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RESUMO

Objetivo: Avaliar a farmacocinética da vildagliptina em animais sadios e
diabéticos, através da andlise dos niveis plasméticos totais e livres teciduais,
empregando-se a técnica de microdidlise. Metodologia: A doenca foi
induzida nos animais através da administracdo de 42mg/kg de aloxano
através da via intravenosa (i.v.). A vildagliptina foi administrada nas doses de
50 mg/kg (n = 6) e 75 mg/kg (n = 6) via i.v. nos animais diabéticos e na dose
de 50 mg/kg (n = 6) nos animais sadios. As concentracdes plasmaticas foram
guantificadas por CLAE-EM-EM em método desenvolvido e validado. A
ligacdo as proteinas plasmaticas foi determinada por microdialise, assim
como a avaliacao tecidual. As sondas de microdialise foram calibradas in vitro
através de didlise e retrodidlise e in vivo utilizando retrodidlise. Para
determinacdo das concentracdes teciduais, uma segunda metodologia foi
desenvolvida e validada em CLAE-EM-EM. Avaliagdes compartimentais
(software Scientist ®) e ndo compartimentais (software Excel ®) foram
realizadas. Resultados e Discussédo: A ligacdo as proteinas plasmaticas
apresentou um valor médio de 9,44 % + 3,23, condizente com valores
encontrados na literatura. Os valores de Ke, clearance, tempo de meia vida,
MRT e VD¢ ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as
diferentes doses administradas nos animais diabéticos e entre os animais
sadios. As calibracdes in vitro por dialise e retrodialise apresentaram uma
recuperacdo meédia de 30%, sem diferenca estatistica entre as duas
metodologias empregadas (a = 0,05). A recuperacdo in vivo também
apresentou o mesmo valor médio de recuperacdo. A penetracdo tecidual do
farmaco em animais diabéticos para as diferentes doses estudadas
apresentou mesmo valor nos tecidos estudados, uma média de 0,20. A
penetracdo tecidual semelhante no animal diabético pode ser devido ao dano
similar entre os 6rgdos sofrido durante a inducdo da doenca. J4 os animais
sadios apresentaram penetracdo tecidual similar no musculo sem diferenca
estatistica significativa em relacdo aos diabéticos, entretanto no figado foi
observada uma penetracdo quarenta e quatro vezes inferior a observada no
musculo. Essa disparidade pode ser atribuida a diferenca de expressao de
proteinas transportadoras no figado do animal diabetico quando comparado
ao sadio. O perfil farmacocinético plasmatico foi semelhante entre os dois
grupos avaliados, sendo que os parametros nao diferiram estatisticamente (a
= 0,05). Foi empregado o modelo de dois compartimentos para prever as
concentracOes teciduais. A previsdo supde concentracbes superiores as
encontradas experimentalmente, contradizendo dados de literatura. Esses
dados sao inéditos na literatura e demostram a importancia da determinacao
do farmaco em tecidos alvo, uma vez que nem sempre modelos matematicos
conseguem prever a realidade fisiologica. Conclusdes: As metodologias
analiticas para quantificacdo da vildagliptina em microdialisado e plasma
foram desenvolvidas e validadas, seguindo os requisitos do FDA. O perfil
farmacocinético plasmatico foi adequadamente descrito pelo modelo de 2
compartimentos. Os perfis teciduais obtidos nesse trabalho podem contribuir
para o melhor entendimento dos mecanismos farmacolégicos envolvidos e
contribuir para futura otimizacéo de terapias.

Palavras-chave: Vildagliptina, CLAE-EM-EM, farmacocinética, microdialise.






ABSTRACT

Objective: To evaluate the pharmacokinetics of vildagliptin in healthy and
diabetic animals using a microdialysis technique. Methodology: Diabetes
was induced in animals by administration of 42 mg/kg of alloxan intravenously
(iv). Vildagliptin was administered intravenously as 50 mg/kg (n = 6) and 75
mg/kg doses (n = 6) in the diabetic animals and as a 50 mg/kg dose (n = 6) in
healthy animals. Plasma concentrations were quantified by a HPLC-MS-MS
method developed and validated. The plasma protein binding was determined
by microdialysis and tissue evaluation. Microdialysis probes were calibrated in
vitro using dialysis and retrodialysis and in vivo using retrodialysis. A second
method was developed and validated using HPLC-MS-MS to determine tissue
concentrations. Results and Discussion: Mean plasma protein was 9.44% +
3.23, consistent with values reported in the literature. The values of Ke,
clearance, half-life, MRT and Vdss showed no statistical difference between
the evaluated doses in diabetic animals and between healthy animals (a =
0.05). Calibrations in vitro by dialysis and retrodialysis showed mean recovery
of 30%, with no statistical difference between the two methodologies. Mean
recovery in vivo also showed the same value. The tissue penetration of the
drug in diabetic animals for the different doses studied showed the same
value in both tissues studied, an mean of 0.20. The tissue penetration similar
in diabetic animals could be due to the similar damage suffered between
organs during induction of the disease. The healthy animals showed similar
muscle penetration, compared with diabetics animals, although the liver
showed a penetration forty four times lower than muscle. This discrepancy
can be attributed to differential expression of transporter proteins in the liver of
diabetic animals, when compared to the healthy group. The plasma
pharmacokinetic profile was similar between the investigated groups, and the
parameters did not differ. The two-compartment model was employed to
describe the data and used to predict the concentration in the tissues. This is
the first study to present these tissue profiles, which presented concentrations
below the estimated by the model. These data demonstrate the importance of
determining the drug inside the target tissue, as the mathematical models
sometimes cannot predict physiology. Conclusions: The analytical methods
for the quantification of vildagliptin in microdialysate and plasma were
developed and validated by following the requirements of the FDA. The
plasma pharmacokinetic profile was correctly described by the model of two
compartmental models. The novel tissue profiles obtained in this study may
contribute to a better understanding of the pharmacological mechanisms
involved and contribute to optimization of future therapies.

Keywords: Vildagliptin, HPLC-MS-MS, pharmacokinetics, microdialysis.
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INTRODUCAO







O diabetes € uma doenca crdnica caracterizada por um quadro de
hiperglicemia, acompanhado de distlrbios no metabolismo de carboidratos,
proteinas e gorduras. Os efeitos crénicos da doenga incluem dano, disfuncéo
ou faléncia de 6rgéos, principalmente rins, sistema nervoso central, coracéo e
vasos sanguineos (Schmidt, 2006). O tipo Il da doenca (DM2) é caracterizado
por secrecdo de insulina inferior as necessarias para manutencdo das
concentragdes de glicose plasméticas, ou secre¢cao normal de insulina, com a

presenca de células resistentes ao horménio (Inzucchi et al., 2008).

No Brasil, estimativas apontam para um universo de 6,5 milhfes de
pacientes com mais de 30 anos portadores da doenca, o que trds como
consequéncia um alto custo em saude para o governo.

Os tratamentos utilizados na clinica da diabetes tipo 2 sdo associados
com efeitos colaterais significativos e problemas de resisténcia, o que leva a
associacao de farmacos, aumentando efeitos adversos. O desenvolvimento
de novas terapias e otimizagcdo de tratamentos ja existentes que promovam o
controle glicémico com perfis plasméticos mais constantes e menores efeitos
adversos tém sido de grande interesse dos pesquisadores.

Nesse contexto as incretinas, descobertas em 1930 (Baggio & Drucker,
2007), contribuiram para o surgimento de uma nova abordagem terapéutica.
Por serem peptideos intestinais que aumentam a concentracdo de insulina
pos prandial, contribuindo com 50 a 70% dessa resposta (Taharani et al.,
2010), diversas abordagens na tentativa de melhorar a compreensao dos
mecanismos bioquimicos envolvidos nesse controle insulinico.

O principal peptideo é a incretina glucagon-simile 1- GLP-1-(glucagon like
-1), secretada a partir das células L no ileo distal e no célon. A GLP-1
potencializa a secrecao de insulina e suprime a secrecao de glucagon de
forma glicose-dependente, também atuando na diminuicdo do esvaziamento
gastrico, reduzindo a ingestdo de alimento e aumentando a sensibilidade a
insulina (Baggio & Drucker, 2007).

Embora os niveis de GLP-1 estejam reduzidos em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2, sua resposta a GLP-1 exdgena permanece intacta.
Entretanto, essa incretina € rapidamente degradada pela dipeptidil peptidase-

4 (DPP-4) (Baggio & Drucker, 2007). Essa enzima € amplamente expressa
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em figado, rins, pulmdes, pancreas, intestino e linfécitos (Phillips et al., 2012).
Essa ampla distribuicdo sugere que a maior parte da GLP-1 secretada é
rapidamente clivada apés sua secrecao, justificando seu tempo de meia-vida
de 1-2 minutos, o que é limitante para a terapia com incretinas (Gautier et al.,
2008).

Duas estratégias farmacologicas foram desenvolvidas para aumentar a
concentracédo de GLP-1: 1) a utilizacdo de agonistas dos receptores de GLP-
1, representados pelo Exenatide e 2) os inibidores da dipeptidil-peptidase-4
(DPP-4), enzima responsavel pela rapida degradacédo do GLP-1.

Os inibidores da DPP-4 podem ser divididos em compostos que
mimetizam a estrutura da enzima, representados pela Sitagliptina,
Saxagliptina e Vildagliptina. Outra divisdo da classe, de compostos que n&o
apresentam semelhanca estrutural com a DPP-4, sdo representados pela
alogliptina e pela linagliptina (Deacon, 2011).

Devido as diferencas estruturais, os farmacos sitagliptina, alogliptina e
linagliptina formam interagdes n&do-covalentes com o sitio ativo da DPP-4. Por
outro lado, a vildagliptina e saxagliptina ligam-se na enzima através de duas
etapas, o que leva a formacdo de um complexo covalente enzima-inibidor
reversivel que € gerado e dissociado de forma lenta. Com isso, a atividade
catalitica continuard inibida mesmo ap6s o farmaco livre ser eliminado da
circulacao, explicando as atividades inibidoras da enzima DPP-4 pela
vildagliptina e saxagliptina por tempos superiores aos sugeridos pelo tempo
de meia-vida dos farmacos. Devido a isso, a duracdo da acédo e a frequéncia
de doses requerem maiores ajustes com esses farmacos (Deacon, 2011).

O estudo conduzido por Landersdorfer et al., 2011 mostrou alta
afinidade de ligacao entre a vildagliptina e a DPP-4, assim como dissocia¢éo
paralela do farmaco com a enzima por um processo lento de primeira ordem.
Os resultados desse trabalho, provenientes de modelagens a partir de dados
plasmaticos, também indicaram que a capacidade inibitéria da DPP-4 pela
vildagliptina nos tecidos deve ser maior que a inibicdo observada no plasma,
devido a maior expresséao tecidual da enzima nos tecidos.

Apesar do ganho consideravel na descoberta e disponibilidade clinica
desses novos farmacos, muito ainda tem que ser pesquisado no sentido de

otimizar as terapias com esses agentes, uma vez que o tratamento com

18



farmacos antidiabéticos requer uso continuado dos pacientes, e dessa forma,
estd sujeito as falhas de efetividade relacionadas a ndo adesdo. Nesse
contexto, ndo existem relatos na literatura sobre a distribuicdo tecidual do
farmaco, fundamentais para uma compreensdo completa da farmacocinética
nos orgaos alvo da vildagliptina. Como o farmaco ndo possui um orgao alvo,
e sim uma enzima alvo, a DPP-4, a avaliacéo tecidual pode ser realizada em
qualquer O6rgdo que expressa essa enzima. Essa determinacdo torna-se
particularmente importante quando se considera que a DPP-4 € muito mais
expressa em tecidos comparando-se com o plasma (Landersdorfer et al.,
2011).

Considerando que a maioria dos eventos bioquimicos e
farmacolbgicos ocorrem nos receptores presentes nos tecidos, a investigacdo
dessas respostas em Orgaos expressantes da DPP-4 também pode auxiliar
na melhor compreensao dos mecanismos existentes, podendo contribuir na
futura otimizacao de terapias (Chaurasia et al., 2007).

Outra questao importante no sentido de futura otimizacdo de terapias,
€ a avaliacdo da influéncia da diabetes na farmacocinética de antidiabéticos,
gue poderia elucidar possiveis mecanismos enzimaticos ou de
permeabilidade tecidual associados a doenca, os quais poderiam influenciar
os desfechos dos tratamentos com esses farmacos.

Considerando o exposto, a presente dissertacdo foi dividida em
capitulos. No primeiro capitulo é exposta a revisdo de literatura. Nos dois
capitulos seguintes estao descritos artigos mostrando os métodos analiticos
utilizados para o tratamento do farmaco em plasma e nos tecidos analisados,
musculo e figado em animais diabéticos. No quarto capitulo € mostrado um
artigo com a comparacdo dos niveis teciduais alcancados nos tecidos em
animais sadios e diabéticos, assim como a avaliagdo farmacocinética. No
ultimo capitulo dessa dissertacao a discussao geral sera abordada.

A idéia geral do trabalho é avaliar o nivel de exposi¢do tecidual
alcancado pela vildagliptina em animais sadios e diabéticos, aplicando uma
abordagem inovadora através de microdialise nos tecidos muscular e
hepatico que ainda ndo dispde de dados presentes na literatura. De posse

desses dados, os niveis de efeito esperado nos tecidos pode ser modelado
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com base nos modelos de inibicdo maxima descritos na literatura para a

vildagliptina.
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OBJETIVOS







O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a farmacocinética da vildagliptina em
animais sadios e diabéticos, através da analise dos niveis plasméticos totais e livres

teciduais, empregando-se a técnica de microdidlise.

Objetivos especificos

v' Desenvolver metodologias analiticas para quantificacdo do farmaco nos
tecidos e em plasma através de espectrometria massa-massa;

v' Avaliar a farmacocinética plasmatica e tecidual hepatica e muscular da
vildagliptina em ratos diabéticos induzidos por aloxano, para determinacdo
dos paradmetros farmacocinéticos nesses animais, apés administracdo das
doses de 50 e 75 mg/kg pela via intravenosa;

v' Avaliar a farmacocinética plasmatica e tecidual hepatica e muscular da
vildagliptina em ratos sadios, para determinagdo dos parametros
farmacocinéticos nesses animais, apés administracdo da dose de 50 mg/kg
via intravenosa;

v' Analisar a influéncia da condicdo diabética induzida quimicamente nos
animais sobre a penetracdo do farmaco nos tecidos investigados e
estabelecer a relagcdo entre as concentragfes plasmaticas e as teciduais

alcancadas em tecidos de animais sadios e diabéticos.
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Capitulo 1

REVISAO DE LITERATURA







1. Diabetes tipo 2

A Diabetes tipo 2 é uma doenca crbnica caracterizada pela
insuficiéncia em produzir insulina associada a diminuicdo da resposta
insulinica em 6érgdos alvo, principalmente musculos, gordura e figado. A
doenca é caracterizada por resisténcia insulinica, hiperglicemia e alto indice
de lipideos circulantes. Em estagios avancados da doenca, também pode
ocorrer perda de células B pancreaticas (Copparl e Bjorbaek, 2012). O tipo 2
da doenca corresponde a uma prevaléncia maior do que 90% entre as
diabetes (Cornelis e Hu, 2012).

Pessoas com diabetes possuem maior risco de desenvolver doencas
micro e macrovasculares, doencas cardiacas como hipertensdo e
hiperlipidemia. Esses fatores contribuem para aumentar as chances de
desenvolver outras doencas e aumentam o risco de morte, 0 que é oneroso
para o sistema de saude. Dados do sistema de saude dos Estados Unidos
apontam para um gasto com diabéticos superior em 1,5 a 2,0 vezes
comparado a pacientes sem a doenca (Simpson et al., 2003). A incidéncia de
doenca arterial coronariana em pacientes diabéticos € 90% maior ap6s 0s 55
anos de idade do que pacientes sem a doenca. Nos Estados Unidos, 40%
dos pacientes diagnosticados com diabetes ndo conseguem manter niveis
glicémicos dentro dos limites fisiolégicos e 80% dos diabéticos nao
conseguem manter a pressao arterial e o colesterol dentro dos limites
preconizados pela American Diabetes Association (Coppari e Bjorbaek,
2012).

O mecanismo pelo qual a doenca se desenvolve ainda nédo é
consenso, mas diversos fatores ambientais e genéticos podem aumentar o
risco de desenvolver o tipo 2 da doenca. Estudos epidemioldgicos
demonstram que o estilo de vida do paciente tem grande contribuicdo no
desenvolvimento da doenca. Pode-se observar na populacdo que o
crescimento epidemiolégico da diabetes é acompanhado pelo crescimento da
populacdo obesa. O sedentarismo também estd associado a doencga, assim
como alimentagcdo com pobre qualidade nutricional. Alta ingesta de gorduras

trans e saturadas, assim como consumo excessivo de agucar podem
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aumentar o risco. O tabagismo também € considerado um grande fator de
risco para a doenca (Cornelis e Hu, 2012).

A genética também €& considerada um fator determinante para o
desenvolvimento da doenca. Considera-se que 30 a 70% do risco em
desenvolver diabetes do tipo 2 esta associada a heranca genética. Nossos
genes contém informacdes que consideram que nossa alimentacdo é a
mesma que nossos ancestrais, sem fast foods, embutidos, ingesta acentuada
de etanol, excesso de gordura e agucares, também considera que atividade
fisica faz parte da rotina de sobrevivéncia. A associacdo de fatores de risco
alimentares e genéticos, muito comuns atualmente, pode aumentar
consideravelmente as chances de desenvolver a doenca (Cornelis e Hu,
2012).

O crescente numero de obesos é preocupante, uma vez que o tecido
adiposo € a maior fonte de estoque de triglicerideos no organismo, o que
contribui significativamente para o metabolismo de nutrientes em Varios
tecidos e influencia a concentracdo de &cidos graxos livres e de glicose. A
clonagem da leptina e adiponectina ocorridas nos anos 90 forneceu a ideia
do tecido adiposo como um 0Orgdo secretor que modula sua funcdo e de
outros tecidos periféricos, principalmente os hormonais. A interrelagdo entre
0s sitemas imunes e metabdlicos podem ter um papel critico na patogénese
da diabetes e da diabetes tipo 2 (Sun, 2012).

Quando ocorre aumento exagerado do volume de gordura corporal,
comeca o0 desenvolvimento de hiperlipidemia e hiperinsulinemia. Nesse
estagio ocorre intolerancia a glicose e resisténcia insulinica no figado,
musculo e tecido adiposo (Sun, 2012).

Apesar do progresso em entender os fatores de risco associados ao
diabetes, ela continua sendo uma das causas de morbidade e mortalidade
em paises desenvolvidos. Custos publicos com a doenca vao continuar
crescendo, uma vez que € projetado mundialmente um universo de 366
milhdes de pessoas com a doengca em 2030 (Cornelis e Hu, 2012).

Alem das dificuldades relacionadas ao numero crescente de pacientes
diabéticos, os tratamentos classicos para controle glicémico geralmente
envolvem ganho de peso, desconfortos gastrintestinais e hipoglicemia, o que

dificulta, muitas vezes, a adesdo dos pacientes e um controle glicémico
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adequado, o que pode intensificar as co-morbidades associadas com a

doenca.

2. Tratamentos orais existentes para o controle da doenca

2.1 Biguanidas

A metformina € o farmaco da classe mais empregado em pacientes com
sobrepeso e estda presente na RENAME 2012. O mecanismo de acao
consiste em suprimir a producdo de glicose hepatica, aumentar a
sensibilidade insulinica, aumentar a internalizacdo de glicose e a oxidacao de
acidos graxos, diminuir a absorcdo de glicose do trato gastrointestinal e
aumentar o clearance da glicose em tecidos periféricos (Collier et al., 2006;
Olokoba, 2012). Os principais efeitos adversos sdo desconfortos
gastrointestinais, como enjbos e cdlicas intestinais (Taharani et al., 2010).

O farmaco possui em média uma meia vida plasmatica de 5,5 horas e
picos plasméaticos em torno de 2 horas (tmax) ap0s a administragdo oral
(TUCKER et al., 1981).

A estrutura da metformina pode ser visualizada na figura 1.

Figura 1. Estrutura da metformina

2.2 Sulfoniluréias

Os principais representantes da classe sao a glibenclamida e gliclazida,
presentes na RENAME 2012, glimepirida e glipizida. A classe também possui
elevado emprego, assim como a metformina. O principal mecanismo de acéo

consiste na secrecdo de insulina através da ligacdo nos receptores de

29



sulfoniluréia (SUR-1), presentes nas células pancreaticas (Taharani et al.,
2010).

Esses receptores possuem canais ligantes de ATP sensiveis a potassio.
Quando a atividade do canal é diminuida, h& liberacao de insulina na corrente
sanguinea. Dessa forma, as sulfoniluréias ligam-se ao SUR-1, resultando em
fechamento dos canais e liberacdo de insulina de forma glicose-dependente
(Kang et al.,, 2011). O maior efeito colateral € o ganho de peso e
hipoglicemia, por esse motivo, sua utilizacdo requer maior monitoramento
principalmente em pacientes com risco de hipoglicemia, incluindo pacientes
com dano renal e idosos (Taharani et al.,, 2010). Ha relatos de perda de
massa das células B pancreaticas, com consequente perda de resposta ao
farmaco, com o uso dessa classe, sendo que o efeito foi mais pronunciado

com a glimepirida (Del Prato et al., 2007).

Quanto a farmacocinética, a glibenclamida apresenta um t,sx médio de
3,5 horas e um tempo de meia vida médio de 3 horas (Coppack et al., 1990).
A gliclazida possui um tysx € tempo de meia vida médios de 3 horas e 12,5

horas, respectivamente (Davies et al., 2000).

A glimepirida possui um tnhs € de 1 hora e tempo de meia vida de 5 horas
(Massi-Benedetti, 2003). Ja a (glipizida apresenta um tma de
aproximadamente 2 horas e um tempo de meia vida médio de 5 horas (Groop
et al., 1985).

Como é possivel observar, as sulfoniluréias mostradas possuem tempos
para atingir a concentracdo maxima e tempos de meia vida semelhantes,
sendo excecdo a gliclazida que apresenta um tempo de meia vida
significativamente superior aos outros compostos. Esse fato se deve
principalmente a diferenca de afinidade aos diferentes sitios do receptor
SUR-1 (A e B) no qual os farmacos se ligam. Essa diferenca de afinidade
pode ser explicada pela diferente estrutura desses compostos, como pode

ser observado na figura 2.
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Figura 2. Estrutura das sulfoniluréias, glimepirida (A), glibenclamida (B),

glicazida (C) e glipizida (D).

A glicazida, por possuir uma conformacao diferenciada em relacdo aos
outros farmacos da classe, liga-se apenas ao sitio A, enquanto que a
glibenclamida, glipizida e glimepirida ligam-se em ambos os sitios,
justificando as diferengas comentadas anteriormente (Seino et al., 2012).

2.3 Glinidas ou meglitinidas

O principal mecanismo de agéo da nateglinida e repaglinida, principais
representantes da classe, € o estimulo para secrecdo de insulina pelas
células beta pancreaticas, de forma similar as sulfoniluréias (Luna et al.,
2001). A diferenca entre as classes € o local de ligagdo ao receptor, ja que a
nateglinida liga-se ao sitio A e a repaglinida liga-se ao sitio B do receptor
SUR-1. Essa diferenca no sitio de ligagdo também é associada a estrutura

das moléculas, como pode-se observar na figura 3 (Seino et al., 2012).
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Figura 3. Estruturas da nateglinida (A) e repaglinida (B).

Apesar das diferencas estruturais presentes entre os compostos, a
farmacocinética é similar. O tnhax dos farmacos é, em média, de 1 hora e o
tempo de meia vida médio de 2 horas (Scott et al., 2012, Zhu et al., 2012).

Esses farmacos possuem como vantagens o baixo risco de
hipoglicemia e reduzido tempo de acao. A principal desvantagem da classe é
o0 alto custo do mesmo associado assim como o cuidado que o paciente deve
ter na administracdo. Como a acéo ocorre de 15 a 30 minutos, a dose é
administrada antes da refeicdo. Se uma refeicdo ndo € realizada ou o
paciente ingerir uma refeicdo extra, deve excluir uma dose e adicionar uma a
mais, respectivamente (Luna et al., 2001). Nao ha representantes da classe
na RENAME 2012.

2.4 Inibidores da alfa-glicosidase

O principal representante da classe é a acarbose, um oligossacarideo

complexo. A estrutura desse farmaco pode ser visualizada na figura 4.
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Figura 4. Estrutura da acarbose
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A molécula é uma inibidora competitiva das alfa-glicosidases
intestinais, o que reduz a absorcéo de carboidratos, retardando sua digestao,
diminuindo os picos de glicose sanguinea no periodo pdés-prandial. Os
maiores problemas com a utilizagdo desse medicamento sdo desconfortos
gastrointestinais, como nauseas e célicas intestinais em grande parte dos
usuarios (Taharani et al., 2010). Nado ha representantes da classe na
RENAME 2012.

2.5 Tiazolidinedionas

Os principais representantes da classe sao a rosiglitazona e a
pioglitazona. Esses farmacos sdo agonistas potentes e altamente seletivos
dos receptores gama ativados pelo proliferador de peroxissomo (PPARY).
Esses receptores sdo encontrados no tecido adiposo, musculatura
esquelética e figado. O estimulo desses receptores aumenta a captacao de
glicose através do transportador GLUT-4 (Guo et al., 2006).

A rosiglitazona em geral € bem tolerada pelos pacientes, a Unica
precaucdo € quanto ao controle da retencdo hidrica que pode causar
problemas em pacientes com danos cardiovasculares (Wagstaff et al., 2002).
Apresenta como caracteristicas farmacocinéticas um tempo de meia vida que
varia de 3 a 4 horas e um tyha médio apds administracdo de 1 hora (Kim et
al., 2004, Wagstaff et al., 2002).

A pioglitazona também é bem tolerada pelos pacientes, sendo que
ganho de peso e acumulo de liquido sdo os efeitos adversos mais comuns
(Waugh et al., 2006). Quanto a sua farmacocinética, o tempo necessario para
atingir a concentracdo plasmatica maxima ap6s administracdo oral (tmax) €,
em média, de 1,5 horas e sua meia vida em torno de 5 horas (Sripalakit et al.,
2006).

As estruturas das tiazolidinedionas podem ser observadas na figura 5.
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Figura 5. Estruturas da rosiglitazona (A) e pioglitazona (B).

Como é possivel observar, além das semelhancas estruturais entre
esses compostos, suas caracteristicas farmacoldgicas e farmacocinéticas

também sdo muito parecidas (Wagstaff et al., 2002).

2.6 Terapia com incretinas

A descoberta de quais fatores intestinais podem ser secretados em
resposta a nutrientes e capazes de diminuir a concentracdo de glicose
sanguinea foi descrita no inicio de 1900. Esses fatores foram denominados
incretinas em 1930 (Baggio & Drucker, 2007). O efeito das incretinas em
individuos sadios é responsavel por 50-70% da resposta insulinica pos
alimentacao (Taharani et al., 2010).

Um desses fatores é o peptideo-1-glucagon-simile GLP-1-(glucagon
like -1), uma incretina secretada a partir das células L no ileo distal e célon. O
GLP-1 potencializa a secrecéo de insulina e suprime a secre¢ao de glucagon
de forma glicose-dependente, atuando na diminuicdo do esvaziamento
gastrico, o que reduz a ingestdo de alimento e aumenta a sensibilidade a
insulina (Baggio & Drucker, 2007).

Embora os niveis de GLP-1 estejam reduzidos em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2, sua resposta a incretina exdgena permanece a
mesma. A utilizacdo de agonistas dos receptores de GLP-1, representados
pelo exenatide liraglutida € empregada em alguns casos. Entretanto, essa
incretina é rapidamente degradada pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP-
4) (Baggio & Drucker, 2007). Essa enzima é amplamente expressa em
tecidos como o cérebro, pulmdes, rins, pancreas, intestino, linfocitos e figado,

0 que poderia explicar a rapida clivagem do GLP-1 observada nesses
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diversos tecidos, e seu tempo de meia-vida de 1-2 minutos, 0 que representa
um limitante para a terapia com incretinas (Gautier et al., 2008).

Diversas pesquisas foram desenvolvidas com o intuito de promover
um aumento dos niveis endégenos do GLP-1, o que foi alcancado através de
duas estratégias farmacologicas distintas: 1) utilizacdo de analogos do
peptideo e 2) inibidores da dipeptidil-peptidase-4 (DPP-4), enzima
responsavel pela rapida degradacdo do GLP-1 (Gautier et al., 2008).

2.7 Inibidores da DPP-4

A DPP-4 € uma protease amplamente expressa principalmente em figado,
rins, pulmao, intestino, sistema nervoso central, dentre outros 6rgdos. Existe
a possibilidade da enzima possuir outros substratos além das incretinas, mas
esses ainda ndo estdo claros e ndo ha efeitos adversos significativos
indicando interacées com outros sistemas biolégicos (Phillips et al., 2012). A
caracteristica em comum entre esses farmacos consiste na frequéncia de
dose de uma a duas vezes ao dia, independente do estado alimentar e da
manutencao do peso corporal. Essa classe possui como vantagem o fato de
ser administrada por via oral, em contraste com 0s agonistas da GLP-1
(Gibss et al., 2012; Phillips, 2012).

O uso de inibidores da DPP-4 resulta na inibicho da enzima em
aproximadamente 24 horas, 0 que torna as concentracfes plasmaticas de
GLP-1 duas a trés vezes maiores que as fisiolégicas durante esse periodo
(Phillips, 2012).

Os inibidores da DPP-4 podem ser divididos em compostos que
mimetizam os substratos da enzima, cujos representantes sédo a Sitagliptina,
Vildagliptina e Saxagliptina, introduzidos no mercado europeu em 2006, 2007
e 2009, respectivamente, e 0s compostos que ndo apresentam semelhanca
estrutural com a GLP-1, que sao representados pela alogliptina e pela
linagliptina, recentemente aprovadas pelo FDA (Deacon, 2011; Phillips et al.,
2012). Na RENAME 2012 nado ha representantes da classe. A estrutura

desses inibidores pode ser visualizada na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura dos inibidores da enzima DPP-4. Adaptado de
DEACON et al., 2011.

Devido as semelhancgas estruturais entre os farmacos sitagliptina,
alogliptina e linagliptina, estes formam interagdes ndo-covalentes com o sitio
ativo da DPP-4. Por outro lado, a vildagliptina e saxagliptina ligam-se na
enzima através de duas etapas, o que leva a formacdo de um complexo
covalente enzima-inibidor reversivel gerado e dissociado lentamente. Com
isso, a atividade catalitica permanece inibida, mesmo apés o farmaco ser
eliminado do organismo, o que explica a observacdo da manutencdo das
atividades inibidoras da enzima DPP-4 pela vildagliptina e saxagliptina por
tempos superiores aos sugeridos pelo tempo de meia-vida dos farmacos.
Assim, a frequéncia de doses requer maiores ajustes com esses farmacos
(Deacon, 2011).

A sitagliptina é bem tolerada com poucos efeitos adversos. Nauseas e
dores de cabeca foram os efeitos mais relatados e hipoglicemia quando
associada com metformina. A maior precaucao quanto ao uso desse farmaco
refere-se a pacientes com insuficiéncia renal, onde a dose geralmente
necessita de ajustes nessas situacdes (Chan et al., 2008).

As caracteristicas farmacocinéticas da sitagliptina sao baixa ligacdo as

proteinas (aproximadamente 38%) e volume de distribuicdo de 198 L. Seu
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tempo de meia vida (t%2) varia entre 11 e 13 horas. Sua biodisponibilidade &
de 87% (Taharani et al., 2010).

A inibicAo da atividade da DPP-4 plasmética, gerada pela
administracao de sitagliptina, mostrou inibicdo de 80% quando comparada ao
placebo, em estudo realizado durante 10 dias com doses de 50 mg, enquanto
gue doses diarias de 100 mg inibiu mais de 80% da atividade da enzima,
mostrando dose-dependéncia na inibicdo enzimatica. Uma inibicdo da enzima
DPP-4 dose-dependente é necesséaria em pacientes com diabetes tipo 2, j&
gue indica ndo ocorrer picos de hipoglicemia induzidos pela administracao do
farmaco (Taharani et al., 2010).

A saxagliptina, o mais potente inibidor da DPP-4 do grupo de
inibidores da enzima (constante de inibicdo de 1.3 = 0.3 nM), 3 vezes
superior a vildagliptina (4.5 nM) e 20 vezes superior a sitagliptina (26 + 2 nM)
possui 0 menor niumero de estudos (He et al., 2007; Taharani et al., 2010).
Estudos pré-clinicos indicam como caracteristicas farmacocinéticas t¥2 entre
2,1 e 44 h em ratos, cdes e macacos respectivamente. O volume de
distribuicdo previsto para humanos € de 202 L e ligacao a proteinas inferior a
30% em humanos (Fura et al., 2009).

Os dados farmacocinéticos da vildagliptina sdo bastante escassos na
literatura, tendo relatos de avaliagcdo em animais (ratos, cdes e macacos) (He
et al., 2009; Villhauer et al., 2003), voluntarios sadios (He et al., 2009),
pacientes diabéticos tipo-2 (He et al.,, 2005), estudo de farmacocinética
populacional e avaliacao da atividade da DPP-4 em pacientes diabéticos tipo
2 (Landersdorfer et al., 2012 a e b). Nos ensaios pré-clinicos conduzidos em
ratos por He et al. (2009), apos administracdo de dose oral de 100 mg/kg, o
farmaco apresentou rapida absorcdo, com um tyhs de 0,5 h e um Cyax de
3680 ng.mL™. A biodisponibilidade absoluta foi moderada (45%) e a meia-
vida de eliminacéo de 5,5 h.

Em estudo com pacientes idosos com insuficiéncia renal ndo houve a
presenca de efeitos adversos ao uso do farmaco nem necessitaram de ajuste
de dose. Observou-se hipoglicemia em apenas 0,8% dessa populacdo
estudada e, nesses casos, a hipoglicemia ndo foi severa (Taharani et al.,
2010).
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O estudo conduzido por Landersdorfer et al., 2012b mostrou
capacidade limitada de ligacdo da vildagliptina com a DPP-4 devido a alta
afinidade de ligacdo existente entre as duas moléculas, assim como
dissociagdo paralela do farmaco com a enzima por um processo lento de
primeira ordem e hidrélise do farmaco pela DPP-4 em um metabdlito inativo.
Esses resultados confirmam que a DPP-4 é a principal responsavel pela
eliminacédo da vildagliptina. Os resultados desse trabalho também indicaram
que a capacidade inibitéria da DPP-4 pela vildagliptina nos tecidos deve ser
maior que a inibicdo observada no plasma. Esses resultados foram
provenientes de modelagens matematicas a partir de dados plasmaticos e
nao de medidas obtidas diretamente nos tecidos.

A vildagliptina  possui  caracteristicas  farmacocinéticas e
farmacodinamicas promissoras, entretanto ha auséncia de dados
farmacocinéticos teciduais, onde a interacdo com a DPP-4 e todas as
respostas bioquimicas estdo ocorrendo. Essa determinacdo torna-se
particularmente importante quando se considera que o conteido de DPP-4,
alvo do farmaco é muito mais expresso em tecidos comparado ao plasma
(Landersdorfer et al., 2012 b) e a penetracéo tecidual pode ser determinante
nesse caso.

Considerando que a maioria dos eventos farmacoldgicos ocorre a nivel
de receptores presentes nos tecidos, a investigacdo do comportamento
farmacocinético e até mesmo do monitoramento das respostas
farmacoldgicas é fundamental para confirmacdo de doses em etapas pré-
clinicas e ajuste de doses em etapas clinicas (Chaurasia et al., 2007).

Para  determinacdo  dessas variagbes farmacolégicas e
farmacocinéticas teciduais, 0 método mais empregado em etapas pré-clinicas

e clinicas é a microdialise.

3. Microdidlise

A microdidlise consiste na insercdo de uma sonda contendo uma
membrana semi-permedvel na sua extremidade, a qual € inserida em um

orgdo ou no interior de vasos sanguineos com o intuito de medir a
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concentracdo de substancias exogenas (farmacos) ou substancias
enddgenas de interesse. A principal vantagem da técnica é a obtencao de
amostras que geralmente ndo necessitam de tratamento prévio para que
sejam quantificadas, ja que o tamanho de poro das membranas nao permite
a passagem de proteinas (Chaurasia et al., 2007).

O formato das sondas € diverso, podendo variar de concéntricas a
lineares. O fluido que é perfundido pela membrana deve ser um fluido
fisiolégico compativel com o tecido estudado e com as caracteristicas fisico-
guimicas do analito investigado. O fluxo empregado também deve ser
compativel com o fisiologico, variando de 0,1 a 5,0 pL/min (Chaurasia et al.,
2007).

Na figura 7 uma sonda de microdialise esta ilustrada.
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Figura 7. Sonda de microdialise de formato concéntrico. O detalhe da
membrana mostra a difusdo do liquido de perfusdo (circulos) e do analito
(losangos) entre o meio extracelular e a sonda. Adaptado de Chaurasia et al.,
2007.

A membrana sempre deve estar dentro do tecido estudado e a
extremidade da sonda referente ao perfundido esta conectada ao liquido de

perfusdo que é bombeado através da membrana. Através do outro capilar o
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dialisado que passou pela membrana e realizou trocas com o0 meio é coletado
e analisado. Como resultado da perfusdo continua da sonda de microdialise,
a transferéncia de farmaco pela membrana e consequentemente, o equilibrio
entre o tecido e o dialisado sao incompletos, de forma que as concentragdes
no tecido sdo sempre maiores que as concentracdes correspondentes no
dialisado (Chaurasia et al., 2007).

O dialisado que é coletado ndo representa o valor absoluto de analito
no meio. Ele € apenas uma fragdo do que esta presente no tecido de
interesse. Perdas da substéncia podem ocorrer devido a caracteristicas
fisico-quimicas da molécula, ao material que constitui a sonda, ao liquido que
constitui o fluido de perfusdo ou ao fluxo empregado. O conhecimento da
recuperacdo do composto de interesse nas condicdes experimentais
empregadas € fundamental quando a técnica € empregada (Chaurasia et al.,
2007).

Considerando que a difusdo do analito de interesse € a mesma nos
dois sentidos da sonda, ou seja, quando ele é perfundido pela membrana e
percorre toda a extensdo da sonda (retrodidlise) e quando ele esta em
contato com a membrana e entra em contato apenas com a parte final da
sonda (dialise), diferentes técnicas podem ser utilizadas para que esses
valores sejam obtidos. Experimentos pré-clinicos geralmente utilizam a
técnica do fluxo liquido zero ou método da dialise/retrodialise (Groth et al.,
1997).

No fluxo liquido zero, diversas concentracbes de analito sé&o
perfundidas no tecido até que a concentracdo constante da substancia seja
atingida (Chaurasia et al., 2007).

O método da taxa de perfusdo in vitro para calculo da recuperacéo
atraveés da dialise consiste na inser¢cédo da sonda em uma solucao contendo a
substancia de interesse enquanto o fluido de perfusdo € bombeado através
da membrana. A equacao utilizada nesse caso pode ser observada a seguir
(Groth et al., 1997).

RD (%)= S x100 (Eq.

memb

1)

40



Onde RD (%) é a recuperacao da dialise, Cg9a € @ concentracao
nominal do analito no perfusato e Crnemp € @ concentragdo nominal do analito
em contato com a membrana.

Para o calculo da retrodialise, uma solucdo contendo o analito é
perfundida através da membrana enquanto essa se encontra em contato com
o fluido de perfusdo. Nessa situacdo, a seguinte equacdao é utilizada (Groth et
al., 1997):

RR(%) — Centr(z;da - Csaida XlOO (Eq 2)
entrada :

7

Onde RR (%) representa a recuperacdo da retrodidlise, Centrada € @
concentracdo do analito quando foi perfundida e Csa4a € @ concentracao
nominal apos passar pela membrana.

ApoOs a realizacdo dos experimentos in vitro, a recuperacao in vivo €
investigada, j& que a recuperacdo nas duas situacdes dificilmente serd a
mesma, ja que na primeira situacao o analito esta disponivel em solucdo e na
segunda existem as tortuosidades do tecido que podem alterar a
recuperacdo. In vivo apenas a retrodialise € realizada, considerando que
didlise e retrodialise sdo iguais (Sjoberg et al., 1992).

7

A microdialise frequentemente é empregada em estudos que
relacionam farmacocinética e farmacodinamica (PK-PD), ja que é possivel
medir os eventos farmacol6gicos assim como a variacdo da concentracao do
farmaco de interesse. Através dessa abordagem, € possivel caracterizar
essas relacdes e contribuir para a otimizacdo de posologias j& que as
complexas relagcbes envolvidas entre dose e resposta podem ser bem
caracterizadas com o monitoramento desses eventos na biofase (Chaurasia

et al., 2007).

4. Modelagem farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD)

A modelagem PK-PD visa relacionar as concentragbes de farmaco
atingidas no sangue ou em oOrgdos-alvo com os efeitos farmacolégicos

correspondentes. E uma ferramenta promissora muito utilizada atualmente
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para a previsdo e a simulacdo de perfis de efeito em funcdo do tempo,
aplicaveis na otimizacdo de terapias farmacoldgicas. A obtencdo dos
parametros utilizados para a geracdo desses perfis se da a partir da
integracdo dos dados gerados em estudos independentes de farmacocinética
e farmacodinamica, que permitem caracterizar, respectivamente, a variacao
das concentracfes plasmaticas em funcdo do tempo e a variacdo do efeito
obtido em fungéo da concentracdo (Csajka, 2006).

Através da integracdo da farmacodinAmica e farmacocinética é
possivel prever a extensdo e o0 curso do tempo de efeitos desejaveis e
indesejaveis e construir um regime posolégico de forma a maximizar a
eficacia e minimizar efeitos adversos (Church et al., 2009).

Os modelos farmacodinamicos mais utilizados para descrever a
relacdo concentracdo versus efeito do farmaco sdo os modelos Emax € Emax-
Sigmoidal. Estes modelos possuem duas propriedades importantes:
determinar o efeito nulo na auséncia do farmaco e prever o efeito méaximo
gue um farmaco pode produzir (Derendorf e Meibohm, 1999).

O modelo Enax descreve o efeito do farmaco em relagéo a variacao da
dose através de uma relacao hiperbdlica. O modelo de Enax- Sigmoidal, que
€ uma variacdo do primeiro, € utilizado quando a curva dose-efeito ndo pode
ser descrita de forma hiperbdlica simples. O modelo Enax - Sigmoidal é
descrito pela seguinte equacao (Derendorf e Meibohm, 1999):

_E,..D"
" DE[, +D’
3)

onde E é o efeito do farmaco; Enax € 0 efeito maximo obtido pelo farmaco; D

(Eq.

€ a dose do farmaco; DEsp € a dose do farmaco que produz 50 % do efeito
maximo; n é o fator de Hill, que influencia a curvatura da curva efeito-
concentragéo.

Na modelagem PK-PD o termo relacionado a dose (D) pode ser
substituido pelas equacdes que descrevem o0s modelos farmacocinéticos
compartimentais, possibilitando assim, uma verdadeira integragdo entre a

farmacodinamica (descricdo da relacéo entre dose/concentracdo e efeito) e a
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farmacocinética (descricdo do curso das concentracdes plasmaticas versus
tempo) (Derendorf e Meibohm, 1999).

O modelo farmacodinamico inibitério também pode ser empregado
para descrever o efeito inibitério de um farmaco. No caso do estudo de um
farmaco inibidor enziméatico, esse modelo que estd mostrado na Eg. 4, pode
ser utilizado para descrever a inibicdo da DPP-4 pelo farmaco (Kwon, 2001).

 1paC
°ICk +C" (Eq.4)

Onde Eo € o efeito observado quando ndo ha farmaco presente no

sistema, |, € o efeito maximo inibitorio atingido pelo farmaco, IC,, ¢ a

m
concentracdo plasmatica na qual 50% do efeito inibitério maximo é atingido, n
€ o fator de Hill e C sédo as concentragfes atingidas pelo farmaco na biofase
estudada (Kwon, 2001).

A modelagem PK-PD de antidiabéticos torna-se particularmente
importante por ser uma abordagem promissora para a melhor compreensao
dos mecanismos envolvidos no sistema glicose-insulina, para estudar e
prever efeitos farmacoldgicos desejados e indesejados atingidos pelas
concentracfes plasmaticas do farmaco em estudo e também é uma
ferramenta Util para o entendimento da progresséao da doenca (Landersdorfer
et al., 2008).

Esse tipo de abordagem ja foi realizado para distintas classes
terapéuticas, destacando-se a modelagem PK-PD de antibidticos (Bergen et
al., 2012) e analgésicos (Lorenzini et al., 2012). Para os antidiabéticos orais,
essa abordagem foi pouco explorada, no entanto, 0 modelo de Enasx foi
igualmente aplicado para candidatos a farmaco do grupo das sulfoniluréias
(Byron et al. 1994) e farmacos usados na clinica como a metformina (Lee &
Kwon, 2004, Hong et al., 2008, Chae et al., 2012) e glimepirida (Yun et al.;
2006).

Na literatura pode-se observar que ainda existem poucos estudos
explorando a modelagem PK-PD como ferramenta para melhor compreensao
da relacéo entre concentracdo-efeito de farmacos antidiabéticos orais. Além

disso, esses trabalhos empregaram modelos de alta complexidade ou tiveram
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insucesso no estabelecimento de relagcbes PK-PD adequadas, como foi o
caso do estudo de Byrom (1994). Essa reduzida disponibilidade de dados a
respeito dessas relagdes justifica a necessidade de aplicacdo de abordagens
nesse sentido, incluindo-se nesse grupo, 0s novos agentes antidiabéticos do
grupo dos inibidores da DPP-4, que sdo 0os mais novos farmacos existentes
no mercado para a terapia oral contra a diabetes e que ainda possuem
poucos estudos nesse contexto.

Os reduzidos modelos relacionando PK e PD relatados na literatura
para farmacos antidiabéticos possuem medidas apenas no sangue de
animais ou humanos. A medida na biofase torna-se particularmente
importante por apresentar um atraso no efeito comparado com as
concentracbes plasmaticas. Os modelos existentes ndo conseguem
relacionar os dados plasmaticos com precisdo farmacocinética e
farmacodinamica, ja que alguns modelos utilizam previsdo de valores
possivelmente encontrados nos tecidos mas nao possuem dados reais para
serem comparados (Landersdorfer et al., 2008; Landersdorfer et al., 2012b).

Para a vildagliptina h4 um estudo de PK-PD que avaliou durante 28
dias a farmacocinética plasmatica em 13 pacientes diabéticos, assim como a
atividade da DPP-4. Os pacientes receberam o farmaco via oral nas doses de
10, 25,100 mg ou placebo duas vezes ao dia. Os autores utilizaram um
modelo alvo-mediado pela disposicdo do farmaco no qual a capacidade
limitante de ligacdo da vildagliptina na enzima no plasma sugeriu que o
farmaco sofre dissociacdo da enzima através de um processo de primeira
ordem com eliminagdo paralela gerando um metabdlito inativo. De acordo
com a farmacocinética, com as medidas da atividade da DPP-4 observadas e
com a simulacdo matematica utilizada, a quantidade de DPP-4 no
compartimento tecidual foi estimada como sendo 2000 maior que a existente
no compartimento central. Esse dado sugere que a capacidade inibitoria do
farmaco nos tecidos seria muito maior que a observada no plasma e
explicaria a ndo linearidade plasmatica encontrada pelos autores. O modelo
utilizado ndo considera, por exemplo, se ha outro ligante endégeno da DPP-4
gue impossibilitaria a ligacdo do farmaco nos tecidos e a disponibilidade
enzimatica seria a mesma que a plasmatica ja que essa estimativa tecidual

foi simulada e ndo medida nos tecidos (Landersdorfer, 2012b).

44



Nesse contexto, considerando a necessidade de respostas para
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na farmacocinética da
vildagliptina, se insere a proposta de avaliacdo das rela¢des farmacocinéticas
e farmacoldgicas teciduais que serdo exploradas nesse trabalho.
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Esse capitulo aborda o desenvolvimento de metodologia analitica em
cromatoégrafo liquido acoplado a detector massa-massa para quantificacao de
vildagliptina em amostras de plasma de ratos Wistar diabéticos.

A metodologia foi validada segundo o guia do Food and Drug
Administration (FDA, 2001), Utilizou-se cimetidina como padrao interno,
coluna e pré-coluna de fase reversa Cl18 e iluicAo isocratica
acetonitrila:acetato de aménio 5mM (75:25). O fluxo utilizado foi de 0,4
mL/min e o volume de injegdo de 15 pL. Foram monitoradas as transi¢cdes
dos ions pai e filho de vildagliptina e cimetidina, essas foram: m/z 304,19 —
153,90 e m/z 253,1 — 159,0, respectivamente. O processamento das
amostras ocorreu por precipitacdo protéica com solvente organico
(acetonitrila basificada 2:1) e apresentou uma recuperacdo de 65%. As
curvas padrao foram lineares (r > 0,99) na faixa de concentracédo de 50 a
10000 ng/mL. Os demais parametros como especificidade, exatiddo e
especifidade também foram avaliados. O estudo de estabilidade da
vildagliptina em plasma foi conduzido em diferentes condigbes experimentais
nas quais as amostras foram expostas.

O método foi empregado para a quantificacdo do farmaco em plasma apos
administracao intravenosa de 50 mg/kg a ratos machos Wistar diabéticos (n =
6). O diabetes foi induzido nos animais de acordo com o protocolo descrito

por Lerco e colaboradores, 2003. A metodologia mostrou-se adequada e
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sensivel para a caracterizacdo do perfil farmacocinético, ja que foi possivel
guantificar a vildagliptina por tempo superior a 3 tempos de meia vida,

indicando estar de acordo com o objetivo proposto.
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Esse capitulo aborda o desenvolvimento de metodologia analitica em
cromatoégrafo liquido acoplado a detector massa-massa para quantificacao de
vildagliptina em amostras de microdialisado dos tecidos hepéatico e muscular
em ratos Wistar diabéticos.

A metodologia foi validada segundo o guia do Food and Drug
Administration (FDA, 2001), Utilizou-se coluna e pré-coluna de fase reversa
C18 e iluicdo isocrética acetonitrila:acetato de aménio 5mM (95:5). O fluxo
utilizado foi de 0,4 mL/min e o volume de injecdo de 10 pL. Foram
monitoradas as transi¢cdes dos ions pai e filho de vildagliptina m/z 304,19 —
153,90. As curvas padrao foram lineares (r > 0,99) na faixa de concentracéo
de 10 a 1875 ng/mL. Os demais parametros como especificidade, exatidao e
especifidade também foram avaliados. O estudo de estabilidade da
vildagliptina em plasma foi conduzido em diferentes condicdes experimentais
nas quais as amostras foram expostas.

Foi realizada calibracdo das sondas de microdialise nos dois tecidos
investigados, sendo a recuperacao de 30%. O método foi empregado para a
qguantificacdo do farmaco apds administracdo intravenosa de 50 mg/kg a
ratos machos Wistar diabéticos (n = 6). O diabetes foi induzido nos animais
de acordo com o protocolo descrito por Lerco e colaboradores, 2003. A
metodologia mostrou-se adequada e sensivel para a caracterizacédo do perfil
farmacocinético, sendo possivel quantificar a vildagliptina por tempo superior

a 3 tempos de meia vida. Os perfis dos dois tecidos foi bastante semelhante,
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podendo até mesmo serem sobrepostos. Esse foi o primeiro relato sobre a

farmacocinética tecidual de um inibidor da DPP-4.
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No presente capitulo é mostrado o perfil farmacocinético plasmatico e
tecidual da vildagliptina em ratos Wistar sadios e diabéticos. O grupo
diabetico recebeu as doses de 50 e 75 mg/kg via intravenosa, enquanto que
o grupo sadio recebeu apenas a dose de 50 mg/kg através da mesma via.

Foi realizada andlise ndo-compartimental (software Excel ®) e
compartimental (software Scientist ®). dos dados plasmaticos dos dois
grupos. Na andlise compartimental, o perfil foi corretamente descrito pelo
modelo de 2 compartimentos, sendo esse modelo utilizado para prever as
concentragfes teciduais. A penetracdo tecidual do farmaco no figado dos

animais diabéticos apds a administracdo das doses de 50 mg/kg e 75 mg/kg

77



foi de 0,22 + 0,13 e 0,23 £ 0,17, respectivamente. No musculo de
animais diabéticos a penetracdo tecidual apos a administracdo das doses de
50 mg/kg e 75 mg/kg foi de 0,17 = 0,06 e 0,23 + 0,17, respectivamente. Os
animais sadios apresentaram uma penetracdo tecidual no figado de 0,02 +
0,01 e no musculo de 0,18 + 0,03. Embora na literatura alguns autores
tenham previsto atrevés de modelos matematicos que a concentracao
tecidual de vildagliptina € superior as plasméticas, os resultados mostrados
nesse estudo apresentam concentracdes teciduais inferiores as previstas na

literatura.
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DISCUSSAO GERAL







As terapias classicas existentes para o controle glicémico geralmente
requerem associacdes por ndo ter uma resposta adequada ou possuir efeitos
adversos muito significativos. A classe dos inibidores da DPP-4 mostra-se
como uma classe promissora para o controle da doenca por ndo causar
tantos efeitos colaterais quanto os tratamentos usuais. A investigacdo dos
perfis teciduais, inéditos na literatura, apresentam-se como uma ferramenta
gue possibilita o maior entendimento dos mecanismos envolvidos na doenca,
principalmente quando é considerado que a maior expressdo da enzima
DPP-4 ocorre nos tecidos e ndo no sangue, onde foram conduzidas as
avaliacdes dessa ordem presentes na literatura.

Visando atingir o objetivo geral do trabalho, primeiramente foram
desenvolvidas metodologias analiticas para quantificacdo do farmaco nos
tecidos e no plasma através de metodologia analitica que empregou
cromatoégrafo liquido acoplado a detector de massas.

Na metodologia utilizada para quantificar a vildagliptina no sangue, 0
método foi linear em uma ampla faixa de concentracao, a qual variou entre 50
e 10.000 ng/mL. O método de extracdo protéica empregado foi precipitacao
com acetonitrila basificada, o que levou a recuperacdes constantes em toda a
faixa analitica avaliada de aproximadamente 65%. O tempo de retencdo do
farmaco foi de 1,7 minutos e do padrédo interno (cimetidina) de 1,50 minutos,
sendo o tempo total de corrida analitica de apenas 3 minutos. Nao foram
observados metabdlitos nas amostras avaliadas e a estabilidade do farmaco
em plasma foi monitorada para evitar possiveis situacbes nas quais 0
farmaco sofreria algum tipo de degradacao. O método foi validado segundo a
guia de validacdo de metodologia bioanalitica do FDA, apresentando
sensibilidade e seletividade suficientes para caracterizar o peffil
farmacocinético estudado.

O meétodo desenvolvido para quantificacdo do farmaco no
microdialisado apresentou uma ampla faixa de quantificagcdo, que variou de
10 a 1875 ng/mL. Essa é a maior faixa de concentracdo descrita na literatura
para quantificagéo de vildagliptina em matriz aquosa. Apoés a validagéo desse
método, segundo as exigéncias do FDA, calibracbes das sondas in vitro e in
vivo foram realizadas a fim de conhecé-las previamente ao experimento

farmacocinético tecidual.
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Na calibracdo in vitro realizou-se dialise e retrodialise que
apresentaram a mesma recuperacdo, de aproximadamente 30%. Nas
calibracBes in vivo apenas a técnica de retrodialise foi empregada, gerando
uma recuperacdo meédia de 30% tanto no figado como no musculo.

A fim de avaliar a aplicabilidade do método analitico, foi realizada
avaliacdo farmacocinética nos tecidos estudados. O meétodo foi capaz de
caracterizar os perfis teciduais e ndo foi detectada a presenca de metabdlitos
ou outros componentes enddégenos que pudessem prejudicar a leitura das
amostras. Da mesma forma que foi avaliada a estabilidade da vildagliptina
em plasma, na matriz aquosa, também foi realizado esse estudo, garantindo
a integridade do farmaco nas condi¢des experimentais empregadas.

Apés as validacbes de metodologias analiticas e comprovada suas
aplicabilidades na caracterizacdo de perfis farmacocinéticos plasmaticos e
teciduais e avaliadas as calibracfes das sondas de microdialise, avaliacfes
farmacocinéticas com diferentes doses foram realizadas. Foi avaliado o perfil
farmacocinético apos as doses de 50 e 75 mg/kg em animais diabéticos e a
dose de 50 mg/kg nos animais sadios. A via de administracdo foi sempre
intravenosa.

A ligacdo as proteinas plasmaticas apresentou um valor médio de
9,5%, estando esse valor de acordo com descrigdes na literatura (He et al.,
2007). O perfil farmacocinético plasmatico foi avaliado através das
abordagem compartimental e ndo compartimental. Na avaliacao
compartimental o modelo escolhido foi 0 modelo de dois compartimentos. Os
parametros farmacocinéticos ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os diferentes grupos estudados, indicando linearidade
farmacocinética nas doses e espécie avaliados.

A partir da selecdo do modelo de dois compartimentos e com posse
dos valores das constantes hibridas A, B, a e (3, realizou-se a previsdo das
concentracdes teciduais no software Scientist® e comparou-se essa previsao
com os dados teciduais experimentais obtidos por microdialise. Observou-se
gue a previsdo do modelo gerou um perfil tecidual com concentracdes
maiores que as encontradas na medida direta do tecido. Esse dado contraria

dados de literatura que, a partir de concentracdes plasmaticas, previram
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niveis de vildagliptina teciduais superiores aos plasmaticos (Landersdorfer et
al., 2012).

Esses resultados sé@o pioneiros na literatura, sendo o primeiro registro
de microdialise tecidual de um inibidor da DPP-4, e demonstra a importancia
de medidas teciduais experimentais.

Outro ponto que deve ser observado € que, apesar da reduzida
concentracdo encontrada na pratica experimental comparada com previsdes
matematicas, esses niveis reais de exposicdo ainda conseguem atingir o
efeito farmacoldgico, uma vez que o valor de concentracdo necessaria para
inibir 50 % da enzima (ICsp) € de 4,5 nM, sendo esse valor inferior as

concentracdes presentes nos tecidos.
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CONCLUSOES







As metodologias analiticas para quantificacdo da vildagliptina em
microdialisado e plasma foram desenvolvidas e validadas. Ambos
métodos apresentaram linearidade, exatidao, precisdo, especificidade
e sensibilidade, sendo adequadas para determinacdo dos perfis
teciduais e plasmaticos investigados;

As calibracdes in vitro e as calibracdes in vivo avaliadas em figado e
musculo apresentaram valor médio de recuperacgéo de 30%;

A fracdo plasmatica livre do farmaco determinada in vitro por
microdiélise foi de 90,5 * 3,23 %j;

O perfil farmacocinético plasméatico foi corretamente descrito pelo
modelo de 2 compartimentos;

A previsdo matematica realizada com o emprego do modelo de dois
compartimentos gerou perfis teciduais superiores aos observados
experimentalmente;

O perfil tecidual nos tecidos investigados, figado e mdasculo, foi
semelhante nos animais diabéticos.

Nos animais sadios o masculo apresentou perfil semelhante aos perfis
dos animais diabéticos, entretanto no figado o farmaco apresentou
concentragbes quarenta vezes menores que as observadas nos

animais diabéticos.
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