade in
vitro contra as formas tripomastigotas, porém com um fator limitante referente a lise de
eritrocitos (VIEIRA et al., 2002). A avaliacdo do 4cido caurenoico contra todos os estigios de
desenvolvimento do 7. cruzi indicou atividade moderada com citotoxicidade parcial, sendo
que o melhor valor de ICsp encontrado foi para a forma amastigota do parasito (IZUMI et al.,
2012). A sintese de benzaldeido-tiossemicarbazonas derivadas do &cido caurenoico
potencializou a atividade anti-tripanossoma desse diterpeno, com alguns desses produtos
apresentando menor citotoxicidade (HARAGUCHI et al., 2011).

Em testes in vitro de atividade antimalarica, o acido caurenoico exibiu atividade
moderada contra linhagens de Plasmodium falciparum sensiveis a cloroquina (LANGAT et
al., 2012). A esterificacdo do grupo carboxilico em C-19 produziu derivados mais eficazes
contra o protozoario (BATISTA et al., 2013).

Os ensaios de atividade leishmanicida, por sua vez, exibiram maior atividade do 4cido
caurenoico contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis (DOS SANTOS et al.,
2013). No entanto, esse diterpeno também exibiu efeito direto sob as formas promastigotas,
reduzindo também o ndmero de amastigostas intracelulares e a porcentagem de macrofagos
infectados no peritonio de ratos (MIRANDA et al., 2015).

Virios autores relataram a atividade anti-inflamatéria do acido caurenoico tanto in
vitro quanto in vivo. No modelo experimental de inducdo de colite com acido acético em
ratos, essa substancia reduziu os danos teciduais (doses de 50 e 100 mg/kg), sendo este efeito
protetor atribuido, pelo menos em parte, as suas acdes antioxidantes e anti-lipoperoxidativas
(PAIVA et al., 2002). H4 também evidéncias de que o 4cido caurenoico ativa o fator de
transcricdo Nrf2, que regula a expressdo de genes envolvidos na resposta antioxidante (LYU

et al., 2011). O &cido caurenoico administrado por via intraperitoneal (100 mg/kg) exibiu
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resultados promissores ao inibir em mais de 70% o edema de pata induzido por carragenina,
mostrando-se mais efetivo que a prednisolona (LIM et al., 2009). Em experimentos com
macréfagos RAW 264.7 ativados por LPS, o 4cido caurenoico inibiu a liberacdo de
prostaglandina E2 e do fator de necrose tumoral (TNF- a), a producdo de 6xido nitrico e a
expressdo das enzimas cicloxigenase-2 e 6xido nitrico sintase indutiva. Além disso, exibiu
efeitos significativos no modelo in vivo de edema de orelha (CHOI et al., 2011; DIAZ-
VICIEDO et al., 2008). Os resultados promissores obtidos permitiram sugerir que o acido
caurenoico apresenta potencial para o desenvolvimento de medicamentos com aplicagdo em
quadros inflamatdrios tais como colite, artrite reumatoide, asma e gastrite (CHOI et al., 2011).

A acdo antinociceptiva desse metabdlito foi evidenciada em modelos in vivo como o
teste da formalina, contor¢cdes abdominais, placa quente e hiperalgesia mecénica induzida por
carragenina, tendo sido observados efeitos significativos (CHAVAN et al., 2012;
MIZOKAMI et al., 2012). Os principais mecanismos que podem estar relacionados sao:
inibicdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-1f; inibicdo da
cicloxigenase-2 e consequentemente da producdo de prostaglandina E2 e ativacdo da via de
sinalizagdo NO-GMPc-PKG-canais de potassio sensiveis a ATP (MIZOKAMI et al., 2012).

As pesquisas que evidenciam a acdo antitumoral do 4cido caurenoico indicam que esta
molécula pode ser promissora para o desenvolvimento de um novo agente anticancerigeno,
sendo assim necessdarias avaliagdes mais aprofundadas e, inclusive, a realizagcdo de estudos de
estrutura-atividade (CUCA et al., 2011; HENRY et al., 2006; LIZARTE NETO et al., 2013).
Em experimentos com cinco linhagens tumorais — cancer de laringe, prdostata, mama, pulmao
e carcinoma cervical — o 4cido caurenoico ndo sO exibiu efeito antiproliferativo marcante em
todas, como também teve acdo sobre aquelas que se mostraram resistentes ao controle
positivo, a doxorrubicina (CUCA et al., 2011).

Outros trabalhos indicaram atividade significativa do 4cido caurenoico como
anticonvulsivante (DALO; SOSA-SEQUERA; USUBILLAGA, 2007), gastroprotetor
(LEMOS et al., 2015), antiasmatico (CHO et al., 2010), além de j4 terem sido demonstrados
possiveis impactos positivos na terapia para diabetes devido a acdo inibitoria sobre certas
enzimas envolvidas nas vias de sinalizacdo e na sensibilidade a insulina (DENG et al., 2013;

JUNG et al., 2012; NA et al., 2006).
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2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E METODOS
APLICADOS A SEPARACAO DO ACIDO CAURENOICO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se destaca pela rapidez,
reprodutibilidade e sensibilidade que oferece, além de sua aplicabilidade na separacdo e
purificagdo de uma ampla variedade de moléculas (AGUILAR, 2004; MCMASTER, 2007).
A evolucdo e o refinamento desta técnica permitiram o desenvolvimento de métodos mais
rapidos e eficientes em andlises qualitativas ou quantitativas. S3o indmeras as areas que
demandam separacdes de alta eficiéncia para as mais diversas finalidades: anélises quimicas,
ambientais, alimenticias e farmacéuticas. Neste ultimo caso, destacam-se as aplicagdes em
ensaios de pureza, controle de qualidade, bem como nos estudos de farmacocinética e
metabolismo de farmacos (FEKETE et al., 2014).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia emprega-se uma fase movel liquida e uma
fase estacionaria finamente dividida, a qual encontra-se empacotada em uma coluna. O
principio de separacdo fundamenta-se nas caracteristicas fisico-quimicas de cada composto e
nas interacdes entre os analitos e a fase estaciondria, o que resulta na migra¢do diferencial
pela coluna (SKOOG et al., 2006)

Na cromatografia de fase reversa a coluna contém uma fase estacionaria pouco polar,
como Cg ou Cig, e a fase moével é composta, na maioria dos casos, por misturas de agua,
acetonitrila ou metanol (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011). A eluicdo pode ser feita de
forma isocrética, na qual concentracdo do solvente orginico € constante, ou em gradiente,
quando a composic¢do de solvente orginico na fase mdvel é aumentada ao longo do tempo. Os
solutos sdo eluidos em ordem crescente de hidrofobicidade, ou seja, os menos polares, eluem
por ultimo (AGUILAR, 2004).

O detector € um transdutor que converte uma propriedade fisica ou quimica do analito
que estd sendo eluido em um sinal elétrico, que pode ser diretamente relacionado a
concentracdo desse analito, o que torna possivel as andlises quantitativas (SNYDER et al.,
2011). As quantidades a serem detectadas podem variar da escala de picogramas e
nanogramas (analitica) até miligramas (semi-preparativa) e gramas (preparativa). Entre os
sistemas de detec¢do utilizados podemos citar: UV-Visivel, fluorescéncia, indice de refracdo,
infravermelho, polarimetro e dicroismo circular, eletroquimicos, espalhamento de luz (light-

scattering), ressonancia magnética nuclear e espectrometro de massas (MCMASTER, 2007).
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Os métodos ja descritos na literatura para a determinagdo do acido caurenoico — alguns
deles reunidos na Tabela 1 — serviram como ponto de partida para o desenvolvimento e
otimiza¢do das condi¢des cromatograficas em nosso laboratério. Como pode ser observado, a
maioria desses trabalhos aplica-se a identificacdo e/ou quantificagdo do 4dcido caurenoico em
extratos vegetais (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005; BERTOLUCCI et al., 2013a;
2013b; BERTOLUCCI et al., 2009; DE MELO et al., 2001; FUCINA et al., 2012; LEE et
al., 2009; MIYAZAKI et al., 2015; OLIVEIRA; SANT'ANA; BASTOS, 2002; PEDROSO
et al., 2008).

Além disso, a cromatografia ¢ um método comumente empregado no controle de
qualidade de materiais vegetais por possibilitar a deteccdo de variacOes quimicas na
composi¢do, as quais podem ser decorrentes das condi¢Oes de crescimento da planta, tempo
de colheita, processamento e armazenagem (BERTOLUCCI et al., 2013a). Outras vertentes
de metodologias de CLAE aplicadas ao acido caurenoico relacionam-se a sua quantificacdo
em preparacdes farmacéuticas de guaco (GASPARETTO et al., 2011), avaliacdo da sua
permeacdo cutinea através de células de Franz (MESTRES et al., 2011), além de um estudo
cinético com o xarope de guaco, cuja proposta era quantificar os metabdlitos dessa planta
(cumarinas, acido caurenoico, 7-hidréxi-cumarina e &4cido o-cumadrico) no sangue de
voluntarios (GASPARETTO et al., 2015).

Vale ressaltar que o desenvolvimento de métodos de cromatografia liquida envolve a
busca de condi¢des operacionais (composi¢ao da fase mével, pH, tipo de coluna, temperatura
etc.), a fim de se otimizar os resultados para que proporcionem boa resolucio e pureza do pico

além de analises mais rapidas (BERTOLUCCI et al., 2013a).
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Tabela 1. Métodos de CLAE descritos na literatura para analise do 4cido caurenoico

Plt.:gg;:ﬁfo Técnica Condicoes Cromatograficas Referéncias
Coluna: ODS (250 x 4,0 mm; 5
Quantificacdo em CLAE/UV- H n.l); Fase mov'eli A.CN:I,{Z.O ) De Melo et al.,
espécies de Xylopia Vis (70:30 v/v), Eluicao isocratica; 2001
Forno: 40 °C; Fluxo: 1 mL/min;
A =220 nm.
Coluna: ODS (150 x 4,0 mm; 5
Quantificagdo em CLAE/UV- pm); Fase move li A.CN:},IZ.O Batista; Braga;
. . . g
W paludosa Vis (60:40 v/v); Eluicdo isocratica; Oliveira. 2005
P Forno: 35 °C; Fluxo: 1 mL/min; ’
A =220 nm.
Coluna: C18 (150 x 4,6 mm; 5
Quantificacdo nas um); Fase movel: ACN:H>O
, . CLAE/UV- acidificada com 0.1% de acido
raizes de Aralia . . . ) i Lee et al., 2009
cordata Vis trifluoroacético (70:30 v/v);
Eluicao isocratica; Fluxo: 1
mL/min; A =205 nm.
e Coluna: C8 (250 x 3,0 mm; 5 pm);
Qaligrllit;fglgigjs/ Fase movel: (A): ACN; (B):
ermeacio cutinea CLAE/UV- H20O:ACN (95:5 v/v); (C): H20, Mestres et al.,
p o félulas o Vis dcido fosférico 0.05 M - A:B:C 2011
Franz (50:45:5,v/v/v); Forno: 40 °C;
Fluxo: 0,5 mL/min; A =200 nm.
Quantificacdo em Coluna: Cis (250 x 4,6 mm; 5 umy; Oliveira;
folhas de Annona ~ CLAE-DAD Fa.se moYel: ACNIHZ.O (85: 1_5 Sant’ Ana;
labra v/v); eluicdo isocratica; Forno: 25 Bastos. 2002
g °C; Fluxo: 1 mL/min; A =210 nm. ’
Coluna: Ci5 (150 x 3,9 mm; 4 um);
Determinar a Fase moével: MeOH:H,O
presenca em CLAE-DAD acidificada com acido acético Pedroso et al.,

extratos de guaco

0.01% (30:70 v/v); Eluicao
isocratica; Forno: 30 °C; Fluxo: 1,5
mL/min; A =200 nm.

2008

Continua
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Proposta do

trabalho Técnica Condicoes Cromatograficas Referéncias
Quantificacdo em Coluna: Cig (250 x 4.6 mm; 5 um);
extratos de Fase movel: (A): ACN e (B): H,O Fucina et al
Sphagneticola CLAE-DAD  acidificada com acido fosférico, 2012 ?
trilobata secos por pH 3.0; Gradiente; Forno: 35 °C;
spray drying Fluxo: 1 mL/min; A =210 nm.

Coluna: Cig (125 x 4mm; Sum);

Bertolucci et al,

Quannflcagz.lo em Fase moével: H O, ACN e MeOH 2009.;
folhas de Mikania e e . . . . Bertolucci et al,
. ... CLAE-DAD acidificados com acido fosférico
laevigata e Mikania o ) o 2013a;
0,1 %; Gradiente; Forno: 25 °C; )
glomerata ) S Bertolucci et al,
Fluxo: 1 mL/min; A =210 nm.
2013b
Coluna: C18 (150 x 2,1 mm; 5
Quantificacdo em um); Fase movel:(A): H.0, 5 mM
preparacdes CLAE-ESI- de formiato de amonio e (B): Gasparetto et
farmacéuticas de EM-EM ACN:H20 (97:3 v/v), 5 mM de al., 2011
guaco formiato de amonio; Gradiente;

Forno: 25 °C; Fluxo: 220 puL/min.

Coluna: C18 (150 x 2.1 mm; 5
um); Fase movel: (A) H20 e (B)
CLAE-EM- ACN:H;0 (95:5 v/v), ambas
EM contendo 1 mM de formiato de
amonio; Gradiente; Fluxo: 400
uL/min; Forno: 35 °C

Quantificacdo no
plasma -
farmacocinética dos
metabdlitos do
xarope de guaco

Gasparetto et
al., 2015

Coluna: Ci5 (50 x 2.1mm; 1.7 pm);
Fase movel: (A): H20O, acido
UPLC-EM féormico 1% e (B): MeOH, acido
férmico 1%; Gradiente; Fluxo: 0,2
mL/min.

Quantificacdo em
plantas

Miyazaki et al.,
2015

Nota: ACN: acetonitrila; H,O: d4gua; MeOH: metanol; A: comprimento de onda.
Fonte: elaborada pela autora.

2.4 FARMACOCINETICA

Através dos estudos farmacocinéticos, sdo avaliados os processos de absorcdo,

distribuicdo, metabolismo e eliminacdo de farmacos. As informacdes desses estudos
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contribuem, por exemplo, para o delineamento das doses ideais e esquemas terapéuticos
adequados a serem implementados (WU; LIN; TSAI 2014).

O efeito de um farmaco é normalmente relacionado a sua concentragdo no sitio de
acdo. No entanto, como a determinacao dos niveis de farmaco no local de agdo € inviavel, sua
concentracdo pode ser monitorada em fluidos facilmente amostrados tais como o plasma e a
urina (DIPIRO et al., 2005).

Em administragdes extravasculares (via oral, intramuscular, intraperitoneal,
subcutanea, etc.) as moléculas do principio ativo devem ultrapassar uma série de barreiras
fisioldgicas para serem absorvidas, ou seja, para alcangarem o sistema vascular. A fracdo do
farmaco que, de fato, atinge a circulagdo sistémica € definida como a biodisponibilidade do
mesmo (BAUER, 2001).

A biodisponibilidade pode ser avaliada através de uma curva que relaciona o tempo
decorrido ap6s a administracio com a concentracdo plasmatica de um farmaco. Para
administracdes extravasculares o perfil inicial da curva vai apresentar um aumento gradual da
concentracdo do farmaco no plasma, referente a fase de absorcdo, até que se atinja a
concentracdo maxima (Cmax) — quando a taxa de absor¢do se iguala a de eliminacdo — e a
eliminacdo passa a ser o processo principal com decréscimo das concentragdes plasméticas ao
longo do tempo. O tempo maximo (Tmax) representa o tempo em que o fairmaco alcancga a
concentracdo plasmética maxima (BAUER, 2001).

Um parametro usualmente definido em estudos cinéticos € o volume de distribuicio
(Vd), que representa uma medida direta da extensdo da distribuicdo do farmaco. Assim,
quanto maior o seu valor, mais elevada € a distribui¢do do farmaco no organismo.

Quanto a fase de eliminacdo, é importante definirmos mais alguns parametros
relacionados. A constante de eliminacdo (Ke) representa a fragdo do farmaco que é removida
por unidade de tempo. O tempo de meia-vida (Ti2) € o tempo necessirio para que a
concentracdo do farmaco no plasma caia pela metade. E, por fim, o clearance que consiste no
volume de plasma depurado do farmaco por unidade de tempo (DIPIRO et al., 2005).

Para farmacos com farmacocinética linear a biodisponibilidade pode ser medida
comparando-se as concentracdes plasmaticas x tempo alcangadas na via extravascular com a
via intravenosa. Ou seja, ap6s construg@o das curvas de variacdo temporal da concentracao do
farmaco no plasma, a biodisponibilidade pode ser calculada dividindo-se a area sob a curva

(ASC) da via extravascular pela area sob a curva da via intravenosa, considerando-se que a
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dose administrada tenha sido a mesma, ou ajustando-se com as respectivas doses (BAUER,
2001).

Vale ressaltar que, nas etapas envolvidas no desenvolvimento de novos fairmacos, os
ensaios farmacocinéticos pré-clinicos facilitam a eliminacio de candidatos de menor potencial
farmacoldgico, ineficazes e que apresentem efeitos indesejaveis ou alta toxicidade; de modo
que aqueles de maior interesse sejam triados de maneira mais especifica (AMORE; GIBBSS;
EMERY, 2010; SINGH, 2006).

No que se refere aos produtos naturais, apesar de muitas substancias apresentarem
efeitos farmacoldgicos bem documentados, o desenvolvimento de novos medicamentos a
partir de prototipos derivados de plantas apresenta varios desafios, entre os quais 0 pouco
conhecimento sobre os aspectos farmacocinéticos, o que pode representar um obstaculo nas
tentativas de transformar esses produtos naturais em farmacos para uso clinico (HAO;
ZHENG; WANG, 2014).

Quanto ao acido caurenoico, ainda ndo existem avaliacdes farmacocinéticas pré-
clinicas descritas na literatura. Em um estudo clinico com voluntéarios que receberam 60 mL
de xarope de guaco por via oral (17,6 mg de cumarinas; 1,1 mg de acido o-cumérico e 8,9 mg
de 4cido caurenoico), nenhum dos metabdlitos de interesse foi detectado no plasma até 600
minutos apds a administracdo. Apenas o perfil farmacocinético da cumarina foi tragcado apods
fortificacdo do xarope com 1500 mg dessa substancia (GASPARETTO et al., 2015). Diante
da caréncia de dados farmacocinéticos sobre o acido caurenoico, nossa proposta foi avaliar

seu perfil farmacocinético e sua biodisponibilidade pré-clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo determinar o perfil farmacocinético e

biodisponibilidade oral do acido caurenoico em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir o método para extrair o acido caurenoico do plasma.

Desenvolver e validar a metodologia analitica para identificacdo e quantificacdo do
acido caurenoico, em plasma, por CLAE-UV.

Determinar os parametros farmacocinéticos de importancia clinica para esta molécula
(Cmax, Tmax, Vd, Kei, Ti12, CL e ASC).

Determinar o perfil de absorcdo oral e a biodisponibilidade absoluta (via oral x via

intravenosa) do acido caurenoico em ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

e HPLC Waters €2695 Alliance e detector UV-Vis 2489 duplo canal; Waters
Corporation, Milford, EUA

e Coluna XBridge Cis (150 x 4,6 mm, 5 um); Waters Corporation, Milford, EUA

e Pré-coluna Cis (20 x 4,6 mm, 5 um); Waters Corporation, Milford, EUA

e HPLC Waters com detector de indice de refracio modelo 2414; Waters Corporation,
Milford, EUA

Sistema de purificacdo de 4gua Milli-Q®; Millipore do Brasil

Banho-maria com circulacdo SL 154/10; Solab, Piracicaba, Brasil

Agitador tipo Vortex®

Balanca analitica AUY 220; Marte Cientifica/Shimadzu do Brasil

Centrifuga refrigerada NT 835; Novatecnica, Piracicaba, Brasil

4.2 SOLVENTES E PADROES DE REFERENCIA

e Agua ultrapura — obtida em sistema de purificacio Mili-Q
e Acetonitrila grau HPLC; J. T. Baker/Avantor, Xalostoc, México
e Metanol grau HPLC; J. T. Baker/Avantor, Xalostoc, México

e Acido acético glacial; Exodo Cientifica, Hortolandia, Brasil

Acido Ortofosfoérico; Merck, Darmstadt, Alemanha
Bisabolol > 95% (GC); Sigma-aldrich, St. Louis, EUA
Tween 80

Timol

Mentol

[-cariofileno
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4.3 OBTENCAO E PURIFICACAO DO ACIDO CAURENOICO

O é4cido caurenoico foi isolado a partir do Oleo-resina de Copaifera sp., segundo
metodologia previamente descrita por Simdo e colaboradores (2016). Aproximadamente
150,0 g de Oleo-resina foram submetidos a cromatografia liquida a vacuo (CLV)
(PELLETIER; CHOKSHI; DESAI, 1986) em silica gel 60 H, utilizando como eluente acetato
de etila em hexano em grau crescente de polaridade, o que levou a obtencdo de seis fracdes
(F1-F6; 2000 mL cada). As fracdes F1 a F6 foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD, n-hexano/acetato de etila, 8:2). O 4cido caurenoico se apresentou como um
dos componentes majoritarios da fracdo F2 (35,3 g), sendo esta posteriormente fracionada por
CLYV (silica gel 60 H) empregando-se como eluente quantidades crescentes de 3% de acetato
de etila em hexano. Este procedimento resultou em 10 novas fragdes (F2.1-F2.10, 400 mL
cada). A fragao F2.7 (11,4 g) foi lavada com metanol frio fornecendo o 4cido caurenoico (5,7
g), o qual foi identificado por anélise espectroscopica e comparacao com os dados disponiveis
na literatura (DO NASCIMENTO; DE OLIVEIRA, 2001). Esta substincia foi generosamente
cedida pelo Prof. Dr. Sérgio Ricardo Ambrésio da Universidade de Franca (Sao Paulo, Brasil)

para a realizacdo deste trabalho.

4.4 PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUE

4.4.1 Acido caurenoico (1 mg/mL)

Pesou-se 25 mg de 4cido caurenoico, que foram dissolvidos em 25 mL de metanol
utilizando-se um baldo volumétrico para acerto do volume. Dessa forma obtivemos a solu¢@o
estoque na concentragdo 1 mg/mL, a qual foi deixada no banho de ultrassom por 15 minutos

e, posteriormente, armazenada em microtubos sob refrigeracao.
4.4.2 Bisabolol (1 mg/mL)

A solucdo estoque de bisabolol (1 mg/mL) foi preparada em metanol e posteriormente
diluida a fim de obtermos a solucdo de trabalho na concentracio de 0,2 mg/mL. A mesma foi

armazenada em microtubos sob refrigeracao.
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4.4.3 Acido acético glacial 1% (v/v)

Pipetou-se 1 mL de 4cido acético glacial P.A. em um balao volumétrico de 100 mL,
completando-se o volume com 4gua ultrapura, a fim de se obter uma soluc¢do aquosa de 4cido

acético 1% (v/v).

4.5 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA/UV-VIS

O método para quantificagcdo do acido caurenoico foi desenvolvido no Sistema de
cromatografia liquida Waters, constituido de Modulo de Gerenciamento de Solventes e
Amostras 2695 Alliance, bomba quaterndria, injetor automatico de amostras, degasser de
fase movel, detector UV-Vis 2489 duplo canal, forno e software Empower 3 para controle do
sistema, integracdo dos picos e elaboracdo dos relatorios de analise.

Como fase estaciondria utilizou-se uma coluna X-Bridge Cig (150 x 4,6 mm; 5 um)
acompanhada de uma pré-coluna (20 x 4,6 mm; 5 um). A escolha das melhores condi¢Oes
cromatogrificas foi feita apds avaliarmos variacdes de fluxo (1; 1,2 e 1,5 mL/min),
temperatura do forno (35 e 40 °C), comprimento de onda (200, 210 e 220 nm) e composi¢ao

da fase movel (acetonitrila e 4gua ultrapura).

4.6 SELECAO DO PADRAO INTERNO

A quantificacdo do acido caurenoico foi realizada pelo método de padronizacio
interna. Essa técnica consiste na constru¢ao da curva analitica da substancia de interesse com
solucdes padrio de concentracdes conhecidas, as quais se adiciona a mesma quantidade de um
composto chamado padrdo interno. Posteriormente, os resultados sdo expressos em um
grafico que relaciona a razdo das areas dos picos — area da substincia dividida pela area do
padrdo interno que tem concentragdo constante — com a concentragdo variada da substincia
que estd sendo quantificada (RIBANI et al., 2004). Assim, a fim de selecionarmos uma
substancia para ser utilizada como padrdo interno no método de quantificacdo do acido
caurenoico, as seguintes moléculas foram avaliadas: canfora, mentol, timol, bisabolol e

cariofileno (Figura 3).



32

Figura 3. Estruturas quimicas do 4cido caurenoico e dos candidatos a padrdo interno

OH

E OH
COOH /E\
Acido Caurenoico Bisabolol Mentol
/
OH
(6]
Cariofileno Timol Canfora

Fonte: da autora.

4.7 PROCESSAMENTO DO SANGUE E OBTENCAO DE PLASMA
BRANCO

Plasma branco foi obtido de ratos Wistar, os quais ndo haviam recebido nenhum tipo
de tratamento. Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina e o sangue foi coletado
por puncdo cardiaca, utilizando-se heparina como anticoagulante. O mesmo foi centrifugado
por 10 minutos, a 25 °C e 10.000 RPM. O sobrenadante foi recolhido e armazenado em

congelador até o momento das analises.
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4.8 RECUPERACAO DO ACIDO CAURENOICO DO PLASMA

O 4cido caurenoico e o padrdo interno foram adicionados as amostras de plasma

branco a fim de se testar o método para extragdo dessas substancias através de precipitacdo de

proteinas com acetonitrila (NASCIMENTO et al., 2009). Para isso, dois fluxos de

procedimentos foram avaliados:

Método A: em um microtubo adicionou-se 100uL da solucdo estoque de acido
caurenoico (I mg/mL) e 20 pL de bisabolol (1 mg/mL). O volume da solucdo foi
evaporado a secura sob corrente de nitrogénio e, posteriormente, adicionou-se 100 pL
do pool de plasmas ao residuo de acido caurenoico e bisabolol. Para a extracdo
utilizou-se uma propor¢do plasma:acetonitrila 1:2, ou seja, 200 uL. de acetonitrila
foram acrescentados. Apos a adicdo de acetonitrila, o microtubo foi agitado em vortex
por 1 minuto a fim de facilitar a precipitacdo das proteinas e, em seguida, foi feita a
centrifugacdo a 10.000 RPM, por 10 minutos, na temperatura de 4 °C. O sobrenadante

foi injetado no CLAE para analise.

Método B: promoveu-se acidificacdo das amostras de plasma antes da particio com
acetonitrila, conforme esquema apresentado na Figura 4. Em um microtubo foram
pipetados 100 uL de &4cido caurenoico (I mg/mL) e 20 pL do padrdo interno
(bisabolol, 1 mg/mL). Esse volume de solu¢do foi evaporado sob corrente de
nitrogénio e posteriormente adicionou-se 100 pL de plasma branco, levando-se ao
vortéx por 1 minuto. O proximo passo consistiu na adi¢do de 100 uL de 4cido acético
1% (v/v) e agitacdo por mais 1 minuto. Somente depois disso adicionou-se os 200 puL
de acetonitrila, seguindo-se entdo os passos previamente descritos: 1 minuto de
agitacdo e centrifugacdo por 10 minutos, a 10.000 RPM, na temperatura de 4 °C.
Desta vez, 20 pL. do sobrenadante foram injetados diretamente no CLAE, enquanto
outros 100 pL foram evaporados a secura sob corrente de nitrogénio e ressuspendidos
no mesmo volume de fase mével (ACN:H>O, 70:30 v/v) para posterior anélise por

CLAE-UV.
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Figura 4. Esquema da extracio do acido caurenoico do plasma — Método B
100 pL de AC (1 mg/mL) +

20 pL de PI (bisabolol
Img/mL)

plasma

Adicionar 100 pL de
acido acético 1% (viv)

Vortex 1 min

[ P—_— |

Precipitar proteinas com
200 pL de ACN

Vortex 1 min .
Centrifugar: 10.000 RPM, 4°C, 10 min |

Sobrenadante Precipitado

Desprezar

100 pL. 100 pL
Evaporar com Nz
Ressuspender com 100 pL de FM Injetar no CLAE

Injetar no CLAE

Nota: AC: acido caurenoico; PI: padrdo interno; N»: nitrogénio; ACN: acetonitrila; FM: fase mével.
Fonte: da autora.
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4.9 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ~ALTA EFICIENCIA COM
DETECCAO ULTRAVIOLETA VERSUS INDICE DE REFRACAO

A fim de verificar se a deteccdo do acido caurenoico seria favorecida utilizando-se
como detector o indice de refracdo, foram realizadas analises na Central Analitica da
Faculdade de Farméacia da UFJF, nas quais utilizamos Sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia Waters composto por: bomba biniria modelo 1525, forno, injetor automético
modelo 2707 e detector de indice de refracdo modelo 2414. As condi¢des previamente
otimizadas em CLAE/UV-Vis foram mantidas: fase moével isocratica de ACN:H>O (70:30
v/v), fluxo de 1 mL/min, forno a 40°C e mesma fase estacionéria — coluna XBridge Cis (150
x 4.6 mm; 5 pm) acompanhada de uma pré-coluna (20 x 4,6 mm; 5 um). Durante o
experimento, alguns parametros inerentes ao detector de indice de refracdo foram alterados na
tentativa de aprimorar a detec¢do. Entre os pardmetros que foram controlados ao longo das
andlises estdo: a sensibilidade, a taxa de aquisi¢do (sampling rate) e a razao sinal/ruido (filter

time).

4.10 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacio do método analitico para identificacdo e quantificacdo do acido
caurenoico seguiu as determinagdes do Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos para a
Indistria (FDA, 2001) e da RDC N° 27, de 17 de maio de 2012, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012), a qual dispde sobre os requisitos minimos para a
validacdo de métodos bioanaliticos. A validacdo englobou ensaios para determinacdo da
seletividade, do limite inferior de quantificacdo, linearidade, curva de calibracdo, precisdo e
exatiddo intra e intercorridas, estabilidade, bem como efeito residual para o composto

conforme as especificacdes de cada ensaio, descritas a seguir.
4.10.1 Seletividade
A seletividade do método para determinacdo do analito e do padrdo interno (PI) deve

ser avaliada em pelo menos 4 amostras de plasma normal, uma lip€mica e uma hemolisada.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos nas amostras processadas do limite
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inferior de detec¢do (LIQ). As respostas dos picos interferentes proxima ao tempo de retencao

do analito e do PI deverao ser inferiores a 20% e 5%, respectivamente.

4.10.2 Linearidade

Para verificar a faixa de linearidade do método 100 pg de acido caurenoico (100 uL da
solugdo estoque foram secos sob corrente de nitrogénio) foram adicionados a 1 mL de pool de
plasma. Dilui¢Ges sucessivas foram feitas para se obter as seguintes concentracdes 100; 50;
10; 55 2,5; 1 e 0,75 pg/mL. A cada concentracdo, adicionou-se 50 puL do PI (bisabolol 0,2

mg/mL) para posterior extra¢do e andlise por CLAE.

4.10.3 Limite inferior de quantificacdo (LIQ) e Limite de Deteccao

O limite inferior de quantificacdo do método corresponde a menor concentracdo do
analito, medido com precisdo adequada, e com coeficiente de variagdo (CV) menor ou igual a
20%. Foi obtido apds dilui¢Oes sucessivas em plasma adicionado de acido caurenoico. O
limite de deteccdo determinado consiste na menor concentracdo detectavel do analito,

superior a 3 vezes o ruido da linha de base.

4.10.4 Curva de calibracao

O 4acido caurenoico foi adicionado ao pool de plasma para se obter as concentragdes
definidas dentro da faixa de trabalho, incluindo o limite inferior de quantificacio. Através da
equacdo da reta obtida por regressao linear foram calculadas as concentracdes do analito nas
amostras coletadas. A curva de calibracdo foi preparada diariamente para analise de cada lote

de amostras.
4.10.5 Efeito residual (carryover)

O efeito residual representa o aparecimento ou o aumento do sinal do analito ou do PI
causado pela contaminacdo proveniente de amostras analisadas anteriormente. Para avaliar a
existéncia deste efeito foram realizadas 3 inje¢des da mesma amostra branco, sendo uma antes
e duas logo apds a injecdo de uma amostra processada no limite superior de quantificacdo
(maior ponto da curva de calibracdo — 100 pg/mL). As respostas de picos interferentes devem

ser inferiores a 20% das respostas do analito processadas no LIQ e 5% da resposta do PIL.
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4.10.6 Controles de Qualidade

Amostras de plasma adicionadas de acido caurenoico — referentes aos controles de
qualidade de baixa (2,5 pg/ml), média (50 pg/ml) e alta (80 pg/ml) concentragdo — foram
preparadas e armazenadas em congelador para realizacdo do teste de estabilidade a longo
prazo. Esses niveis de concentracdo também foram utilizados para a avaliacdo da exatidao e

precisdao do método, bem como para os demais testes de estabilidade.
4.10.7 Precisao

Representa a proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes de multiplas
aliquotas de um tipo de matriz.

Amostras do pool de plasma adicionadas de acido caurenoico em 3 concentracdes
diferentes (2,5; 50 e 80 pg/ml) foram preparadas e em seguida analisadas em uma mesma
corrida para determinar a precisdo intracorrida, e em trés corridas diferentes para determinar a
precisdo intercorridas em dias distintos (n=5). Os resultados foram avaliados em funcdo do

Coeficiente de Variacdo (CV%), calculado pela seguinte equagao:

Desvio Padrio
CvV =

= — : x 100
Concentracio Média Experimental

Nao foram admitidos valores superiores a 15%.
4.10.8 Exatidao

Corresponde a concordancia entre o resultado do ensaio e o valor de referéncia.

Amostras do pool de plasma adicionadas de 4acido caurenoico em 3 concentracdes
diferentes (2,5; 50 e 80 pg/ml) foram preparadas e em seguida analisadas em uma mesma
corrida para determinar a exatiddo intracorrida, e em trés corridas diferentes (em dias
distintos) para determinar a exatiddo intercorridas (n=5). O resultado foi expresso pelo erro

padrdo relativo (EPR), calculado pela seguinte equacao:

Concentracio Média Obtida — Valor Nominal
EPR% = : x 100
Valor Nominal

Nao foram admitidos valores superiores a 15% em relac@o ao valor nominal.
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4.10.9 Recuperacao

A avaliacdo da recuperacdo do acido caurenoico das amostras de plasma foi realizada
através da comparacao das amostras de plasma extraidas com amostras ndo extraidas, ou seja,
solugdes preparadas nas mesmas concentracdes (2,5; 50 e 80 pg/ml). Para o célculo da
porcentagem de recuperacdo do analito utilizou-se a razdo entre as areas do acido caurenoico

e do padrdo interno nas amostras extraidas e nao extraidas, aplicando-se a férmula:

g Amostra extraida
Recuperacdof% = = — x 100
Amostra ndo extraida

4.10.11 Estabilidade

Amostras do pool de plasma com &cido caurenoico adicionado nas concentracdes
referentes aos controles de baixa, média e alta concentracdo (2,5; 50 e 80 pg/ml) foram
preparadas e armazenadas em aliquotas até serem analisadas em triplicatas, nas seguintes
condigdes:

e Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento.

As amostras foram congeladas por um periodo de 12h e descongeladas
naturalmente. Este processo foi repetido trés vezes. Apds o terceiro ciclo, as amostras foram
extraidas e injetadas no cromatdgrafo.

e Estabilidade pds-processamento, na bandeja (rack) do injetor automético,

durante corrida analitica do dia.

ApOs a corrida analitica de um lote de amostras, as mesmas foram mantidas na
bandeja do injetor automatico e reinjetadas apds 24 horas.

e Estabilidade de Curto Prazo

As amostras foram descongeladas naturalmente a temperatura ambiente e deixadas

na bancada por 12 horas para posterior analise em cromatografo.

Os resultados dos testes de estabilidade foram expressos na forma de perda percentual
da concentracdo final em relagdo ao valor obtidos para as amostras recém-preparadas. Sendo

consideradas estaveis quando nio se observar desvio superior a 15%.
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4.11 ANIMAIS

Para a avaliacdo pré-clinica da biodisponibilidade do &4cido caurenoico foram
utilizados ratos Wistar (200-250g), machos, provenientes do Centro de Biologia da
Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora. Esta metodologia foi devidamente
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFJF) sob ndmero de
protocolo 040/2014, cujo certificado consta no ANEXO A. Os animais foram mantidos em
grupos de 4, em gaiolas de polipropileno (47x34x18 cm) com racdo e adgua ad libitum, em
temperatura ambiente (22 = 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h (claro de 07:00 as 19:00 h).

Foi preparada uma solucdo 70 mg/mL de 4cido caurenoico em salina com 10% de
Tween 80. A dose a ser administrada foi calculada com base no peso de cada animal. Seis
horas antes da administracdo por via oral os animais foram privados de alimentacgdo,
mantendo acesso livre a 4gua. Os grupos experimentais seguiram a descricao abaixo:

- Grupo 1 (1 rato): recebeu 50 mg/kg de acido caurenoico, dose Unica, pela via oral,
por gavagem, com o auxilio de uma cinula metalica intragéstrica.

- Grupo 2 (2 ratos): receberam 100 mg/kg de acido caurenoico, dose Unica, pela via
oral, por gavagem, com o auxilio de uma canula metalica intragastrica.

- Grupo 3 (2 ratos): receberam 100 mg/kg de 4cido caurenoico, dose unica, pela via
intravenosa, através de canula intravenosa central previamente implantada nos animais;

- Grupo 4 (6 ratos): receberam 50 mg/kg de acido caurenoico, dose unica, pela via
intravenosa, através de canula intravenosa central previamente implantada nos animais;

ApOs a cirurgia os animais foram mantidos em gaiolas individuais.

Outros 20 animais foram utilizados, ainda, para obtencdo de plasma branco para
validacdo do método analitico e como animais doadores para reposi¢cdo sanguinea dos animais

dos grupos experimentais (LEITE et al., 2009).

4.12 CANULACAO INTRAVENOSA E COLETA DE AMOSTRAS
SANGUINEAS

Apos anestesia com associagdo de cetamina/xilazina (72/8 mg/kg), administrada por
via intraperitonial, os animais receberam implante, através da veia jugular, de cateter de

silastic no étrio direito do cora¢do, para administracdo do 4cido caurenoico (grupos 3 e 4) ou
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para coletas seriadas de sangue (todos os grupos). Respeitou-se um periodo de 48h apds a
cirurgia de implante da canula para estabilizacdo fisica e hemodinadmica dos animais antes das
administracdes e coletas das amostras sanguineas.

As amostras de sangue (200 uL) foram coletadas pelo cateter atrial, com o auxilio de
uma seringa heparinizada, em intervalos pré-determinados, a saber: tempo zero (previamente
a administracao); 0,167; 0,333; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; e 10 horas apds a administracdo do
acido caurenoico.

Para evitar reducdo no volume sanguineo do animal foram feitas reposi¢cdes de mesmo
volume, a partir do sangue obtido de um rato doador (LEITE et al., 2009). As amostras
sanguineas foram centrifugadas (10000 RPM, 10 min, 25 °C) e o plasma acondicionado em
microtubos plasticos de 500 pL, no congelador, at¢ o momento da anélise em cromatografo

liquido.

4.13 PERFIL FARMACOCINETICO DO ACIDO CAURENOICO EM
PLASMA DE RATOS

A disposiciao cinética do dcido caurenoico, administrado através da via intravascular e
oral, foi avaliada aplicando-se modelo bicompartimental com base no delineamento da coleta
de amostras sanguineas ap6s administracdo unica do acido caurenoico nas doses de 50 e 100
mg/Kg, aos respectivos grupos de animais, respeitando os intervalos entre as coletas
previamente definidos.

ApOs quantificacdo do analito no plasma foram plotados os dados referentes a
transformacao logaritmica da concentracdo versus tempo (logC x T), obtendo-se desta forma a
curva de declinio caracterizada por fase de decaimento relativa a eliminacdo do &cido
caurenoico do plasma dos animais (RITSCHEL; KEARNS, 2009).

Os parametros farmacocinéticos foram determinados com a aplicacdo do software PK
Solutions 2.0, com pares de dados C x T como descrito a seguir.

A avaliacdo do decaimento plasmatico do 4cido caurenoico permitiu a proposi¢ao de
um modelo bicompartimental, o qual foi considerado nos célculos para determinagdo dos
parametros farmacocinéticos.

A meia vida de eliminacdo (Ti.2) foi determinada na fase de decaimento ou reta

terminal dividindo-se 0,693 pela constante de eliminagao (Ker). Esse célculo fornece o tempo
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necessario para a reducdo da concentracdo plasmatica do 4cido caurenoico em 50%. J4 a
constante de velocidade de eliminacdo (K¢) é determinada dividindo-se a variacdo do
logaritmo da concentragdo entre dois pontos da curva de decaimento pela variagdo temporal
deste intervalo (At).

As éareas sob a curva de concentragdo versus tempo e ao infinito (ASCo.t € ASCo.x)
foram calculadas pelo método dos trapezoides e da extrapolagdo para infinito da dltima
concentracdo plasmatica obtida.

A depuragdo plasmética (CL) foi obtida dividindo-se a dose administrada (50mg ou
100 mg) pela ASCr. Obteve-se o volume de distribuicdo (Vd) dividindo-se a depuragdo
plasmética do farmaco pela sua respectiva constante de eliminagdo (Ke). A concentragdo
maxima (Cmax) do fairmaco no plasma foi obtida através da curva de decaimento plasmatico.
As equagdes, bem como unidades e descricdo dos pardmetros referidos anteriormente estao
reunidos na Tabela 2.

Os parametros foram expressos através da média e desvio padrdo obtido para o grupo

experimental.
Tabela 2. Parametros Farmacocinéticos
Parametro Unidade Definicao Equacao
Conax mg/L Conc/eqtragao dado obtido da
maxima curva
Meia-vida de
Tarp h eliminacdo 0,693/Ke
Ke h! Constante de 1o pyy
velocidade
ASCr mg.min/L Area sob a curva Metods)‘ dos
trapezdides
CLr mL/min/Kg Depuracao Dose/ASCr
plasmatica
Volume de
vd L/Kg distribuicao CL/Ke

Fonte: RITSCHEL; KEARNS, 2009.
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4.14 BIODISPONIBILIDADE ABSOLUTA

A avaliacdo da biodisponibilidade absoluta € realizada comparando-se a area sob a
curva do grupo tratado com acido caurenoico 50 mg/kg por via intravenosa com a ASC do

grupo tratado com a mesma dose por via oral (gavagem), a partir da seguinte equacao:

ASC via intravenosa
F= x 100
ASC via oral

O resultado obtido representa a porcentagem da quantidade total absorvida, excluindo-
se as perdas relacionadas ao processo de absorcdo e metabolismo de primeira passagem

(DIPIRO et al., 2005).



43

5 RESULTADOS

5.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS E SELECAO DO PADRAO
INTERNO

Todas as andlises foram feitas em coluna X-Bridge Cis (150 x 4,6 mm; 5 pum)
acompanhada de uma pré-coluna (20 x 4,6 mm; 5 um). Ap6s realizacdo de uma corrida inicial
mais longa (40 min) com fase mével composta por acetonitrila: 4gua (70:30 v/v), temperatura
de 35 °C e fluxo de 1 mL/min, verificamos que o acido caurenoico eluiu em aproximadamente
14 minutos, portanto, reduzimos o tempo total de corrida para 18 minutos.

Nessa fase inicial foram testados 3 comprimentos de onda diferentes — 200, 210 e 220
nm — os quais ja haviam sido aplicados por outros autores para a deteccdo por ultravioleta do
acido caurenoico, como pode ser observado na relagdo de métodos reunida na Tabela 1 (DE
MELO et al., 2001; OLIVEIRA; SANT’ANA; BASTOS, 2002; BATISTA; BRAGA;
OLIVEIRA, 2005; PEDROSO et al., 2008; MESTRES et al., 2011; FUCINA et al., 2012;
BERTOLUCCI et al, 2009; BERTOLUCCI et al, 2013a; BERTOLUCCI et al, 2013b). Entre
esses comprimentos de onda, a maior intensidade de sinal para o pico referente ao acido
caurenoico foi observada em 200 nm (Figura 5).

Nas andlises posteriores optamos por elevar a temperatura do forno da coluna para
40°C e, mantendo-se o comprimento de onda de 200 nm e o fluxo de 1 mL/min, foram feitas
injecdes no cromatdgrafo dos candidatos a padrdo interno para o método de quantificacdo.
Nessas condi¢des, mentol, canfora e trans-cariofileno ndo apresentaram detec¢gdes adequadas
para a metodologia proposta. No entanto, timol (tr= 3 min) e bisabolol (tr= 7,5 min)

produziram respostas satisfatorias como pode ser observado nas Figuras 6 e 7.
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Figura 5. Acido Caurenoico - Deteccdo em diferentes comprimentos de onda
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Nota: FM: ACN:H>O (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 35 °C; Inje¢ao: 10 uL (1mg/mL).

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 6. Cromatograma Timol
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Nota: FM: ACN:H,0 (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Solu¢do de trabalho: 0,1
mg/mL; Injecdo: 2 uL; A =200 nm. Fonte: dados da pesquisa.

Figura 7. Cromatograma Bisabolol
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Nota: FM: ACN:H,0 (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Solu¢ao de trabalho:
diluig¢do 1:1000; Injecdo: 2 uL; A = 200 nm. Fonte: dados da pesquisa.

[
16.00 18.0

Como o timol eluiu muito préximo ao pico de frente do solvente, onde podem ser

visualizados muitos interferentes — principalmente na matriz bioldgica a qual se propde
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(plasma) o método — optamos por selecionar o bisabolol como padrio interno. No
cromatograma da figura 8 pode ser visualizada a inje¢do dessas duas substancias juntamente
com o 4cido caurenoico. Com o aumento da temperatura do forno da coluna para 40°C o

tempo de retencao do acido caurenoico foi adiantado para 13,2 minutos.

Figura 8. Injecdo de timol, bisabolol e acido caurenoico.
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Nota: FM: ACN:H,0 (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Solugéo de trabalho: 200 pL
de acido caurenoico 0,1 mg/mL + 10 pL de bisabolol 1:1000 + 10 pL de timol 0,1 mg/mL; Injecdo: 30
puL; A =200 nm. Fonte: dados da pesquisa.
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5.2 RECUPERACAO DO ACIDO CAURENOICO DO PLASMA

Para avaliarmos o método de extracio do acido caurenoico do plasma, inicialmente foi
injetada no CLAE uma amostra de pool de plasmas de rato sem adi¢c@o de analito ou PI, a fim
de verificarmos a auséncia de picos interferentes na regido de deteccdo dessas substancias.
Assim, 100 pL. do branco de plasmas foram preparados conforme o método A, descrito
anteriormente (Secdo 4.8), através da precipitacdo de proteinas com 200 pl. de acetonitrila.

Como observado na figura 9, nenhum interferente foi visualizado nos tempos de
elui¢do do bisabolol (tr= 7,5 min) e do 4cido caurenoico (tr=~ 13,2 min), portanto, foi possivel

utilizar esse pool de plasmas para dar continuidade as nossas analises.
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Figura 9. Cromatograma do Pool de plasmas de ratos Wistar

1.00+

0.80H

AU

0.4

020 ‘

0.00H

‘ ‘ [ | 1 1
0.00 200 4.00 6.00 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
Minutes

Nota: FM: ACN:HO (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Injec@o: 20 uL; A = 200 nm.
Fonte: dados da pesquisa.

No entanto, ao empregarmos o método A para realizar o clean-up da amostra de
plasma adicionada de 4cido caurenoico e PI, verificamos que apenas o bisabolol foi extraido
com sucesso, enquanto o pico referente ao acido caurenoico nem mesmo foi visualizado
(Figura 10).

Como a precipitacio de proteinas com acetonitrila por si s6 ndo produziu os resultados
esperados, conduzimos novos procedimentos de extracdo segundo o esquema delineado na
Figura 4.

A acidificacdo da amostra antes da adicdo de acetonitrila permitiu que o acido
caurenoico, assim como o bisabolol, fosse recuperado do plasma. No entanto, ao final da
extracdo, quando o sobrenadante foi evaporado a secura sob corrente de nitrogénio e
ressuspendido em fase movel para injecdo, observamos uma cauda anterior no pico do acido

caurenoico (Figura 11). Entretanto, a injecdo direta do sobrenadante apds extragdo, sem

evaporacao, permitiu a obtengao de picos adequados para a quantificagdo (Figura 12).



Figura 10. Extracdo de analito e PI do plasma - Método A
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Nota: FM: ACN:H»O (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Injec@o: 20 uL; A = 200 nm.

Figura 11. Extracdo do plasma - Amostra ressuspendida em fase movel (Método B)

Fonte: dados da pesquisa.
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Nota: FM: ACN:H»O (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Injec@o: 25 uL; A = 200 nm.

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 12. Extracdo do plasma - Injecao direta do sobrenadante (Método B)
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Nota: FM: ACN:H»O (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Injec@o: 10 uL; A = 200 nm.
Fonte: dados da pesquisa.

5.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO

Buscando uma alternativa para melhorar a detec¢ao do 4cido caurenoico foram feitas
analises em CLAE com detector de indice de refracdo, mantendo-se as mesmas condicoes
cromatograficas utilizadas nas avaliacoes por CLAE/UV-Vis. Mesmo alterando parametros
referentes a sensibilidade do detector de indice de refragcdo, razdo sinal/ruido (filter time) e
nimero de pontos da leitura (sampling rate), nao foram obtidos resultados melhores do que
aqueles observados nas leituras em CLAE/UV-Vis. Na figura 13 ¢é apresentado o
cromatograma referente a injecdo de uma amostra de 4cido caurenoico em plasma (50

pg/mL). Diante da pobre detec¢do obtida com o indice de refracdo, optamos por manter e

otimizar o método com deteccao por ultravioleta.
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Figura 13. Acido Caurenoico 50 ug/mL - Analise em CLAE/IR
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Fonte: dados da pesquisa.

5.4 DETERMINACAO DO METODO DE EXTRACAO DA AMOSTRA E
DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Apo6s constatarmos que o método de precipitacdo de proteinas do plasma produziu
resultados favoraveis quando houve acidificacido prévia da amostra, decidimos avaliar outras
modificagdes nas condi¢des cromatogrificas. Foram testadas diferentes composi¢des de fase
movel: elui¢do isocratica com ACN:H>0 (80:20 v/v) (Figura 14) e em gradiente com variacao
de 70 a 90% de acetonitrila (Figura 15); além de diferentes fluxos — 1,2 mL/min e 1,5 mL/min
(Figura 16). Contudo, os melhores resultados continuaram sendo aqueles obtidos com a fase
isocratica ACN:H2O (70:30 v/v) e fluxo de 1 mL/min.

Além disso, avaliamos também se a aplicacdo de 4cido acético 2% (v/v), ao invés de
1% (v/v), produziria melhor recuperacdo do acido caurenoico na extracao (Figura 17), porém,
como nao foram observadas diferencas significativas, mantivemos a etapa de acidificacao
com 4acido acético 1% (v/v), evitando pH muito baixo e consequente desgaste para a coluna

cromatogréfica.



Figura 14. Anélise com fase isocratica ACN:H2O (80:20)
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Nota: FM: ACN:H>O (80:20); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Injecdo: 50 uL; A = 200 nm.

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 15. Anélise em gradiente
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Nota: FM: gradiente de acetonitrila de 70 a 90%; Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40°C; Inje¢do: 50

uL; A =200 nm. Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 16. Comparacao de diferentes fluxos
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Nota: FM: ACN:H,O (70:30 v/v); Temperatura: 40 °C; Injecao: 20 uL; A =200 nm; Diferentes fluxos:
1; 1,2; 1,5 mL/min. Fonte: dados da pesquisa.

Figura 17. Comparacao da acidificacdo da amostra com acido acético 1% e 2% (v/v)
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Nota: FM: ACN:H,0 (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Inje¢ao: 20 uL; A =200 nm.
Fonte: dados da pesquisa.

A alteracdo da fase mdvel com a substituicdo de dgua por solucdo aquosa de acido
ortofosforico 0,1% produziu melhores efeitos, tornando o pico do 4cido caurenoico mais

simétrico na analise das amostras de plasma. Sendo assim, passamos a utilizar fase movel
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acidificada. Ao analisar amostras de plasma foram visualizados alguns picos em torno de 18
minutos, portanto, o tempo total de corrida foi aumentado para 23 minutos.

Durante esta fase de desenvolvimento do método, a concentracdo da solucdo de
trabalho do padrio interno foi reduzida para 0,2 mg/mL de bisabolol, sendo o volume fixo de
50 pL dessa solucdo adicionado a todas amostras e padrdes de calibragdo.

O volume de injecdo, por sua vez, foi aumentado para 80 pL, o que permitiu a
ampliacdo da faixa de trabalho do método.

Em suma, com relagdo ao preparo da amostra, foi acrescentada uma etapa de
acidificacdo prévia a precipitacdo com acetonitrila, utilizando-se para isso acido acético 1%
(v/v). O volume fixo de padrdo interno adicionado a todas as amostras foi de 50 pL de
bisabolol (solu¢do 0,2 mg/mL). E, ap6s a centrifugacdo, foi realizada a inje¢do direta no
CLAE de 80 pL do sobrenadante recolhido. Esses procedimentos estdo resumidos na Figura
18.

As condic¢des analiticas para andlise e quantificacdo do acido caurenoico por CLAE
ficaram assim determinadas:

e Coluna: X-Bridge Cis (4,6 x 150 mm, 5 um)
e Comprimento de onda: 200 nm
e Temperatura do forno da coluna: 40 °C
e Fase movel: acetonitrila (A) e dgua acidificada com 4cido ortofosforico 0,1% (B)
e Eluicgdo isocratica: A:B (70:30 v/v)
e Fluxo da fase mével: 1 mL/min
e Duracgdo da andlise: 23 minutos
e  Volume de injecao: 80 pL
O resultado final do conjunto das condi¢Oes determinadas pode ser visualizado no

cromatograma obtido para uma amostra de plasma adicionado de bisabolol e acido caurenoico

(Figura 19).
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Figura 18. Método definido para extracdo (clean-up) das amostras de plasma

Plasma coletado de animais ou
adicionado com AC

Adicionar 50 pL de bisabolol
(0,2 mg/mL)

Adicionar 100 pL de
acido acético 1% (v/v)

Precipitar proteinas com
200 pL. de ACN

Vortex 1 min !
Centrifugar: 10.000 RPM, 4°C, 10 min |

__________________________________

Sobrenadante Precipitado

Injetar 80 uL no CLAE Desprezar

Nota: AC: 4cido caurenoico; PI: padrio interno; N»: nitrogénio; ACN: acetonitrila. Fonte: da autora.
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Figura 19. Condic¢ao final determinada para a quantifica¢do do acido caurenoico em plasma
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Nota: FM: ACN:H-O acidificada (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40 °C; Injecdo: 80 uL;
A =200 nm. Fonte: dados da pesquisa.

5.5 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.5.1 Seletividade

Para o ensaio de seletividade analisamos amostras de plasmas lip€micos, hemolisados
e normais. Como os plasmas injetados no cromatografo ndo apresentaram nenhum pico
interferente nos tempos de retencdo do analito e do PI, os mesmos foram reunidos, formando
um pool de plasmas, o qual foi utilizado como matriz “branca” para todo o processo de
validacdo. Na Figura 20 pode ser visualizada a comparagdo entre o cromatograma do pool de
plasma branco com aqueles referentes ao plasma adicionado com 4cido caurenoico e de uma

amostra coletada de animal ap6s administracio da substancia por via intravenosa.
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Figura 20. Comparacdo entre cromatogramas - Seletividade
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Nota: FM: ACN:H,O0 acidificada (70:30 v/v); Fluxo: 1 mL/min; Temperatura: 40°C; Inje¢do: 80 uL; A
=200 nm. Fonte: dados da pesquisa.

5.5.2 Linearidade

A linearidade do método foi definida entre 0,75 — 100 pg/mL, apresentando um

coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,999. Esse faixa de trabalho mostrou-se adequada para a
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quantificagdo do acido caurenoico nas amostras provenientes dos animais que o receberam
por via intravenosa. A equacdo da reta e o coeficiente de correlacio podem ser visualizados

na figura 21.

Figura 21. Linearidade do Método
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Fonte: dados da pesquisa

5.5.3 Limite de Quantificacido e Limite de Deteccao

Ap6s diluigdes sucessivas determinou-se como limite de quantificagdo do método a
concentragdo de 0,75 pg/mL (CV =9,1%). O limite de deteccao estabelecido foi 0,5 pg/mL.
5.5.4 Efeito Residual (Carryover)

A injecao de amostras de plasma branco ap6s a inje¢ao de uma amostra processada no

limite superior de quantificacdo (100 pg/mL) demonstrou que ndo hé riscos de contaminacao
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provenientes do acumulo de residuos de eluicdes anteriores, visto que nenhum pico
interferente foi visualizado no plasma branco nos tempos de retencao do analito e do PI

(figura 22).

Figura 22. Avaliacdo do Efeito Residual
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Fonte: dados da pesquisa.

5.5.5 Precisao e Exatidao

Os resultados apresentados nas tabelas 3 € 4 comprovam que o método se mostrou
preciso e exato. As analises de 5 replicatas em 3 niveis de concentragdo forneceu valores

satisfatorios de coeficiente de variag@o e erro padrao relativo (abaixo de 15%).
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Tabela 3. Precisao e Exatidao Intradia

Controles de Qualidade Precisao Exatidao
Média Intradia (n=5) Média Intradia (n=5)
pg/mL
(CV%) (EPR%)

2,5 7,0 8,1

50 6,2 5,4

80 8,3 1,2
Média 7,2 4,9

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 4. Precisao e Exatidao Interdias

Controles de Qualidade Precisao Exatidao
pg/mL Média Igt{cfrt)iia (n=5) Média Iéllgcgii)a (n=5)
2,5 12,4 43
50 6,3 5,5
80 9,1 9,6
Média 9,3 6,5

Fonte: dados da pesquisa

5.5.6 Recuperacao

Os valores de recuperag@o do analito — obtidos pela comparagdo entre as respostas das
amostras extraidas (preparadas em plasma) com as respostas de amostras ndo extraidas

(preparadas em solvente) — estdo reunidos na tabela 5.



60

Tabela 5. Recuperacio do acido caurenoico do plasma

Controles de Qualidade Recuperacao
pg/mL %
2,5 64
50 92
80 99
Média 85

Fonte: dados da pesquisa

5.5.7 Estabilidade

e Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento
O 4cido caurenoico mostrou-se estavel no plasma apos a realizacdo de 3 ciclos

de congelamento e descongelamento. Os desvios encontrados estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6. Estabilidade apds 3 ciclos de congelamento e descongelamento

Niveis de Concentracao Concentracao apoés Desvio (%)
Concentracao Experimental 12h
2,5 2,60 2,45 5,54
50 51,81 50,52 2,48
80 68,41 72,47 5,94

Fonte: dados da pesquisa

e Estabilidade p6s-processamento (na bandeja do injetor)
As amostras mostraram-se estaveis por um periodo de 24 horas quando

deixadas na bandeja do injetor. Os resultados encontram-se na tabela 7.
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Tabela 7. Estabilidade pds-processamento (na bandeja do injetor)

Niveis de Concentracao Concentracao apos Desvio (%)
Concentracao Experimental 24h
2,5 2,57 2,63 2,42
50 51,81 51,51 0,58
80 68,40 67,65 1,11

Fonte: dados da pesquisa

e Estabilidade de Curto Prazo
As amostras descongeladas e deixadas na bancada por um periodo de 12 horas

também se apresentaram estdveis, conforme os resultados da tabela 8.

Tabela 8. Estabilidade de Curto Prazo

Niveis de Concentracao Concentracao apoés Desvio (%)
Concentracao Experimental 12h
2,5 2,72 2,42 11,08
50 53,68 54,11 0,80
80 79,01 77,15 2,35

Fonte: dados da pesquisa

Os parametros avaliados e os dados obtidos na validagdo do método analitico para

quantificagcdo do acido caurenoico em plasma estao resumidos na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados obtidos na validacido

Parametro Valores Obtidos
Linearidade 0,75 — 100 pg/mL
Coeficiente de Correlacao r= 0,999
Limite de Quantificacao 0,75 pg/mL
Limite de Deteccio 0,5 ug/mL
Estabilidade:
- Curto Prazo 88,92 — 100,80 %
- Ciclos de Congelamento 94,46 — 105,94 %
- Na bandeja do injetor 98,89 — 102,42 %
Precisao (CV%)
- Intradia 7,2
- Interdia 9,3
Exatidao (EPR%)
- Intradia 49
- Interdia 6,5
Recuperacao (%) 85

Fonte: dados da pesquisa

5.6 AVALIACAO FARMACOCINETICA DO ACIDO CAURENOICO EM
RATOS

Para a construcdo do perfil farmacocinético do acido caurenoico, esta substincia foi
administrada em ratos tanto por via oral quanto intravenosa, nas doses de 50 e 100 mg/kg.
Ap6s a administragdo foram realizadas coletas sanguineas seriadas, as quais posteriormente
foram analisadas no CLAE para quantificacido do 4cido caurenoico e constru¢do das curvas de

concentracdo plasmatica x tempo.
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A avaliacdo das coletas provenientes do rato que recebeu a dose 50 mg/kg por via oral
(gavagem) demonstrou que ndo seria possivel detectar o 4cido caurenoico. Em um novo
experimento, utilizando uma dose maior (100 mg/kg), novamente observamos que, por esta
via de administracdo, ndo seriam encontrados valores de concentragdo plasmética da
substancia dentro do limite de quantificacdo do método aqui proposto. Sendo assim, partimos
para a avaliac@o da via intravenosa. Nos cromatogramas da Figura 23 podem ser comparadas
duas amostras: uma proveniente do tratamento por via intravenosa e outra do tratamento por

via oral, no qual a substincia ndo foi quantificavel.

Figura 23. Cromatograma via i.v x via oral
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Fonte: dados da pesquisa

Nos dois ratos que receberam 100 mg/kg do diterpeno por via intravenosa tornou-se
possivel a quantificacdo de modo satisfatério dentro da faixa de trabalho do método validado.
No entanto, nesses animais somente foram realizadas coletas sanguineas até duas horas depois

da administracdo. Apds esse tempo, ambos 0s animais morreram, o que sugeriu toxicidade da
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substancia na dose aplicada. Por extrapolacdo das curvas de decaimento, estimou-se um Cmax
médio de 39 mg/L. Essas curvas podem ser vistas na figura 24.

Diante disso, optou-se por reduzir a dose intravenosa para 50 mg/kg. A diminuicdo da
dose possibilitou a manutencio dos animais e conclusdo das coletas ao longo de 10 horas ap6s
a administracdo como planejado. Nesta dosagem também foi possivel quantificar o acido
caurenoico pelo método proposto e com os dados obtidos a partir desse grupo foram
construidas as curvas concentracdo x tempo (figura 25) e calculados os parametros
farmacocinéticos do 4cido caurenoico administrado por via intravenosa, os quais estao

reunidos na tabela 10.

Figura 24. Decaimento plasmatico do acido caurenoico - via 1.v. 100 mg/kg
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Legenda: Cp: concentragdo plasmatica. Fonte: dados da pesquisa



Figura 25. Decaimento plasmatico do acido caurenoico - via i.v. 50 mg/kg
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Tabela 10. ParAmetros Farmacocinéticos do Acido Caurenoico

Rato Cmax ASCo-t ASCo-» VD Cl Kel Tis (h)
(mg/L) (mg.min/L) (mg.min/L) (L/kg) (mL/min/kg) (1/h) v
1 19,6 1764,1 3368,30 12,2 15 0,073 9,53
2 21,1 1412,8 2583,70 15,5 19 0,075 9,23
3 23,4 1530,9 2785,10 15,6 18 0,069 10,01
4 24 1702,9 2953,90 15 17 0,068 10,22
5 21,8 1028,3 2676,80 15,7 19 0,071 9,73
6 23,1 1685,5 2790,10 13,2 18 0,081 8,52

Média+ 22,17+ 1520,75+ 285965+ 14,53+ 17,67+ 0,073+ 954+
DP 1,65 273,42 278,42 1,47 1,51 0,005 0,61

Nota: Cmax: concentragdo plasmatica maxima; ASC: area sob a curva; VD: volume de distribui¢ao;
CL: clearance; Kel: constante de eliminagdo, Ti,: meia-vida de eliminag¢do; DP: desvio padrao. Fonte:
dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

Na literatura cientifica estdo documentadas diversas atividades atribuidas ao acido
caurenoico, entre as quais a acdo tripanocida, larvicida, antimicrobiana, analgésica, relaxante
da musculatura lisa, diurética, hipoglicémica e anti-inflamatéria (BATISTA et al., 2007;
CAVALCANTI et al., 2006; HARAGUCHI et al., 2011; SIEBRA et al., 2009; RUFATTO et
al., 2012).

Em um estudo realizado com ratos normotensos, no qual se administrou o &cido
caurenoico por via intravenosa em ratos, observou-se redu¢do da pressdo arterial com doses
de 10 mg/kg (SOMOVA, 2001) e 15 mgkg (TIRAPELLI, et al. 2008), dados que
fundamentam o interesse no potencial de uso desse diterpeno como anti-hipertensivo.

O efeito antiespasmodico promissor sob a musculatura lisa tem sido alvo de
investigacdes, nas quais foram inclusive propostos os mecanismos de acdo envolvidos, como
bloqueio de canais de célcio e abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP (DE
ALENCAR CUNHA et al., 2003).

Entretanto, apesar da importancia biologica evidenciada tanto em testes in vitro quanto
in vivo, esta molécula ainda ndo foi caracterizada quanto aos seus dados cinéticos referentes
aos processos de absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecao.

Em nosso estudo, para avaliarmos o perfil farmacocinético do 4cido caurenoico em
ratos, o primeiro passo foi definir o melhor método para extrai-lo da matriz e quantifica-lo no
plasma dos animais.

Com relagdo ao pré-tratamento das amostras e extracdo do acido caurenoico da matriz
bioldgica para injecdo no CLAE, optamos pela técnica de precipitacdo de proteinas no plasma
com acetonitrila. Esse procedimento ¢ um dos mais utilizados para esse tipo de matriz
bioldgica por sua facilidade, rapidez e baixo custo. A adicdo de solvente organico ao
soro/plasma com posterior centrifugacdo promove purificacdo adequada da amostra para
andlises por cromatografia liquida (MA et al., 2008). No entanto, uma desvantagem desse
método refere-se a possibilidade de ocorrer co-precipitacdo do analito de interesse (KE et al.,
2000). Esse fendmeno de co-precipitacdo foi observado em nossos testes. Quando analisamos
no CLAE as amostras tratadas apenas com adi¢do de acetonitrila ndo foi possivel detectar o
acido caurenoico, indicando que o mesmo havia sido precipitado juntamente com as proteinas

do plasma (Figura 10).
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Em estudo desenvolvido por Gasparetto e colaboradores (2015), cujo objetivo era
tracar o perfil farmacocinético dos metabdlitos do guaco presentes no xarope, diversas
técnicas de extragdo dos analitos do plasma foram testadas, entre elas a extragdo liquido-
liquido, a extragdo em fase solida e a precipitacdo de proteinas. Essas avaliagdes apontaram
que a técnica mais eficiente para a recuperacdo do dcido caurenoico consistia na precipitacdo
de proteinas com acetonitrila (GASPARETTO, 2015). No entanto, em nossas anélises, s6 foi
possivel alcancar resultados satisfatérios na extracdo do plasma, apds inclusao de uma etapa
de acidificacdo da amostra prévia a adicdo de acetonitrila. Diversos grupos de pesquisas
utilizaram este recurso para aumentar a eficiéncia da extracdo de analitos em amostras de
soro/plasma (HUO et al., 2013; LEI et al., 2014; PITA et al., 2014; YAN et al., 2009;
ZHANG et al., 2009).

Para definirmos as condi¢des cromatogriaficas a serem utilizadas realizamos um
levantamento na literatura dos métodos relacionados a determinagcdo dessa substincia em
espécies vegetais. Algumas dessas referéncias estdo reunidas na Tabela 1. Apds a avaliagcdo
desses estudos verificamos que a maioria dos autores utilizou colunas de fase reversa Cis,
comprimentos de onda entre 200 e 220 nm para deteccdo por UV-Vis e fases mdveis com alta
composi¢do de solvente organico, principalmente acetonitrila. Ao comparar metanol e
acetonitrila, Bertolucci e colaboradores (2013a) afirmaram que separacdes com fase movel
constituida de acetonitrila apresentaram melhor resolu¢do para os diterpenos cauranicos
analisados, entre os quais se inclui o acido caurenoico. Partindo de todas essas informacdes
conduzimos nossas proprias andlises a fim de desenvolver e otimizar um método aplicivel a
quantificagdo do acido caurenoico em plasma de ratos por CLAE/UV-Vis, o que culminou no
estabelecimento das seguintes condicdes: coluna Cig (150 x 4.6 mm; 5 pm), fase movel
composta por acetonitrila:dgua (70:30 v/v); fluxo de 1 mL/min, temperatura do forno de
40°C, deteccao em 200 nm e volume de injecdo de 20 L.

Como 4cido caurenoico apresenta baixa intensidade de absorcdo na luz UV, visto que
ndo possui um bom cromoéforo em sua estrutura molecular (GASPARETTO et al., 2011),
realizamos uma avaliagdo em CLAE com detector de indice de refracdo, na tentativa de
melhorar a detec¢do da molécula e ampliar a faixa de trabalho do método. O indice de
refracdio € um detector universal indicado para substincias com baixa absor¢cdo no
ultravioleta. Entretanto, ndo conseguimos otimizar a deteccio do &cido caurenoico

empregando esse detector.
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Alternativamente, Gasparetto e colaboradores (2011) optaram pela deteccdo desse
diterpeno por CLAE/EM-EM, porém, mesmo empregando espectrometria de massas, nao foi
possivel obter fragmentos com intensidade adequada, sendo o 4cido caurenoico detectado
apenas pelo ion molecular.

Para verificarmos se a baixa absor¢do no ultravioleta seria, de fato, um problema para
a avaliacdo farmacocinética, tornou-se necessario iniciar a experimentacdo animal para
avaliacdo da aplicabilidade do método, assegurando que as amostras poderiam ser
quantificadas dentro da faixa de trabalho. Apds as avaliagdes de amostras provenientes de um
animal no qual foi administrado o acido caurenoico por via intravenosa, concluiu-se que seria
possivel detecta-lo e novas modificagdes foram feitas na metodologia, as quais permitiram a
ampliacdo do intervalo de linearidade, estabelecendo-se como limite de quantificacdo a
concentracdo de 0,75 pg/mL. Essas alteracOes em relagdo ao método inicial consistiram no
aumento do volume de inje¢ao de 20uL para 80 pL e na acidificacio da fase mével com acido
ortofosforico, o que tornou o pico do 4cido caurenoico mais simétrico. Tendo sido definidas
todas essas condicdes e sabendo que o método atenderia a sua aplicabilidade foi entdo
possivel partir para a validagdo do mesmo.

A validacdo da metodologia analitica foi realizada segundo as diretrizes da ANVISA
(BRASIL, 2012) e do FDA (2001). Nesse processo um padrdo interno de concentragdo fixa
foi adicionado em quantidades iguais a todos os padrdes de calibracdo e amostras em estudo.
Para selecdo de um padrdo interno, fizemos uma triagem com alguns monoterpenos e
sesquiterpenos, e, a partir dessa andlise, optamos pela utilizacdo do alfa-bisabolol.

Os resultados obtidos na validagdo do método asseguraram sua seletividade em
relacdo a matriz biologica de trabalho, ou seja, ndo foram detectados interferentes nos tempos
de retencdo do analito e do PI. Além disso, observou-se estabilidade satisfatéria do analito nas
avaliacoes realizadas. De modo geral, a metodologia em questdo provou-se robusta, precisa e
exata, garantindo a confiabilidade esperada para que fosse tracado o perfil farmacocinético do
acido caurenoico administrado por via intravenosa.

Na defini¢do dos grupos experimentais, a proposta inicial era realizar o tratamento
com as doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg. No entanto, os dois animais que receberam 100
mg/kg por via intravenosa morreram apds 2 horas da administracdo, tornando-se clara a

toxicidade desta substincia e a necessidade de reducio da dose.



70

Infelizmente, estudos pré-clinicos de toxicidade, assim como as avaliagdes
farmacocinéticas, ainda sdo muito pouco explorados no campo dos produtos naturais, havendo
poucos dados disponiveis na literatura cientifica. Alguns pesquisadores realizaram estudos in
vitro com o acido caurenoico apontando certo potencial citotéxico (COSTA-LOTUFO et al.,
2002), genotéxico e mutagénico (CAVALCANTI et al., 2010; MONGELLI et al., 2002).
Com relac@o aos estudos in vivo, testes de toxicidade aguda em camundongos tratados por via
intraperitoneal com doses de acido caurenoico variando entre 10 e 600 mg/kg levaram a
estimativa de uma DLso de 439,2 mg/kg, sendo que em doses maiores que 10 mg/kg os
animais demonstraram certo grau de sonoléncia, fraqueza e respiracdo acelerada (SOSA-
SEQUERA; SUAREZ; DALC), 2010). Esses mesmos sintomas manifestaram-se de maneira
acentuada quando administramos o 4cido caurenoico por via intravenosa em ambas as doses
utilizadas, sendo mais proeminentes na dose de 100 mg/kg.

Tratando-se da via oral, a avaliacio da toxicidade aguda feita por Okoye e
colaboradores (2012) indicou uma ampla faixa de seguranca para esse diterpeno por essa via
de administracdo, tendo sido apontada uma DLso de 3800 mg/kg nos experimentos também
realizados com camundongos.

Avaliar a toxicidade do acido caurenoico ndo se encontra entre os objetivos do nosso
trabalho, no entanto podemos apontar que concentragdes plasmaticas acima de 39 mg/L foram
letais para os ratos. Como a dose de 100 mg/kg por via i.v. acarretou a morte dos dois animais
que a receberam, utilizou-se para a dose i.v. 50 mg/kg, evitando assim a extrapolacdo da
concentracdo plasmatica do acido caurenoico para uma faixa de toxicidade letal.

Com a dose de 50 mg/kg i1.v. foi possivel entdo a determinacdo do decaimento
plasmatico e dos parametros farmacocinéticos do acido caurenoico. Com esse grupo a
angulacdo observada nas curvas de concentracdo plasmatica versus tempo indicou claramente
que esta substancia segue um modelo bicompartimental. Essa observacdo foi considerada no
calculo dos parametros farmacocinéticos, tendo sido delineada como fase de distribui¢do (fase
a) aquela compreendida do tempo zero até 60 minutos apds a administracdo e o periodo
subsequente determinado como fase de eliminacdo (fase ). Nesse tipo de modelo assume-se
a existéncia de dois compartimentos: o central, composto pelo sangue e os tecidos que se
equilibram rapidamente com ele; e o periférico, que engloba os tecidos nos quais o firmaco se
distribui mais lentamente, ou seja, onde um tempo maior é requerido para se atingir o

equilibrio com o sangue (BAUER, 2001). Depois de alcangado o equilibrio entre tecido e
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plasma, as concentracdes plasmaticas declinam de forma menos ripida (DIPIRO et al., 2005).
Os calculos realizados com base no modelo bicompartimental levaram a estimativa de uma
Cinax média de 22,17 mg/L.

O valor médio de Vd obtido foi de 14,53 L/kg. Esse volume de distribui¢do elevado
reflete a alta lipossolubilidade do 4cido caurenoico, indicando que essa molécula se distribui
amplamente nos tecidos e fluidos corporais.

A meia-vida de eliminagdo, por sua vez, é considerada um parametro dependente,
visto que seu valor depende do clearance e do volume de distribuicao: Ti2 = (0,693.Vd)/CL
(BAUER, 2001). O tempo médio requerido para que a concentragdo plasmatica do acido
caurenoico se reduza pela metade foi de 9,5 horas, enquanto o valor médio de clearance
encontrado foi 17,67 mL/min/kg.

Com relag¢do a administracdo por via oral, tanto na dose de 50 mg/kg, quanto na dose
de 100 mg/kg, ndo foram observados niveis quantificdveis de acido caurenoico nas andlises de
CLAE feitas com os plasmas obtidos ao longo de 10 horas de coleta. Desta forma, ndo foi
possivel descrever a biodisponibilidade desta molécula. Entretanto, apesar de ndo terem sido
encontradas concentracdes plasmdticas dentro da faixa de quantificacio do método
desenvolvido (0,75 pg/mL - 100 pg/mL), isto ndo implica, necessariamente, no
comprometimento dos efeitos farmacolégicos previamente descritos para o uso desta
substincia por esta via. O fato de ndo ter sido detectado no plasma, quando administrado por
via oral, ndo implica na falta de eficicia do acido caurenoico por esta via. A biotransformacao
da molécula em metabdlitos ativos ndo identificados também poderia resultar em niveis nao
quantificaveis do 4cido caurenoico.

Vale ressaltar que esse € o primeiro estudo pré-clinico acerca do perfil farmacocinético
do 4cido caurenoico. O trabalho de Gasparetto e colaboradores (2015) propds a avaliagdo
cinética dos principais metabélitos presentes no xarope de guaco — entre os quais o acido
caurenoico — quando administrado por via oral em seres humanos. Os voluntarios receberam
60 mL do xarope contendo 17.6 mg de cumarina, 1.1 mg acido o-cumarico e 8.9 mg acido
caurenoico. No entanto, com essa dose ndo foram identificados picos referentes a essas
substancias nas amostras de sangue coletadas até 600 min depois da administracdo do xarope
quando analisadas por CLAE-EM/EM. Sendo assim, o delineamento dos parametros
farmacocinéticos do 4cido caurenoico por via intravenosa realizado em nosso trabalho

configura uma abordagem inédita.
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Devemos também destacar a reprodutibilidade observada em nossos experimentos in
vivo. O perfil de decaimento plasmatico do acido caurenoico foi muito similar entre os
animais do grupo experimental, evidenciando a angulacdo caracteristica do modelo e
bicompartimental e fornecendo resultados com pequenos desvios entre os animais.

De fato, os estudos de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de metabdlitos
provenientes de plantas em animais ou humanos ainda sdo muito escassos. Apesar da
importancia dos produtos naturais como uma das principais fontes para descoberta de
moléculas biologicamente ativas, a grande maioria das substincias farmacologicamente
promissoras obtidas desta forma ainda ndo foram caracterizadas do ponto de vista
farmacocinético. Trata-se de uma lacuna a ser preenchida para que se impulsione o processo
de desenvolvimento de novo farmacos a partir de produtos naturais, visto que os estudos
farmacocinéticos pré-clinicos além de contribuirem para a defini¢do dos regimes posoldgicos
e direcionamento dos testes clinicos, podem também ser relacionados com a eficicia e a
seguranca do ativo (SINGH, 2006).

O 4acido caurenoico € um constituinte presente em varias espécies vegetais de
importancia farmacéutica e econdmica como 0 guaco € a copaiba, as quais encontram-se
inclusive na lista da RENISUS — Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS, do Ministério da Satde.

Do ponto de vista farmacoldgico trata-se de um metabolito vegetal muito bem
caracterizado com relacdo ao seu potencial antiespasmoédico, anti-inflamatério e anti-
hipertensivo, sendo assim, a determinagdo pré-clinica de sua farmacocinética é de grande
importancia para fundamentacao de estudos clinicos futuros possibilitando o desenvolvimento

de um novo medicamento a partir dessa molécula.
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7 CONCLUSAO

A metodologia analitica desenvolvida mostrou-se seletiva, precisa, exata, robusta e
confidvel para a quantificacdo do acido caurenoico em plasma de ratos.

A partir das coletas sanguineas seriadas de ratos que receberam o acido caurenoico por
via intravenosa na dose de 50 mg/kg foi possivel definir os parametros farmacocinéticos para
este diterpeno. O 4acido caurenoico apresentou um comportamento cinético linear e
bicompartimental na dose testada.

Nao foram observadas concentracdes quantificaveis do acido caurenoico administrado
por via oral, com o método utilizado, sugerindo baixa absorcao por esta via e impossibilitando
a defini¢do de sua biodisponibilidade oral.

Esse estudo consiste na primeira avaliagao farmacocinética do 4cido caurenoico, o
qual se destaca por atividades bioldgicas promissoras e bem caracterizadas. A avaliagcdo pré-
clinica aqui realizada pode contribuir para o processo de desenvolvimento de novos

medicamentos a partir desta molécula.
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ANEXO A - Certificado de aprovacio da pesquisa pela CEUA/UFJF

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 040/2014 — CEUA sobre “DETERMINACAO DO PERFIL
FARMACOCINETICO E DA BIODISPONIBILIDADE SISTEMICA DO ACIDO
CAURENOICO EM RATOS" projeto de pesquisa sob a responsabilidade de JORGE
WILLIAM LEANDRO NASCIMENTO com a colaboragdo de LAURA HORA RIOS LEITE
est4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFIJF, em reunifio rcalizada em 05/05/2015. Para o desenvolvimento da pesquisa
serdo liberados 60 ratos Wistar (60 machos) de 3 meses de idade conforme solicitado e que
serdo utilizados no periodo de 20/05/2015 a 02/03/2017.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°. 040/2014 - CEUA about “DETERMINACAO DO PERFIL
FARMACOCINETICO E DA BIODISPONIBILIDADE SISTEMICA DO ACIDO
CAURENOICO EM RATOS” under responsability of JORGE WILLIAM LEANDRO
NASCIMENTO and collaboration of LAURA HORA RIOS LEITE - is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
05/05/2015. For the development of this research 60 Wistar rats (60 males) of 3 months of
age, will be delivered as requested in the period of 20/05/2015 to 02/03/2017.
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