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RESUMO

Objetivos: Avaliar a farmacocinética e a distribuicdo tecidual do benzaldeido
semicarbazona livre (BS) e incluso em p-Ciclodextrinas (BS/B-CD) apds
administracdo de diversas doses por diferentes vias de administracao. Metodologia:
As concentracbes plasmaticas de BS foram quantificadas através de método
analitico por CLAE-UV desenvolvido e validado, apds administracdo das doses de
10 mg/kg i.v. bolus e 50 e 100 mg/kg p.o. da droga livre e 10 mg/kg i.v. bolus e 50
mg/kg p.o. da droga complexada a ratos Wistar (n = 8 animais/grupo). Os perfis
plasmaticos foram avaliados individualmente pelas abordagens nao-compartimental
e compartimental para determinacao dos parametros farmacocinéticos. A avaliacao
compartimental foi realizada utilizando software Scientist 2.0.1 (Micromath®). A
ligacdo do BS a proteinas plasméticas foi determinada por ultrafiltragdo na faixa de
1,0 a 60,0 ug/mL. O perfil de penetracao tecidual da droga livre e complexada foi
investigado em diferentes 6rgéos utilizando o método de homogeneizado de tecido
até 5 h apés administracdo de dose 10 mg/kg i.v. A penetracéo cerebral também foi
avaliada para a droga livre e inclusa em B-CD apés a dose de 50 mg/kg até 4 h apéds
administracao (n = 3 animais/tempo coleta). Resultados e Discussao: A fraco livre
do BS em plasma de ratos foi de 34 £ 5%. O modelo de um compartimento
descreveu adequadamente todos os perfis plasmaticos estudados. Apds doses
intravenosa (10 mg/kg) e oral (50 mg/kg), parametros farmacocinéticos como Vd (1,6
+ 0,5 e 22 + 0,8 L/kg, respectivamente) e Cls (1,4 £ 0,5 and 1,8 £ 0,5 L/h-kg,
respectivamente) foram maiores para o BS complexado em relagdo a droga livre,
embora os t1» (0,8 + 0,1 h') mantiveram-se similares (p < 0,05). A biodisponibilidade
oral do BS/B-CD (~37%) foi aproximadamente o dobro daquela observada para a
droga livre (~20%). O fator de penetracao cerebral apds doses intravenosa (2,8) e
oral (2,5), assim como tempo de residéncia médio, foram maiores para a droga
complexada, independente da via de administracdo avaliada. Conclusodes: A
farmacocinética do BS livre e complexado mostra uma rapida distribuicao tecidual e
uma rapida eliminagdo. A maior penetracdo cerebral do complexo em relacdo a
droga livre mostra que a -CD é uma estrutura capaz de vetorizar, reter e modificar a
liberacdo do BS nesse 6rgao, explicando os achados farmacodinamicos prévios.

Palavras chave: Anticonvulsivante, Benzaldeido Semicarbazona, Farmacocinética,

Distribui¢céo Tecidual, B-Ciclodextrina.






ABSTRACT
Preclinical evaluation in rodents of the pharmacokinetic profile of
benzaldehyde semicarbazone free and complexed with B-cyclodextrin

Purpose: This study aimed to investigate the pharmacokinetics and tissue
distribution of benzaldehyde semicarbazone (BS) free and complexed with j-
cyclodextrin (BS/B-CD) after administration to rodents at different doses by diverse
routes. Methodology: BS plasma concentrations were determinated in Wistar rats
after administration of 10 mg/kg i.v bolus and 50 and 100 mg/kg p.o. for the free drug
and 10 mg/kg i.v. bolus and 50 mg/kg for the BS/B-CD (n = 8/group), using a HPLC-
UV method specifically developed and validated. Individual plasma profiles obtained
were evaluated by non-compartmental and compartmental approaches, using the
software Scientist 2.0.1 (MicroMath®), analysis to determine the pharmacokinetic
parameters. BS protein binding was determined by ultrafiltration at a concentration
range of 1.0 a 60.0 ug/mL. BS tissue penetration after free or 3-CD-complexed drug
administration was investigated in different tissues homogenates up to 5 h after i.v.
bolus dosing of 10 mg/kg dose. Brain penetration of the free and complexed drug
was also evaluated up to 4 h after administration of 50 mg/kg p.o. dose (3
animals/time point). Results and Discussion: BS free fraction in plasma was 34 *
5%. The one-compartmental model described adequately the plasma profiles of all
groups investigated. After i.v. (10 mg/kg) and p.o. (50 mg/kg) doses, pharmacokinetic
parameters such as V4 (1.6 £ 0.5 € 2.2 £ 0.8 L/Kkg, respectively) and CL (1.4 £ 0.5
and 1.8 £ 0.5 L/h-kg, respectively) were higher for the BS/B-CD than for the free drug,
although the ti» (0.8 + 0.1 h™') remained the same (p < 0.05). The oral bioavailability
of the BS/B-CD (~ 37%) was approximately 2-fold of that observed for the free BS (~
20%). The brain penetration factor after i.v. (2.8) and p.o. (2.5) doses, as well as the
mean residence time, were higher after BS/B-CD dosing than after free drug dosing,
regardless of the route administrated. Conclusions: BS pharmacokinetics (free and
complexed) showed a fast tissue distribution and elimination. The higher brain
penetration of the drug after the administration of the complex reveals that the 3-CD
may be a potential system to carrier, retain and change the delivery of BS in this
organ, explaining the previous pharmacodynamic results.

Keywords: Anticonvulsant, Benzaldehyde Semicarbazone, Pharmacokinetics,

Tissue Distribution, B-Cyclodextrin.
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1.  INTRODUCAO
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A epilepsia compreende os disturbios de funcao cerebral caracterizados pela
ocorréncia periddica e imprevisivel de convulsdes, as quais, em geral, causam
comprometimento transitério da consciéncia, ndo somente expondo os individuos a
riscos de lesbes fisicas, mas também a restricbes sociais que, na grande maioria
das vezes, séo injustificadas (GOODMAN & GILMAN, 2001).

Por estar associada a transtornos neurolégicos graves e ser uma doenca
freqiente em paises em desenvolvimento, com aproximadamente 340 mil a 900 mil
casos somente no Brasil considerando a estimativa mundial (1% de prevaléncia
pontual), a epilepsia pode ser considerada como um problema de saude publica,
gerando elevados custos no tratamento dos pacientes e um impacto significativo
sobre a balanca econdémica desses paises (GALLUCCI NETO & MARCHETTI,
2005).

A presenga de epilepsia é definida pela recorréncia de crises epilépticas
espontaneas, nao provocadas por febre, colapsos agudos do sistema nervoso
central (SNC) ou desequilibrios toxico-metabdlicos graves. A classificacdo das crises
epilépticas se baseia na sintomatologia clinica apresentada pelo paciente e em seus
achados eletroencefalograficos (EEG), sendo reconhecidas duas categorias
principais: crises convulsivas parciais e crises convulsivas generalizadas, apesar de
haver alguma superposicdo e muitas variedades de cada uma delas (BEN-
MENACHEM et al., 1999; GALLUCCI NETO & MARCHETTI, 2005; RANG, 2007). As
crises convulsivas parciais comecam focalmente em uma regido do cértex cerebral e
tendem a permanecer localizadas, produzindo sintomas simples sem perda de
consciéncia, tais como contragdes musculares e descarga autbnoma. As convulsdes
generalizadas, cujas principais categorias sdo as convulsdes ténico-clénicas e as
auséncias, envolvem todo o cérebro produzindo atividade elétrica anormal em
ambos os hemisférios, com perda imediata da consciéncia (RANG, 2007). A correta
caracterizacao clinica das crises para cada paciente é fundamental, uma vez que
orientara racionalmente o tratamento (BEN-MENACHEN et al., 1999).

O tratamento da epilepsia é sintomatico, no sentido de que os farmacos
disponiveis inibem as convulsdes, ndo existindo profilaxia eficaz nem cura. A
utilizagdo de um uUnico agente anticonvulsivante e o seu monitoramento terapéutico

facilitam a otimizagdo do tratamento, além de minimizarem a ocorréncia de efeitos



MOACIR KAISER INTRODUCAO

toxicos (GOODMAN & GILMAN, 2001). Apesar de um bom progndstico, estima-se,
no entanto, que entre 25 e 30% dos pacientes acometidos pelas crises nao
apresentam melhora clinica ao longo do tratamento com farmacos
anticonvulsivantes atualmente comercializados (WHO, 2001; MCCORRY et al,
2004). O insucesso da terapia deve-se a varios fatores: 1) falta de adesdo ao
tratamento medicamentoso prolongado, acompanhado pelos efeitos adversos de
muitos farmacos, cuja gravidade vai desde o comprometimento minimo do SNC até
a morte por anemia aplasica ou insuficiéncia hepatica; 2) diagnostico incorreto
associado a falta de conhecimento sobre as causas e o tratamento ideal das crises;
3) dificuldades de acesso a centros especializados de tratamento; 4) néo
reconhecimento da epilepsia como um problema de saude publica, levando a
restricoes na aquisicdo de medicamentos anticonvulsivantes em funcdo dos
onerosos custos; 5) numero limitado de alternativas terapéuticas, sendo a fenitoina,
a carbamazepina, o fenobarbital e o acido valpréico os farmacos mais utilizados na
terapéutica (SHORVON & FARMER, 1988; RANG, 2007; GOODMAN & GILMAN,
2001; MEINARDI et al., 2001).

No curso de investigacdes, descoberta e desenvolvimento de novas
estruturas com atividade anticonvulsivante, o planejamento racional de farmacos
solidificou-se nas técnicas de modelagem molecular e relacdo estrutura quimica-
atividade biolégica quantitativa (DIMMOCK et al., 1993; YOGEESWATI et al,
2005a).

A necessidade e a busca constante de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da epilepsia encontrou no grupo de arilsemicarbazonas protétipos
bastante promissores, embora ndo haja muita semelhanca estrutural deste grupo de
compostos quando comparado a outros grupos de farmacos anticonvulsivantes
amplamente utilizados no tratamento das crises (DIMMOCK et al, 1993;
YOGEESWATI et al., 2005a; YOGEESWATI et al., 2005b).

O benzaldeido  semicarbazona (BS) €é um dos compostos
arilsemicarbazénicos que demonstrou promissora atividade anticonvulsivante,
embora varidvel segundo modelo experimental utilizado. Por apresentar
neurotoxicidade inferior, ser passivel de administracdo oral e apresentar maior

potencial anticonvulsivante pela mesma via de administragdo quando comparado em
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estudos pré-clinicos a outros farmacos desta classe terapéutica, o BS constitui-se
em alternativa terapéutica promissora para tratamento das desordens epilépticas
(DIMMOCK et al., 1993; DIMMOCK et al., 1995a; DIMMOCK, et al., 2000; BERALDO
et al., 2002).

A inclusdo deste composto em B-ciclodextrinas proporcionou a melhora de
varios aspectos farmacéuticos e farmacolégicos. Além de aumentar a solubilidade
em meio aquoso, a complexacdo permitiu reducdo da dose necessdria para
atividade anticonvulsivante minima (BERALDO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2003),
melhorando, provavelmente, aspectos farmacocinéticos de absorcao oral (aumento
da biodisponibilidade) e biodistribuicdo do composto ao longo do compartimento de
efeito.

Frente aos resultados farmacologicos obtidos em animais, justifica-se a
avaliacao farmacocinética pré-clinica do BS livre e de sua incluséo em J-
ciclodextrina, uma vez que o composto apresenta boa atividade anticonvulsivante
em diferentes modelos experimentais de epilepsia avaliados e baixa toxicidade,
sugerindo indice terapéutico elevado.

A avaliagdo farmacocinética pré-clinica visa determinar numericamente
parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo da droga sob
investigacdo. Embora os estudos farmacocinéticos em humanos sejam mais
minuciosos, detalhados e abrangentes, informacdes preliminares, obtidas a partir de
ensaios em animais, sdo necessarias para nortear o delineamento dos estudos

clinicos.
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O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil farmacocinético do
benzaldeido semicarbazona livre (BS) e de sua forma de inclusdo em B-Ciclodextrina
(BS/B-CD).

Os objetivos especificos foram:

e Desenvolver e validar metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para doseamento do BS em plasma de ratos;

e Determinar os parametros farmacocinéticos do BS livre ap6s administracdo a

ratos Wistar pelas vias intravenosa e oral, em diferentes doses;

e Determinar os parametros farmacocinéticos do composto de inclusdao BS/B-CD
pelas vias intravenosa e oral apés administracdo de dose uUnica em ratos
Wistar;

e Determinar a penetragao tecidual (cérebro, coracdo, figado, pulmao, rim, baco
e tecido adiposo) do BS apds administracdo a ratos Wistar de dose unica 10

mg/kg i.v. bolus sobre a forma de BS livre e de complexo BS/B-CD;

e Determinar a penetracao cerebral do composto BS ap6s administracao oral de

50 mg/kg a ratos Wistar sob a forma de BS livre e de complexo BS/B-CD;

e Determinar a ligacao do BS a proteinas plasmaticas de ratos Wistar.
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3.1.  ARILSEMICARBAZONAS

As arilsemicarbazonas (Figura 1) compreendem um amplo grupo de
compostos com baixo custo de obtencdo e facil administracdo oral, além de
apresentarem atividade anticonvulsivante superior a muitos farmacos atualmente
utilizados como fenitoina, carbamazepina, e valproato de sédio (DIMMOCK et al.,
1995a; BERALDO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2003).

Outras caracteristicas importantes do grupo, € que os tornam candidatos
potenciais a farmacos anticonvulsivantes, estdo relacionadas ao seu baixo indice de
neurotoxicidade e hepatotoxicidade nas doses usualmente testadas (DIMMOCK et
al., 2000; PANDEYA et al., 2000; YOGEESWARI et al, 2005b; THIRUMURUGAN et
al., 2006). Sdo compostos que, assim como muitos farmacos utilizados clinicamente,
apresentam os requisitos estruturais minimos necessarios a atividade
anticonvulsivante, com a vantagem de nao conter a funcao dicarboximida, a qual é
responsavel pelo aparecimento de grande parte dos efeitos toxicos (DIMMOCK et
al., 1993). A curta duracao do efeito para a maioria dos componentes desta classe,
entretanto, pode ser considerada um obstaculo ao seu uso terapéutico, uma vez que
dificultaria o regime posolégico diario (DIMMOCK et al., 2000).

Além da atividade anticonvulsivante, o grupo de arilsemicarbazonas
apresenta um amplo perfil farmacolégico e representa uma importante classe de
compostos cujas propriedades tem sido extensamente estudadas na quimica
medicinal. Estudos associam estes compostos a propriedades antibacterianas
(SRIRAM et al.,, 2004), antineoplasicas (ASSIS et al, 1996), anti-hipertensivas
(WARREN et al., 1977), antinociceptivas e antiinflamatérias (ROCHA et al., 2006).

3.1.1. Relagao Estrutura Quimica-Atividade Biolégica

A relagéo estrutura quimica-atividade anticonvulsivante das
arilsemicarbazonas esta associada a presenca de duas areas de interacao, as quais
foram denominadas como sitios de ligagao para atomos de hidrogénios e sitios de
ligacdo para grupamentos arilicos (DIMMOCK et al. 1995b).
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A Figura 2 mostra as possiveis interagdes por pontes de hidrogénio entre os
atomos 1, 3, 5 e 7 do grupamento semicarbazona e a cadeia peptidica de um
receptor hipotético (DIMMOCK et al. 2000). Estudos mostram que o grupamento
amino terminal (8) ndo é essencial para a atividade anticonvulsivante e sua troca por
um grupamento metila melhora esta propriedade, uma vez que aumenta o numero
de hidrogénios disponiveis para interagir com o sitio de ligacdo enddgeno, porém,
com o inconveniente de aumentar neurotoxicidade (DIMMOCK et al, 2000). Contudo,
enquanto a substituicao por um grupamento fenilamino é melhor tolerada, a
substituicdo por grupamentos aril geralmente inativam a molécula, sugerindo que a
bioatividade € dependente do tamanho do grupo incorporado a regido amino
terminal (8) (DIMMOCK et al., 1996).

R1
O

I I

H H H
a:R1=R2=H f: R1 = 2-Cl; R2 = 4-Cl
b:R1=2-Cl;R2=H g: R1 = 2-Cl; R2 = 6-Cl
c:R1=3-Cl;R2=H h: R1 = 3-Cl; R2 = 4-ClI
d:R1=4-Cl;R2=H i R1 =4-OCHj3; R2=H
e: R1 = 2-Cl; R2 = 3-ClI

| | H H

H H R
a: R =CHjs d: R = (CHy)sCHjs a: X =CH2
b:R=CH,CH; e:R=(CH)4CHs; b: X = CH2CH2
c:R= CH(CH3)2 f:R= C6H5 ¢: X=CH=CH

Figura 1. Representagdo estrutural de alguns compostos arilsemicarbazénicos
candidatos a farmacos anticonvulsivantes (Adaptado de DIMMOCK et al., 1993).

As alteracoes do atomo 1 por grupamentos metila conduzem a um aumento

de 2 vezes na atividade anticonvulsivante dos compostos, corroborando a hipétese
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de que quanto maior 0 numero de atomos de hidrogénios disponiveis para interagir
com o sitio, maior o efeito observado (DIMMOCK et al, 1993).

Além disso, pode-se observar na Figura 1 a presenca de um segundo
farmacoforo, onde substituintes lipofilicos em R' e R? induzem a um aumento na
atividade anticonvulsivante. No entanto, estudos revelam que a substituicdo do
grupamento aril por outros grupamentos hidrofébicos pode ser efetuada com
retencdo da atividade anticonvulsivante, indicando que os compostos em questao
atuariam em uma regiao especifica e de carater hidrofébico, ao invés de um sitio
exclusivamente arilico (DIMMOCK et al., 1995c).

Mudancgas do atomo de oxigénio (7) por isésteros (atomos de enxofre) nao
conduziram a melhoras nas propriedades anticonvulsivantes (DIMMOCK, et al.,
1996).

Area de interactes e o,
hidrofébicas >

R1

Sitio de interacéo para
atomos de hidrogénio

Figura 2. Sitios de interacdo hipotéticos para compostos arilsemicarbazénicos
(Adaptado de DIMMOCK et al., 2000).
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3.1.2. Mecanismo de Acao

O suposto mecanismo de acado farmacoldgica das arilsemicarbazonas ainda
nao foi completamente esclarecido e sua elucidacédo tem sido dificultada pela baixa
similaridade estrutural desses compostos frente a anticonvulsivantes classicos. Os
estudos, portanto, concentraram-se primeiramente na busca de mecanismos
anticonvulsivantes estabelecidos para farmacos dessa classe (Figura 3): 1) acao
agonista sobre os canais de cloreto; 2) acao inibitéria da GABAamino transferase
(GABA-T), enzima envolvida na degradagdo do neurotransmissor acido vy-
aminobutirico (GABA), o qual apresenta acao agonista sobre os canais de cloreto; 3)
bloqueio de descargas repetitivas e reducado na recuperacdo dos canais de sbdio
voltagem—dependente, 0 que estabilizaria as membrana neuronais pré-sinapticas,
impedindo a liberagdo de neurotransmissores excitatorios (BEN-MENACHEN et al.,
1999; GOODMAN & GILMAN, 2001).

Inicialmente, os resultados de binding in vitro, onde utilizaram-se membranas
singpticas ricas em receptores GABA, procedentes de homogenatos cerebrais de
ratos, concluiram que as arilsemicarbazonas se comportariam como agonistas
gabaérgicos, conforme ficou evidenciado pelo deslocamento de [*H]JGABA, o que
ndo ocorreu para o [*H]flunitrazepam radiomarcado (DIMMOCK et al., 1993). Além
disso, os resultados decorrentes de estudos em modelos animais sugeriam esta
hip6tese, tendo em vista que as arilsemicarbazonas oferecem protecédo contra crises
induzidas por picrotoxina e bicuculina, potentes agentes convulsivantes cuja acao se
da através de uma diminuicdo na afinidade dos receptores gabaérgicos pelo seu
neurotransmissor (DIMMOCK et al., 1993; YOGEESWATI et al., 2005b). No entanto,
o efeito de deslocamento de GABA radiomarcado e a protegcdo contra crises
convulsivantes induzidas pela administracdo de picrotoxina e bicuculina, além de
nao ocorrer para todos os compostos da classe testados, foram somente
observados para concentragdes elevados dos mesmos.

Estudos recentes sugerem, no entanto, a hip6tese de que a atividade
anticonvulsivante das arilsemicarbazonas envolveria mecanismos gabaérgicos
indiretos. Nesses trabalhos, animais tratados com compostos arilsemicarbazénicos
foram sacrificados para posterior remogcdo do tecido cerebral, o qual foi entdo
subdividido em suas diferentes fracbes anatbmicas, procedendo-se a analise das

11
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concentracdes de GABA das diferentes regides teciduais. Os resultados revelaram
aumentos significativos nos niveis de GABA em alguns homogenatos cerebrais, tais
como medula oblongata e regido cerebral média, em comparacao ao grupo controle,
provavelmente devido ao carater inibitorio, evidenciado tanto in vitro quanto ex vivo,
de alguns dos compostos testados frente a GABAamino transferase (GABA-T),
enzima responsavel pela degradacdo metabdlica deste neurotransmissor na fenda
sinaptica (YOGEESWATI et al, 2005a; YOGEESWATI et al, 2005b;
THIRUMURUGAN et al., 2006). Contudo, a variabilidade na inativacao enzimatica
para diferentes concentracbes dos compostos testados foi muito grande, e em
alguns casos, mesmo havendo aumento das concentragdes de neurotransmissor em
diferentes fragbes cerebrais dos animais submetidos aos testes, a inativagéo in vitro
e ex vivo da enzima mostrou-se extremamente baixa (YOGEESWATI et al., 2005b;
THIRUMURUGAN et al., 2006).

Meryo Terminal Excitatorio Mervo Terminal Inibitdrio
. Carbamazeping |: Il
r:-leurqnicu Fenitoina | Meurdnio
Pre-zinaptico Valproato Pré-sinaptico
Il Despolarizagio |
. .'_/ Yigaharina
glutamato
GaE,
glicing Benzodiszepinicos
rad
l Hat oo l Barbitoricos
(ol ‘nl
LY I
- | | [
e LS I B e GABA, L S
_'#,,.e- . Receptor b | H‘"‘m. - = Receptar | | | . S ~
ot e e R ~ - N — .
- . ~ -
f.r' i+ ""-‘\ ‘__,.--"" H“-\
rerdnio Meurdnio
Pég-sindptico Pds-sinaptica

Figura 3: Principais mecanismos de ag¢édo associados a farmacos anticonvulsivantes
(Adaptado de PODELL, 1998).
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Ensaios eletrofisiol6gicos recentes demonstraram que o0 suposto mecanismo
de agédo dos derivados arilsemicarbazdnicos envolveria o bloqueio e subsequente
inibicdo da despolarizacao eletrbnica dos canais de sodio voltagem—dependente.
Para estes estudos, foram selecionadas duas linhagens celulares: neurdnios
hipocampais de ratos, pela sua alta densidade em canais de sodio e células
embrionarias renais humanas, que sofreram insercdo de agentes plasmidiais
contendo regides do DNA de roedores necessarias para expressar canais de sodio
cerebrais tipo IIA. Utilizando técnicas de whole-cell patch-clamp para investigar e
quantificar as mudancgas de corrente elétrica em membranas celulares na presenca
de farmaco, evidenciou-se que o composto 4-(4-fluorofenoxi)benzaldeido
semicarbazona caracterizava-se como um potente inibidor desses canais, sendo que
o grau de inibicao da despolarizacao eletrbnica era diretamente proporcional a
concentracao do composto (ILYIN et al., 2005).

Embora estes achados tenham sido promissores, coerentes e relevantes,
novos estudos utilizando—se outros derivados arilsemicarbazénicos fazem-se

necessarios para consolidar os resultados observados.

3.2. BENZALDEIDO SEMICARBAZONA (BS)

3.2.1. Sintese e Aspectos Gerais

Entre a classe de arilsemicarbazonas, o benzaldeido semicarbazona (BS) é
um composto de sintese organica (Figura 4) (BABU et al, 2002) e analise
farmacéutica (BERALDO et al.,, 2002) relativamente simples, além de apresentar
baixo custo de obtencdo (DIMMOCK et al, 1995a). Esses aspectos, portanto,
favorecem sua producédo em escala industrial.

13
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SN ANH
NH2 NHCONHzHCI 4 CH,COO[Na] 4 C4H;COH —— EjA j)(

(@) (b) (c) (d)

Figura 4. Sintese orgénica do Benzaldeido Semicarbazona: (a) hidrocloridrato de
semicarbazina; (b) acetato de soédio; (c) benzaldeido; (d) benzaldeido
semicarbazona (BABU et al., 2002).

3.2.2. Estudos Farmacolégicos

A atividade anticonvulsivante, embora variavel entre o0s modelos
experimentais, foi descrita para o BS em diferentes ensaios indutores de crises
convulsivas: convulsdo induzida por eletrochoque (maximum electroshock induced
seizure - MES), convulsao audiogénica (audiogenic siazures - AS) e convulsao
induzida por pentilenotetrazol subcutédneo (subcutaneous pentylenetetrazole -
scPTZ) (DIMMOCK et al., 1993; DIMMOCK et al., 1995a; DIMMOCK et al., 1995b;
DIMMOCK et al., 2000; BERALDO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2003).

No modelo de MES, onde eletrodos sado implantados junto a orelha de
animais induzindo crises tonico-clénicas generalizadas por estimulos elétricos, o
efeito anticonvulsivante observado, além de rapido, com inicio 30 min apds
administragao, atingiu cerca de 90% dos animais (n = 5) para dose de 100 mg/kg/i.p.
(DIMMOCK et al., 1993; DIMMOCK et al., 2000; BERALDO et al., 2002; TEIXEIRA et
al., 2003). A atividade cessou ap6s 240 minutos do inicio do experimento
(DIMMOCK et al., 1993; DIMMOCK et al., 1995a; DIMMOCK et al., 2000). Para dose
de 50 mg/Kg/p.o., a auséncia total e imediata de crises em 100% dos animais (n = 4)
estendeu-se entre 12,5 e 120 min ap6s administracdo, ndo sendo mais observada
apos 240 min. Contudo, para doses de 30 mg/kg/p.o. de fenitoina, apenas 25% dos
animais (n = 4) apresentaram auséncia de crises nos primeiros 12,5 min, e,
decorridos 240 min, este percentual aumentou para 75% (DIMMOCK et al., 2000).
Esses resultados sugerem que o BS, além de apresentar 6tima atividade pela via
oral, € um farmaco cujo efeito é rapidamente alcangado, com a inconveniéncia de

um periodo de acdo muito curto, conforme ja observado para a maioria dos
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compostos arilsemicarbazénicos (DIMMOCK et al.,, 1993; DIMMOCK et al., 1995a;
DIMMOCK et al., 2000).

No modelo experimental de AS, no qual uma colénia de ratos WAR (Wistar
audiogenic rats) € geneticamente selecionada por apresentar crises convulsivas
quando sao submetidos a um som de alta intensidade (120 dB), a taxa de atividade
anticonvulsivante avaliada apds 30 min foi proporcional a dose de BS administrada
(50, 75 e 100 mg/kg/i.p.), sendo que a dose de 100 mg/kg/i.p. protegeu 83% (n = 5)
dos animais contra as crises (BERALDO et al., 2002). Este modelo aproxima-se
mais da condicdo dos pacientes epilépticos, uma vez que 0s animais ja nascem com

a caracteristica de apresentar convulsoes.

Em estudos com pentilenotetrazol (scPTZ), um potente indutor de crises
complexas de auséncia, observou-se que a dose minima de BS necessaria para
oferecer protecdo em 50% ou mais dos animais, transcorridos 30 min da
administracao, é bem superior (300 mg/kg/i.p.) (DIMMOCK et al., 1993; DIMMOCK
et al., 1995a; DIMMOCK et al., 2000).

Os resultados descritos mostram uma alta variabilidade no grau de atividade
anticonvulsivante obtido pelo BS entre os diferentes modelos experimentais de
convulsdo utilizados, a qual ndo depende somente da dose administrada, mas
também do tipo de crise convulsiva induzida (DIMMOCK et al., 2000). A diferenga
observada na inibicdo de crises induzidas pelos modelos experimentais de MES e
scPTZ suporta a idéia de que a atividade anticonvulsivante no MES é depende de
um sitio hidrofébico de interacdo (no caso, o grupamento aril) e de dois atomos
doadores de elétrons (grupamento semicarbazona), o que justificaria as doses
menores de BS necessarias para a observacao do efeito (DIMMOCK et al., 1995b).

Baseado na analgesia induzida por varios farmacos anticonvulsivantes
bloqueadores de canais de sbédio, como demonstrado para a carbamazepina
(BIANCHI et al., 1995), estudo recente utilizando ratos e camundongos evidenciou
que o BS apresenta propriedades antinociceptivas, antiedematogénicas e
antiangiogénicas. A reducao do efeito nociceptivo induzido pela administragéo de
formaldeido foi proporcional a dose testada (10, 25 e 50 mg/kg/i.p.). Contudo, o

mesmo nao ocorreu para outras formas de dor induzida, como hiperalgesia térmica e
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alodinia mecanica produzidas pela administracdo de carragenina, onde somente
doses elevadas de BS (50 mg/kg/i.p.) evidenciaram efeito analgésico. Na
investigacdo de uma possivel reducdo de edema de pata induzida por carragenina
em camundongos, verificou-se que, para as doses mais elevadas (50 mg/Kg/i.p.),
além do efeito antiedematogénico, havia prolongamento de duracédo da acao. Ainda,
em modelo experimental que consiste na implantacao subcutdnea de um disco
esponjoso de polieter-poliuretano no dorso de camundongos, o qual atuaria como
elemento indutor de resposta inflamatdria, desencadeando processos de
aterosclerose e injuria tecidual, evidenciou-se que a inibicdo do processo de
angiogénese decorrente da inflamacao era diretamente proporcional a dose de BS
administrada (0,25, 0,5 e 2,5 mg/kg/i.p.), fato observado pela queda dos niveis de
hemoglobina que eram retidos no dispositivo (ROCHA et al., 2006). Conforme
resultados experimentais acima descritos e devido a similaridade estrutural frente ao
4-(4-fluorofenoxi)benzaldeido semicarbazona, ja descrito como um potente inibidor
dos canais de sodio voltagem dependente de neurbnios excitatérios e inibidor de
quadros de alodinia e hiperalgesia em modelos experimentais de neuropatia
periférica em roedores (SHAO, et al., 2004)., sugere-se que esse também seria o
mecanismo de agao farmacolégico do BS nesses ensaios (ROCHA, et al., 2006).

3.2.3. Inclusdo em B-Ciclodextrinas

Além da curta duracao de efeito, outra grande desvantagem que afeta nao sé
o BS, mas também as arilsemicarbazonas em geral, é sua baixa solubilidade em
agua. Nesse sentido, visando melhorar aspectos farmacéuticos de solubilidade em
meio aquoso para aumentar a biodisponibilidade oral do composto BS, foi
empregada com sucesso a estratégia de complexacdo molecular em f-
ciclodextrinas, denominada hospedeiro-convidado (host-guest) (BERALDO et al.,
2002; TEIXEIRA et al., 2003).

B-ciclodextrinas (Figura 5) sao oligopolissacarideos ciclicos (o, 1-4 ligados,
formados por 7 sub-unidades o-D-glicopiranose). Sua estrutura é composta de 21
grupamentos hidroxila, dos quais 7 sao primarios e 14 secundarios. Todos o0s
grupamentos hidroxila sdo pontos de partida para modificacées estruturais, e a
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introducado de varios grupos funcionais no interior do anel macrociclico é bem
tolerada, gerando varios analogos sintéticos (UEKAMA & HIRAYAMA, 1999). Além
de nao higroscépicas e soluveis em meio aquoso, suas estruturas apresentam

cavidades hidrofébicas com zonas apropriadas para interagdo e acomodacao de

outros compostos (farmacos hidrofébicos, por exemplo), aumentando a solubilidade
desses em meio aquoso (SZEJTLI, 1998; UEKAMA et al.,, 1998; HIRAYAMA &
UEKAMA., 1999).
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Figura 5. Esquema representando a estrutura de uma B-CD. As indicagdes em preto
e cinza representam o0s grupamentos hidroxila primérios e secundarios,
respectivamente (Adaptado de DAVIS & BREWSTER, 2004).

Além de aumentar a solubilidade em meio aquoso (Fig. 6), melhorar a
estabilidade quimica frente a reagdes de hidrélise, oxidacado e fotodecomposicao, a
complexagcado de farmacos com -ciclodextrinas pode inclusive alterar parametros
farmacocinéticos, melhorando aspectos de absorcdo, biodisponibilidade e
biodistribuicao (NAKANISHI, et al., 1992; IRIE & UEKAMA, 1997; SZEJTLI, 1998;
UEKAMA et al., 1998; HIRAYAMA & UEKAMA, 1999; MONNAERT et al., 2004).
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A inclusdo de BS em diferentes analogos de B-ciclodextrinas (hidroxipropil-3-
CD e B-CD), aléem de melhorar consideravelmente a solubilidade em meio aquoso,
possibilitou o desenvolvimento de promissoras formulacbes anticonvulsivantes

avaliadas no modelo MES de epilepsia.

Utilizando modelo de MES, a dose minima de BS livre necessaria para
produzir atividade anticonvulsivante foi de 100 mg/Kg (i.p. e oral). Contudo, a
complexacdo com B-CD permitiu a reducdo de 75 e 85% das doses oral e i.p.,

respectivamente, necessarias para obtencdo do mesmo efeito (TEIXEIRA et al.,

2003).
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Figura 6. Solubilidade do BS em fungao da concentragéo de B-CD (Y = My +M¢X; X =
concentragdo de B-CD, My = 0,0274 mmolL™, My = 0,0250 mmolL™, R = 0,9935)
(TEIXEIRA et al., 2003).

Resultados muito semelhantes ja haviam sido obtidos utilizando-se
hidroxipropil-B-CD como agente complexante, sendo que a reducdes de dose, pelas
vias oral e i.p., foram de 65 e 75%, respectivamente (BERALDO et al., 2002). Os
autores sugerem que a diferenca de poténcia observada entre os analogos seja
relacionada a melhor aderéncia das B-CD junto a parede celular epitelial, permitindo
maior contato com as mucosas, o que tornaria a absorgado mais eficiente (CORTES
et al., 2001). Outra explicacao para o fato esta diretamente associada ao grau de
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substituicdo dos grupamentos hidroxila nas B-CDs. Embora aumentem a solubilidade
dos complexos em meio aquoso, 0s grupamentos hidroxila substituidos prejudicam a

capacidade complexante da cavidade hidrofébica (UEKAMA et al., 1998).

Como relatado anteriormente em estudo com o complexo BS/hidroxipropil-3-
CD em modelo MES de epilepsia, as alteracbes de padrao farmacolégico do BS
incluso em relacédo a sua forma livre poderiam estar relacionadas a modificagdes de
propriedades farmacocinéticas. Nesse experimento, ratos foram examinados 30 e
240 min apds administracdo de 35 mg/kg do complexo. Enquanto o BS livre nao
apresenta atividade apds 240 min, a sua inclusdo em hidroxipropil-3-CD apresentou
atividade anticonvulsivante em 60% dos animais (n = 5) nesse tempo. Entretanto,
em modelo AS de epilepsia, a mesma dose de complexo ndo apresentou atividade
apos 240 min, indicando que a atividade anticonvulsivante do complexo nao é
universal e, portanto, dependente do tipo de crise induzida (BERALDO et al., 2002).

3.2.4. Estudos de Toxicidade

Na avaliacao de toxicidade, BS demonstrou auséncia total de neurotoxicidade
nas doses usuais testadas para o modelo de MES (100 mg/kg/i.p.). Contudo, para o
modelo de scPTZ, onde doses maiores de BS foram utilizadas (300 mg/kg/i.p.), os
efeitos neurotdxicos, caracterizados pelo decréscimo na resposta a estimulos
ambientais e atividade motora foram evidenciados decorridos 30 min da
administragdo, ndo sendo mais observados apds 240 min (DIMMOCK et al., 2000).

Estes dados de neurotoxicidade conferem com outros relatados na literatura,
tanto para camundongos (TDso= 204,17 mg/kg) quanto para ratos (TDsp= 254,30
mg/kg), demonstrando que o BS, assim como a maioria dos compostos da classe
das arilsemicarbazonas, ¢ um composto com baixos indices neurotdxicos
(DIMMOCK et al., 1993).

Estudos pré-clinicos de toxicidade aguda e subaguda para o BS e sua forma
de inclusao em B-ciclodextrinas (BS/B-CD), utilizando ratos Wistar (n = 5) de ambos
0S sexos, revelaram que a grande maioria dos parametros bioquimicos nao sofreram

alteracdes em relacdo ao grupo controle, fato condizente com a normalidade
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histopatoldégica dos diferentes 6rgdos avaliados. A andlise hematologica e as
medidas de peso revelaram pequena variabilidade entre os grupos para diferentes

doses de BS e BS/B-CD testadas, porém sem significado toxicolégico aparente’.

Os resultados hematoldgicos da avaliagdo pré-clinica do BS sao muito
importantes, uma vez que, por exemplo, o valor preditivo de discrasias sangtiineas
induzidas por farmacos, comparando ratos e humanos, é bastante elevado,
ultrapassando os 90% (OLSON et al., 2000). Além disso, as pequenas alteracoes
bioquimicas observadas, que nao apresentaram significado clinico ou foram
reversiveis, sao importantes para avaliar a segurangca de um novo produto
potencialmente terapéutico, pois, a reversibilidade de um determinado efeito tdxico
indica a capacidade de reacdo do organismo para aquela substancia (EATON &
KLAASEN, 1996).
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Este capitulo aborda o desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica
por CLAE-UV para quantificacdo do BS em amostras de plasma de ratos Wistar.

O método foi validado conforme as normas do Food and Drug Administration
(FDA, 2001). Para tanto, utilizou-se um cromatégrafo em liquido Waters® com coluna
e pré-coluna fase reversa Cig, utilizando o diclofenaco de so6dio como padréao
interno. A fase mével foi composta de agua, metanol e acetonitrila (65:30:5 v/v/v), e
o pH ajustado para 9,0 com hidréxido de aménio. O fluxo empregado foi de 1,1
mL/min e o comprimento de onda estabelecido em 282 nm. Para o preparo das
amostras foi utilizado o método de precipitacdo de proteinas plasmaticas com
metanol, sendo que aliquotas de 25 pL do sobrenadante foram injetadas e
analisadas por CLAE-UV. A curva de calibracao foi estabelecida entre 0,1 e 16
ug/mL a partir de dados de estudo piloto, realizado previamente a validagdo, onde
administrou-se BS nas dose oral de 100 mg/kg (n = 5). Pardmetros como
linearidade, precisao (intra e interdia), exatidao, limite de quantificaca, especificidade
e seletividade do método analitico foram avaliados. Além disso, foram determinadas
as porcentagens de recuperacao (extragcdo) do BS e padrao interno na matriz
plasmatica e, por ultimo, foi conduzido um estudo de estabilidade do BS frente a
diferentes condic6es de temperatura e ciclos de congelamento/descongelamento.

O método validado mostrou-se adequadamente sensivel para caracterizar a
fase de eliminacdo do BS no plasma de ratos Wistar apdés administragdes de dose
oral de 100 mg/kg, indicando a adequabilidade do método para estudo

farmacocinético pré-clinico em roedores.

Os resultados do desenvolvimento e validacdo do método analitico para o BS
em plasma de ratos Wistar permitiram a redacdo de um artigo intitulado “High
Performance Liquid Chromatography for Determining a New Anticonvulsant
Candidate Benzaldehyde Semicarbazone in Rat Plasma”, que foi submetido a
publicacdo, tendo como autores: Moacir Kaiser; Francine Johansson Azeredo;

Heloisa de Oliveira Beraldo e Teresa Dalla Costa.
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Este trabalho aborda os estudos de farmacocinética e de distribuicdo tecidual
do BS livre e complexado em B-CD. O delineamento experimental do estudo
farmacocinético foi conduzido a partir de 5 grupos de animais (n = 8/grupo). Aos
grupos G1 e G2, foram administradas doses intravenosas de 10 mg/kg de BS livre e
complexado. Os grupos G3 e G4 receberam doses orais de 50 e 100 mg/kg de BS
livre, respectivamente, e o grupo G5 recebeu doses orais de 50 mg/kg de BS,

administrado na forma de complexo.

Os resultados mostraram farmacocinética linear na faixa de doses estudada
(10 a 100 mg/kg), com uma biodisponibilidade oral de aproximadamente 20% para o
BS livre, contrastando com a biodisponibilidade de 37% do complexo BS/B-CD,
levando em consideracao os diferentes perfis intravenosos de ambas as formas. Os
estudos de farmacocinética intravenosa revelaram aumento significativo de CL;; €
Vd do BS complexado em relacdao a sua forma livre (p < 0,05), possivelmente
associados, respectivamente, a uma maior extensao de depuracao renal ou hepatica
e a maior capacidade da droga em difundir-se entre os tecidos quando inclusa em j3-
CD. Esse mesmo fenédmeno foi evidenciado quando o complexo foi administrado
pela via oral, sugerindo que BS/B-CD intacto esteja sendo absorvido ao longo do
trato gastrintestinal. Os estudos de penetracao tecidual do BS livre e complexado
pela via intravenosa (10 mg/kg) mostram uma rapida e ampla distribuicdo da droga
entre os 6rgaos avaliados. Contudo, o tecido cerebral apresentou diferentes perfis
de concentracdo de BS em fung¢do do tempo, mostrando, para o BS/B-CD, um platd
de concentracdo que se estendeu por 4 h apds a administracdo. Um perfil de
penetracdo cerebral semelhante para o BS foi evidenciado ap6s administracdo do
complexo pela via oral (50 mg/kg). Além disso, o fator de penetracdo cerebral do
BS/B-CD observado para as vias intravenosa (2,8) e oral (2,5) foram semelhantes,
corroborando a maior penetracdo da droga evidenciada nesse tecido e explicando
os resultados farmacodinamicos publicados sobre a droga.

Os dessa parte do trabalho permitiram a redacdo de um artigo, o qual foi
submetido para publicacdo com o titulo “Pre-Clinical Pharmacokinetics Evaluation of
an Anticonvulsant Candidate Benzaldehyde Semicarbazone Free and Included in -
Cyclodextrin”, tendo como autores Moacir Kaiser; Francine Johansson Azeredo;
Flavia De Toni Uchba; Heloisa de Oliveira Beraldo e Teresa Dalla Costa.
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Este trabalho objetivou avaliar e caracterizar a farmacocinética pré-clinica do
BS, uma vez que os resultados farmacoldgicos de diferentes modelos experimentais

o credenciam como prototipo de farmaco para tratamento da epilepsia.

Para isso, primeiramente, foi desenvolvida e validada metodologia analitica
por CLAE-UV para quantificacdo do BS em plasma de ratos. Parametros como
seletividade, linearidade, limite de quantificacdo, precisao intra e interdia, exatidao,
recuperacao e estabilidade foram avaliados e atenderam as normas especificadas
para validacdo de métodos bioanaliticos. De posse de um método bioanalitico
validado, foi iniciada a investigacao da farmacocinética do BS em ratos Wistar apo6s
administracéao de diferentes doses por duas vias de administracao.

O perfil farmacocinético do BS livre apds administragéo i.v. bolus (10 mg/kg)
foi adequadamente descrito pelo modelo aberto de 1 compartimento com eliminacéo
de primeira ordem e um t;» aproximado de 1 hora. Parametros farmacocinéticos
como Cli,; e Vdforam de 0,6 £ 0,4 L/h-kg e 0,8 + 0,5 L/kg, respectivamente. A fracao
do BS ligada a proteinas plasmaticas foi de 34 + 5%, ndo sendo concentragdo

dependente na faixa de 1 ug/mL a 60 pg/mL.

O modelo aberto de 1 compartimento com absorgéo e eliminagdo de primeira
ordem foi capaz de descrever os perfis farmacocinéticas do BS livre apés
administragdo de 50 mg/kg e 100 mg/kg pela via oral. A escolha destas doses
revelou que a farmacocinética dos BS livre € linear neste intervalo, apresentando
uma biodisponibilidade relativa de aproximadamente 20% para ambas as doses
avaliadas. A andlise estatistica dos parametros farmacocinéticos (ke, Clo: € Vd)
obtidos para as diferentes doses e vias administradas ndo revelou diferenca
significativa entre abordagem n&o-compartimetal e analise compartimental (p <
0,05), mostrando assim que o modelo matematico utilizado para descrever os dados
experimentais é adequado.

A inclusdo do BS em B-CD (BS/B-CD), além de melhorar a solubilidade em
meio aquoso, proporcionou aumento da poténcia farmacolégica da droga, com
reducdo de 75% da dose necessaria para se obter o mesmo efeito em relacédo a
droga livre (100 mg/kg) pela via oral. Dessa forma, a avaliacdo farmacocinética do

complexo (BS/B-CD) pelas mesmas vias em que a forma livre foi caracterizada
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também foi objetivo deste trabalho, uma vez que sua caracterizacdo € importante

para explicar os resultados farmacodinamicos observados.

Assim como para o BS livre, o complexo BS/B-CD apds administragcéo i.v. (10
mg/kg) apresentou decaimento monoexponencial, caracteristico do modelo
farmacocinético aberto de 1 compartimento com eliminagdo de primeira ordem.
Comparando os parametros farmacocinéticos compartimentais entre BS livre e BS/B-
CD, nota-se maior capacidade de distribuicdo tecidual da formulagdo complexada,
caracterizada pelo aumento de Vd (1,8 = 0,5 L/h-kg) (p < 0,05). Porém, a diminuicao
da ASCy.. plasmatica do BS na forma de complexo esta relacionada ao aumento
significativo do Cly (2,2 £ 0,5 L/kg) (p < 0,05), refletindo um possivel aumento do
processo de filtragdo glomerular ou depuracdo hepatica, ou, ainda, diminuicao da
reabsorcao tubular do complexo ao longo dos tubulos renais.

A analise compartimental do perfil farmacocinético oral apés administragcéo de
50 mg/kg de BS na forma de complexo foi realizada utilizando modelo aberto de 1
compartimento, com absor¢cdo e eliminacdo de primeira ordem, nao havendo
diferenga estatisticamente significativa entre abordagem n&o-compartimental e
analise compartimental dos dados, com excec¢do de Cpmax. A biodisponibilidade do
BS/B-CD foi de 37%, sendo aproximadamente o dobro daquela observada para o BS
livre. Assim como na farmacocinética i.v., 0 BS administrado na forma de complexo
apresenta maiores valores de Vd e Cli, 0S quais sdo estatisticamente diferentes
daqueles estimado para o BS livre (p < 0,05). Logo, um maior Vd reforca a idéia de
que o complexo esteja sendo absorvido intacto ao longo do trato gastrointestinal e
se distribuindo melhor entre os tecidos.

As constantes de absorcdo (k;) calculadas para as doses de 50 mg/kg,
independente da formulacdo, ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa
entre si. Porém, para a dose de 100 mg/kg de BS livre estudada, os valores médios
de k, estimados foram menores, fato provavelmente associado a uma lenta taxa de
solubilizagdo para doses mais elevadas, o que consequentemente retarda o
processo de absorcdo do composto.
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A distribuicao do BS foi avaliada em diferentes tecidos (cérebro, coracgéao,
figado, pulméo, baco, rim e de amostras de tecido adiposo) apés administracdo de

dose Unica i.v. bolus (10 mg/kg) do composto livre e complexado em B-CD.

Por se tratar de uma molécula com baixa ligacao a proteinas plasmaticas e
baixo peso molecular, estando associada a uma alta perfusdo sanguinea, observa-
se uma rapida e ampla distribuicdo para todos os tecidos analisados, com excecao
do tecido adiposo, o qual apresentou as menores concentracbes do composto.
Contudo, os perfis de distribuicdo cerebral do BS livre e complexado foram muito
diferentes entre si, embora haja uma biodistribuicdo relativamente semelhante para
a maioria dos outros tecidos.

Ao contrario do BS livre, que quando administrado intravenosamente
apresenta um decaimento linear de suas concentragdes cerebrais, 0 complexo BS/B-
CD gera um platbé de concentracao de BS que se estende até o tempo de 4 h apés a
administracdao. A manutencao destes niveis de concentragdo pode estar associada
ao prolongamento do efeito anticonvulsivante previamente relatado na literatura,
embora sendo outras as vias de administracdo utilizada no experimento de
farmacodinamica (oral e intraperitoneal). Além disso, o fator de penetragcéo tecidual
do BS ap6s administracao do BS/B-CD foi maior para todos tecidos avaliados, com
excecao do tecido renal, sendo que para o cérebro o fator foi o maior de todos (2,8),
havendo, portanto, maior distribuicdo do composto quando o mesmo é administrado
na forma de BS/B-CD.

Por ultimo, para correlacionar os resultados farmacodindmicos, a penetracao
cerebral do BS foi avaliada ap6s administragéo oral da droga livre e complexada, na
dose de 50 mg/kg. Os resultados mostraram que, independente da via de
administracdo, os perfis de concentragao cerebral do BS foram muito semelhantes
apos administracdo de BS livre e complexado, respectivamente. Contudo, as
concentracdes apresentaram diferencas entre o tipo de formulagcdo administrada.
Nesse sentido, enquanto que, para a forma livre administrada pela via oral, o
decaimento das concentracoes é linear e as concentracdes estao préximas do limite
de quantificagdo no tempo de 4 h, as concentracées de BS, quando administrado na
forma de complexo, mantém-se em platdé ao longo das 4 h de experimento. Nos
tempo de 4 h, essas concentracbes sao cerca de 20 vezes maiores que para
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aquelas originadas ap6s a administracao do BS na forma livre, sendo a penetracao
cerebral privilegiada, gerando um fator de penetracéo cerebral proximo ao da via i.v.
(2,5).

Assim, os dados de penetracdo cerebral oral de ambas as formulagdes
corroboram os resultados obtidos pela via intravenosa. Estes resultados apontam
para uma possivel absorcdo do complexo BS/B-CD intacto pela via oral, o qual
rapidamente se distribui entre os tecidos, levando ao aumento das concentracdes
cerebrais, sitio de agdo do BS, e prolongamento do tempo de meia-vida neste
tecido, corroborando os resultados de farmacodinamica previamente relatados na
literatura utilizando diferentes modelos de convulséo.
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e O método analitico desenvolvido e validado por CLAE-UV mostrou-se sensivel,
linear, preciso e exato para quantificacdo do BS em amostras de plasma e de
tecido de ratos Wistar;

e O perfil farmacocinético do BS apds administragcao intravenosa das formas livre
e complexada na dose de 10 mg/kg foi adequadamente descrito pelo modelo
aberto de 1 compartimento. O mesmo modelo foi capaz de descrever os perfis
farmacocinéticos orais de ambas as formas, a partir de diferentes doses (50 e
100 mg/kg de BS livre e 50 mg/kg de BS/B-CD);

e A fragdo do BS ligada a proteinas plasmaticas foi de 34 + 5%, ndo sendo

concentragao dependente na faixa investigada (1 a 60 ug/mL);

e O BS mostrou farmacocinética linear na faixa de doses investigada (10 a 100

mg/kg), com biodisponibilidade oral de aproximada de 20% para a forma livre;

e BS/B-CD apresentou biodisponibilidade oral superior (37%) quando comparado
a forma livre, levando em consideracdo os diferentes perfis intravenosos

observados para ambas as formas;

e BS/B-CD ap6s administragao intravenosa apresentou aumento significativo do
CLit € do Vd em relagdo ao BS livre. O mesmo foi observado apés
administracao oral, sugerindo que o complexo intacto esteja sendo absorvido
ao longo do trato gastrointestinal;

e O BS, tanto na forma livre quanto complexada, ap6és administracao intravenosa
na dose de 10 mg/kg, distribui-se rapida e amplamente entre os tecidos
analisados (figado, baco, rim, pulméao, coracao, tecido adiposo e cérebro),
gerando perfis de concentracdo tecidual em funcdo do tempo bastante
semelhante entre as diferentes formas de BS, com excecéo daquele observado
no tecido cerebral;

e Ao contrario do BS livre, que quando administrado intravenosamente apresenta
um decaimento monoexponencial de suas concentragdes cerebrais, 0
complexo BS/B-CD gera um platdé de concentragdo de BS que se estende até o

tempo de 4 h ap6s a administracdo. Perfis semelhantes foram observados a
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partir de dose oral (50 mg/kg), reforcando a hip6tese de absorcdo do complexo

intacto ao longo do trato gastrintestinal;

e (Os dados de penetracao tecidual apds dose intravenosa mostram que o BS
complexado tem maior distribuicdo nos tecidos, corroborando com o aumento

do Vd observado para o complexo BS/B-CD;

¢ Independente da via de administracdo, os perfis de concentracdo cerebral de
BS apds administragdo do complexo mostraram maior tempo de exposi¢do da

biofase a droga;

e (Os dados de farmacocinética foram capazes de explicar os resultados
farmacodinamicos previamente relatados na literatura para o BS complexado
em B-CD.
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ANEXO I (10 mg/kg i.v. BS livre)
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ANEXO Il (10 mg/kg i.v. BS/B-CD)
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ANEXO Il (50 mg/kg oral BS livre)
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ANEXO IV (100 mg/kg oral BS livre)
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ANEXO V (50 mg/kg oral BS/B-CD)
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