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RESUMO

A metformina é o farmaco de primeira linha para o tratamento de pacientes com
diabetes mellitus tipo Il (DM 1l); contudo algumas caracteristicas
farmacocinéticas/farmacodindmicas (PK/PD) ainda ndo foram totalmente
esclarecidas, como a distribuicdo no tecido alvo em pacientes diabéticos e o
mecanismo de acdo. Esta tese se propde a compreender a distribuicdo tecidual da
fracéo livre de metformina em um tecido de facil acesso (musculo) e o seu tecido alvo
(figado), o impacto desse processo em um modelo de diabetes experimental em ratos,
bem como a relagao entre a concentracao livre de metformina no tecido alvo e o efeito
anti-hiperglicemiante em  ratos  diabéticos através de um  modelo
farmacocinético/farmacodinamico baseado na fisiologia (PBPK/PD). Visando
reproduzir o cenario clinico de pacientes DM |l com auséncia de dano renal,
adaptamos um modelo experimental de DM descrito na literatura, o qual resultou em
ratos diabéticos e sem danos hepatico e renal. A quantificagdo de metformina em ratos
diabéticos foi dada em duas matrizes: microdialisado tecidual (figado e musculo),
quantificado por CLAE/UV, e plasma por CLAE MS/MS. Os métodos bioanaliticos
foram validados de acordo com as diretrizes internacionais e demonstraram-se
sensiveis e adequados para caracterizar os perfis farmacocinéticos da metformina em
animais diabéticos e controle até 12 h pds dose. A farmacocinética da metformina por
abordagem nio-compartimental (NCA) foi analisada no software Phoenix® e os dados
de PK/PD compartimental foram analisados no software GastroPlus®. A NCA
demonstrou que a administragcdo de metformina (50 mg/kg; i.v.) a ratos controle e
diabéticos resulta em semelhante concentracéo livre no figado e musculo, sem
diferenca significativa nos parametros farmacocinéticos plasmaticos e teciduais entre
ambos os grupos. Contudo, observou-se um aumento na exposigdo do farmaco nos
tecidos em relacédo a fragao livre no plasma no grupo controle: ASCo-12 figado vs
plasma (116,39 £ 39,71 vs 42,73 + 22,33 pug.h/mL) e musculo (106,26 + 43,34 vs 42,73
+ 22,33 ug.h/mL). Ja para o grupo diabético observou-se uma tendéncia de aumento
na exposi¢ao do musculo quando comparado a concentragéo livre no plasma (100,69
+ 60,72 vs 44,31 £ 24,11 ug.h/mL). Para a construgdo do modelo farmacocinético
baseado na fisiologia (PBPK), os dados de ambos os grupos foram agrupados devido
a semelhanca verificada na NCA. Considerando que a metformina € um farmaco com

permeabilidade limitada as membranas bioldgicas, a inclusdo de transportadores de



influxo OCT (transportadores organicos de cations) no figado (OCT-1) e rins (OCT-2)
e o transportador de efluxo MATE-1 (proteina extrusora de farmacos e toxinas subtipo
1) no tubulo renal possibilitou a descri¢ao do perfil médio do plasma e tecidos (figado
e musculo) pelo modelo PBPK. Este modelo desenvolvido foi aplicado em individuos
saudaveis apés a administracao intravenosa ou oral (389,93 mg) utilizando dados de
estudos previamente publicados. A simulagao do modelo PBPK conseguiu descrever
o perfil médio da metformina em plasma apés a administragao intravenosa. A extensao
do modelo para a administragéo oral, incluiu o ajuste do tempo de transito intestinal e
a insergao do transportador de influxo monoamina da membrana plasmatica (PMAT)
no intestino delgado, descrevendo adequadamente os dados de concentragao
plasmatica observados e prevendo as concentragdes intersticiais livres hepatica e
muscular. O efeito anti-hiperglicemiante da metformina foi avaliado através do teste
de tolerancia oral a glicose em ratos diabéticos tratados com metformina (50, 100 e
150 mg/kg, i.v.), e em individuos saudaveis tratados com metformina (389,93 mg; v.o.).
A concentracido intersticial hepatica para ambas as espécies foram simuladas
utilizando o modelo PBPK desenvolvido e correlacionadas ao efeito do farmaco
através de um modelo de resposta indireta classe I. O modelo PBPK/PD em ratos
diabéticos foi descrito para as doses efetivas de metformina (100 e 150 mg/kg)
apresentando menor poténcia Clso = 44,68 ug e similar eficacia Imax= 82% quando
comparado aos resultados do modelo PBPK/PD em individuos saudaveis apos a
administracao oral do farmaco, o qual apresentou Clso =1,51 pg e Imax= 100%. Esta
tese demonstrou que a concentragcdo de metformina em um tecido de facil acesso
(musculo) apresenta similaridade com a concentragao livre no seu tecido alvo. Além
disso, os modelos baseados na fisiologia desenvolvidos podem ser utilizados como
ponto de partida para simular cenarios clinicos, de forma a auxiliar na terapia e evitar
o efeito adverso de acidose lactica nesses pacientes, bem com contribuir na

investigacao da interagdo medicamentosa da metformina com outros farmacos.

Palavras-chave: farmacocinética ; metformina; microdialise; modelo PBPK/PD; ratos

diabéticos.



ABSTRACT

Metformin physiological based pharmacokinetic-pharmacodynamic model

(PBPK/PD) in diabetic rats induced by streptozotocin/nicotinamide

Metformin has been used as first-line therapy for type Il diabetic patients (DM II), but
there are some pharmacokinetics/pharmacodynamics (PK/PD) features not fully clear,
for instance, the target tissue distribution in diabetic patients and its mechanism of
action. The goal for this study is to understand the metformin free fraction distribution
in an accessible tissue (muscle) and its target tissue (liver), as well as the impact of
this pharmacokinetic process in an experimental diabetes model in rats. Additionally,
we evaluate the correlation between free metformin concentration on the target tissue
and metformin antihyperglycemic effect using a physiologically based
pharmacokinetic/pharmacodynamic (PBPK/PD) model. We have adjusted a published
experimental DM model resulting in rats with no kidney or liver injury in order to
reproduce the clinical condition of DM Il patients with no kidney injury. Metformin
quantification in diabetic rats was performed in two biological matrixes: tissue’s
microdialysate (liver and muscle) by HPLC/UV, and plasma by HPLC-MS/MS. The
bioanalytical methods were validated according to the international guidelines and
showed to be sensitive and suitable to characterize the metformin pharmacokinetics in
control and diabetic animals up to 12 hours. The metformin non-compartmental
pharmacokinetics analysis (NCA) was performed in Phoenix® software, while the
compartmental PK/PD analyses were performed in GastroPlus®. The NCA showed
rats (diabetic and control group) treated with metformin (50 mg/kg; i.v.) had similar free
concentration in liver and muscle with no statistical difference on pharmacokinetics
parameters in plasma or tissues between both groups. It has been identified an
increase of drug tissue exposition when compared to unbound plasma concentration
from the control group: AUCo-12 in liver vs plasma (116.39 + 39.71 yg.h/mL vs 42.73
22.33 pg.h/mL) and in muscle (106.26 + 43.34 yg.h/mL vs 42.73 + 22.33 pg.h/mL).
While for the diabetic group has been observed an upward trend of muscle exposition
when compared to the unbound plasma concentration (100.69 + 60.72 vs 44.31 £
24.11 yg.h/mL). Due to the similar tissue and plasma NCA for both groups, the data
was merged to build the physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model in rats.



Metformin is a biological membrane permeability limited drug, and it was possible to
describe the mean plasma and tissue (liver and muscle) profiles in the PBPK model by
including the OCT (organic cation transporters) as influx transporter in the liver (OCT-
1) and kidney (OCT-2), and the efflux transporter MATE-1 (multidrug and toxin
extrusion protein-1) in the renal tubular lumen. The model developed was applied to
healthy subjects, which received metformin by intravenous or oral route (389.93 mg),
using data extracted from published studies. The PBPK model simulation described
the metformin mean plasma profile after an intravenous administration. The extended
model for oral route administration includes an adjustment of transit time and inclusion
of PMAT (plasma membrane monoamine transporter) as influx transporter in the small
intestine, which described the observed plasma concentration data and predicted the
liver and muscle free interstitial concentration. Metformin antihyperglycemic effect was
evaluated by a glucose oral tolerance test (OGTT) in diabetic rats that received
metformin (50, 100 and 150 mg/kg; i.v.), and healthy subjects treated with metformin
by oral route (389.93 mg). The interstitial hepatic concentration in both species were
simulated using the PBPK model developed and correlated with the drug effect using
class | indirect drug response model. The PBPK/PD metformin model in diabetic rats
was developed using the effective doses in the OGTT (100 and 150 mg/kg) showing
lower potency (ICso = 44.68 ug) and similar efficacy (Imax = 82%) when compared to
the PBPK/PD metformin model in healthy subjects that received drug by oral route and
showed ICso = 1.51 pg and Imax = 100%. The results presented on this work showed
that metformin concentration in a feasible tissue (muscle) is similar to the drug’s target
tissue concentration. The physiological based model proposed is a starting point to
simulate clinical scenarios to support drug therapy and avoid the adverse effect of lactic
acidosis in patients, as well as contribute to drug-drug interaction studies.

Keywords: diabetic rats; metformin; microdialysis; pharmacokinetics; PBPK/PD
model.
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INTRODUCAO







A metformina é o antidiabético oral mais prescrito para o tratamento da diabetes
mellitus tipo Il (DM Il) como monoterapia ou em associagdo a outros antidiabéticos.
Os estudos acerca das caracteristicas farmacocinéticas e, principalmente, da
farmacodindmica desse farmaco tem se intensificado. Ainda assim, algumas
propriedades permanecem sem completa elucidacdo, como a distribuicédo tecidual e o
seu mecanismo de agado em nivel molecular, bem como a auséncia de estudos acerca
da sua janela terapéutica (PERNICOVA & KORBONITS, 2014; KAJBAF, DE BROE &
LALAU, 2016).

A metformina é um farmaco pertencente a classe Ill no Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica, apresentando alta solubilidade e baixa permeabilidade a membranas
biolégicas, o que faz com que os processos farmacocinéticos de absorgao,
distribuicao e eliminagdo sejam governados por transportadores, permitindo o seu
carreamento e eliminagdo do espaco intracelular. A literatura reporta um
comportamento farmacocinético linear quando analisadas as concentracoes
plasmaticas de metformina no cenario pré-clinico e clinico, baixa ou negligenciavel
ligacao as proteinas plasmaticas e eliminagao pela via renal na sua forma inalterada,
envolvendo os processos de filtragdo glomerular e secregao tubular ativa (CHOI, KIM
& LEE, 2006; GRAHAM et al., 2011).

Apesar do seu uso bem estabelecido na clinica, 30% dos pacientes nao
respondem ao tratamento com a metformina (GRAHAM et al., 2011). E também
reportada uma alta variabilidade interindividual da concentracdo plasmatica desse
farmaco em pacientes DM Il, o que pode refletir na resposta farmacodinamica. Este
resultado pode ser advindo de caracteristicas intrinsecas do individuo (GRAHAM et
al., 2011; KAJBAF, DE BROE & LALAU, 2016), bem como o estagio de progressao
do diabetes que pode produzir alteragdes em processos fisiolégicos, impactando na
farmacocinética da metformina (GAITONDE et al., 2016).

A falta de controle glicémico nos pacientes DM Il pode levar a complicagdes
micro e macrovasculares, as quais sao responsaveis por alteracdes dos processos
farmacocinéticos de absorgao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) de
farmacos, os quais ja foram relatados em pacientes DM || (DOSTALEK, AKHLAGHI &
PUZANOVOVA, 2012), bem como em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
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e aloxano (LEE et al., 2010; SRINIVAS, 2015).

Os estudos disponiveis acerca da farmacocinética da metformina consideram os
dados relativos a sua disposi¢cdo, empregando exclusivamente as concentragdes
plasmaticas. Entretanto, os farmacos antidiabéticos para exercer o efeito
farmacoldégico precisam difundir do compartimento central para o tecido alvo, onde a
sua fracdo livre exercera a redugcao dos niveis glicémicos observados
(LANDERSDORFER; JUSKO, William J, 2008), o que evidencia a importancia da
investigacdo da concentracéo livre do farmaco antidiabético no seu tecido alvo e o
impacto da doenga no processo de distribuicdo tecidual. Em contrapartida, estudos

nesse contexto ainda ndo foram abordados na literatura para a metformina.

Uma maneira de estudar a concentragao de farmaco livre no seu tecido alvo &
através da técnica de microdialise (PLOCK & KLOFT, 2005; CHAURASIA et al., 2007;
AZEREDO, DALLA COSTA & DERENDOREF, 2014), a qual tem sido amplamente
utilizada em nosso grupo de pesquisa para a investigacdo da farmacocinética de
farmacos antimicrobianos (ARAUJO et al., 2008, HURTADO et al., 2014;
ZIMMERMANN et al., 2016; TORRES et al., 2017) antitumorais (PIGATTO et al.,
2017), anti-psicédticos (CARRENO et al., 2016) e antidiabéticos (ANDRADE et al.,
2014), demonstrando que a microdiadlise € uma técnica util para a investigagao da
concentracgao livre de farmacos, sendo possivel investigar no cenario pré-clinico o
tecido alvo. Estes dados podem ser utilizados para construcdo de modelos
matematicos como, o modelo farmacocinético baseado na fisiologia (PBPK) (POULIN,
2015; KUEPFER et al., 2016).

Frente as outras abordagens disponiveis, o modelo PBPK possui como
vantagem a representagdo do organismo de uma maneira fisioloégica. Apesar de ter
uma estrutura compartimental como as demais abordagens, cada compartimento
representa um tecido, os quais sao interconectados pela taxa de fluxo sanguineo.
Essa abordagem permite a construgdo do modelo utilizando métodos de extrapolagao
de dados obtidos in vitro para o cenario in vivo, previsbes de processos passivos in
silico, bem como a integracdo com dados experimentais in vivo. Sendo assim, esta
abordagem permite uma extrapolagado do cenario pré-clinico para o clinico de uma
maneira mais fidedigna (JONES & ROWLAND-YEO, 2013; KUEPFER et al., 2016).
Além disso, é possivel investigar a correlagdo da concentracao livre no tecido de
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interesse com o efeito do farmaco através da integragdo do modelo farmacocinético
(PBPK) com o modelo farmacodinamico (PD) estabelecendo o modelo PBPK/PD do
farmaco (LANDERSDORFER & JUSKO, 2008; GAITONDE et al., 2016; KUEPFER et
al., 2016).

A literatura nao reporta até o momento modelo PBPK/PD da metformina. Apesar
da existéncia de alguns estudos reportando a utilizagdo dos modelos classico e
populacional para o estudo PK/PD da metformina no cenario clinico em individuos
saudaveis (SHIN & KWON, 2004; CHAE et al., 2012;), e pacientes DM Il (HONG et
al., 2008), os mesmos utilizam a correlagdo da concentragdo plasmatica do farmaco

ao seu efeito anti-hiperglicemiante, conforme anteriormente dito.

Esta € uma abordagem frequente na literatura, onde assume-se que a
concentracdo plasmatica livre encontra-se em equilibrio com a fragao livre tecidual.
No entanto, essa afirmacao nem sempre é a valida para farmacos com permeabilidade

limitada a membranas biolégicas, como é o caso da metformina (POULIN, 2015).

A investigacédo da fracao livre de metformina no seu tecido alvo ainda néo foi
abordada na literatura. Visto a sua importancia na farmacoterapia da diabetes, o
estudo desse farmaco utilizando uma abordagem farmacocinética mecanistica
permite a constru¢cao do modelo a partir do cenario pré-clinico e posterior extrapolacao
para o cenario clinico. Por fim, a integracdo dos dados farmacocinéticos ao
farmacodinamico no modelo PBPK/PD permitira compreender melhor a relagcéo da
concentracido livre no tecido alvo e seu mecanismo de agao, bem como simular

cenarios nao testados com o intuito de avaliar a terapéutica desse antidiabético.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar as
concentragodes livres de metformina no sitio de agao (figado) e em um tecido periférico
envolvido no mecanismo de agao e de facil acesso (musculo) e correlacionar estes
dados com a concentragao plasmatica de ratos diabéticos e controle. A construcado do
modelo PBPK suportado pelos dados pré-clinicos possibilitara a extrapolacao para o
cenario clinico e consequente previsdo da concentracdo do farmaco livre no fluido
intersticial hepatico e muscular em humanos. O conhecimento das concentragbes
intersticiais hepaticas de metformina em funcao do tempo sera correlacionado ao seu

efeito anti-hiperglicemiante através do modelo PBPK/PD em ratos e humanos.

21






OBJETIVOS







O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um modelo PBPK/PD capaz de
descrever o curso do efeito da metformina versus tempo, utilizando as concentracoes

no tecido alvo, em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina/nicotinamida.

Para alcangar esse objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram

delineados:

- Desenvolver e validar uma metodologia analitica para o doseamento de

metformina em plasma e microdialisado de tecido muscular e hepatico;

- Adaptar o modelo animal de diabetes induzido por estreptozotocina e

nicotinamida a ratos Wistar machos;

- Determinar a concentracdo de metformina em tecido hepatico e muscular
através da técnica de microdialise, bem como a concentragdo plasmatica em
ratos controle e diabéticos induzidos por estreptozotocina e nicotinamida apos

administracao de dose intravenosa in bolus de 50 mg/kg.;

- Modelar os dados farmacocinéticos plasmaticos e teciduais, obtidos apds a
administragcdo intravenosa de metformina utilizando um software de

modelagem farmacocinética baseado na fisiologia (PBPK);

- Aplicar o modelo PBPK desenvolvido no cenario pré-clinico para a
administracdo de metformina pela via oral em humanos, utilizando dados

extraidos da literatura;

- Avaliar o efeito de redugdo da glicemia produzido pela metformina apés
administracao intravenosa das doses de 50, 100 e 150 mg/kg através do teste
de tolerancia oral a glicose e modelar o curso do efeito da metformina em

funcao do tempo, utilizando um modelo PBPK/PD em ratos diabéticos.

- Modelar o curso do efeito da metformina em fungao do tempo através de um
modelo PBPK/PD em humanos, utilizando o modelo desenvolvido em roedores
e dados extraidos da literatura, para fins de translacido das informacdes obtidas

em animais para humanos.
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1.1 Diabetes mellitus

Devido ao grande aumento do numero de casos, a diabetes mellitus tornou-se a
nova epidemia global. Em 2015 mais de 400 milhdes de individuos foram acometidos
pela doenga mundialmente e estima-se que até 2040 o numero de casos aumente
mais do que 50%, sendo que os paises em desenvolvimento sdo os mais afetados. O
Brasil € o quarto pais com maior numero de individuos acometidos por essa doenca
(14,3 milhdes), sendo que os gastos na saude publica superam 21 bilhdes de ddlares
americanos, o que representa o maior gasto anual quando comparado aos demais
paises da América do Sul e Central. As complica¢gdes microvasculares (nefropatia,
retinopatia e neuropatia) e em especial as complicagdes macrovasculares (doengas
cardiacas) sao responsaveis por 1,5 milhées de mortes prematuras em pacientes
diabéticos anualmente (FEDERACAO INTERNATIONAL DE DIABETES, 2015).

Os principais tipos de diabetes, sdo: diabetes mellitus tipo | (DM 1), diabetes
mellitus tipo Il (DM IlI) e a diabetes mellitus gestacional (DMG). As principais

caracteristicas das diferentes expressdes da doenca, seréo descritas a seguir.

A DM | pode ser mediada pelo sistema imune ou ser de causa idiopatica. Com
relacdo a DM | mediada pelo sistema imune, essa afeta predominantemente criangas
e adolescentes e, em menor numero, individuos adultos. Essa expressao da doenca
caracteriza-se pela destruicdo das células B-pancreaticas devido a uma resposta
autoimune do individuo. A etiologia da DM | autoimune ocorre devido principalmente
a fatores genéticos e em menor magnitude a fatores ambientais. Em geral, o primeiro
sintoma em criangas € a cetoacidose, devido a rapida destruicao das células B-
pancreaticas e consequente insulinopenia. Caracteristica esta que difere em
individuos adultos que expressam a DM |, em geral nesta idade a destruicdo das
células B-pancreaticas ocorre de forma lenta (ASSOCIACAO AMERICANA DE
DIABETES, 2016).

Em menor frequéncia, a DM | de causa idiopatica acomete individuos que
apresentam insulinopenia permanente e alta incidéncia a cetoacidose diabética. No
entanto, essa forma de expressao nao possui evidéncia de resposta autoimune as
células p-pancreéticas (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

No momento do diagnostico da DM |, em geral, os individuos apresentam altos
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niveis de glicose sanguinea e aproximadamente um terco apresenta niveis criticos de
cetoacidose diabética. O tratamento destes pacientes é realizado através da
insulinoterapia (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

A diabetes mellitus gestacional, caracteriza-se por um quadro de intolerancia a
glicose diagnosticado durante o segundo ou terceiro trimestre da gestacao, tais niveis
glicémicos ndo se enquadram nos critérios diagnoésticos de DM | ou DM Il, sendo
caracterizado como um estado de pré-diabetes. Podendo esse quadro evoluir a DM Il
ap6s a gestacdo ou retornar aos niveis glicémicos ideais (ASSOCIACAO
AMERICANA DE DIABETES, 2016).

A diabetes mellitus tipo Il representa 90% dos casos diagnosticados da doenga
(FEDERACAO INTERNACIONAL DE DIABETES, 2015; ASSOCIACAO AMERCIANA
DE DIABETES, 2016). Possui etiologia decorrente de caracteristicas genéticas e
ambientais, como o estilo de vida sedentario, ingestao de uma dieta altamente caldrica
e rica em gorduras, e principalmente a obesidade como fatores de desenvolvimento
da doenga (FORBES & COOPER, 2013). Em geral se manifesta em individuos na
idade adulta, mas devido aos altos indices de obesidade na populagdo, houve um
aumento no numero de casos da doenca em criangas, adolescentes, bem como em
gestantes néo diagnosticadas (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

De modo a compreender as mudancas bioquimicas relacionadas a doenca, sera
descrito brevemente a homeostase da glicose em um estado euglicémico e diabético
tipo Il

No estado euglicémico a homeostase da glicose sanguinea, apds a ingesta de
uma refeigdo contendo carboidratos, se da pela secregao de insulina pelas células 3-
pancreaticas e inibicdo da secregcao de glucagon. As mudangas na glicemia, na
insulinemia e nos niveis de glucagon acarretam na supresséo da gliconeogénese no
tecido hepatico, bem como na estimulagdo da captagdo de glicose pelos tecidos
periféricos e inibicao da lipélise. No entanto, a DM Il caracteriza-se por disturbios em
todas as fases da homeostase da glicose. A glicemia em jejum € alterada, devido ao
elevado nivel de glucagon, somado ao aumento da produgédo basal de glicose
hepatica. Apos a ingesta de alimentos, a inibicdo de glucagon e consequentemente
da lipdlise é prejudicada, mantendo altos niveis. Além destes parametros, a secregao

de insulina pelas células B-pancreaticas, bem como a captagcdo de glicose pelos
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tecidos periféricos também sao reduzidas (DEFRONZO et al., 2015). Desta forma, a
fase inicial da doenca € caracterizada pela resisténcia a insulina nos tecidos
periféricos, somado a deficiéncia de secrecao desse horménio pelas células B-
pancreaticas, resultando em hiperglicemia cronica e disturbios no metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas (FORBES & COOPER, 2013).

A DM Il pode apresentar-se assintomatica por muitos anos, devido a gradual
disfungcdo das células p-pancreaticas. Estima-se que 30% dos individuos sé&o
assintomaticos. No entanto, as complicacbes micro e macrovasculares ocorrem
igualmente neste quadro, onde o diagnostico geralmente é realizado quando o
individuo ja apresenta hiperglicemia severa ou mesmo cetoacidose diabética
(DEFRONZO et al., 2015; ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

O diagndstico precoce da doenga, assim como o acompanhamento dos niveis
glicémicos associadas a mudanga do estilo de vida e interveng¢ao farmacoldgica séo
essenciais para reduzir os riscos de desenvolvimento das complicagcées decorrentes
da progressao da doenga e assim aumentar a qualidade de vida do paciente diabético
(ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

A Tabela 1 demonstra os niveis glicémicos utilizados como critério para o
diagnostico da DM e DMG, o qual é realizado baseado nos sintomas clinicos como
perda ponderal, poliuria, polidipsia acompanhados de testes de glicemia em periodo
eventual, glicemia em jejum e apds uma carga oral de glicose (ASSOCIACAO
AMERICANA DE DIABETES, 2016). O teste de toleréncia oral a glicose é realizado
geralmente administrando 75 g de glicose anidra, os niveis glicémicos sédo aferidos
apos duas horas ou em casos mais especificos, como a investigacdo da DMG, os
niveis glicémicos sdo acompanhados 1 € 2 h apds receber a carga de glicose oral
(ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

A glicemia em jejum reflete a resisténcia a insulina em nivel hepatico e a reducéo
da fungao das células B-pancreaticas na primeira fase da secrecgéo de insulina apos a
ingesta de alimentos. Ja a carga oral de glicose (teste toleréncia oral a glicose)
representa a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, bem como a menor funcéo
das células B-pancreaticas em secretar insulina em sua fase tardia ap6s uma refeigéo,
caracterizando a segunda fase de secrecéo de insulina (ASSOCIACAO AMERICANA
DE DIABETES, 2016).
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Recentemente adicionou-se a hemoglobina glicada (HbA1C) no critério
diagndstico da DM | e DM Il. Este parametro infere a glicemia média dos ultimos 60 a
90 dias do paciente, possuindo forte correlagdo com o desenvolvimento de
complicagbes micro e macrovasculares oriundas do pobre controle glicémico do
paciente diabético (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

Tabela 1. Resumo dos critérios diagndsticos para pré-diabetes, diabetes mellitus
(DM), e diabetes mellitus gestacional (DMG) de acordo com a Associagao Americana
de Diabetes, 2016.

Critério Pré- DM DMG
diabetes
Glicemia eventual (mg/dL)* >200 >200 -
Glicemia em jejum (mg/dL) 100 - 125 >126 >92
Glicemia (mg/dL) 1h apés TTOG (75 g) - - >180
Glicemia (mg/dL) 2h apés TTOG (75 g) 140 — 199 >200 >153
HbA1C 5.7-6.5 >6.5% -

*acompanhada dos sintomas classicos: poliuria, polidipsia e perda ponderal sem causa evidente
TTOG= Teste de tolerancia oral a glicose; HbA1C= Hemoglobina glicada.

Jejum refere-se a um periodo minimo de 8 horas sem a ingesta caldrica.

Em relagcdo ao tratamento para a DM Il, recomenda-se como intervencao
primaria a mudancga no estilo de vida do paciente, quando este fator ndo for suficiente,
inicia-se a farmacoterapia (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2016).

O farmaco de primeira escolha é o anti-hiperglicemiante metformina, devido ao
alto indice de tolerancia e baixo indice de efeitos adversos. Quando a monoterapia
com metformina ndo for mais eficiente no controle glicémico, associa-se um farmaco
antidiabético com mecanismo de acdo distinto a esse anti-hiperglicemiante
(BRIETZKE, 2015).

Visto que a DM Il é uma doenca de causas multifatoriais e complexa, o
tratamento continuo do paciente é realizado em diferentes frentes, a fim de controlar

0s niveis glicémicos e minimizar os riscos multifatoriais como as complicagdes
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microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares (cardiacas).
O auto-cuidado continuo e acompanhamento médico sdo essenciais para a
manutengdo dos niveis glicémicos, lipémicos e pressdo sanguinea dos pacientes
diabéticos (DEFRONZO et al., 2015).

1.2Modelos animais de diabetes mellitus

Os modelos animais sado ferramentas Uteis para a avaliacédo
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) de farmacos ou ainda possibilitam uma
melhor compreensdo da doenca em evidéncia (GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014,
SRINIVAS, 2015). No caso da DM, alguns animais que apresentam semelhanca a
patologia humana sao: primatas nao-humanos, porcos, cachorros, gatos, coelhos,
camundongos e ratos. Considerando a facilidade da manipulagéo e custos, além da
semelhancga genética e fisiopatologica a DM desenvolvida em humanos, os roedores
sdao o modelo animal de escolha para o estudo de farmacos antidiabéticos e
compreensao da evolugao da doenga (ISLAM & WILSON, 2012; GHASEMI, KHALIFI
& JEDI, 2014).

O modelo animal de DM em roedores pode ser classificado de duas formas: o
modelo animal espontaneo, o qual o animal possui alteragdo genética, culminando no
desenvolvimento da doenca, e o0 modelo animal ndo espontaneo chamado também
de modelo animal experimental de diabetes, no qual o roedor é induzido a doenca
através da administragdo de agentes quimicos, alimentagdo baseada em uma dieta
altamente caldrica, pela combinagcdo destes dois métodos ou ainda através de
métodos cirurgicos, como a pancreatectomia parcial (ISLAM & WILSON, 2012;
GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014).

Apesar de nao existir um modelo animal que reproduza fielmente a doencga
humana, o modelo experimental de diabetes apresenta um ou mais fatores
semelhantes, além disso, o baixo custo quando comparado ao modelo espontaneo
faz desse, 0 modelo mais utilizado na literatura ( ISLAM & WILSON, 2012; GHASEMI,
KHALIFI & JEDI, 2014). Os indutores quimicos mais utilizados sdo o aloxano (ALX) e
a estreptozotocina (STZ) (GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014). A estrutura quimica de

ambos agentes quimicos € ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais agentes quimicos indutores de diabetes
mellitus experimental em roedores, estreptozotocina (A) e aloxano (B).

A literatura é controversa quanto a classificagdo da DM induzida através da
administracao de ALX e STZ em roedores e, dessa forma, alguns autores classificam
como DM | (KING, 2012; SZKUDELSKI, 2012), enquanto outros classificam como DM
II ISLAM & WILSON, 2012; SRINIVAS, 2015). Esta divergéncia & explicada pela
diferenca dos niveis glicémicos dos animais, decorrente da dose administrada do
agente quimico, bem como a espécie animal utilizada nos estudos (ELEAZU et al.,
2013).

Sabe-se que o ALX apresenta uma toxicidade superior a STZ na destruicdo das
células B-pancreaticas, devido a sua maior afinidade por essas células. Além disso, o
modelo animal obtido com a administragdo de ALX ndo apresenta uma glicemia
estavel, em alguns casos pode haver a reverséo do estado diabético, fazendo com
que este modelo animal tenha aplicacdo em estudos de curta duracdo. Desta forma,
a STZ possui maiores vantagens quando comparado ao ALX, resultando em animais
com hiperglicemia estavel. Esse modelo pode ser utilizado tanto em estudos de curta
quanto de longa duracgdo, ao que se atribui maior popularidade ao uso deste agente
quimico (SZKUDELSKI, 2012; GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014; RADENKOVIC,
STOJANOVIC & PROSTRAN, 2016).

A estreptozotocina € produzida a partir da bactéria Streptomyces achromogenes
e um analogo nitrosouréia (N-metil-N-nitrosouréia) o qual é ligado a uma hexose. Esse
agente quimico possui alta afinidade as células B-pancreaticas. A hexose, presente
na molécula, liga-se ao transportador de glicose 2 (GLUT-2) nas células f-

pancreaticas, sendo dessa forma captada. No entanto, rins e figado também possuem
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a expressao de GLUT-2, explicando o efeito toxico da estreptozotocina nestes 6rgaos.

A porcao nitrosamina na molécula de STZ é responsavel pelo efeito citotdxico
deste agente diabetogénico. Conforme demonstrado na Figura 2, o mais importante
dos efeitos toxicos é a alquilagdo do DNA celular, o qual ira gerar um aumento da
enzima nuclear de reparo poli (adenosina difosfato-ribose) polimerase-1 (PARP-1),
levando a uma redugéao de dinucledétido de nicotinamida e adenina (NAD) e adenosina
trifosfato (ATP). A biossintese de adenosina difosfato (ADP) é dependente de ATP,
desta forma havera uma reducgao energética da célula. A deplecdo de ATP também
ocorre pela redugéo do consumo de oxigénio mitocondrial, culminando desta forma,
na apoptose das células B-pancreaticas. Além disso, o dano no DNA ira ocasionar
morte celular através do aumento do estresse oxidativo e Oxido nitrico (NO)
(SZKUDELSKI, 2012; ELEAZU et al., 2013; GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014).

Apoés a administracao, os efeitos da STZ sao definidos em trés fases. A primeira
fase ocorre 2 a 4 horas apds a administragao, na qual os animais encontram-se em
estado hiperglicémico devido principalmente a mobilizagao de glicogénio hepatico ou
mesmo a redugao dos niveis séricos de insulina. A segunda fase caracteriza-se pela
hipoglicemia, ocorrendo de 6 a 10 horas ap6s a administragdo, decorrente do aumento
dos niveis de insulina. Por fim, a terceira fase caracteriza-se por hiperglicemia
permanente e ocorre 24 horas apdés a administracdo do agente, levando as
manifestagdes de poliuria, glicosuria, hiperglicemia e redugdo da viabilidade das
células B-pancreaticas para produgao de insulina, permanecendo pelo periodo de 2 a
8 semanas apos a administragao (ELEAZU et al., 2013; GHASEMI, KHALIFI & JEDI,
2014).

A administragdo somente de STZ ocasiona um estado de hiperglicemia muito
elevado, com danos extensivos a outros tecidos. Desta forma, alguns grupos de
pesquisa utilizam o protocolo da administragdo de um protetor das células -
pancreaticas previamente a administracdo de STZ, com o intuito de obter um modelo
animal que apresente estado hiperglicémico moderado (MASIELLO et al., 1998;
SZKUDELSKI, 2012; ELEAZU et al., 2013; GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014).
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Figura 2. Representacao esquematica dos efeitos citotoxicos da estreptozotocina e
acgdes protetoras da nicotinamida nas células pB-pancreaticas. PARP-1, poli (adenosina
trifosfato [ADP]-ribose) polimerase-1; PRPP, 5-fosforibosilpirofosfato; NMN,
mononucleotideo de nicotinamida; Nampt, fosforibosiltransferase de nicotinamida;
Nmnat, mononucleotideo adenililtransferase de &cido nicotinico/nicotinamida; T,
aumento/ativagao; |, redugao/inativacdo (Retirado de Szkudelski, 2012).

A nicotinamida (NA) ou vitamina B3 (niacina), é geralmente administrada
previamente a estreptozotocina, com o objetivo de prevenir alguns danos ocasionados
pelo agente diabetogénico, obtendo um modelo de diabetes moderado. O mecanismo
de acéo protetor atribuido a NA, especifico para as células B-pancreaticas, ocorre
principalmente pela prevengéo do dano ao DNA celular ocasionado pela STZ, o que

tecidos, prevenindo a apoptose da célula B-pancreatica (Figura 2) ( SZKUDELSKI,
2012; GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014).

A administracdo de NA e STZ a roedores leva a um estado de hiperglicemia
estavel, causando polidipsia e polifagia, sendo responsivo a farmacos
hipoglicemantes, pois ainda ha células B-pancreaticas funcionantes, visto que 60% a
40% do estoque de insulina s&o preservados. Outra alteragao bioquimica € o aumento
em 40% dos triglicerideos, sem afetar o colesterol plasmatico. No entanto, este

modelo ndo ocasiona resisténcia a insulina ou alteragédo da insulina plasmatica, como
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observado no modelo animal de diabetes induzido pelo fornecimento de uma dieta
altamente caldrica (GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014). Além disso, como discutido
anteriormente os efeitos toxicos da STZ incluem outros 6rgaos como figado e rins,
onde a produgao de radicais livres ocasiona apoptose nas células destes tecidos
(MASIELLO et al., 1998; SZKUDELSKI, 2012; ELEAZU et al., 2013; GHASEMI,
KHALIFI & JEDI, 2014).

Diante destas caracteristicas descritas, a indugao de diabetes em roedores nao-
obesos, através da administragcao de estreptozotocina e nicotinamida, caracteriza um
modelo animal de DM I, interessante para o teste de farmacos antidiabéticos, estudo
das complicagbes da doenga (cardiovasculares, nefropatia e neuropatia)
(SZKUDELSKI, 2012; GHASEMI, KHALIFI & JEDI, 2014), bem como a influéncia da
doenga na farmacocinética de farmacos, uma abordagem ainda pouco explorada que
disp6e de alguns estudos utilizando antidiabéticos orais comercialmente disponiveis
0s quais sao reportados na literatura como a metformina (PANDIT et al., 2013) a
pioglitazona e exenantina (NOVELLI et al., 2014) e a sitagliptina (BAERTS et al.,
2015).

A hiperglicemia crbnica, caracteristica da diabetes, ocasiona mudancas
fisiolégicas em diferentes sistemas, o que pode refletir nos processos
farmacocinéticos de diversos farmacos. Algumas alteracbes dos processos de
absorc¢ao, distribuigcdo, metabolismo e excre¢do (ADME), reportadas na literatura em
modelo animal de diabetes induzido por STZ s&o descritas a seguir (LEE et al., 2010;
SRINIVAS, 2015).

A diabetes em roedores ocasiona um retardo no transito intestinal, podendo
alterar o processo de absorcao de farmacos. Ja a distribuicdo pode estar alterada
devido a desidratagao intracelular ou a mudanga da fragdo de farmaco ligado as
proteinas plasmaticas. Este ultimo fator esta relacionado ao elevado nivel de acidos
graxos e glicemia plasmatica, levando ao aumento da fragao livre de alguns farmacos
(LEE et al., 2010).

As alteracdes decorrentes da doencga descritas a nivel hepatico sdo o aumento
do fluxo sanguineo neste 6rgdo, alteracdo na expressdao de transportadores e
isoenzimas do citocromo P450. A hepatoxicidade ocasionada pela STZ também é

responsavel pelo aumento da secrecao biliar, fator este que podera resultar na
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alteracdo da farmacocinética de farmacos influenciados por este processo. A
alteracdo do fluxo hepatico € mais critico para farmacos de intermediaria e alta

extracao hepatica, os quais sdo dependentes deste fator (LEE et al., 2010).

Em relacdo a eliminacdo de farmacos que possuem como principal via de
eliminagcao a renal, a DM podera impactar a farmacocinética devido ao aumento de
fluxo urinario nos animais. Por outro lado, devido a nefrotoxicidade provocada pela
STZ, a eliminacdo de farmacos pode ser reduzida, devido aos danos renais
caracteristico desse modelo experimental de DM (LEE et al., 2010).

Deste modo, é importante a compreensdo do impacto das alteracdes
ocasionadas por esta doenga na resposta farmacoldgica de farmacos antidiabéticos,

tanto a nivel plasmatico quanto na sua biofase.

1.3 Alteragoes farmacocinéticas em humanos com diabetes

Devido as complicagdes micro e macro vasculares ocasionadas pelo pobre
controle glicémico em pacientes DM Il, algumas alteragbes dos processos

farmacocinéticos sdo reportadas também em humanos.

E descrito na literatura, que a hiperglicemia crénica ocasiona redugao do fluxo
sanguineo tecidual, o qual podem refletir na alteragdo da absorgdo de farmacos
(DOSTALEK, AKHLAGHI & PUZANOVOVA, 2012), tais como a redugao da absorg¢ao
de benzilpenicilina apés a administragao intramuscular (LERNER & WEINSTEIN,
1964). Em relagdo a administracéo oral, a absorgao pode alterar devido a mudanga
do pH gastrico, atraso do esvaziamento gastrico bem como alteragdes do transito
intestinal (DOSTALEK, AKHLAGHI & PUZANOVOVA, 2012). A ampicilina quando
administrada pela via oral em pacientes DM || demonstrou reducao da sua absorcao
devido ao atraso no tempo de transito intestinal (ADITHAN et al., 1989). Além disso,
a hiperglicemia crénica pode ocasionar a glicagdo n&o-enzimatica da albumina
ocasionando uma mudanga na sua conformacdo sem alterar os niveis séricos,
resultando na alteracdo da fracdo livre de farmaco acidos. Com relagdo a
glicoproteina-a-1 acida os dados na literatura sdo contraditorios. As alteracdes
hepaticas envolvem a redugédo ou aumento na expressao de isoenzimas do citocromo

P-450, ocasionando alteracdes na biotransformacgao de farmacos substratos dessas
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isoenzimas. Por fim, a eliminagao de farmacos pode ser alterada devido ao aumento
da filtracdo glomerular, ocasionando a maior excregao de farmacos que possuem
eliminacao por esse mecanismo (DOSTALEK, AKHLAGHI & PUZANOVOVA, 2012).

1.4 Caracteristicas farmacocinéticas da metformina em humanos e roedores

Aprovada na Europa em 1957 e nos Estados Unidos em 1995, a metformina
(Figura 3) esta disponivel na forma farmacéutica de comprimido através de duas
apresentacoes do sal cloridrato: liberagao imediata ou liberagcédo controlada. As doses
recomendadas variam de 1 a 2,5 g diarias, divididas em 2 a 3 tomadas (ASSOCIACAO
AMERICANA DE DIABETES, 2016), sendo que a biodisponibilidade oral em humanos
varia de 40 — 60% (GRAHAM et al., 2011). Entre os efeitos colaterais da metformina
tem-se os efeitos gastrintestinais transitérios como vémito e diarreia, sendo

recomendada a sua administracdo concomitante as refeicbes (BLONDE et al., 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica da metformina

A metformina apresenta um comportamento farmacocinético linear tanto em
humanos (GRAHAM et al., 2011) quanto em roedores (CHOI, KIM & LEE, 2006), a
ligacdo as proteinas plasmaticas € negligenciavel em humanos (GRAHAM et al.,
2011). Em ratos também apresenta ligagéo baixa, em torno de 9 -15% (CHOI, KIM &
LEE, 2006; CHOI et al., 2008).

Por se tratar de um farmaco altamente polar, de elevada fracédo livre e
extensivamente eliminado através de secrecdo tubular, a fracdo de metformina
eliminada de forma inalterada na urina em humanos é de 78 a 99% e em ratos de 65
a 77,8% (CHOI, KIM & LEE, 2006; GRAHAM et al., 2011). Desta forma, é importante
que a dose para individuos com funcao renal alterada apresentando clearance da

creatinina (CLcr) < 60 mL/min, seja revista bem como o prosseguimento dessa terapia,
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tendo em vista que a funcdo renal reduzida ira levar ao acumulo do farmaco no
organismo, podendo culminar na acidose lactica, efeito adverso mais temido na
terapia da metformina, visto que 50% dos casos podem levar ao ébito (GRAHAM et
al., 2011).

H&4 uma grande Vvariabilidade interindividual clinica nos parametros
farmacocinéticos deste farmaco quando administrado pelas vias intravenosa e oral
(GRAHAM et al., 2011). Em individuos saudaveis observa-se uma faixa de meia vida
(t12) de 1,74 a 4,5 h, volume de distribuicdo (Vd) de 63 a 276 L e clearance total
aparente (CL) de 441 a 706 mL/min (GRAHAM et al., 2011). Essa grande variabilidade
em individuos que apresentam a fungdo renal normal poderia explicar a nao
responsividade de um tergo dos pacientes ao tratamento com metformina (GRAHAM
etal.,2011; PERNICOVA & KORBONITS, 2014; KAJBAF, DE BROE & LALAU, 2016).
Apesar de nao estar elucidado o mecanismo atrelado a este fenbmeno, uma das
hipoteses seria a alteragao genética na expressao dos transportadores localizados no
tecido alvo, acarretando no menor transporte de farmaco para os hepatécitos
(GRAHAM et al., 2011).

A compreensao da farmacocinética de farmacos envolve procedimentos que sao
dificeis ou eticamente inviaveis de serem realizados em humanos. Desta forma, o
estudo em espécies pré-clinicas torna-se uma alternativa para a melhor compreensao

de processos como elucidagao do efeito de primeira passagem e distribui¢do tecidual.

Em um estudo em ratos saudaveis, apos a administracdo de trés doses de
metformina (50, 100 e 200 mg/kg) pela via intravenosa, observou-se eliminagao da
forma inalterada na urina superior a 74%, confirmando que esta € a principal via de
eliminacdo da metformina. A fracdo restante corresponde a eliminagao pela via néo-
renal (CLnRr), onde 24% pode ser atribuido a metabolizagdo da metformina pelas CYPs
2C11, 2D1 e 3A1/2 e uma pequena parte desta (0,343% da dose) correspondendo a
<2% do CLnr é realizada pelo ducto biliar (CHOI, KIM & LEE, 2006).

Em ratos, a administracéo pela via oral na dose de 100 mg/kg, resultou em uma
biodisponibilidade de 29,9%. Este baixo percentual, 53,8% foi atribuido ao
metabolismo intestinal ou acumulo do farmaco nas células intestinais, 11,3% ao efeito
de primeira passagem hepatica, uma pequena fragao € eliminada inalterada nas fezes

(4,39%), ja a excrecgao biliar € negligenciavel, representando 0,392% da dose (CHOI,
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KIM & LEE, 2006; PROCTOR, BOURDET & THAKKER, 2008).

A farmacocinética da metformina também tem sido estudada em diferentes
modelos animais de diabetes. A inducdo do diabetes em ratos, através da
administracdo de aloxano, causou alteragcdes dos parametros farmacocinéticos da
metformina (100 mg/kg, i.v.), observados 4 e 25 dias ap6s a indugdo da DM.
Resultando em aumento na area sob a curva (ASCo-inf) em consequéncia da redugao
do clearance renal (CLr) (LEE, CHOI & LEE, 2008).

Por outro lado, quando a DM é induzida em ratos pela administracido de
estreptozotocina (45 mg/kg, i.v.), a avaliagdo da farmacocinética da metformina (100
mg/kg, i.v.) 7 ou 29 dias apdés a indugao, acarretou no aumento do CLr com
consequente redugao da ASCo.-int. Este resultado pode ser explicado devido a poliuria
ocasionada pela DM nos animais, visto que a eliminagdo da metformina é
predominantemente pela via renal, o aumento do fluxo de urina nos animais diabéticos

refletiu no aumento do CLr da metformina (CHOI et al., 2008).

Apesar dos autores justificarem que a alteracdo dos parametros
farmacocinéticos da metformina em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina
nao ter sido decorrente da toxicidade do agente indutor, pois as alteragdes nos niveis
de transaminases (AST e ALT) foram observados tanto em 7 quanto em 29 dias apods
ainducgao da diabetes (CHOI et al., 2008), o aumento nos niveis destas transaminases

€ um indicativo de dano hepatico e/ou renal.

Outro paréametro bioquimico alterado em ambos os modelos animais foi o
nitrogénio ureico, o qual apresentou aumento dos niveis, indicando dano renal. E
importante levar em consideragdao esse fator, visto que a metformina possui
eliminagao por esta via. A literatura descreve que modelos animais de DM utilizando
estreptozotocina e aloxano causam danos renais e hepaticos, devido a afinidade
destes agentes quimicos pelos transportadores GLUT-2 localizados nestes érgaos e

células p-pancreaticas (LEE et al., 2010).

A metformina € um farmaco de baixa extragao hepatica (CHOI et al., 2006), cujo
depuragdo € dependente do clearance intrinseco, uma vez que sua ligagdo a
proteinas plasmaticas € muito baixa (10-15%), o que resulta em um padrao de farmaco
proteina-plasmatica insensivel. A Tabela 2 resume o0s principais parametros

farmacocinéticos da metformina em ratos apds a indugcao da DM utilizando aloxano e
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estreptozotocina (CHOI et al., 2008; LEE, CHOI & LEE, 2008).

Tabela 2. Resumo dos principais parametros farmacocinéticos da metformina (100
mg/kg, i.v.) em ratos saudaveis e diabéticos induzidos por diferentes agentes
quimicos: aloxano (ALX) e estreptozotocina (STZ).

Parametro Ratos controles?® Ratos diabéticos? Ratos diabéticos®
(n=9) ALX (n = 6) STZ (n=11)
t12 (h) 2,38 £ 0,49 3,16 + 0,67 3,7+1,13
ASC (ug.min/mL) 4080 + 720 6920 £ 1160 3460 + 565
CL (mL/min/kg) 24,5 + 3,96 14,1+ 3,14 28,1+ 2,58
Aeo.24n (% da dose) 77,8+ 111 77,3 15,87 75,1+ 5,50
Vd (mL/Kg) 586 + 161 573 + 147 1090 + 402
fu (%) 85 84,4 + 6,58 88 + 0,868
F (%) 29,9 35,1 33,5

t12, tempo de meia vida; ASC, area sob a curva; CL, clearance; Aeo-24n Percentual da dose de
metformina excretada na forma inalterada na urina; Vd, volume de distribui¢ao; fu, fracdo de metformina
nao ligada as proteinas plasmaticas; F, biodisponibilidade. 2Dados referentes ao estudo conduzido por
Choi et al., 2006; PALX= animais diabéticos apds 25 dias de indugdo por aloxano (40 mg/kg, i.v.), Choi
et al., 2008; c<STZ= animais diabéticos apds 29 dias de indugéo por estreptozotocina (65 mg/kg, i.v.),
Lee et al., 2008.

Estudos quanto a distribuicdo tecidual da metformina sao escassos na literatura.
O primeiro estudo publicado, foi realizado em camundongos apds a administragéao oral
de metformina na dose de 150 mg/kg por BECKMANN (1969) e verificou que os
tecidos de maior concentragao total deste farmaco foram: rins, pancreas, figado e em
menor quantidade, o musculo e o tecido adiposo, indicando ainda que as
concentracdes teciduais totais de metformina foram superiores a encontrada no soro
de camundongos. Estudos mais atuais corroboraram essas observagbes e
demonstraram maior distribuicdo tecidual da metformina quando analisado somente o
homogenato do tecido hepatico, demonstrando a elevada distribuicdo do farmaco
nesse tecido quando comparado a concentragdo em plasma de roedores (SOGAME
et al., 2011; HIGGINS, BEDWELL & ZAMEK-GLISZCZYNSKI, 2012; MADIRAJU et
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al., 2014).

1.5Transportadores envolvidos no processo ADME da metformina

As caracteristicas fisico-quimicas da metformina a definem como uma molécula
polar (logP -0,82) e base forte (pKa de 11,5). Portanto, no pH sanguineo o farmaco
encontrando-se minimamente ndo ionizado (< 0,01%), formando espécies catidnicas
(GRAHAM et al., 2011). Desta forma, a metformina ndo consegue difundir
passivamente as membranas celulares, necessitando de carreadores para ser
transportada para o meio intracelular, bem como para ser excretada. Os
transportadores de influxo descritos na literatura, que desempenham essa fungéo sao
pertencentes a familia OCT (transportadores de cations organicos), ja os
transportadores de efluxo sdo as proteinas extrusoras de farmacos e toxinas (MATE-
1 e MATE-2K) e o transportador de monoamina da membrana plasmatica PMAT
(PERNICOVA & KORBONITS, 2014; LIANG & GIACOMINI, 2017). A seguir, sera
descrita a expressdo nos diferentes tecidos dos transportadores de influxo e efluxo

envolvidos na farmacocinética da metformina.

Apds a administracéo oral, 90% da fragao da absor¢ao da metformina ocorre via
paracelular e os 10% restantes sdo absorvidos por transportadores como OCT-3 e
PMAT, expressos na membrana apical dos enterécitos (SLITT et al., 2002a; ZHOU,
XIA & WANG, 2007; PROCTOR, BOURDET & THAKKER, 2008). Experimentos in
vitro avaliando a atividade destes dois transportadores em uma ampla faixa de pH
demonstram que em ambiente levemente acido, como intestino delgado (pH = 6), a
atividade de PMAT é superior a OCT-3, o que sugere que PMAT seja o transportador
responsavel pela absor¢gdo da metformina neste sitio (ZHOU, XIA & WANG, 2007). Ja
o tecido hepatico, principal envolvido no mecanismo de agdo da metformina, possui a
expressao de OCT-1 na membrana basolateral dos hepatdcitos. Esse transportador
de influxo é responsavel por aproximadamente 76% da captacdo hepatica da
metformina (SLITT et al., 2002b; PERNICOVA & KORBONITS, 2014). Além disso,
este tecido também expressa OCT-3 o qual possivelmente € responsavel pela
captacéo da fragao restante do farmaco (HIGGINS et al., 2012). Apesar de MATE-1
ser expressa no tecido hepatico humano e em ratos (WANG et al., 2015), a excregéo
de metformina na bile é negligenciavel em ambas as espécies (GRAHAM et al., 2011;
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ZAMEK-GLISZCZYNSKI et al., 2013) demonstrando que a metformina ndo é

secretada na bile através de MATE-1, presente na membrana apical dos hepatdcitos.

Apoés a administracdo da metformina, os tecidos periféricos sado sensibilizados a
insulina. Esses tecidos expressam OCT-3 como transportador de influxo da
metformina, sendo o principal meio de captacdo do farmaco pelos musculos
esqueléticos (OSHIMA et al., 2015).

A eliminacio renal da metformina se da pela sua distribuicdo aos rins, através
dos transportadores de influxo OCT-1 e OCT-2 em ratos, e OCT-2 em humanos,
enquanto que os transportadores de efluxo responsaveis pela secrecao tubular ativa
de metformina sédo MATE-1 em ratos e MATE-1 e MATE-2K em humanos
(PERNICOVA & KORBONITS, 2014).

Desta forma a expressao dos carreadores de metformina nos seus tecidos alvos
demonstra o complexo envolvimento na absorcio, distribuicdo e eliminacido desse
farmaco (GRAHAM et al., 2011)

1.6 Mecanismo de agao da metformina

Como descrito anteriormente, a metformina € transportada da circulacéo
sanguinea para o espaco intracelular dos tecidos de interesse através da familia de
transportadores OCTs ou ainda, apds a administragéo pela via oral, 10% do farmaco
absorvido é dependente do transportador de influxo PMAT, presente na membrana
apical dos enterdcitos (PROCTOR, BOURDET & THAKKER, 2008; GRAHAM et al.,
2011). Apos alcangar o espaco intracelular do tecido alvo, devido a ionizagdo em pH
fisiolégico, a metformina acumulara no interior da mitocéndria, a qual possui ambiente
com carga negativa (PERNICOVA & KORBONITS, 2014; RENA, HARDIE &
PEARSON, 2017).

O efeito de reducédo glicémica da metformina é devido principalmente a inibigdo
da gliconeogénese e da lipdlise hepatica, bem como a redugao da fungao do hormdnio
glucagon. Em menor extensao, ocasiona a sensibilizagdo do musculo esquelético a
insulina, levando a captacdo da glicose neste tecido (PERNICOVA & KORBONITS,
2014). Também é relatado que este farmaco aumenta a secregdo do peptideo

glucagon-simile (GLP-1) (PREISS et al., 2017) além de retardar o processo de
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absorgao de glicose intestinal (PERNICOVA & KORBONITS, 2014).

A metformina possui como vantagem frente as outras classes de antidiabéticos,
a manutencao do peso corporal do paciente ou mesmo a sua reducéo, além de possuir
efeitos benéficos em relagcdo as complicagbes macrovasculares (FORBES &
COOPER, 2013).

Apesar de ter seu uso regulamentado ha mais de 65 anos, o mecanismo de agao
ainda nao foi totalmente elucidado. Na ultima década os estudos relacionados ao
mecanismo molecular foram intensificados, os quais estabelecem que a metformina
age de forma dependente ou independente da proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK). A via pelo qual a metformina age dependera da forma de
administracdo, concentragao intracelular e duragdo do tratamento, os quais serao
discutidos abaixo (PERNICOVA & KORBONITS, 2014; AN & HE, 2016a; RENA,
HARDIE & PEARSON, 2017).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento da DM II, como ja relatado
anteriormente é a obesidade. Essa comorbidade em roedores leva a alteragao da
microbiota intestinal, o que desencadeia um aumento dos niveis de um agente proé-
inflamatdrio na circulagdo, o lipopolissacarideo (LPS). O tratamento com metformina
via oral modula a flora intestinal de roedores diabéticos e obesos reduzindo os niveis
de LPS séricos. Nessa forma de administragao é crucial o eixo sistema gastrintestinal
— sistema nervoso central (GTI-SNC). O efeito inicia-se pela ativagdo de GLP-1 nos
enterocitos, este neuropeptideo ira ativar a proteina quinase A (PKA) e
consequentemente AMPK localizada na mitocéndria das células intestinais. Apds a
ativacao dessa ultima, a metformina possuira acado hepatica através do eixo GTI-SNC
(AN & HE, 2016).

No tecido hepatico, duas teorias sao relatadas quanto a acao da metformina na
mitocdndria: através da inibicdo do complexo | da cadeia de respiragao celular,
resultando em redugao da energia celular e inibicdo da enzima glicerol-3 fosfato, sem
alterac&o da energia celular (RENA, HARDIE & PEARSON, 2017).

A teoria mais estudada relata que em altas concentracdes, a metformina inibe o
complexo | da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, resultando na redugao
da produgcdo de adenosina trifosfato (ATP) e aumento dos niveis de adenosina
monofosfato (AMP). A acdo do farmaco € obtida através de duas rotas: AMP ira ligar-
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se ao sitio “P” da enzima adenilato ciclase, reduzindo a sinalizagdo do glucagon e
consequentemente a sintese de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), sinalizador
celular para gliconeogénese. Esta via € responsavel pelo efeito anti-hiperglicemiante
da metformina apds administragéo por periodo prolongado ou ainda apos o tratamento
em dose unica do farmaco. A segunda via de agado da metformina € a ativacao de
AMPK, o qual é responsavel por fosforilar € aumentar a atividade dos receptores de
insulina, resultando no deslocamento dos transportadores de glicose. Outro efeito
desencadeado pela metformina via AMPK é a redugao da sintese de acidos graxos,
os quais estdo envolvidos na sensibilizagdo a insulina. Devido a esta segunda via
abranger transcricdo génica, ela s6 é observado no tratamento por um periodo
superior a 14 dias (Figura 4) (PERNICOVA & KORBONITS, 2014; RENA, HARDIE &
PEARSON, 2017).

Corroborando a hipotese de inibigdo da cadeia mitocondrial, um ensaio realizado
com hepatdcitos humanos descreveu que a concentracdo de metformina necessaria
para produzir 50% da inibigdo da cadeia respiratoria mitocondrial (Clso) deve ser de
58-155 mg/L, o que corresponderia a uma possivel toxicidade deste farmaco, ja que
a concentragdo maxima (Cmax) de metformina no plasma de individuos saudaveis é de
1-2 mg/L e casos de sobredosagem correspondem a concentragdo sérica de 267
mg/L, 2h apés a ingestao pela via oral (KAJBAF, DE BROE & LALAU, 2016).
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Figura 4. Modelo da agdo da metformina no hepatdcito. A metformina entra no espaco
intracelular através dos transportadores como o OCT-1 e inibe o complexo |
mitocondrial. A inibicdo do complexo | resulta na reducido dos niveis de ATP e uma
acumulagao de AMP. O AMP liga-se ao sitio “P” da enzima adenilato ciclase e inibe a
sua atividade, levando a diminui¢ao da geragao de AMPc sob estimulagao do receptor
de glucagon. Como resultado, a ativagdo de PKA e sua cascata de sinalizagao s&o
inibidos. A gliconeogénese € suprimida como o resultado da atividade reduzida das
enzimas envolvidas no fluxo da gliconeogénese (por exemplo, devido a auséncia da
fosforilagdo do fator de transcricdo de CREB-1). A metformina induz mudanga na
carga energética, também ativa AMPK, o qual suprime o metabolismo lipidico e
possivelmente também contribui para a reducdo da expressao génica da
gliconeogénese. Alem disso, AMP e ATP tem um papel modulatério independente
destas vias. Abreviacdoes: AMPK, 5-AMP-proteina quinase ativada; CREB-1, AMPc
proteina de resposta a ligagédo elementar; CRTC2, CREB co-ativador 2 da regulagao
de transcrigdo; G6Pase, glicose-6-fosfatase; I3PR, Receptor inositol 1,4,5-trifosfato;
PEPCK carboxiquinase fosfoenolpiruvato; PFK/FBPase 1,6-fosfofruto-2-
quinase/frutose-2,6-bifosfatase 1; PGC-1a, peroxissoma proliferador ativado receptor-
y coativador-1a; PKA,proteina quinase A; OCT-1, transportador organico de cation-1
(Retirado de PERNIKOVA & KORBONITS, 2014).

Mais recentemente, estudos conduzidos por MADIRAJU e colaboradores (2014),
demonstraram através de ensaios in vivo e in vitro que 0 mecanismo de ag¢ao da

metformina ndo envolve a ativacdo de AMPK. Neste estudo, a metformina quando

administrada na dose de 50 mg/kg em regime agudo (i.v.) ou crénico (administragéo
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i.p. pelo periodo de 30 dias) em ratos, possui como alvo molecular a redugao de
atividade redox a nivel mitocondrial e aumento do estado redox citosélico devido a
inibicdo da enzima glicerol-3-fosfato-desidrogenase, impedindo o transporte de NADH
do citoplasma para a mitocéndria. Esta modulacao do estado redox resulta na redugao
da gliconeogénese sem modificar a carga energética celular apés a administragéo
aguda. Desta forma, o lactato e o glicerol, utilizados como precursores da
gliconeogénese, encontram-se em excesso no interior na mitocéndria, este excesso

sera transportado ao plasma resultando no aumento de seus niveis plasmatico (Figura
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Figura 5. Modelo de supressdo da gliconeogénese hepatica ocasionado pela
metformina. A metformina suprime a gliconeogénese através da inibicdo de uma
isoforma de glicerol fosfato desidrogenase (mGPD) mitocondria especifica. Esta
inibicdo reduz a velocidade da fosfato de di-hidroacetona (DHAP) — da cascata de
sinalizac&o de glicerol fosfato (glicerol fosfato € também chamado de glicerol-3-fosfato
(G3P)) como resultado a razdo de G3P:DHAP, NADH:NAD, e lactato:piruvato ira
aumentar no citoplasma. A gliconeogénese ira reduzir e consequentemente, a
secrecao de glicose através dos hepatécitos. Portanto, niveis excedentes de glicerol
e lactato sdo secretados no plasma. O termo cGPD refere-se a isoforma
citoplasmatica do glicerol fosfato desidrogenase e LDH lactato desidrogenase
(Retirado de FERRANNINI (2014)).

Com relagédo ao efeito da captagao de glicose pelo musculo esquelético, esse
efeito € observado em regime de administragcado por periodo prolongado do farmaco.
Onde AMPK ira aumentar a atividade de tirosina quinase do receptor de insulina, bem
como da translocacédo de receptores de glicose (GLUT-4). A metformina ocasiona

também um aumento na expressdo de receptores de insulina, assim como um

aumento nas enzimas envolvidas na sinalizacdo deste horménio (PERNICOVA &
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KORBONITS, 2014).

A critica acerca da hipétese de inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria,
refere-se as altas concentragdes necessarias para se observar o efeito, nao
correspondendo a concentragédo de metformina encontrada na clinica (AN & HE, 2016;
RENA, HARDIE & PEARSON, 2017).

Em contrapartida, a critica a teoria de inibicdo da enzima glicerol-3-fosfato é de
que somente esta via de inibigdo ndo seria suficiente para explicar o efeito anti-
hiperglicemiante, pois existem mecanismos compensatorios, como o shuttle
aspartato/malato (RENA, HARDIE & PEARSON, 2017). Portanto, até o momento a
questdo do mecanismo molecular pelo qual a metformina exerce seu efeito nao foi
elucidado, este aspecto € importante visando novos alvos moleculares no

desenvolvimento de farmacos antidiabéticos.

1.7 Microdialise

Embora a metformina possua diversos relatos acerca das suas propriedades
farmacocinética e farmacodindmica, ainda ndo ha um consenso acerca da sua
concentragdo plasmatica terapéutica, assim como n&o se conhece a diferenga de
distribuicdo tecidual em individuos diabéticos e saudaveis. Desta forma, sé&o
necessarios estudos que avaliem a concentragdo de metformina nos tecidos
envolvidos com o seu mecanismo de agao, como o figado e musculo para que se
estabeleca uma relagédo concentragéo-resposta deste farmaco (KAJBAF, DE BROE &
LALAU, 2016).

Estudos a respeito da distribuicdo tecidual da metformina, sdo escassos na
literatura. Ha relatos da maior distribuicdo tecidual hepatica de metformina em
homogenato hepatico de roedores (WILCOCK, WYRE & BAILEY, 1991; SOGAME et
al., 2011; HIGGINS, BEDWELL & ZAMEK-GLISZCZYNSKI, 2012). No entanto, esta
técnica possui como desvantagem a quantificagao do farmaco presente em diversos
componentes do tecido, como os capilares sanguineos que irrigam o érgao, o fluido
intersticial e o espaco intracelular, o que pode gerar uma interpretacado errébnea dos
resultados. Além disso, a quantificacdo do farmaco deste mix tecidual é relacionado a

concentracgao total do farmaco (fragao ligada as proteinas plasmaticas + fragao livre).
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No entanto é bem estabelecido que a fragdo do farmaco farmacologicamente ativa é
somente a fracao livre (MOUTON et al., 2008). Outro ponto limitante desta técnica,
nao ha como obter um perfil concentragao tecidual por tempo completo de um mesmo
animal, para atender esse objetivo seria necessario obter o homogenato de diferentes
animais a cada tempo estipulado (MOUTON et al., 2008).

A técnica de microdialise possibilita obter a fracdo livre do farmaco, sem a
necessidade de tratamento prévio das amostras para analise quantitativa, além de
permitir a coleta de multiplas amostras do mesmo animal, resultando no perfil
completo de concentracao tecidual do farmaco em funcéo do tempo para cada animal
utilizado no estudo (PLOCK & KLOFT, 2005; CHAURASIA et al., 2007; AZEREDO,
DALLA COSTA & DERENDORF, 2014).

Esta técnica consiste na insercdo de uma sonda no tecido animal ou humano de
interesse, mimetizando o vaso sanguineo. A sonda de microdialise € constantemente
perfundida por uma solugéo fisiolégica que mimetiza as caracteristicas do fluido
intersticial, geralmente representado pela solugdo Ringer ou tamp&o fosfato. Na
extremidade desta sonda ha uma membrana semipermeavel com tamanho de poro
que permite somente a passagem de moléculas de baixo peso molecular através do
processo de difusdo. Impossibilitando, portanto, a passagem de substéancias ligadas
as proteinas plasmaticas e permitindo a coleta do farmaco livre na outra extremidade
da sonda (PLOCK & KLOFT, 2005; CHAURASIA et al., 2007; AZEREDO, DALLA
COSTA & DERENDOREF, 2014). Desta forma, é possivel a quantificagdo de farmaco
livre na biofase de interesse, sendo esta a fracdo de farmaco passivel de

desempenhar o efeito farmacoldgico.

Devido ao constante fluxo da solugéo fisiolégica na sonda de microdialise
inserida no tecido de interesse, ndo ha o estabelecimento de uma condicdo de
equilibrio, a qual é denominada de condi¢cdo sink. Desta forma, as amostras de
microdialisado tecidual coletadas nao refletem diretamente a concentracdo do
farmaco no tecido investigado, sendo necessario o estabelecimento das melhores
condicdes para a realizagdo do experimento através de métodos de calibracao in vitro
das sondas (LANGE, 2013; HAMMARLUND-UDENAES, 2017).

A determinacao das taxas de recuperacgao relativa do farmaco in vitro visam

verificar a influéncia de alguns fatores como: velocidade do fluxo de perfusao,
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temperatura e a presencga/auséncia de interagao fisico-quimicas do farmaco com o
material de composicdo da sonda (LANGE, 2013). Para a determinagdo da
recuperacao relativa através da técnica de didlise (RD), a sonda de microdialise &
imersa em uma solugcao com farmaco de concentragao conhecida, a qual € mantida a
temperatura constante de 37°C. A sonda é constantemente perfundida pela solugao
fisiolégica na sua extremidade de entrada. O dialisado coletado na extremidade de
saida da sonda é utilizado para a determinagao do “ganho” de farmaco em funcéo do
tempo (Figura 6), o qual é calculado através da Equagao 1 (PLOCK & KLOFT, 2005).

Cdial

RD(%) =( ).100

Cext
Eq. 1

Onde Cdial € a concentracao presente na amostra de dialisado e Cext € a solugao na

qual a sonda encontra-se imersa.

A recuperagao relativa (RR) determinada através da técnica de retrodialise,
consiste na imersao da sonda de microdialise na solugéo fisiolégica, a qual € mantida
a temperatura constante de 37°C. Na extremidade de entrada da sonda é
constantemente perfundida a solugdo do farmaco em uma concentragdo conhecida.
A amostra coletada na extremidade de saida da sonda reflete a “perda” do farmaco
para solucgao fisiolégica (Figura 6). A RR in vitro é calculada utilizando a Equacéo 2
(PLOCK; KLOFT, 2005; LANGE, 2013).

RR(%) = (M> .100

Cpers

Eq. 2

Onde Cperf& a concentracdo de farmaco na solugao de perfusao, Cdial € a concentracao

presente na amostra de dialisado

Determinadas a melhores condigdes de fluxo e estabelecida a influéncia da
concentragdo e do efeito de ligagdo (se houver) do farmaco sobre as taxas de
recuperacao, a etapa seguinte da técnica consiste na determinagao da recuperagao
relativa in vivo (RR invivo). ESSe parametro é dependente das caracteristicas do tecido,
nao sendo possivel a substituigdo do valor estabelecido no método in vitro para corrigir

o valor das concentragdes das amostras coletadas no experimento de microdiadlise
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(LANGE, 2013). Desta forma, a sonda de microdialise é inserida no tecido de
interesse, sendo constantemente perfundida por uma concentragdao conhecida do
farmaco na extremidade de entrada da sonda. A amostra coletada na extremidade de
saida reflete a “perda” de farmaco para o tecido, e pode ser calculada utilizando a
Equagéo 2. O valor determinado pela RR in vivo € utilizado para corrigir os valores de
concentracdo do farmaco efetivamente presentes nos tecidos, a partir dos dados
quantificados nas amostras coletadas no experimento de microdialise (PLOCK &
KLOFT, 2005).

o . Dialise: solucao fisiologica
Liquido de perfusgo Retrodialise: solug3o do farmaco

/)

Extremidade f
de entrada
|

Sonda de .

microdialise \ = .
Solugéo de {D|é||se: solugdo do farmaco

imersdo Retrodidlise: solugdo fisiologica

Extremidade
de saida

Tubo de
microcentrifugagao

.U.

| T~ Dialisado

Figura 6. Esquema da calibragdo da sonda de microdialise in vitro realizada pelos
meétodos de didlise e retrodialise. O fluido de perfusédo € infundido com uma velocidade
constante pela extremidade de entrada, a sonda de microdidlise faz a troca de fluidos
através do processo de difusdo com a solugédo de imersdo, o dialisado resultante é
coletado da extremidade de saida pelo tubo de microcentrifugacao para posterior
analise quantitativa.

A microdialise possui como vantagem a quantificagdo da concentragdo
farmacologicamente ativa do farmaco no tecido de interesse, a qual pode diferir da
concentracdo plasmatica. Essa informagdao quando incorporada a modelos
matematicos auxilia na compreensao da relagao entre exposig¢ao (PK) no tecido alvo
e resposta (PD) (DERENDORF & MEIBOHM, 1999; MOULD & UPTON, 2012;

HAMMARLUND-UDENAES, 2017).
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1.8 Modelagem PBPK

Os modelos matematicos auxiliam na compreensao da relagdo farmacocinética
e farmacodindmica de um farmaco, permitindo descrever os dados experimentais
obtidos in vivo e/ou in vitro possibilitando a constru¢do de modelos com coeréncia
fisiolégica e a partir deste cenario realizar previsdo de situagdes nao testadas
(GAITONDE et al.,, 2016, MOULD & UPTON, 2012). Diversas abordagens sao
propostas na literatura para avaliagbes farmacocinéticas: empregando modelos
farmacocinéticos classicos, populacionais (PopPK) e mais recentemente baseados na
fisiologia (PBPK) (DERENDORF & MEIBOHM, 1999; MOULD & UPTON, 2012).

Na abordagem compartimental classica, o organismo é representado por
compartimentos tedricos, onde os tecidos que apresentam concentracbes
homogéneas do farmaco compdéem um compartimento, podendo possuir
adicionalmente outros compartimentos interligados. Ainda que permita uma adequada
simplificacdo da realidade, este modelo é considerado um modelo mais abstrato, pois,
em geral, ndo representa o organismo de maneira fidedigna (MOULD & UPTON,
2012).

O modelo PopPK & uma ferramenta util para descrever a variabilidade
interindividual (idade, peso, presenga de doenga, entre outros) na resposta de um
farmaco em uma determinada populacdo estudada. Este modelo possui como
vantagem o uso de dados esparsos, possibilitando a comparagdo dos parametros
farmacocinéticos obtidos de um unico individuo com de uma populagado que recebeu
0 mesmo tratamento (MOULD & UPTON, 2012).

No entanto, esses modelos representam o sistema de forma empirica, o que
limita a extrapolagdo em populagdes que possuam condigdes fisioldgicas diferente da
estudada (JONES & ROWLAND-YEO, 2013).

A representacdo do organismo de uma forma mecanistica € a abordagem
adotada pelos modelos farmacocinéticos baseados na fisiologia (PBPK), apesar da
estrutura do modelo compartimental ser semelhante as outras abordagens, os
modelos PBPK s&o mais complexos a medida que consideram o organismo como um
todo onde cada 6rgao é considerado um compartimento conectado pelo fluxo
sanguineo caracteristico da espécie estudada. O sistema multicompartimental é

descrito por uma série de equacgoes diferenciais parametrizadas baseada nos dados
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fisiolégicos para a construcdo do modelo (JONES & ROWLAND-YEO, 2013;
KUEPFER et al., 2016).

Devido a alta complexidade na série de equacdes diferenciais e a necessidade
de inserir dados experimentais fisioldgicos, fez com que esta abordagem introduzida
em 1937 tivesse o uso limitado pela industria farmacéutica. A medida que softwares
foram desenvolvidos incluindo as equacdes para descricdo dos processos ADME e
de dados fisiolégicos de diversas espécies, além da implementagdo de métodos de
extrapolagédo e predicdo de parédmetros, fez com que o interesse nesta abordagem
crescesse na ultima década, levando a discusséo de critérios a serem adotados na
construgdo do modelo pelas agéncias regulatérias dos EUA (FDA) e Europa (EMA) (
JONES & ROWLAND-YEO, 2013; JAMEI, 2016).

Um dos maiores avangos na abordagem PBPK refere-se aos métodos de
predicao in silico e extrapolacao de dados experimentais obtidos in vitro para o cenario
in vivo (IVIVE), reduzindo a quantidade de experimentos laborosos (KUEPFER et al.,
2016). Para processos farmacocinéticos passivos, como o calculo da distribuicdo
tecidual é possivel realizar a predicao in silico para os diferentes tecidos que compdem
o modelo, utilizando equacdes baseadas em caracteristicas dependentes do farmaco
e da composicao do tecido. Ja para os processos como metabolismo e transporte ativo
do farmaco, é possivel realizar a IVIVE utilizando equag¢des que levam em conta os
dados experimentais in vitro, a composi¢cao do tecido e as caracteristicas do farmaco
ou ainda é possivel realizar a extrapolagéo através do ajuste dos dados experimentais

in vitro utilizando o perfil farmacocinético obtido in vivo (KUEPFER et al., 2016).

A maior vantagem desta abordagem é a representagao estrutural do organismo
de uma forma fisiolégica, possibilitando o conhecimento da concentragdo do farmaco
no seu tecido alvo a partir do perfil de concentracdo no plasma, permitindo a
extrapolagédo entre espécies de forma mais fidedigna (JONES & ROWLAND-YEO,
2013; KUEPFER et al., 2016).

Os modelos PBPK tem aplicag&o ao longo de todo processo de desenvolvimento
de farmacos, inclusive na extrapolacédo do modelo desenvolvido no cenario pré-clinico
para previsdo de dose a ser testada na primeira fase do ensaio clinico. Agéncias
regulatérias como o FDA e EMA sugerem o uso dessa abordagem para o estudo de

interagdo entre farmacos e comportamento farmacocinético de farmacos em
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populagdes especiais (pediatrica, idosa e portadores de doengas crénicas). Outras
aplicacbes sao: estudo de novas formulagdes, farmacogenética e avaliagdo da
concentragdo de farmaco no tecido alvo e seu efeito (PBPK/PD) ( JONES &
ROWLAND-YEO, 2013; JAMEI, 2016; KUEPFER et al., 2016).

Os modelos fisiolégicos sado estruturados em trés categorias: parametros
fisiolégicos, caracteristicas do farmaco e delineamento experimental/caracteristicas
da forma farmacéutica (JONES & ROWLAND-YEO, 2013; KUEPFER et al., 2016). O
componente fisioldgico corresponde as caracteristicas especificas para a espécie
utilizada na construcdo do modelo: peso, sexo, idade. Estas informacdes serdo
utilizadas para compor as informacgdes dos tecidos tais como o peso, volume, fluxo
sanguineo, numero de células. O modelo PBPK pode ser construido utilizando os
principais tecidos (figado, rins, pulmao, coragao, cérebro, tecido adiposo, bago, pele,
orgao reprodutor e intestino) constituindo um modelo completo, o qual é considerado
mais informativo (Figura 7). No entanto, dependendo do propésito do modelo, o
organismo pode ser simplificado através da representagdo de 6rgdos com fluxo
sanguineo semelhante agrupados em um unico tecido de modo a reduzir os
parametros simulados (KUEPFER et al., 2016).
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Figura 7. Esquema do modelo PBPK completo, com representagcéo detalhada do
compartimento intestinal. CLint (clearance intrinseco); PBPK (modelo farmacocinético
baseado na fisiologia) (Retirado de JONES & ROWLAND-YEO, (2013)).

Os parametros governados pelas caracteristicas do farmaco como peso
molecular, pKa, Log P e solubilidade sdo dependentes dessas propriedades fisico-
quimicas, ja os parametros como ligacdo a proteinas plasmatica, ligagdo aos
eritrécitos, permeabilidade, coeficiente de particdo tecido/plasma e afinidade por
enzimas e transportadores, apesar de serem caracteristicos do farmaco, também sao

relacionados com o componente fisiolégico do modelo (KUEPFER et al., 2016).

O desenho experimental e propriedades da formulagao irdo integrar o modelo
através de informag¢des como a via de administragdo e dose utilizada no estudo,
estado alimentar do individuo (jejum ou alimentado), forma farmacéutica utilizada bem
como as caracteristicas da formulacao. Softwares especificos para o desenvolvimento
de modelos PBPK como SimCyp, GastroPlus e PK-Sim possuem os componentes
descritos incorporados. De forma a caracterizar os processos de distribuicdo e
eliminagcdo do farmaco, recomenda-se em um primeiro momento a construcido do
modelo PBPK utilizando a via intravenosa, apés o estabelecimento desses processos
farmacocinéticos relevantes, realiza-se a caracterizacdo da absorcédo do farmaco, a

qual € uma etapa mais complexa (KUEPFER et al., 2016).

Considerando que a maioria dos medicamentos antidiabéticos utilizados para o
tratamento da DM Il sdo administrados pela via oral, a descricdo do sistema
gastrintestinal mais proximo da realidade é implementado pelo GastroPlus™ através
do modelo de absorgédo e compartimento de transito avangcado (ACAT). Esse modelo

divide o transito gastrintestinal em nove compartimentos (estbmago, duodeno, jejuno
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1, jejuno 2, ileo 1, ileo 2, ileo 3, ceco e colon ascendente) com descrigdo de pH, tempo
de transito e area superficial especifica para cada compartimento, levando em conta
a condi¢cdo alimentar (jejum ou alimentado) da espécie em estudo. As equacgdes
diferenciais incluem a quantidade de farmaco ndo degradado, dissolvido e nao-
dissolvido para cada compartimento (Figura 8). Integrado ao componente fisico-
quimico, a absorcao do farmaco dissolvido no lumen intestinal € descrita por equacdes
especificas ao processo (paracelular, transcelular), disponiveis no software
(AGORAM, WOLTOSZ & BOLGER, 2001).
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Figura 8. Modelo de absor¢cdo e compartimento de transito avangado (ACAT)
implementado no software Gastroplus™ (Adaptado de ALMUKAINZI et al.(2017)).

A estrutura do modelo PBPK auxilia na compreensdo do comportamento
farmacocinético do farmaco, com um significado mais préximo da realidade quando

comparado as abordagens farmacocinéticas classica e populacional.

Ha na literatura alguns estudos que descrevem modelos PBPK desenvolvidos

para a metformina com diversos propositos. ALMUKAINZI e colaboradores (2014)

desenvolveram um modelo PBPK da metformina para caracterizar a absorgao da
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metformina em pacientes que submeteram-se a cirurgia bariatrica, este modelo
considera a presencga de transportadores de influxo hepatico (OCT-1), renal (OCT-2)
e intestinal (PMAT), além dos transportadores de efluxo hepatico (MATE-1) e
responsaveis pela secrecdo tubular renal da metformina (MATE-1 e MATE-2K). O
modelo ACAT foi ajustado para que apds a cirurgia a area superficial e os poros do
ileo correspondesse a intervengado cirurgica nestes pacientes, sendo possivel
caracterizar razoavelmente a absorcdo da metformina nessa populagao
(ALMUKAINZI, LUKACOVA & LOBENBERG, 2014).

O mesmo grupo de pesquisa investigou o efeito adverso mais severo observado
para a metformina em pacientes DM I, a acidose lactica, o qual é relacionado a piora
da funcdo renal dos pacientes. Utilizando as informag¢des adquiridas no estudo
anterior em relagao aos transportadores envolvidos na farmacocinética da metformina
(ALMUKAINZI, LUKACOVA & LOBENBERG, 2014), os autores caracterizaram a
absorcdo oral da metformina em individuos saudaveis e com a fungcao renal
comprometida apdés a administragdo oral de metformina na dose de 850 mg
(ALMUKAINZI et al., 2017).

Um modelo PBPK desenvolvido para caracterizar sete medicamentos
antidiabéticos frente as mudancas fisiolégicas da doengca em pacientes DM Il foi
desenvolvido por LI e colaboradores (2015). O modelo desenvolvido foi capaz de
simular o comportamento farmacocinético de farmacos antidiabéticos em individuos
saudaveis, com funcao renal comprometida e pacientes DM Il. Os perfis simulados
para administragdo oral de metformina nas doses de 850 e 1700 mg foram
semelhantes aos dados clinicos disponiveis na literatura para pacientes nas mesmas
condi¢cbes das simulagdes. A simulacdo virtual utilizando Monte Carlo para este
farmaco foi capaz de simular o perfil farmacocinético na dose de 850 mg para
individuos virtuais saudaveis e com a fung¢ao renal comprometida, demonstrando a
aplicabilidade do modelo PBPK desenvolvido, o qual incluia alteragdes caracteristicas
da diabetes como atividade enzimatica, tempo de esvaziamento gastrico e fungéo
renal bem como as caracteristicas fisico quimicas do farmaco incorporados ao modelo
(LI et al., 2015).

Recentemente, em estudo da interacdo medicamentosa entre a metformina e

cimetidina, BURT e colaboradores (2016) desenvolveram um modelo PBPK com o
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enfoque nos transportadores de influxo hepatico (OCT1) e renal (OCT2), e
transportadores de efluxo renais (MATE 1 e MATEZ2), os quais tem como substrato a
metformina e inibidor a cimetidina. Foram incorporados ao modelo dados de
permeabilidade hepatica limitada e a forga eletroquimica envolvida no funcionamento
dos transportadores OCT1 e OCT2, utilizando informagdes disponiveis na literatura
tanto em experimentos in vitro quanto in vivo. O modelo PBPK foi capaz de prever
adequadamente as concentracdes de metformina apds administragao oral na faixa de
doses 500 — 1500 mg a individuos saudaveis. No entanto, ndo foi possivel descrever
adequadamente o processo de permeabilidade limitada, relacionado a interagao entre
os farmacos cimetidina e metformina, importante questao a ser levantada em virtude
da interacdo medicamentosa. Os autores destacam a relevancia de dados
farmacodinamicos para ser incorporada ao modelo, o que possibilitaria uma melhor

compreensao deste processo (BURT et al., 2016).

1.9Modelagem PK/PD

Em relagao ao estudo da farmacodindmica de farmacos antidiabéticos, a escolha
de biomarcadores € uma etapa crucial para a correta avaliagao de seu efeito. O critério
deve ser baseado na relagao fisiolégica com a patologia investigada, o mecanismo de
acao do farmaco, o propodsito e a duracdo do estudo, para que possam obter uma
capacidade preditiva adequada quando integrado ao modelo farmacocinético
(GAITONDE et al., 2016;GARHYAN et al., 2016).

Da mesma forma que a observada em humanos, a manutengdo da homeostase
da glicose em roedores é determinada pelo equilibrio fisiolégico entre a insulina e
glicose circulantes. Para a melhor compreensao desta regulagao, deve-se fornecer o
maior numero de informagdes experimentalmente possiveis, tais como: a
quantificacdo da insulina secretada pelas células B-pancreaticas em resposta a
glicose circulante e a sensibilidade dos tecidos a insulina, quando estes s&o
dependentes desse hormdnio para a captagéo de glicose. Outra avaliagado importante
€ a tolerancia a glicose, o qual reflete a combinac¢ao da funcionalidade das células (-
pancreaticas em resposta a exposi¢ao a glicose circulante e a sensibilidade a insulina

nos tecidos alvos deste hormonio (BOWE et al., 2014).
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Quando a investigagdo possui curta duragdo, como em geral acontece para
estudos pré-clinicos, alguns testes utilizados para avaliar a homeostase da glicose
sdo: clamp euglicémico hiperinsulinémico, teste tolerancia a insulina intravenosa e
teste tolerancia a glicose. Os biomarcadores aferidos neste teste sdo a glicose
sanguinea e a insulina, refletindo a resposta do tratamento ao metabolismo da glicose
( KOWALSKI & BRUCE, 2014; GARHYAN et al., 2016).

O teste da tolerancia a glicose é um teste simples, muito utilizado na investigagéo
de farmacos antidiabéticos em roedores, o qual avalia a resposta fisioloégica do
tratamento a homeostase da glicose. Embora o protocolo para a realizagao deste teste
seja divergente na literatura quanto a dose e via de administragdo, esta avaliagéao
basicamente consiste na coleta de soro no estado de jejum para a determinacéo dos
niveis basais de glicemia e insulinemia seguido da administragdo de glicose pela via
oral ou intraperitoneal. Apds a carga glicémica, as coletas sao realizadas em tempos
pré-determinados possibilitando descrever a mudancga glicémica em fungéao do tempo.
O resultado deste teste pode ser representado como a mudanga glicémica absoluta
em func¢do do tempo ou através da area sobre a curva da mudancga glicémica (BOWE
etal., 2014).

As duas principais vias descritas para a realizacdo deste teste sao a oral e a
intraperitoneal. Apesar de apresentar um menor pico glicémico quando comparada a
via intraperitoneal, a sobrecarga de glicose oral reduz a possibilidade da
administracado errbnea, além de gerar uma resposta fisiolégica mais fidedigna a
homeostase da glicose conforme ocorre apds a ingestao alimentar (BOWE et al.,
2014; KOWALSKI & BRUCE, 2014).

O efeito da glicose quando administrado pela via oral, resulta em um estado
hiperglicémico e hiperinsulinémico na veia porta, o que desencadeia um forte estimulo
para a captacdo de glicose hepatica e consequente armazenamento na forma de
glicogénio. Além disso, esta via € descrita por duplicar o estimulo secretdrio a insulina
quando comparado com outras vias de administragdo, devido ao fato da glicose
estimular a secrecao de incretinas como o GLP1, pelas células L-intestinais. Estes
neuropeptideos sao responsaveis, dentre outras fungdes, pelo estimulo a secrecao
de insulina através da agao nas células p-pancreaticas e consequentemente, redugéo

glicémica. Este estado hiperglicémico e hiperinsulinémico ocasionado pela sobrecarga
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de glicose via oral, ocasionam um estimulo a captacédo de glicose pelos tecidos, a
supressdo da produgdo endogena de glicose bem como estimula os tecidos
periféricos (musculo, coragcdo e tecido adiposo) a captarem a glicose circulante
(BOWE et al., 2014; KOWALSKI & BRUCE, 2014).

Para exercer o efeito farmacolégico, os farmacos antidiabéticos precisam
difundir do compartimento central para o tecido periférico, onde a fracdo livre do
farmaco exercera a redugdo dos niveis glicémicos observados (LANDERSDORFER
& JUSKO, 2008; GAITONDE et al., 2016).

O modelo de resposta indireta classe | e classe IV descrito por DAYNEKA, GARG
& JUSKO, (1993) pode ser utilizado para caracterizar o efeito antihiperglicemiante da
metformina, o qual & governado pela produgédo e degradagao da glicose sanguinea.
No modelo de classe | (Eq. 3) o efeito caracteriza-se pela inibicdo maxima (Imax) da
producéo de glicose (Kin), € 0 modelo classe IV (Eq. 4) o efeito caracteriza-se pela
estimulacdo maxima (Emax) da degradacgao de glicose (Kout), processo que caracteriza

a disposigao deste componente endogeno.

R _ K| 1 S Koy R
dt ~ F CEso + Cp out:
Eq. 3
dR Epmsx - Cp
— =Ky — Ky |1 +—2|.R
e~ mooTow ( CEsy + C,
Eq. 4

Onde Kin representa a constante de producgédo de glicose, CEso representa a
concentracdo maxima para produzir 50% do efeito maximo, Cp € a concentragao
plasmatica, Kout € a constante de degradacao de glicose, Emax é o efeito maximo e R
representa a resposta (DAYNEKA, GARG & JUSKO, 1993; MEIBOHM &
DERENDOREF, 1997).

Desta forma, o modelo farmacodinamico de resposta indireta pode ser integrado
aos modelos de farmacocinética classico, populacional (PopPK) ou baseados na
fisiologia (PBPK), possibilitando a compreens&o da relagdo concentragao-efeito do
farmaco de modo que pode ser utilizada para a otimizagao da farmacoterapia (MOULD
& UPTON, 2012).

61



Os modelos PK/PD descritos na literatura para a metformina sdo de resposta
indireta com inibigdo da producgao de glicose hepatica em individuos saudaveis (SHIN
& KWON, 2004) e pacientes DM Il (HONG et al., 2008), assim como em ratos
diabéticos o efeito da metformina pode ser caracterizada pela resposta indireta com
inibicdo maxima da produgdo de glicose hepatica ou estimulagdo maxima da
disposigao da glicose (STEPENSKY et al., 2002) ou ainda um modelo de transdugéao
de sinal (CHAE et al., 2012). Os quais serao discutidos a seguir.

Em um estudo de modelagem PK/PD apds a administragao oral de cloridrato de
metformina 500 mg em individuos saudaveis, o perfil farmacocinético pode ser
descrito como um modelo de dois compartimentos. Adicionalmente foi avaliado o
percentual de reducdo da glicemia em fungédo do tempo apds a administragédo oral de
12 g de glicose, o modelo PK/PD foi descrito através da resposta indireta com inibigéo
da concentragdo da glicose (Eq. 3), este modelo pode ser explicado pela agao da
metformina ocorrer nos tecidos hepatico e periférico. Os parametros determinados
neste estudo foram: Clso = 2,26 ug/mL, Kin = 83,26 h' € Kout = 0,68 h™! (SHIN & KWON,
2004).

Abordando os efeitos farmacolégico e adverso da metformina administrada pela
via oral (500 e 850 mg) pelo periodo de 10 dias em pacientes DM I, HONG e
colaboradores (2008) desenvolveram um modelo PopPK/PD integrando os dados de
farmacocinética com os dados de resposta da metformina a redug&o da glicemia em
jejum e ao efeito adverso de acidose lactica. O perfil farmacocinético foi descrito por
um modelo de um compartimento, onde a variabilidade interindividual do parametro
CL pode ser explicada através da covariavel CLcr, enquanto que os dados de redugéo
da glicemia em jejum caracterizaram-se pelo modelo de resposta indireta (Eq. 3),
demonstrando um Clso de 4,23 pyg/mL e Kout de 0.8 h'' para a glicose sanguinea
(HONG et al., 2008).

Recentemente em um estudo utilizando a modelagem PopPK/PD para a
administracdo unica de metformina (500 mg) em individuos saudaveis, o perfil
farmacocinético pode ser descrito pelo modelo de um compartimento. O efeito anti-
hiperglicemiante da metformina avaliado apés a ingestao de 12 g de glicose, pode ser
descrito através de um modelo de transducido de sinal, o qual leva em conta a

interacdo farmaco-receptor e cascata de sinalizagdo intracelular culminando na
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reducao glicémica:

[ Emax - C£
FR (—CE!,O—C,? ) (Eq. 5)

dM1 FR—M1
dt _( T ) (Eq.5a)
dM?2 M1-M?2
=) (Eq.5b)
dM M2—-M3
=) (Ea50)

Onde FR é interagao hipotética entre o complexo farmaco/receptor o qual gera
M1, um mensageiro secundario, Emax € a produgdo maxima de M1 e CEso representa
a concentracado de farmaco necessaria para produzir 50% de Emax, r € o coeficiente de
Hill e T representa o tempo de transito médio. Esta equacéao representa a cascata de
sinalizacdo onde M1 transforma-se no mensageiro secundario M2 o qual é
transformado em M3, responsavel pelo efeito da metformina. O modelo PK/PD
estimou parametro ECso de 3,68 ug/mL. Assim como no estudo anterior, os autores
conseguiram explicar a variabilidade interindividual através da normalizagdo do Clcr.
Através de simulagbes de Monte Carlo, este modelo foi capaz de prever a glicemia
em jejum em pacientes DM Il (CHAE et al., 2012).

Estes dois ultimos estudos, utilizaram a abordagem populacional para descrever
a exposicao/resposta da metformina, tanto em individuos saudaveis quanto em DM I,
a variabilidade interindividual do parametro CL, foi em parte explicada pelo CLcr. Como
descrito anteriormente, a metformina é eliminada principalmente pela via renal, desta
forma, quanto menor o CLc, menor a fungédo renal e consequentemente maior a

exposi¢cado do farmaco no organismo.

A literatura é escassa com relagéo a estudos que avaliem a modelagem PK/PD
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da metformina no cenario pré-clinico, somente um estudo é reportado em ratos
diabéticos. A metformina foi descrita em um estudo de exposicdo/ resposta da
metformina, onde avaliou-se a contribuicdo de diferentes vias de administragdo em
ratos diabéticos induzidos por STZ, apos a administragcao de doses que produziram a
mesma exposicao em trés diferentes vias: intravenosa, intraportal e intraduodenal. O
efeito pode ser descrito por um modelo de resposta indireta com inibicdo da produgao
de glicose hepatica (Eq. 3) quando correlacionada a quantidade de metformina
presente na veia porta. Ja para a quantidade de farmaco presente no compartimento
central e no duodeno a disposigao da glicose pode ser descrita através da resposta
indireta com estimulagao da degradacéao da resposta (Eq. 4). A via de administragao
que apresentou maior contribuicdo para o efeito anti-hiperglicemiante foi a
administragcdo na via intraduodenal seguido da via intraportal e, por fim, a menos
efetiva foi a via intravenosa. Este resultado deve-se a presenca de transportadores
nos tecidos envolvidos com o seu efeito anti-hiperglicemiante. No entanto, este estudo
adota uma abordagem diferente ao comumente relatado na literatura, de forma a
reduzir os parametros a serem estimados, os autores correlacionaram o efeito anti-
hiperglicemiante da metformina com a quantidade de farmaco presente nos tecidos

investigados ao invés da concentragao (STEPENSKY et al., 2002).

Apesar da metformina ser extensamente estudada, até o momento ainda
permanecem questdes em aberto quanto a sua concentragdo no sitio de agao, bem
como a relagdo com o efeito anti-hiperglicemiante. Desta forma, este trabalho objetiva
o desenvolvimento de um modelo PBPK/PD da metformina em ratos diabéticos

possibilitando uma melhor compreensao desta relacao.
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CAPITULO 1 - Free interstitial levels of metformin in the liver of healthy and
diabetic Wistar rats







Free interstitial levels of metformin in the liver of healthy and diabetic Wistar rats

Andressa Braga'; Jaqueline Schneider Izolan '; Teresa Cristina Dalla Costa’;

Bibiana Verlindo de Araujo'”

'"Pharmaceutical Sciences Graduate Program, Federal University of Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

ABSTRACT

In the present study, free interstitial levels reached by metformin in the liver were
investigated in control and diabetic rats by microdialysis. Firstly, a bioanalytical method
using an HPLC-UV system to determine the drug concentration in microdialysis
samples was validated. The blood glucose levels and biochemical parameters were
investigated in control and diabetic animals. Following, both groups received a dose of
50 mg/kg of metformin iv bolus and the free interstitial levels reached in the liver were
assessed by microdialysis. The method was validated according to FDA guidelines
being suitable to quantify free concentrations of metformin in the liver of control and
diabetics rats. Free exposure to metformin was similar in control and diabetic animals:
AUCo-» 118.50 + 40.18 vs 112.93 + 50.25 pg.h/mL, respectively. The half-life in tissue
was similar to that described in the literature for plasma. Hence diabetes induced by
streptozotocin after administration of nicotinamide in our study did not damage the
renal and hepatic function of the animals. The levels reached in the liver were 1.6 times
higher than the free plasma concentrations, demonstrating higher liver penetration of
metformin. This is the first investigation in liver interstitial levels of metformin in control

and diabetic rats.

O capitulo 1, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 68 — 83, foi suprimido por tratar-se de manuscrito
publicado em periddico cientifico. O artigo reporta o modelo experimental de diabetes
em ratos Wistar, o desenvolvimento de método bioanalitico para a quantificagdo de

metformina em microdialisado em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina e
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nicotinamida, bem como a analise farmacocinética da fragao livre de metformina nas

biofases de ac&o do farmaco: figado e musculo.
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CAPITULO 2 - Predction of human metformin hepatic target site concentrations

using a physiologically-based animal to human scaling approach







Prediction of Human Metformin Hepatic Target Site Concentrations Using a

Physiologically-Based Animal to Human Scaling Approach

Braga, A.'; Nakatani, Y. 23; Barreto, F.%; Izolan, J.S.'; Dalla Costa, T.C.'; Schmidt, S.3; Araujo,
B.V."

"Pharmaceutical Sciences Graduate Program, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brazil

2Tsukuba Research Laboratories, Eisai Co, Ltd, Japan

3Center for Pharmacometrics and Systems Pharmacology, Department of Pharmaceutics, College of
Pharmacy, University of Florida at Lake Nona (Orlando)

4Laboratério Nacional Agropecuario do Rio Grande do Sul (LANAGRO/RS), Porto Alegre, RS, Brazil

ABSTRACT

In this study, we developed a physiologically-based pharmacokinetic (PBPK) model for
metformin in control and diabetic rats without kidney injury. The model was developed
using experimental data from total plasma drug concentration and free drug
concentration in liver and muscle assessed by microdialysis. The experiments showed
a high free, unbound interstitial space fluid (ISF) concentration of metformin in liver and
muscle (tissue partition coefficient of ~2.4) when compared to free plasma
concentration with no impact of diabetes on drug pharmacokinetics parameters. The
PBPK model developed in rats was applied to predict metformin free tissue
concentrations in humans after metformin administration by intravenous route using
drug concentration in plasma. The model was then extended to characterize drug
absorption in healthy subjects. The metformin PBPK model could describe the drug
profile after oral administration in healthy humans which increased our confidence in
being able to predict interstitial concentration in clinically relevant target sites liver and
muscle. This study is a first step to better understanding the correlation between
metformin plasma concentration and free drug concentration in the target tissue. In
addition, the animal to human model scaling approach will be helpful to explore drug’s

efficacy and safety in several clinical scenarios and inform optimal dosing.

O capitulo 2, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 88— 111, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparagao para submissao em periddico cientifico. Descreve o desenvolvimento de

um modelo farmacocinético baseado na fisiolégico da metformina apos a
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administragao intravenosa em ratos saudaveis e diabéticos, o modelo foi capaz de
descrever as concentragdes do farmaco no fluido intersticial dos tecidos alvos: figado
e musculo em ratos diabéticos, apds realizou-se a translacdo do modelo para
humanos com dados provenientes da literatura, descrevendo as concentragcdes do

antidiabético apds a administragao pelas vias intravenosa e oral
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CAPITULO 3 - Modelo PBPK/PD da metformina: uma abordagem translacional
de roedores para humanos







O capitulo 3, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 115— 132, foi suprimido por tratar-se de

manuscrito em preparacao para submissao em periddico cientifico.

O capitulo descreve a avaliagdo do efeito antihiperglicemiante da metformina
utilizando o teste de tolerancia oral a glicose em ratos diabéticos que receberam a
administracao de metformina em trés doses pela via intravenosa. Utilizando o modelo
PBPK da metformina desenvolvido foi possivel correlacionar o seu efeito
farmacodinamico através de um modelo de resposta indireta em ratos, o modelo foi
capaz de ser extrapolado para individuos saudaveis utilizando dados reportados na
literatura. Através do modelo PBPK/PD desenvolvido foi possivel correlacionar as
concentragdes de metformina no sitio de agao farmacoldgica para as duas espécies,
Esse modelo permitiu ainda que se observasse que em individuos saudaveis quando
utilizada a concentracao livre de metformina no fluido intersticial hepatico, o parametro
indicativo de poténcia do farmaco (ICso) apresenta 33% de redugdo quando

comparado as concentragdes plasmaticas.
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DISCUSSAO GERAL







Apesar de ter seu uso regulamentado ha mais de 65 anos, algumas
caracteristicas farmacocinéticas/farmacodindmicas da metformina como a sua
distribuicdo no tecido alvo (figado) em pacientes diabéticos e o mecanismo de agéo
ainda n&o foram totalmente esclarecidos. Tendo em vista o aumento alarmante do
numero de casos de DM Il, a melhor compreenséo desses fatores farmacoldgicos
pode auxiliar na terapia dos pacientes. Desta forma, esta tese se propds a
compreender a relagido entre a concentragao livre de metformina no seu tecido alvo
(figado) e seu efeito anti-hiperglicemiante em ratos diabéticos através de um modelo

farmacocinético/farmacodinamico baseado na fisiologia (PBPK/PD).

A prescricao da metformina € realizada a pacientes que ndo possuam dano
renal, devido ao risco do efeito adverso de acidose lactica. Para reproduzir este
cenario, utilizamos um modelo experimental de diabetes mellitus (DM) descrito na
literatura (Masielo et al.,1998) o qual resulta em ratos com dano moderado as células
B-pancreaticas e auséncia de injuria hepatica e renal. O protocolo foi adequado as
condicdes do laboratorio em ratos Wistar e confirmou a auséncia de danos teciduais.
Para avaliar as concentragcdes de metformina no plasma e tecidos de animais
diabéticos foi necessario, a validagado de métodos bioanaliticos capazes de quantificar
o farmaco até 12 h em ambas as matrizes de acordo com as diretrizes internacionais.
A quantificacdo de metformina nas amostras de microdialisado obtidas do tecido
hepatico e muscular foram analisadas, sem a necessidade de tratamento prévio, por
CLAE com deteccdo UV (capitulo 1). Para a quantificagado do farmaco em plasma, as
amostras foram processadas por precipitacido de proteinas e diluidas em pareador
ibnico para posterior quantificagdo em CLAE acoplado ao detector massas/massas
(capitulo 2). Ambos os métodos bioanaliticos foram sensiveis para a quantificagéo de
metformina até 12 h em amostras de plasma e microdialisados teciduais, sendo
possivel caracterizar os perfis farmacocinéticos da metformina em animais diabéticos

e controle.

A avaliagdo da distribuicédo tecidual da fragao livre de metformina demonstrou
que as concentragdes de farmaco no figado e musculo foram semelhantes para
ambos os grupos. Esses resultados demonstram que a quantificagdo de farmaco em
um tecido de facil acesso (musculo) é capaz de prever a concentragao no tecido alvo
(figado) tanto em animais controle quanto em animais diabéticos. Os estudos da

farmacocinética de farmacos no cenario clinico utilizam concentragdes do farmaco
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presentes no plasma. Desta forma, avaliamos a correlagao entre as concentracdes de
metformina no plasma e tecidos (figado e musculo) de animais diabéticos e controle
utilizando um modelo PBPK. A analise farmacocinética nao-compartimental da
metformina demonstrou que ambos os grupos (controle e diabético) n&o apresentaram
diferenga nos parametros farmacocinéticos tanto no plasma quanto nos tecidos. Estes
resultados podem ser explicados devido ao modelo experimental de DM utilizado n&o
apresentar dano renal nos animais, visto que a eliminagdo da metformina ocorre por
esta via. Contudo, observou-se para ambos os grupos uma elevada exposigao do
farmaco nos tecidos quando comparado as concentragdes no plasma. A metformina
pertence a classe lll do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, portanto, € um
farmaco de alta solubilidade e baixa permeabilidade a membranas biologicas. Uma
hipotese para a maior exposi¢ao de farmaco livre no fluido intersticial dos tecidos em
comparacgao ao plasma é a expressao do transportador de influxo OCT-3 no endotélio
do capilar sanguineo (SLITT et al., 2002), que carrearia a metformina da circulagéo
sanguinea para o fluido intersticial. A analise da concentragdo nesse espaco
demonstra, portanto, a quantidade de farmaco disponivel a ser carreada pelos
transportadores de influxo para o espaco intracelular e esta informacao é relevante
nos tecidos envolvidos na farmacocinética e farmacodindmica do farmaco, como o

figado, onde a metformina exerce o seu efeito no espaco intracelular.

Tendo em vista que a doenga ndo impacta nos parametros farmacocinéticos,
os dados de concentragdo do farmaco nos tecidos e plasma de ambos os grupos
foram agrupados para o desenvolvimento do modelo PBPK, discutido no capitulo 2.
O modelo PBPK da metformina desenvolvido em ratos permitiu compreender a
relagao dos transportadores na farmacocinética da metformina. Esse modelo envolveu
a inclusao dos transportadores de influxo OCT-1 (hepatocitos), OCT-2 (células renais)
e de efluxo MATE-1 (células do tubulo renal) utilizando o método IVIVE e a predigéao
in silico do valor de Kp tecidual calculado pelo método Lukacova. De forma a
caracterizar o processo de distribuicdo da metformina, os dados experimentais
permitiram suportar a otimizagdo dos valores de Kp no figado (1,8) e musculo (2,0),
bem como a otimizagdo do parametro de ligagdo aos eritrécitos (1,07). O modelo
PBPK descreveu razoavelmente bem as concentragdbes de metformina total
plasmatica e livres intersticiais (figado e musculo) em ratos (diabéticos e controle)
apods a administracado do farmaco pela via intravenosa. A verificacdo da conformidade
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do modelo foi possivel através da analise do grafico do perfil de concentragdo em
funcdo do tempo, onde o perfil simulado foi semelhante ao observado e através da

comparagao de pardmetros como Cmax € ASCo-inf.

Apos construir o modelo PBPK capaz de descrever os processos de
distribuicao e eliminagao da metformina utilizando dados pré-clinicos, aplicou-se esse
mesmo modelo PBPK desenvolvido no cenario clinico. A literatura demonstra que a
farmacocinética da metformina ndo altera quando comparado individuos saudaveis e
pacientes DM Il com fung¢do renal normal (TUCKER et al.,, 1981). Desta forma, o
modelo foi aplicado em individuos saudaveis que receberam a administracdo de
metformina pela via intravenosa. Assumindo que a distribuicado tecidual da metformina
€ semelhante entre ratos e humanos, os valores de Kp (figado e musculo) e ligagéo
aos eritrécitos foram mantidos de acordo com o modelo pré-clinico. A simulagdo foi
comparada aos dados de concentracdo de metformina no plasma de individuos
saudaveis obtido de estudo publicado na literatura (Tucker et al.,1981). A aplicagéo
do modelo PBPK da metformina a dados de humanos descreveu adequadamente as
concentracdes plasmaticas, resultando em um perfil concentracéo por tempo simulado
semelhante ao observado, além de apresentar Cmax € ASCo-inf similares. Apods
caracterizar a eliminagao e a distribuicdo da metformina na administragao intravenosa,
estendeu-se 0 modelo PBPK da metformina, de forma a caracterizar a absorg¢ao oral
do farmaco, visto que esta € a via de administragcéo na clinica. A literatura reporta que
a sua absorgéo ocorre em até 6 horas (MARATHE et al., 2000) através do processo
passivo paracelular com uma menor contribuicdo do transporte ativo por influxo
(PROCTOR, BOURDET & THAKKER, 2008). Desta forma, o compartimento de
transito intestinal do modelo ACAT do GastroPlus™ foi ajustado para que
caracterizasse o tempo de residéncia nesse sitio, além da inclusdo de transportador
de influxo, conforme descrito no capitulo 2 da presente tese. A simulagdo do modelo
foi comparada com dados de concentracdo plasmatica de individuos saudaveis
reportados na literatura (CHAE et al., 2012), onde os dados observados foram
descritos, obtendo valores adequados de Cmax € ASCo-int.

De posse do modelo PBPK da metformina desenvolvido para ratos diabéticos
e em humanos, a previsdao da concentracao intersticial hepatica e muscular da
metformina foram realizadas para inclusdo no modelo PBPK/PD, nas doses 100 e 150

mg/kg, (i.v.) em ratos e 389,93 mg (vo.) em humanos. Os dados de PK e PD da
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metformina em humanos foram retirados da literatura (SHIN & KWON, 2004). As
concentracdes interstiticiais foram correlacionadas com o seu efeito anti-
hiperglicemiante, mensurado apds o TTOG em ratos e individuos saudaveis atravées
do modelo PBPK/PD. Apesar de utilizarmos a concentracgéo livre no fluido intersticial
hepatico para a construcdo do modelo PBPK/PD, foi observado um descompasso
entre o efeito observado e a concentracao intersticial hepatica da metformina para
ambas as espécies, caracterizando histerese quando plota-se o efeito do farmaco em
funcdo da sua concentracao no fluido intersticial hepatico. Esta observacéo pode ser
explicada pelo mecanismo de acdo da metformina, o qual ocorre através do

desencadeamento de uma cascata de sinalizacao celular na mitocéndria.

Um modelo de Imax modificado de resposta indireta com inibicdo maxima da
producdo de glicose enddgena hepatica descreveu a correlagdo do efeito com a
concentracao intersticial de metformina hepatica, para ambas as espécies. A analise
do modelo PBPK/PD utilizando a administracdo oral em individuos saudaveis
demonstrou que o Clso 1.51 ug/mL, parametro indicativo de poténcia do farmaco, é
33% menor quando utilizada a concentracao livre de metformina no fluido intersticial,
enquanto o compartimento central indica que a concentracido necessaria para a
inibicdo da gliconeogénese é superior (Clso 2.26 pg/mL). Demonstrando que o
compartimento central pode nao representar fidedignamente os resultados

observados para o efeito que ocorre no espaco intracelular.

Neste trabalho demonstrou-se pela primeira vez que a fracdo livre de
metformina no seu tecido alvo é semelhante a um tecido de facil acesso. Igualmente,
a alta penetracdo tecidual da metformina ndo é influenciada pela presenca da
diabetes. O modelo PBPK desenvolvido auxiliou na compreensdo dos fatores
envolvidos na distribuicdo tecidual da metformina em ratos diabéticos sem dano renal,
bem como em individuos saudaveis, possibilitando a previsdo da concentracao livre
de metformina no tecido alvo a partir da sua concentracdo plasmatica. E por fim, o
modelo PBPK/PD utilizando as concentragdes intersticiais do tecido hepatico
correlacionadas com o efeito anti-hiperglicemiante da metformina foi descrito
utilizando um modelo de resposta indireta com inibicdo da produgao da glicose
enddégena hepatica. Os modelos baseados na fisiologia desenvolvidos nesta tese

podem ser utilizados como ponto de partida para simular cenarios clinicos de forma a
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auxiliar na terapia e evitar o efeito adverso de acidose lactica nesses pacientes, assim

como investigar a interagdo medicamentosa da metformina com outros farmacos.
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Os métodos bioanaliticos desenvolvidos para a quantificacdo da metformina
em amostras de microdialisado teciduais (figado e musculo) e plasma de
animais controle e diabéticos demonstraram-se sensiveis para a quantificacéo
das amostras, possibilitando a caracterizagcdo do perfil farmacocinético da

metformina em ambas as matrizes.

O modelo experimental de diabetes mellitus induzido por estreptozotocina e
nicotinamida, sem causar dano hepatico e renal, foi adaptado as condicdes
laboratoriais. Este modelo mimetiza a condigdo encontrada em pacientes em
tratamento com metformina, os quais ndo possuem danos extensos no tecido
renal. O modelo experimental de DM possibiltou a investigagdo da

farmacocinética da metformina 14 dias apds a inducéo da doenca

A técnica de microdialise permitiu o estudo das concentragdes livres de
metformina no tecido hepatico e muscular de ratos controle e diabéticos. A
analise farmacocinética nao-compartimental demonstrou que a concentracéo
desse farmaco € similar em ambos os tecidos, sem impacto da doenca,
possibilitando inferir a concentragdo no tecido alvo (figado) a partir da

concentragdo mensurada em um tecido de facil acesso (musculo).

A investigacdo da farmacocinética da metformina demonstrou uma elevada
exposicao hepatica e muscular do farmaco quando comparado a exposicao
plasmatica, sem impacto da diabetes. Este resultado demonstra a quantidade

de metformina disponivel para ser transportada ao espaco intracelular tecidual.

O modelo farmacocinético baseado na fisiologia desenvolvido descreveu as
concentracdes de metformina no plasma e no fluido intersticial hepatico e
muscular de ratos (diabéticos e controle) apos a administragdo pela via
intravenosa. Este modelo desenvolvido foi aplicado em individuos saudaveis
apoés a administragdo de metformina na mesma via e estendido para a
administracao oral. O modelo desenvolvido permite prever as concentragoes
intersticiais livre de metformina no seu tecido alvo utilizando as concentracdes

plasmaticas, demonstrando potencial aplicagao clinica.
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O efeito anti-hiperglicemiante da metformina ap6s administragdo em dose Unica
a ratos Wistar diabéticos foi observado para as maiores doses testadas (100 e
150 mg/kg; i.v.), demonstrando que somente altas concentragcdes do farmaco
conseguem inibir a produgao enddgena de glicose apos a administragao aguda
nesse modelo experimental.

O modelo farmacocinético-farmacodinamico baseado na fisiologia
desenvolvido descreveu adequadamente o efeito em funcéo do tempo em ratos
diabéticos apdés a dose unica de 100 e 150 mg/kg, i.v. assim como em

individuos saudaveis apos a administragdo de metformina 389,93 mg (v.0.).
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