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RESUMO

O resveratrol (3,5,4 trihidroxi-trans-estilbeno) € um composto antioxidante polifendlico
produzido por uma grande variedade de plantas, sendo no vinho tinto a fonte mais
conhecida. O interesse por este bioativo aumentou apds a descoberta de seus efeitos
farmacoldgicos, que incluem principalmente a acdo antioxidante e anti-inflamatoria,
bem como efeito cardioprotetor, neuroprotetor, anticancerigeno, antienvelhecimento,
anti-hiperlipidémico, antiobesidade e antidiabético. Apesar de seus beneficios
terapéuticos, 0 mecanismo de agdo exercido por este composto bioativo e seus
metabdlitos ainda ndo esta completamente elucidado, especialmente aqueles
relacionados a sua farmacocinética. Assim, foi desenvolvido e validado um método
bioanalitico para quantificacdo do 3,5,4 trihidroxi-trans-estilbeno em plasma de ratos
Wistar em CLAE-UV. O método foi linear na faixa de concentracdo 62,5 - 5000 ng.mL"
1 (rz = 1). A exatiddo intra e inter-dia esteve menor ou igual a 11,58% e 10,34%,
respectivamente. Nenhuma outra substancia foi detectada, garantindo a
especificidade do método. Em relacdo ao estudo farmacocinético, a administracéao
i.v.bolus 5 mg.kg* obteve o Ke de 0,09 h™ + 0,04, gerando uma meia vida de 9,5 h +
3,7, 0Vdfoide 5,8 L.kgt+4,7,0Clde 0,39 L.h.Kgt+0, 26, ASC total de 6076 ng.h/mL
+ 2959 e MRT de 8,7h * 3,4. A administracdo oral 100 mg.kg, obteve Ke de 0,12 +
0,07 h71, gerando uma meia-vida de 7,9 + 4,2 h, o Vd foi de 13,3 + 3,3 L.kg* o Cl de
1,76 £ 0,49 L.h.Kg?1+ 0, 26, ASC total de 6519 + 1592 ng.h/mL e MRT de 7,7 = 1,7 h.
A metodologia bioanalitica desenvolvida mostrou linearidade, sensibilidade,
especificidade, precisdo e exatiddo que permitem a determinacdo de resveratrol
plasmatico em estudos farmacocinéticos pré-clinicos. A avaliacao farmacocinética ndo
compartimental e populacional apés a administracdo oral e i.v. mostrou que o
resveratrol apresentou modelo de dois compartimentos em ambas, com um maior
tempo de exposicdo no organismo e maior distribuicdo apdés administracdo oral
quando comparada a i.v. Também foi encontrada alta concentragdo cerebral apos
administracdo i.v. o que indica que esta molécula é capaz de atravessar a barreira

hemato-encefélica de ratos Wistar.

Palavras-chave: CLAE-UV. Validagdo. Estudo pré-clinico. Farmacocinética

populacional.



ABSTRACT

Resveratrol (3,5,4 trihydroxy-trans-stilbene) is a polyphenolic antioxidant compound
produced by a wide variety of plants, with red wine being the most well-known source.
The interest in this bioactive increased after the discovery of its pharmacological
effects, which mainly include antioxidant and anti-inflammatory action, as well as
cardioprotective, neuroprotective, anticancer, anti-aging, antihyperlipidemic,
antiobesity and antidiabetic effect. Despite its therapeutic benefits, the mechanism of
action exerted by this bioactive compound and its metabolites is still not fully
elucidated, especially those related to its pharmacokinetics. Thus, a bioanalytical
method for the quantification of 3,5,4-trihydroxy-trans-stilbene in plasma of Wistar rats
in HPLC-UV was developed and validated. The method specific and linear in the
concentration range 62.5 - 5000 ng.mL™* (r2 = 1). The intra- and inter-day accuracy was
less than or equal to 11.58% and 10.34%, respectively. In relation to the
pharmacokinetic study, the i.v. bolus administration of 5 mg.kg, obtained the Ke of
0.09 h't £ 0.04, generating a half-life of 9.5 h + 3.7, the Vd was 5.8 L.kg' + 4.7, Cl 0.39
LhKg? + 0.26, total ASC of 6076 ng.h/mL + 2959 and MRT of 8.7 + 3.4. Oral
administration of 100 mg.kg, obtained Ke of 0.12 + 0.07 h, generating a half-life of
7.9+ 4.2 h, the Vd was 13.3 + 3.3 L.kg*or Cl of 1.76 + 0.49 LhKg-1 + 0.26, total ASC
of 6519 + 1592 ng.h/mL and MRT of 7.7 £ 1.7 h. The bioanalytical methodology
developed showed linearity, sensitivity, specificity, precision and accuracy that allow
the determination of plasma resveratrol in preclinical pharmacokinetic studies. Non-
compartmental and population pharmacokinetic evaluation after oral and intravenous
administration showed that resveratrol presented a two compartment model in both,
with a longer exposure time in the body and greater distribution after oral administration
when compared to iv. In addition, a high cerebral concentration after i.v administration

indicates that this molecule is able to cross the blood-encephilic barrier of Wistar rats.

Key words: HPLC-UV; Bioanalytical Method Validation; Preclinical Study; Population

Pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

No inicio da década de 40 um composto polifendlico foi descoberto e
identificado como resveratrol (TAKAOKA, 1940). Porém, s6 em 1992 surgiu um real
interesse em estuda-lo, quando foi postulado para explicar alguns efeitos
cardioprotetores do vinho tinto (SIEMANN e CREASY, 1992; RENAUD e
DELORGERIL, 1992). A partir deste momento, relagcbes com diversas doencas e
supostos mecanismos de acdo foram atribuidos ao resveratrol ao longo dos anos.

O resveratrol é encontrado em uma gama de frutos e em partes de plantas,
como uvas, amoras, mirtilos e amendoins, no entanto é nas raizes do Polygonum
cuspidatum que se encontra a sua maior fonte, sendo muito utilizado na medicina
oriental para prevencdo e tratamento de diversas patologias (FONTECAVE et al.,
1998; GOSWAMI e DAS, 2009; CHACHAY et al., 2011). Dentre os efeitos benéficos
a saude ja comprovados nas ultimas décadas de estudo deste composto temos como
principais o efeito antioxidante (FILIP et al., 2003; YAO et al., 2010) e anti-inflamatério
(LEIRO et al., 2010; LANZILLI et al., 2012), também atua na acdo cardioprotetora
(BRADAMANTE et al., 2004; BRESCIANI et al., 2014), neuroprotetora (JANG e
SURH, 2003; ZAMIN et al., 2006), anticancerigena (JANG et al., 1997; ATHAR et al.,
2007; PAUL et al., 2009), antienvelhecimento (BAUR e SINCLAIR, 2006;
KAEBERLEIN; 2010), antimicrobianas (DOCHERTY et al.,, 2007), antidiabética
(KUMAR et al., 2013; BHAKKIYALAKSHMI et al., 2016) e de reducao da obesidade
(AGUIRRE et al., 2014; CHANG et al., 2016).

Mesmo com tantas propriedades terapéuticas positivas, 0 resveratrol
apresenta uma biodisponibilidade reduzida, sendo rapidamente metabolizado e
excretado. Além disso, as suas acdes sobre o metabolismo, bem como a sua

farmacocinética, ainda ndo foram completamente esclarecidas (TIMMERS et al.,
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2014). Neste contexto, € importante e necessario a realizacdo de mais estudos que
possam contribuir para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na metabolizacao e

farmacocinética deste composto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a concentracdo plasmatica e tecidual do resveratrol em ratos

Wistar, visando contribuir com a elucidacdo dos processos farmacocinéticos desse

bioativo.

2.1 Objetivos especificos

v' Desenvolver e validar metodologia bioanalitica por CLAE-UV para

quantificacdo do resveratrol em plasma e homogenato tecidual de ratos Wistar;

v' Determinar as concentracdes totais de resveratrol no plasma de ratos Wistar

apos administracao i.v. bolus e oral,

v' Avaliar a concentracdo do resveratrol no estdbmago, figado, baco, rim,

coracao, pulmao, tecido adiposo e cérebro de ratos Wistar apos administracao

i.v. bolus;

v Calcular os parametros farmacocinéticos pré-clinicos do resveratrol.
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AVALIACAO PRE-CLINICA DA FARMACOCINETICA E DA PENETRACAO
TECIDUAL DO REVERATROL



Pagina | 14

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Resveratrol: Perspectiva historica

O resveratrol foi isolado pela primeira vez em 1940 a partir de raizes do lirio
heléboro-branco (Veratum grandiflorum) (TAKAOKA, 1940). Ja em 1963, o composto
foi encontrado também em raizes da espécie Polygonum cuspidatum (NONOMURA,
et al.,, 1963). Atualmente, a P. cuspidatum é reconhecida por ser a fonte natural
detentora da maior concentracéo de resveratrol (181-350 mg.100 g1), sendo utilizada
na medicina tradicional chinesa e japonesa no tratamento de dermatite supurativa,
gonorreia, pé de atleta (Tinea pedis) e dislipidemia (CHACHAY et al., 2011).

Na década de 70, o resveratrol foi identificado nas uvas da espécie Vitis
vinifera (LANGCAKE e PRYCE, 1976), apd6s esta descoberta, varios estudos
relataram encontrar resveratrol em uvas, sendo a casca o local com maior
concentracdo (CREASY e COFFEE, 1988; JEANDET et al., 1991).

A partir de 1992 este composto polifendlico atraiu grande interesse da
comunidade cientifica por ser identificado como sendo o potencial responsavel pelos
efeitos cardioprotetores do vinho tinto (SIEMANN e CREASY, 1992). Estudos
epidemioldgicos evidenciaram que o consumo de vinho tinto € inversamente
relacionado com a incidéncia de doencas coronarias. Este fato colaborou com a
compreensao do “Paradoxo Francés”, expressao utilizada para referir a contrariedade
de a populacédo francesa possuir uma alimentacdo rica em gorduras saturadas,
praticar pouco exercicio fisico, consumir frequentemente vinho tinto e, no entanto,
apresentar baixa incidéncia de doencas cardiacas, sendo a taxa de enfartes 40%
menor do que outros paises europeus (RENAUD e DELORGERIL, 1992; KOPP, 1998;

CHACHAY, 2011; TIMMES, AUWERX e SCHRAUWEN, 2012).
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Apos estes achados, Jang et al. (1997) concluiram que o resveratrol possuia
propriedades quimiopreventivas, inibindo a iniciacdo, promocdo e progressao da
carcinogénese. Desde entédo diversos estudos estdo sendo publicados evidenciando
ndo so6 os efeitos cardioprotetores e anticancerigenos, mas também os seus efeitos:
antioxidante, anti-inflamatorio, antienvelhecimento, neuroprotetor, inibidor do ciclo
celular e, mais recentemente, no tratamento da obesidade e diabetes. Também tem
vindo a ser evidenciado que o resveratrol ter4 a capacidade de aumentar a expectativa
de vida através da mimetizacdo dos efeitos da restricdo calorica, prevenindo a
ocorréncia de diversos processos de envelhecimento geneticamente programados

(AGARWAL e BAUR, 2011).

3.2 Biossintese

O resvetratrol pertence ao grupo das fitoalexinas, substancias importantes no
mecanismo de defesa das plantas. Estas sdo um grupo de metabolitos secundarios
de baixo peso molecular que sédo sintetizados pelas plantas como resposta a lesdes,
ataques microbiologicos, estresse ambiental e radiacéo ultravioleta (KUNDU e SURH,
2008).

A biossintese deste composto (Figura 1.1) € desencadeada por um sinal
guimico, gerado pelo estresse, que induz o aumento da expressao do gene estilbeno
sintetase, o qual promove o acumulo de mRNA estilbeno sintetase, responsavel pela
enzima estilbeno sintetase. Por sua vez, esta enzima catalisa a reacdo entre uma
molécula de p-coumaroyl-CoA e trés moléculas de molonyl-CoA, substratos estes
presentes nas plantas, originando o resveratrol na area afetada (JEANDET et al.,

2002)
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SCoA

p-coumaroyl-CoA

3 [HOOC-CH,-CO-SCoA]

Resveratrol sintetase = Malonyl-CoA

HO 7
4 OH

HO Resveratrol

Figura 1.1 — Representacao esquematica do processo de biossintese do resveratrol.

3.3 Principais fontes

O resveratrol € um composto polifendlico produzido por varios frutos, como
uvas, amendoins, groselhas, amoras e mirtilos e em outras partes de plantas, como o
exemplo das raizes do Polygonum cuspidatum (Figura 1.2). Este ultimo é a fonte mais
rica em resveratrol e € muito utilizado na medicina oriental para tratar, entre outras,
doencas hiperlipidémicas, cardiovasculares, hepaticas e inflamacéo da pele, poréma
fonte mais conhecida e difundida do resveratrol segue sendo o vinho tinto pela relacao
com o “Paradoxo Francés” (FONTECAVE et al., 1998; GOSWAMI e DAS, 2009;

CHACHAY et al., 2011).
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Vitis vinifera Veratrum grandiflorum Vaccinum sp. Vaccinum sp.

Grapes White hellebore Blueberry Cranberry

Arachis hypogea
Peanut

Ty 1
Artocarpus sp.
Jackfruit

Cassia sp. HO OH
Legumes AN

Ho' Resveratrol

olygonum cuspldam
Ko-jo-Kon (Japanese) Rheum

Pinus sylvestris
Scots pine

Veratrum sp.
Corn lily

Bauhloa sp.

Figura 1.2 — Fontes de resveratrol (Adaptado de Aggarwal et al. (2004).

Por sua presenca na casca das uvas, o resveratrol € extraido para o vinho
durante a maceracdo necessaria a sua producdo. Desta forma, ele vem sendo
detectado em diversos tipos de vinho, oriundos de variadas regides do mundo, sua
concentracdo no vinho tinto pode variar entre 0,1-14,4 mg.L, de acordo com o tipo
de uva usada, regido onde é produzida, fatores ambientais que variam ao longo do
ano, tecnologia de producao e método de detec¢ao/quantificacdo. Também pode ser
encontrado nos vinhos brancos, mas em menor concentracdo que no vinho tinto,
sendo tal situacdo explicada com base no processo de fabricacdo do vinho branco
uma vez que este apenas € fermentado apds a remocédo da casca da uva, diferente

do vinho tinto que a fermentagao ocorre com a casca, permitindo a incorporacao de
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resveratrol em maior quantidade (CHACHAY et al.,, 2011; SMOLIA, BAUR e
HAUSENBLES, 2011; UDENIGWE et al., 2008).0 resveratrol esta presente inclusive
em sumos de uva (Uva preta — 0.5/100mL; Uva branca — 0.05/100mL), porém em
menor quantidade que nos vinhos, o que reafirma que € na casca que existe uma
maior concentracdo deste polifenol (CHACHAY, 2011; TIMMES, AUWERX e
SCHRAUWEN, 2012).

Com o crescente desenvolvimento e adaptacdes das metodologias de
andlises, esta sendo possivel isolar e caracterizar o resveratrol em diferentes
amostras de produtos alimentares (SOUTO et al., 2001; CARERI et al., 2003; WANG
et al.,, 2007). Na Tabela 1.1 sdo demonstradas as diferentes concentracbes de
resveratrol presentes em alimentos que fazem parte da dieta humana.

De outro modo, o resveratrol pode ser obtido de forma sintética sendo
produzido por fermentacdo ou engenharia quimica, assim garantido um custo mais
acessivel de obtencéo dessa substancia. Na fermentacdo sao utilizadas bactérias ou
leveduras geneticamente modificadas, ja na engenharia quimica a molécula é

sintetizada com base em compostos organicos que reagem entre si (BETZ, 2014).

Tabela 1.1 — Fontes de resveratrol e respectivas quantidades previstas em doses

servidas
Fonte alimentar Concentracao Total de resveratrol por dose

Vinhos tintos 0,1-14.3 mg/L Copo 150 mL: 0,015-2,15mg
Vinhos tintos “Pinot Noir” 10,5 mg/L Copo 150 mL: 1,57mg
Vinhos brancos <0,1-1,2 mg/L Copo 150mL: 0,015-0,18mg
Vinho branco Riesling >1,2 mg/L Copo 150 mL: >0,32mg
Sumo de uva preta 5,0 mg/L Copo 250 mL: 1,25 mg
Sumo de arando 2 mg/L Copo 250 mL: 0,5mg
Casca de uva fresca 5-10 mg/100g -

Uva (amostra seca) 0,64 mg/100g 1 taca (2509): 1,6mg
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Mirtilo (amostra seca) 0,4 mg/100g 1 taca (150g9): 0,6 mg
Morangos (congelados) 0,375 mg/100g 1 taca (1509): 1,56 mg
Groselhas vermelhas 1,5 mg/100g % taca (1259): 1,87 mg
(congeladas)

Amendoins crus 0,15 mg/100g 1 taca (250q9): 0,37 mg
Amendoins cozidos 0,52 mg/100g 1 taca (2509): 1,3 mg
Amendoins torrados 0,006 mg/100g 1 taca (250g9): 0,015 mg
Chocolate negro 0,124 mg/100g 50g: 0,063 mg
Chocolate ao leite 0,001 mg/100g 50g: 0,0005 mg

Adaptado a partir de Chachay et al. (2011).

3.4 Caracteristicas fisico-quimicas

O resveratrol apresenta como formula molecular C14H1203 e respectiva massa
molecular 228,24 g.mol* E uma molécula polifendlica aromética pertencente a classe
dos estilbenos (NCBI, 2016). Como é caracteristico na maioria dos compostos
fendlicos, é constituido por dois anéis fendlicos ligados por uma ligacéo dupla estireno,
sendo que alguns dos carbonos da estrutura anilica encontram-se ligados a grupos
hidroxilo, como € possivel observar na maioria dos compostos fendlicos. Em cada
molécula de resveratrol existem trés atomos livres, conferindo assim a atividade
antioxidante, ja que estes estdo disponiveis para transportar espécies reativas de
oxigénio e interromper a cadeia oxidativa (KUNDU e SURH, 2008; UDENIGWE et al.,
2008; CHACHAY et al., 2014).

Este analito em temperatura ambiente encontra-se no estado soélido, sendo
um po6 esbranquicado e apresenta um intervalo de fusdo de 253-255 °C. Possuindo
um LogP de 3,4, é uma molécula lipofilica que se dissolve facilmente em solventes
organicos como etanol (50 mg.mL?) e DMSO (16 mg.mL?), sendo pouco solavel em

agua (3 mg.100 mLt) (NCBI, 2016).
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O resveratrol ocorre nas formas cis e trans, tendo diferentes efeitos bioldgicos
devido a sua estabilidade. O trans-resveratrol é uma isoforma mais estavel e
encontrada comercialmente, o que ndo ocorre com O cis-resveratrol, composto
instavel e ndo usualmente encontrado para venda, podendo ser obtido a partir de
trans-resveratrol por exposi¢cdo a luz solar ou a radiacdo ultravioleta (Figura 1.3)

(CAMONT et al., 2009; CHEN et al., 2007).

Figura 1.3 — Estrutura quimica do (A) trans-resveratrol e (B) cis-resveratrol.

3.2 PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

As propriedades farmacocinéticas do resveratrol tém sido largamente
estudadas, tanto em ensaios in vitro como in vivo em animais e humanos (TIMMERS
et al., 2014). O resveratrol, bem como outros polifendis, possui uma biodisponibilidade
muito baixa, Walle et al. (2004) demonstraram em estudo em humanos que a
biodisponibilidade do resveratrol em si foi proxima de zero devido a rapida e extensa
biotransformagéo, sendo quantificado apenas vestigios inalterados na circulacao
sistémica, e um nivel razoavelmente alto (maximo de 2 uM) de metabdlitos apés a

dose oral de 25 mg.
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Quanto aos parametros farmacocinéticos, Soleas et al. (2001) demonstraram
um pico maximo de concentracdo atingido apos 30 minutos da administracdo oralem
humanos. A concentracdo maxima (Cmax) obtida, apos administracdo Unica de 5000
mg, foi 2,4 uM e, 4,24 uM, apds administracdo diaria de 5000 mg durante 29 dias. Ja
em um estudo realizado por Almeida et al. (2009) para investigar a farmacocinética de
doses multiplas do resveratrol em adultos saudaveis, quatro grupos de 10 voluntarios
adultos jovens saudaveis (5 homens e 5 mulheres) foram estudados durante 48 h. Em
cada grupo, 2 voluntarios (1 masculino e 1 feminino) foram randomizados para receber
0 placebo e os 8 restantes receberam resveratrol de 25, 50, 100 ou 150 mg, 6 vezes
por dia (intervalo de 4 h), 13 doses em total. Comparavel com a maioria dos estudos,
a Cmax foi atingida entre 0,8 e 1,5 horas apés a dose. O tempo de meia-vida do
resveratrol foi prolongado de 1 a 3h apds a administracéo Unica a 2-5 h apés doses
multiplas. ApGs a administracdo repetida de 25, 50, 100 ou 150 mg de resveratrol em
um intervalo muito curto (4 h), o grau de acumulo observado nao foi significativo, com
médias variando entre 1,9 (100 mg) a 5,2 (50 mg).

No que diz respeito a absor¢cdo em humanos este € rapidamente absorvido
no intestino através de difusdo trans-epitelial, relevando a sua ampla aplicacao.
Estudos in vitro onde células Caco-2 foram tratadas com resveratrol demonstraram
um transporte saturavel dose-dependente da zona apical para a zona basolateral.
Lancon et al. (2004) realizaram também um estudo in vitro utilizando células de
hepatoblastoma da linha HepG2 e hepatdcitos humanos, com o objetivo de comparar
o transporte de resveratrol em células normais e células cancerigenas, demonstrando
gue os mecanismos de transporte envolvidos sdo possivelmente por difusdo passiva

e mediado por transportadores (SUBRAMANIAN et al., 2010).
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Dado a sua lipofilicidade, seria de esperar que a administracao de resveratrol
associada a uma alimentacéo rica em lipideos pudesse aumentar a absorcao e,
consequentemente, a sua biodisponibilidade (UDENIGWE et al., 2008; CHACHAY et
al., 2011). Contudo, um estudo realizado em humanos por Vitaglione et al. (2005),
concluiu que a biodisponibilidade de trans-resveratrol proveniente do vinho tinto é
independente do conteudo lipidico da refeicao.

Em relacdo a sua distribuicdo, em estudos pré-clinicos, foi constatado que
apos administracdo oral ou intravenosa, o resveratrol tende a ser rapidamente
eliminado da circulacdo sanguinea se depositando em diferentes 6rgaos, tais como:
estbmago, intestino, colén, figado, baco, rim, coracdo, pulméao, cérebro e testiculo
(VITRAC et al., 2003; CHEN et al., 2007; WANG et al., 2008). No colén e no baco,
observou-se uma significativa atividade do resveratrol, enquanto que no coracéo,
testiculos e no cérebro essa atividade foi considerada moderada. Ja em humanos,
cerca de 50% do resveratrol total encontra-se ligado as proteinas plasmaticas tais
como albumina, hemoglobina e lipoproteinas (UDENIGWE et al., 2008; CHACHAY et
al., 2011).

Quanto ao metabolismo, sofre um extenso metabolismo de primeira
passagem no intestino delgado e figado, sendo rapidamente metabolizado pelos
enteroécitos e hepatocitos (SMOLIGA e BLANCHARD, 2014). No figado €
metabolizado pelas enzimas de fase Il conduzindo a biotransformacao do resveratrol
em metabolitos glucoronidos e sulfatados: trans-resveratrol-3-O-glucoronido, trans-
resveratrol-3-sulfato (Figura 1.4), trans-resveratrol-4-sulfato, trans-resveratrol-3,5-
dissulfato e transresveratrol-3,4,5-trissulfato. O metabolismo envolvendo enzimas de
fase | ndo representa um papel importante, ndo existindo evidéncia de oxidagao

enzimatica (UDENIGWE et al., 2008; CHACHAY et al., 2011).
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Estudos clinicos realizados demonstraram que os metabolitos conjugados
sofrem recirculacdo entero-hepatica através da reabsorcdo apos hidrélise intestinal.
Esta situacao € baseada na andlise grafica da concentracéo de resveratrol vs tempo,
apos administracdo oral, onde se observa um 2° pico de concentracdo maxima
(WALLE et al.,, 2004). Porém, nos estudos de parametros farmacocinéticos
analisados, foram observadas elevadas variabilidades inter-individuais e dose-
independentes que poderdo estar relacionadas com a sensibilidade do método
utilizado, polimorfismos enziméticos dos individuos incluidos nos estudos e
existéncia/inexisténcia de distincdo entre as formas isoméricas cis, trans ou
conjugadas de resveratrol na determinagdo de Cmax. Adicionalmente demonstrou-se
que a ingestdao de resveratrol durante a manhd conduz a uma maior
biodisponibilidade, talvez devido a influéncia dos ritmos circadianos no metabolismo

enzimatico da molécula e na circulac@o entero-hepatica (CHACHAY et al., 2011).
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Figura 1.4 — Estrutura quimica dos principais metabolitos do resveratrol em humanos

e ratos: (A) Resvetratrol-3-sulfato e (B) Resveratrol-3-O-glucoronido.

Apbs biotransformacéo, a excrecdo do resveratrol é realizada de forma eficaz

com auxilio de liquidos biolégicos como a bile, sendo eliminado do organismo entre
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70-98% na urina e fezes em 24 h. O seu clearance parece diminuir com a
administracdo de doses repetidas, evidenciando a possibilidade de existéncia de
metabolismo saturavel e biodisponibilidade alteraveis, o que €& preocupante em

situagcdes de consumo prolongado (SMOLIGA et al., 2011).

3.3 BIOATIVIDADE E BENEFICIOS A SAUDE

A descoberta do resveratrol, de acordo com o que foi anteriormente
mencionado, ocorreu na década de 40, contudo apenas nos anos 90 foram realizados
os primeiros estudos evidenciando os seus efeitos benéficos a salde. Desde entéo,
anualmente sdo publicados diversos estudos elucidativos da acdo bioativa desta
molécula.

Desta forma, o resveratrol pode prevenir ou reduzir a progressao de varias
patologias, incluindo doencas cardiovasculares (BRADAMANTE et al., 2004,
BRESCIANI et al., 2014), cancerigenas (JANG et al., 1997; ATHAR et al., 2007; PAUL
et al., 2009), e neurodegenerativas (JANG e SURH, 2003; ZAMIN et al., 2006), bem
como prevenir diversos processos de envelhecimento, aumentando a longevidade
(BAUR e SINCLAIR, 2006; KAEBERLEIN; 2010), possui ainda propriedades anti-
inflamatorias (LEIRO et al., 2010; LANZILLI et al., 2012), antioxidantes (FILIP et al.,
2003; YAO et al., 2010) e antimicrobianas (DOCHERTY et al.,, 2007) e mais
recentemente foram descobertas sua acdo na reducao da obesidade (AGUIRRE et
al., 2014; CHANG et al, 2016) e antidiabética (KUMAR et al., 2013;
BHAKKIYALAKSHMI et al., 2016), como esta demonstrado na Figura 1.5.

Em seguida serdo descritos alguns destes efeitos bioativos, e

consequentemente, benéficos a salde que o resveratrol proporciona.
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Anticancerigeno

Antioxidante Anti-inflamatdrio

Prevencdo do

envelhecimento RESVERATROL Antimicrobiano
Redugdo da
obesidade Neuroprotecido

Antidiabético

Figura 1.5 — Efeitos benéficos do resveratrol a saude.

3.3.1 Agéo antioxidante

O nosso organismo possui mecanismos que mantém o equilibrio entre a
producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes. Quando este equilibrio é
perturbado e ocorre um excesso de producao de radicais livres, o organismo fica sob
stress oxidativo, podendo provocar danos nas macromoléculas como lipideos,
carboidratos e proteinas (acidos nucleicos) (LASTRA e VILLEGAS, 2007). A curto
prazo, o stress oxidativo gera um aumento das enzimas produtoras de radicais livres,
alteracOes na fosforilagdo oxidativa da cadeia transportadora de elétrons, libertacéo
de ions de ferro ou cobre e ativacdo de fagodcitos, conduzindo alteracdes
fisiopatoldgicas como isquemia, sindrome de dificuldade respiratoria no adulto, artrite,
entre outros. Ja a longo prazo, é responsavel por causar doencas cardiovasculares,
uma vez que induz a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),

contribuindo para o processo de aterogénese (FONTES, 2013).
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De acordo com as propriedades estudadas, o resveratrol atua ndo s6 como
antioxidante, mas também como sequestrador de radicais livres, impedindo que seja
gerado um estado de stress oxidativo. A sua capacidade antioxidante depende da
propriedade redox dos grupos fendlicos e do potencial de deslocamento de elétrons
ao longo da estrutura quimica. Os mecanismos envolvidos que conferem ao
resveratrol as propriedades antioxidantes sédo a sua capacidade de competir com a
coenzima Q10 diminuindo a atividade da cadeia oxidativa e, consequentemente, a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), sequestrar os radicais O2 e "OH
produzidos pelas mitocondrias, interromper a formacao de radicais induzidos pelos
metais, bem como a peroxidacdo lipidica induzida pelos produtos da reacdo de
Fenton, induzir a atividade de enzimas antioxidantes como glutationa S-
transferases (GST), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR) (LASTRA
e VILLEGAS, 2007) e superéxido dismutase e reduzir a oxidagc&do dos grupos tiol das

proteinas presentes nas plaquetas (OLAS, 2004).

3.3.2 Acéo cardioprotetora

No ambito da protecéo cardiovascular, a molécula de resveratrol demonstra
possuir propriedades muito favoraveis que contribuem para diminuicdo do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Frankel e colaboradores (1993) foram
0S primeiros a estudar a capacidade antioxidante do resveratrol, tendo verificado que
o resveratrol protege as LDL da oxidacéo catalisada pelo cobre. Desde entéo, varios
estudos demonstraram que a atividade antioxidante do resveratrol se deve
essencialmente a sua capacidade em quelar o cobre e captar radicais livres, essas

caracteristicas s6 sao possiveis por conta da presenca do grupamento hidroxilo na
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estrutura quimica desse bioativo (FAUCONNEAU et al., 1997; FREMONT et al., 1999;
STOJANOVIC et al., 2001; LEONARD et al., 2003).

Estudos pré-clinicos recentes demonstram a capacidade do resveratrol de
produzir efeitos cardioprotetores através da atenuacdo da producdo de ERO,
melhorando a funcdo endotelial, da inibicdo de processos inflamatérios e da
diminuic&o da taxa de apoptose endotelial. Além de também atuar sob os mecanismos
de agregacdo plaquetéaria (OLAS et al., 2008), possui propriedades vasodilatadoras
(NADERALI, 2009), protecdo do endotélio vascular contra disfuncdes e danos
consequentes de dietas inadequadas (CHAVES et al., 2009), atividade estrogénica
(GEHM et al., 1997), reducédo da obesidade (NADERALI, 2009) e efeitos benéficos
sob os niveis de colesterol e triglicerideos (LEONARD et al., 2003). No que diz respeito
aos mecanismos subjacentes as suas acdes protetoras cardioprotetoras, estes sdo
inameros (BAUR e SINCLAIR, 2006; WANG et al., 2011).

No que diz respeito as propriedades anti-inflamatérias do resveratrol, diversos
estudos publicados indicam que podera melhorar a inflamagcdo subjacente a

aterosclerose (BERTELLI et al., 2001; NORATA et al., 2007).

3.3.3 Propriedades anti-inflamatorias

Diversas pesquisas tém demonstrado que o resveratrol possui capacidade de
atuar nos processos inflamatérios através das suas propriedades antioxidantes, pois
ao combater o stress oxidativo atenua a inflamacgédo causada pela ativacdo de
proteinas quinases responsaveis pelo aumento da atividade dos fatores de transcricéo
relacionados com o processo de inflamacéo. Este tem ainda capacidade de inibir a
expressao da proteina C reativa e as enzimas prostaglandina H-sintetase (PHS),

ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases (LOX), as quais atuam na sintese de



Pagina | 28

eicosandides a partir do acido araquidénico. A PHS e COX (COX-1 e COX-2) séo
enzimas responsaveis pela biossintese de prostaglandinas (vasodilatacéo,
sensibilizacdo a dor, febre, protecdo gastrica e renal) e tromboxanos
(broncoconstricao e agregacdo plaquetaria) enquanto que as LOX séo responsaveis
pela sintese de leucotrienos (quimiotaxia dos neutréfilos, aumento dapermeabilidade
vascular, alergias) (SEFORA-SOUSA e ANGELIS-PEREIRA, 2013).

O resveratrol minimiza ainda a atividade do fator de transcricdo AP-1,
importante para ativacdo das células imunitarias através da producéo de citoquinas e
quimiocinas, e reduz a atividade do fator de transcricdo NF-kB, que controla varios
genes envolvidos no processo de inflamacéo e inibe a expresséao de IL-6, INOS, ICAM-
1 e VCAM-1 em células endoteliais da artéria coronéaria. Ao inibir a atividade dos
fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB, também ird diminuir a atividade de transcricao e
expressdo da enzima COX-2, responsavel pela sintese de moléculas pré-inflamatéria

(DELMAS et al., 2006; SEFORA-SOUSA e ANGELIS-PEREIRA, 2013)

3.3.4 Agao neuroprotetora

E crescente o nimero de estudos sugerindo que o resveratrol possa exercer
um papel significativo regulando fungdes importantes no sistema nervoso central,
especialmente em condi¢des patoldgicas (DORE, 2005; ANEKONDA, 2006). Como
referido anteriormente, o resveratrol possui fortes propriedades antioxidantes, ndo so
por atuar como um sequestrador de radicais livres, mas também por suprimir a sua
producdo, protegendo assim os neurbnios de danos oxidativos. Possui ainda
capacidade de reduzir a citotoxicidade provocada pelos peptideos B-amiloides,
melhora as respostas glial, inflamatéria e oxidativa, in vitro, protege as células da

morte celular e acumulo de ERO e suprime uma das vias de produgao da proteina [3-
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amiloide, reduzindo a sua producdo (MARKUS e MORRIS, 2008; VINGTDEUX et al.,
2010; REGE et al., 2014).

Por conta das caracteristicas anti-inflamatorias, esse bioativo previne os
efeitos pro-inflamatérios do peptideo B-amildide, em macréfagos, reduz a ativacéo
microglial relacionada com a deposicao amildide, reduz a ativacdo dos fatores de
transcricdo NF-kB e JNK, a isquemia cerebral induzida e a regulacdo da COX-2.

Também atua diminuindo a resposta neuroinflamatéria associada a doenca de
Alzheimer, melhorando os prejuizos de memoria e aprendizagem (REGE et al., 2014).
Em relacdo a protecédo isquémica, estudos pré-clinicos produzidos por Sinha

et al. (2002) e Wang et al. (2002) mostram que o0 resveratrol atravessa a barreira
hemato-encefélica e € capaz de proteger contra isquemia cerebral. Além disto, os
efeitos neuroprotetores do resveratrol tém sido demonstrados em modelos de
isquemia focal e global, em diversas doses, vias e tempos de administracdo. O pré-
condicionamento pelo resveratrol resultou na reducdo do volume isquémico e

diminuicao do contetdo de agua (BAUR e SINCLAIR, 2006).

3.3.5 Acdo anticancerigena

O resveratrol € um bioativo com capacidade de atuar inibindo a nivel molecular
todas as etapas da carcinogénese (iniciacdo, promocao/diferenciacao e progressao).

A iniciacdo ocorre quando ha uma alteracdo no material genético (mutacao)
de uma célula normal, por acdo de um agente carcinogénico ou por um defeito
genético inerente a prépria célula. Apds a ocorréncia da mutacdo, a célula néo
consegue reparar o dano e esta alteracéo se torna irreversivel, originando uma célula
iniciada que tem capacidade de crescer e transmitir a mutacao as suas ceélulas filhas,

iniciando assim o processo de carcinogénese (KUMAR et al., 2003). A acdo do
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resveratrol nesta etapa € através da supressao da ativacdo metabdlica de agentes
carcinogénicos e/ou do aumento da desintoxicacdo através da modulacdo da
atividade de enzimas envolvidas em reacfes de fase | (compostos lipofilicos sdo
transformados em carcinogénicos eletrofilicos) e de fase Il (convertem os metabolitos
primarios em compostos mais hidrossoluveis) (YEN et al., 2003; LOPEZ-BURILLO et
al., 2003; BERGE et al., 2004; SZAEFER et al., 2004).

Na etapa de promocao/diferenciagcdo, ocorre o desenvolvimento dessa
mutacdo na célula estabelecendo-se o fenétipo neoplasico (WESTON e HARRIS,
2003). Assim, o resveratrol colabora na prevencéao do cancer inibindo a ativacéo de
proteinas quinases, por varios promotores, via mitogen-activated protein kinases
(MAPK) (GARCIA-GARCIA et al., 1999; YU et al., 2001); da inibicdo da sintese de
poliaminas, diminuindo o crescimento celular e aumentando a apoptose (SCHNEIDER
et al., 2000; WOLTER et al., 2003); da inibicdo da libertacdo de mediadores lipidicos
pré-inflamatérios sintetizados pelas enzimas fosfolipase A2, PHS, COX e LOX
(MACCARRONE et al.,1999; MORENO, 2000); da perturbacéo da progresséo do ciclo
celular (G1, S, G2/M) conseguida através de interacbes estabelecidas entre o
resveratrol e reguladores chave do ciclo celular, ativando ou inibindo ciclinas, cdks,
factores de transcricdo ou oncoproteinas; da inducdo de morte celular pela via
mitocondrial uma vez que provoca down-regulation da expressado das proteinas Bcl-
2, IAP e induz um aumento dos niveis de Bax/Bak e a sua relocalizacéo para as
mitocondrias. Além disso, o resveratrol induz a agregacédo de receptores de morte
celular no microdominio lipidico, induzindo a formacao de um complexo de sinalizacéo
indutor de morte que por sua vez conduz a ativacdo da cascata das caspases,

resultando também em morte celular (DELMAS et al., 2006).
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Na progressao ocorre a expansao de uma populacao de células iniciadas que,
posteriormente, sdo convertidas em células malignas, levando a formacéo do cancer
(WEATON e HARRIS, 2003). Nesta etapa, o estagio do cancer ja € muito avancado
para uma intervengéo preventiva, mas nao para uma intervengao terapéutica. Desta
forma, o resveratrol poderd atuar como um agente terapéutico jA que possui
propriedades antiproliferativas, bloqueando a progressao do ciclo celular e induzindo
a apoptose. Este possui ainda capacidade de inibir a producdo de Oxido nitrico,
responsavel por promover o crescimento de tumores endoteliais e a formacédo de
metéstases (JANG e PEZZUTO, 1999; YAGIHASHI et al., 2000) e inibe a angiogénese
através da reducdo da expressdo de genes que afetam a invasdo tumoral e
metastases  (COX, ornitina  descarboxilase, espermidina/espermina  N-

acetiltransferase) (BABBAR et al., 2003; IGNATENKO et al., 2004)
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RESUMO

Um método de CLAE foi desenvolvido e validado utilizando a deteccdo UV para a
quantificacdo do resveratrol em plasma de ratos. As analises foram realizadas em um
sistema CLAE/UV usando uma coluna e pré-coluna C18, a separacdo cromatografica
em gradiente utilizando as fases agua (A) e acetonitrila (B) a um fluxo constante de
1,0 mL.min"t, em 20 minutos de corrida. A deteccdo do resveratrol foi realizada a 50
°C no comprimento de onda de 310 nm. O método foi linear na faixa de concentragéo
62,5 - 5000 ng.mL™* (r2=1). A exatid&o intra e inter-dia esteve menor ou igual a 11,58%
e 10,34%, respectivamente. Nenhuma outra substancia foi detectada, garantindo a
especificidade do método. Em relacdo ao estudo farmacocinético, a administracéo
i.v.bolus 5 mg.kg* obteve o Ke de 0,09 h™ + 0,04, gerando uma meia vida de 9,5 h +
3,7, 0Vdfoide 5,8L.kgt+4,7,0Clde 0,39 L.h.Kgt+0, 26, ASC total de 6076 ng.h/mL
+ 2959 e MRT de 8,7h * 3,4. A administracdo oral 100 mg.kg, obteve Ke de 0,12 +
0,07 h™?, gerando uma meia-vida de 7,9 + 4,2 h, o Vd foi de 13,3 + 3,3 L.kg* o Cl de
1,76 £ 0,49 L.h.Kg?*+ 0, 26, ASC total de 6519 + 1592 ng.h/mL e MRT de 7,7 = 1,7 h.
A metodologia bioanalitica desenvolvida mostrou linearidade, sensibilidade,
especificidade, precisdo e exatiddo que permitem a determinacdo de resveratrol
plasmatico em estudos farmacocinéticos pré-clinicos. A avaliacao farmacocinética ndo
compartimental e populacional ap6s a administracdo oral e i.v. mostrou que o
resveratrol apresentou modelo de dois compartimentos em ambas, com um maior
tempo de exposicdo no organismo e maior distribuicdo apdés administracdo oral
guando comparada a i.v.Também foi encontrada alta concentracdo cerebral apos
administracdo i.v. o que indica que esta molécula € capaz de atravessar a barreira

hemato-encefélica de ratos Wistar.

Palavras-chave: Resveratrol; CLAE/UV; Farmacocinética; Validagdo; Estudo pré-
clinico.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com uma alimentacdo saudavel ocasiona a busca por
alimentos que oferecam propriedades que vao além de nutrir, mas também proteger
o organismo de enfermidades. O resveratrol (Fig. 2.1) € um composto antioxidante
polifendlico produzido por uma grande variedade de plantas incluindo uvas,
amendoins, mirtilos e amoras, sendo no vinho tinto a fonte mais difundida e
conhecida.l’? Nas ultimas duas décadas, o interesse pelo estudo do resveratrol tem
crescido devido aos seus efeitos farmacoldgicos relacionados principalmente com a
protecdo cardiovascular,® e neuroprotecéol*%. Além dessas, outras acdes benéficas
tem sido reportadas, tais como analgésica,l®! antioxidante,[”:8l anti-inflamatdria, 1
anticancerigena,!'! antienvelhecimento,[1213.14] anti-

hiperlipidémica,*®lantiobesidadel®17 e antidiabética. /8!

OH

HO N

OH

Figura 2.1 — Estrutura quimica do resveratrol (3,5,4 trihidroxi-trans-estilbeno).

A molécula do 3,5,4 trihidroxi-trans-estilbeno, trivialmente denominada de
resveratrol é absorvido no intestino por difusdo passiva ou formando complexos com
proteinas presentes na membrana celular, como as integrinas. Uma vez na corrente
sanguinea, este composto quimico pode ser encontrado essencialmente em trés

formas diferentes: glucuronido, sulfato ou livre. A forma livre pode ser ligada a
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albumina e lipoproteinas, tais como LDL (lipoproteina de baixa densidade). No
entanto, estes complexos sdo dissociados nhas membranas celulares que possuem
receptores para a albumina e LDL. Portanto, possibilitando que o resveratrol seja
absorvido para o interior das células.!*!

Muitos estudos tém demonstrado a eficacia dos efeitos exercidos pelo
resveratrol em diversos tratamentos terapéuticos. Por isso, a este composto tem sido
atribuido uma propriedade bioativa. Apesar de que quimicamente, a estrutura
molecular do resveratrol possui propriedades farmacocinéticas desfavoraveis, devido
a sua baixa biodisponibilidade, sendo ainda rapidamente e extensivamente
metabolizado e excretado. Por outro lado, alguns estudos tém reconsiderado este fato.
Haja vista, que a distribuicdo do resveratrol em érgaos-alvos, tais como o figado, pode
ocorrer pela conversdo dos sulfatos e glucoronidos (metabdlitos) novamente ao
composto.l2021.221 Além disso, uma outra hipotese sugere que os metabdlitos de
resveratrol sdo facilmente reabsorvidos na porcdo do intestino delgado, apos a sua
desconjugac&o durante o processo de recirculacdo entero-hepatica.?]

Estudos anteriores tém estabelecido alguns parametros farmacocinéticos do
resveratrol. Os resultados de um estudo clinico mostraram que a administracdo oral,
em dose unica de 5000 mg/resveratrol, atingia a concentracdo plasmatica maxima de
2,4 uM do composto apds 30 minutos. Nessa mesma condigéo, o tempo de meia-vida
observado foi de 1-3 h. No entanto, quando realizada a administracao do resveratrol
em doses multiplas, este tempo de meia-vida oscilava entre 2-5 h. Além disso, a
concentracdo méaxima observada foi de 4,24 pM quando a mesma dose foi
administrada durante 29 dias.[?4

Para alcancar a eficacia terapéutica ideal, os farmacos ou moléculas bioativas

devem apresentar alta poténcia e seletividade para interagir com um alvo bioldgico
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especifico, bem como a capacidade de atingir concentracdes teciduais-alvo nos niveis
necessarios para produzir o efeito 2%, A farmacocinética de um composto determina
sua disponibilidade no local da acdo. Nesse sentido, a caracterizacdo da absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo de uma molécula com atividade biologica &
crucial para que a posologia correta seja utilizada evitando, assim, o aparecimento de
concentracdes sub-terapéuticas e/ou tdxicas apdés a sua administragio. 261, Portanto,
0 objetivo do presente estudo é descrever a farmacocinética plasmatica e a
distribuicao tecidual do resveratrol ap6s administracdo por diferentes vias e doses em
ratos Wistar. Uma modelagem com abordagem populacional € inédita para esta

molécula.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material e reagentes quimicos

O resveratrol (pureza > 98%) foi adquirido da empresa Bothanica Manipulacao
e Homeopatia (Araraquara, SP). Todos os demais reagentes utilizados nos
experimentos foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Sigma, St Louis, EUA), quando

nao houver especificacao.

2.2 Condi¢cdes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando-se um sistema de
HPLC (PerkinElmer/Flexar™), equipado com forno automatico, detector UV-Visivel e
bomba binaria. As analises foram realizadas em coluna de fase reversa (C18 x 4,2
mm x 150 mm, 5 ym, Phenomenex, Brasil), acoplada a uma pré-coluna (C 18 x 10
mm x 5 uym, Hypersil BDS/Thermo Scientific, EUA). A fase moével utilizada foi

constituida de agua Milli-Q (A) e acetonitrila grau HPLC (B), sendo que o gradiente
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utilizado foi o seguinte: 8,0 min em 10% (B); 5,0 min em 70% (B), 7,0 min em 10% (B)
para retornar as condicdes iniciais, em um fluxo constante de 1,0 mL.min%,
temperatura de 50 °C e o registro da leitura em 310 nm. Todas as solu¢cdes foram

previamente filtradas, através de membrana de 0,45 ym (Millipore®, USA).

2.3 Curva de calibragdo e amostras de padrao de qualidade

Para elaboracdo de uma solucdo a 50 pg.mL™? o resveratrol foi solubilizado
em solucao de metanol (70%), a partir dessa solugédo mae, por diluicdes sequenciais,
foram preparadas solucdes padrao de calibracdo para obter concentracées finais de
625, 2500, 10000, 20000 e 50000 ng.mL* e trés solucdes de controle de qualidade,
em concentracdes de 1250, 5000 e 25000 ng.mL!. Todas as amostras foram

previamente filtradas, utilizando filtros de 0,45 um (Millipore®, USA).

2.4 Preparacao da amostra

Apbs a preparacao das solucdes, foram misturados 10 pL de cada solucéo
com 90 uL de plasma de rato em branco. Apés agitacdo durante 20 segundos em
vortex, as amostras foram centrifugadas (6000 g/10 min./4 °C). Em seguida, foi
adicionado metanol gelado para extracdo das matrizes biolégicas na proporcéo 3:1,
misturados e centrifugados (10000 g/4 min./4 °C), o sobrenadante foi injetado no

sistema CLAE/UV para andlise.

2.5 Validacé&o do método
Os procedimentos de validagao foram realizados de acordo com as diretrizes

do guia FDA,1?® a qual se apresenta como guia para a validacdo de métodos
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bioanaliticos, para determinar seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,

recuperacao e estabilidade do analito.

2.5.1 Teste de linearidade

As curvas de calibragéo foram realizadas por quantificagao de cinco diferentes
concentracbes de solucdo de resveratrol na faixa de 62,5-5000 ng.mL* adicionadas
em plasma de ratos. As analises foram realizadas em triplicata, em dois dias
consecutivos para andlise inter-dia. A linearidade das curvas de calibragdo foi feita
com base na relacdo da area do pico, a funcdo da concentracdo nominal foi avaliada
por regressao linear. Para aceitacdo dos dados era necessario a precisdo possuir um
desvio menor ou igual a 15% e menor ou igual a 20% em relagdo a concentracdo

conhecida para o LIQ.[7]

2.5.2 Teste de seletividade

A seletividade foi determinada por varredura UV com a andlise de amostra de
plasma de rato em branco e amostras de plasma de rato contendo resveratrol. Os
resultados foram comparados e foi realizada investigacdo de interferentes nas

regides cromatograficas de pico do resveratrol.[?”]

2.5.3 Teste de precisao

A preciséao foi calculada pela comparagao entre a concentragdo quantificada
nas amostras experimentais e a concentragdo conhecida do resveratrol. Os critérios
de aceitagdo dos dados incluiram o coeficiente de variagdo para o desvio de até
15%, exceto para o LIQ, para o qual ndo se admitem valores fora da faixa de 20% do

valor conhecido.[?7]
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2.5.4 Teste de exatiddo inter e intra-dia

No ensaio de validacdo a exatiddo foi avaliada através do coeficiente de
variacdo entre replicatas de controles de qualidade da curva de calibragdo com
concentragées de 125, 500 e 2500 ng.mL™*. A exatiddo é ainda subdividida em intra e
inter-dia. A intra-dia foi definida pela repeticdo em um curto intervalo de tempo, tendo
os resultados obtidos as mesmas condi¢cOes de analise, ja a inter-dia foi definida em
dois dias consecutivos, obtendo os resultados em condicdes de andlise diferentes.
N&o foram admitidos valores do desvio padréo relativo (DPR) superiores a 20% para

0 LIQ e 15% para os outros valores de concentragdo.[?]

2.5.5 Teste de recuperacao

A recuperacado do resveratrol foi realizada em trés concentracdes diferentes
(125, 500 e 2500 ng.mL1) e determinada pela relacdo da area de pico entre as
amostras extraidas com resveratrol e solu¢des de resveratrol. O experimento foi

realizado em triplicata e os resultados foram expressos em % de recuperacio.?’]

2.5.6 Teste de estabilidade em matriz bioldgica

A estabilidade do analito foi avaliada por armazenamento em longa duracao
em congelamento a -20 °C, as amostras foram armazenadas no periodo de 30, 60 e
90 dias, descongeladas e avaliadas. O experimento foi realizado em triplicata e os
dados obtidos foram expressos em % de estabilidade, as amostras foram
consideradas estaveis se o0s resultados estivessem dentro dos limites de variabilidade

de 15%.[27],
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2.6 Analise farmacocinética

O experimento com o0s animais foi aprovado pela Comissdo de
Experimentacdo e Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (043/2016). Os
animais foram mantidos sob controle de 12 horas de ciclo luz-escuro durante o periodo
de aclimatacdo com acesso livre a 4gua e comida. A solugéo de resveratrol (3 mg.mL"
1) foi preparada com adicdo de 10% de DMSO, completando para o volume final com
solucéo salina. A solucédo contendo resveratrol foi administrada pela na veia lateral
caudal dos animais na dose de 5 mg.kg™ (n = 6) e por gavagem oral na dose de 100
mg.kg? (n = 5). Amostras de sangue foram coletadas pela veia caudal nos tempos
0.125, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 8 e 22 horas ap0s a administracao intravenosa e 0.25,
0.5,0.75,1, 1.5, 2, 4, 6, 10 e 24 horas apoés a administracao oral e foram transferidas
para tubos heparinizados. As amostras de sangue foram centrifugadas (15000 rpm/4
°C/10 min.) para separar o plasma, em seguida o plasma foi congelado a -20 °C para
posterior andlise para quantificar o analito.

As concentracfes de plasma versus perfis de tempo foram analisadas
individualmente para cada animal utilizando a abordagem ndo compartimental e
populacional. Na abordagem n&do compartimental, a concentracdo plasmatica maxima
(Cmax) e o tempo de concentracdo maxima (tmax) foram obtidos por inspecao visual
dos dados da concentracdo plasmaética - tempo apos a administracédo oral. Parametros
farmacocinéticos tais como constante de taxa de eliminacgéo (ke), &rea sob a curva
(AUCO-=), depuragao (CLtot), meia-vida (t1/2), volume de distribuicdo (Vd) e
biodisponibilidade (Fabs) foram determinados usando equacdes classicas/?®l. A
analise por abordagem populacional foi realizada utilizando o software de modelagem
de efeito misto ndo-linear Monolix® versao 4.4.0 (http://www.lixoft.eu). Os parametros

e micro-constantes foram estimados calculando-se a estimativa de méaxima
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verossimilhanca dos parametros sem qualquer aproximacdo do modelo (sem
linearizacdo) usando o algoritmo de maximizacdo da expectativa de aproximacao
estocastica combinado com um procedimento de Monte Carlo. Um modelo de erro
proporcional foi usado para descrever tanto a variabilidade residual (ECONST) como
e a variabilidade entre os animais (BSV ou n). A contragao de parametros foi calculada
como [1 — SD (n) / w], onde SD (n) e w s&o o desvio padrao dos parametros n
individuais e a estimativa do modelo populacional do BSV, respectivamente. O teste
de razéo de verossimilhanca incluindo a log-verossimilhanca, o critério de informacéo
de Akaike (AIC) e o critério de informacédo bayesiano (BIC) foram utilizados para testar
diferentes hip6teses sobre o modelo final e 0 modelo de variabilidade residual. A partir
do modelo final, foram realizadas 1000 simula¢cdes para computar as métricas de
verificacdo preditiva visual (VPC) e de distribuicdo de predicdo normalizada (NPDE),
cuja média, variancia e distribuicdo ndo devem ser diferentes de 0, 1 e uma
distribuicdo normal [28.29,
Um modelo aberto de dois compartimentos foi adaptado a concentracédo

plasmatica de resveratrol apés administracdo i.v. em ratos Wistar:
—a-t — [t
C=a-e“"+b-e”’

onde C € a concentracdo total no plasma; aeb sédo os interceptos para as fases de
distribuicdo e eliminacédo, respectivamente; a e 8 sdo as constantes de velocidade que
representam a distribuicdo e a eliminacao, respectivamente; t € tempo;

Um modelo aberto de dois compartimentos com eliminagcéo e absorcéo
de primeira ordem foi adaptado a concentracdo plasmatica de resveratrol apos

administracdo oral em ratos Wistar:

C=a-e“ +be?' —(a+h)-e"
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onde C é a concentracdo total no plasma; a e b sdo os interceptos para as fases de
distribuicdo e eliminacéo, respectivamente; a e 8 sdo as constantes de velocidade que
representam a distribuicdo e a eliminacao, respectivamente; ka € a constante de taxa

de absorcao de primeira ordem; t € tempo.

2.7 Estudo de Distribuicdo Tecidual

Para o experimento de distribuicéo tecidual, ratos machos Wistar (250-300 g)
foram utilizados. Depois de administracéo i.v. bolus de 10 mg.kg* de resveratrol, dois
animais foram sacrificados a 1h, 3h, 6h e 11h. Amostras do figado, pulméao, rim,
coracao, estbmago, baco, tecido adiposo e cérebro foram removidos, suavemente
absorvidos um papel absorvente, pesados e congelados a -80 °C até o
processamento. Além disso, amostras de sangue total foram coletadas em
Eppendorf® tubos previamente heparinizados. No dia da analise, as amostras de
tecido foram descongeladas e foi adicionado metanol na proporcéo 3:1 em relacdo a
gramagem do tecido. Os tecidos foram homogeneizados por aproximadamente 5 min
e 0s homogenatos foram entao transferidos para tubos Eppendorf® e centrifugados a
15000 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi, entdo, processado de forma

semelhante as amostras de plasma e analisadas por CLAE-UV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Parametros de validacao

Para a avaliacdo da linearidade as curvas analiticas foram elaboradas em
concentracdo versus as areas (meédia) absolutas dos picos correspondentes. O
método foi linear na faixa de concentracdo de 62,5-5000 ng.mL* em plasma de rato
(Fig. 2.2). As curvas de calibracao foram lineares usando regressao linear ponderada
(1 = concentracdo), a equacdo média da curva de calibracdo de validacédo foi: y =
44,285x + 2130,9, R? = 1, onde y representa a area do pico de resveratrol e x

representa a concentracdo plasmética do analito.

300000
y=44,285x+2130,7
R2 =1
250000

200000

N

150000 -

Area média

100000

50000 -

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentragao ng/mL

Figura 2.2 — Curva de calibragdo média de resveratrol em plasma de rato (MD £ D.P).

A seletividade pode ser observada comparando 0s cromatogramas

representativos de plasma em branco independente (Fig. 2.3) e o plasma de rato
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contendo resveratrol (Fig. 2.4). Nao foram detectados picos de absorcédo que possam
interferir com o pico de absorcao do resveratrol no espectro UV no comprimento de

310 nm, confirmando assim a seletividade do método.
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Figura 2.3 — Perfil cromatogréfico obtido a partir da amostra do plasma de ratos

sem adicao de resveratrol (Controle negativo)

Os resultados de precisdo estdao expressos na Tabela 2.1, estando em
concordancia com o preconizado pelo guia FDA,?® onde o CV néo deve exceder 15%,

exceto o LIQ, onde ndo deve exceder 20%.
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Figura 2.4 — Perfil cromatografico obtido a partir da amostra do plasma de ratos

com adicdo de resveratrol de 10.000 ng.mL- (Controle positivo)

Tabela 2.1 — Preciséo do resveratrol em plasma de rato.

[ ] de resveratrol (ng.mL™) CV% dial CV% dia 2 CV% inter-dia
62,5 17,68 11,41 19,30
250 2,51 10,22 2,75
1000 1,94 2,82 2,76
2000 1,64 1,90 1,09
5000 0,19 0,27 0,27
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O desvio padrao relativo intra e inter-dia para o resveratrol durante o
experimento de validacdo € mostrado na Tabela 2.2. A exatiddo do meétodo
bioanalitico foi determinada entre 85,01 e 115,03% para todos os controles de
qualidade. Esses resultados indicam que o método desenvolvido para a quantificacédo
de resveratrol em plasma de ratos mostrou exatiddo dentro dos limites aceitaveis

estabelecidos para métodos bioanaliticos de acordo com o guia FDA.[?]

Tabela 2.2 — Variacdo da exatiddo intra e inter-dia do resveratrol em plasma de rato.

Concentragao Concentragcao quantificada
(hg.mL1) Dia Média (%) *D.P. **D PR,
Intra-dia

125 117,857 13,64642 11,57905
142,899 1,145482 0,788333
500 529,761 19,64183 3,707678
531,445 14,34005 2,698309
2500 2696,129 14,35391 5,323897
2267,459 10,18963 4,493854
Inter-dia
139,9575 29,41825 2,101942
5385,422 70,96311 1,317689
2528,817 2613,578 10,33518

*D.P. = Desvio padréo. ** D.P.R. = Desvio padrao relativo.
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As analises da estabilidade mostraram que o armazenamento do resveratrol
no periodo de 30, 60 e 90 dias apresentou variabilidade aceitavel dentro dos limites
de 15% da concentracdo conhecida (Tabela 2.3). Como ndo houve diferenca
estatistica (a= 0,05) entre os valores, os resultados indicam que as amostras podem

permanecer no freezer (-20 °C) por até 90 dias para serem analisadas por CLAE.

Tabela 2.3 — Estabilidade do resveratrol (Concentracdo 5000 ng.mL) em plasma de

rato.
Tempo (em dias) Estabilidade (%)
30 92,0+6,6
60 956 +7,2
90 87,3+3,2

O método desenvolvido foi considerado validado ja que se mostrou linear,
preciso, especifico, exato e reprodutivel sendo utilizado para a quantificacdo de
amostras bioldgicas de ratos Wistar apés a administracdo de resveratrol em trés

doses e por duas vias diferentes a estes animais.

3.2 Modelagem farmacocinética

A concentracdo média de resveratrol em relacdo ao tempo que ocorreu a
administracéo de 5 mg.kg* pela via i.v. bolus a ratos Wistar (n = 6) pode ser visto na
Figura 2.5. Os parametros calculados por abordagem ndo compartimental foram uma
constante de eliminacéao (Ke) de 0,09 h™ +0,04, gerando uma meia-vida (t1/2) de 9,5
h £ 3,7, o volume aparente de distribuicéo (Vd) foi de 5,8 L.kg*+ 4,7, o Clearance (Cl)
de 0,39 L.h.Kg1+0, 26, Area sob a Curva (ASC) total de 6076 ng.h/mL + 2959 e tempo

de residéncia meédio (MRT) de 8,7h £ 3,4. Os resultados encontrados no presente
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estudo divergem das pesquisas recentes de Qiu et al.’% que encontraram para o
resveratrol t1/2 = 2,21 h, Vd = 1,78 L.Kg' e Cl = 6,63 L.H.Kg' e Chen et al.34 com
seu achado de Vd = 1,63 L/Kg?; Cl = 6,43 L.H.Kg*, ambos utilizaram método LC-
MS/MS e realizaram analise farmacocinética com administracdo de resveratrol i.v.
bolus. Essa discordancia entre os resultados pode ter relagdo com a variabilidade dos
animais. Adicionalmente, o Clearance esta diminuido neste experimento, indicando
uma possivel incapacidade metabdlica destes ratos, ja que o resveratrol € eliminado

principalmente por metabolizagdo.[?122]

10000
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Figura 2.5 — Perfil médio de concentracdo plasmatica de resveratrol apds dose i.v.

bolus Unica de 5 mg/kg para ratos Wistar machos (Média + D.P., n = 6).

A curva de concentracdo média do resveratrol apds a administracédo oral do
mesmo na dose de 100 mg.kg* estd na Figura 2.6. Como pode ser visto, o resveratrol
apresentou dois picos de concentracdo nos tempos de 2 e 6 horas apds a sua
administracdo oral. Este dado indica que a molécula pode sofrer uma recirculacéo

entero-hepatica, ficando mais tempo no organismo aumentando, assim, sua
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Figura 2.6 — Perfil médio de concentracdo plasmatica de resveratrol apés dose oral

Unica de 100 mg/kg para ratos Wistar machos (Média £ D.P., n = 5).

Os parametros calculados por abordagem n&do compartimental foram uma
constante de Eliminacao (Ke) de 0,12 + 0,07 h™1, gerando uma meia-vida (t1/2) de
7,9 + 4,2 h, o volume aparente de distribuicdo (Vd) foi de 13,3 + 3,3 L.kgt o
Clearance (Cl) de 1,76 + 0,49 L.h.Kg! + 0, 26, Area sob a Curva (ASC) total de
6519 + 1592 ng.h/mL e tempo de residéncia médio (MRT) de 7,7 £ 1,7 h. O t1/2
encontrado foi maior neste experimento do que em Qiu et al.*”, onde o valor
equivaleu a 3.61 + 0.72h, a diferenca pode ser decorrente da maior quantidade de
pontos de coleta apds administragdo, fornecendo uma melhor interpretacéo a cerca
da fase de eliminacdo. J4 em Liang et al.®*¥ (2013), estudo mais completo com
relacdo ao numero de coletas realizadas para determinacdo plasmatica de
resveratrol, os parametros encontrados foram t1/2 = 1,97+ 0,34h, o Cl = 0,005 *

0,00075h e o vd = 52,7 £ 11,5L. Tais dados corroboram parcialmente com os
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resultados deste estudo, discrepando apenas com relagdo aos parametros de meia-

vida.

A biodisponibilidade (fabs) calculada através da férmula descrita em Shargel
28] foi de aproximadamente 6%, de acordo com valores previamente descritos na
literatura ja que o resveratrol sofre extenso efeito de primeira passagem e, portanto,
seus valores de concentracdo plasmatica sdo menores quando a mesma dose é
administrada pela via oral em comparacdo com a via intravenosa. ***! Os dados
obtidos neste trabalho corroboram com esta informacédo como podemos analisar nos

dois distintos graficos de concentracdo vs tempo dispostos nas Figuras 2.5 e 2.6.

A modelagem farmacocinética populacional feita apdés a admisnistracdo do
resveratrol pelas vias oral (100 mg.kg™?) e intravenosa (5mg.kg?), estdo mostradas

nas Figura 2.7 e 2.8, respectivamente.

1+

Figura 2.7 — Curvas de concentracdo por tempo individuais do resveratrol
aposadministracdo intravenosa em ratos Wistar; (+, observagfes; linha vermelha,
predicdo da populagéo tipica; linha verde, predicdo individual; linhas achuradas,

previsao de concentragdes previstas com intervalo de confianga de 90%).
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+

Figura 2.8 — Curvas de concentracdo por tempo individuais do resveratrol apds
administracdo oral em ratos Wistar; (+, observac¢des; linha vermelha, predicdo da
populacédo tipica; linha verde, predicdo individual; linhas achuradas, previsdo de

concentragdes previstas com intervalo de confianca de 90%).

Os valores das constantes e parametros farmacocinéticos populacionais,
bem como o valor matriz de variabilidade inter-individual estimados pelo software
Monolix® estdo descritos na Tabela 2.4. Adicionalmente, os valores de Erro
Padrdo Relativo (E.P.R.%) para as constantes e parametros populacionais bem

como para a variabilidade se mantiveram abaixo dos 30% como preconizado [20: 361,

Os valores de volume de distribuicdo e da micro-constante de
distribuicvdo do compartimento central para o compartimento periférico, k12,

indicam que o resveratrol sofre uma maior distribuicdo tecidual quando
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administrado pela via oral em comparacao a via intravenosa, contribuindo com os

valores menores de concentracao plasmatica encontrados.

Tabela 2.4 — Parametros farmacocinéticos populacionais do resveratrol apds a
administracdo de doses Unicas de 5 mg/kg pela via intravenosa (n = 6) e de 100
mg.kg- ! pela via oral (n = 5). % EPR, erro padrdo relativo por cento; BSV,

variabilidadeinter- individual (n).

Constantes e Média BSV Média BSV
Parametros Estimada Estimada Estimada Estimada
PK (%EPR) i.v. (%EPR) i.v. (%EPR) oral (%EPR) oral
V (L/kg) 5,2 (22,3) 4 (20,1) 20,5 (24) 4,6 (14,5)
k1o (1) 0,27 (24,7) 0,21 (24,3) 0,39 (34) 0,06 (9,4)
kiz2 (h'1) 1,26 (19) 0,37 (24,5) 4,13 (26) 0,95 (29)
ko1 (h1) 0,52 (24,7) 0,36 (28,1) 0, 58 (28) 0,44 (27)
ka (h1) - - 2,43 (21) 1,67 (28)

*V € o volume de distribuicdo do compartimento central, k1o € a microconstante de
eliminagcdo do compartimento central, ki € a microconstante de distribui¢do do
compartimento central para o compartimento periférico, k21 € a microconstante de
redistribuicdo do compartimento periférico para o compartimento central e ka é a

constante de absorcéo.

3.3 Distribuicéao tecidual

O grafico com os valores de concentracdo tecidual do resveratrol vs tempo
em diferentes 6rgéos e tecidos apds a administracdo intravenosa de 10 mg.kg* do
resveratrol a ratos Wistar (n = 2/ponto) pode ser visto abaixo na Figura 2.8. Ao
analisarmos estes dados, podemos perceber que no estdmago, o resveratrol

parece apresentar um aumento da concentracdo 11 h apds a administracdo. Outro
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fator interessante € a alta concentracdo do resveratrol no cérebro mostrando que
esta molécula € capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica dos animais,
esta concentracdo cerebral parece ser a responsavel pela acdo neuroprotetora do
resveratrol. Conforme o esperado, as concentracdes renais e hepéticas diminuem
apos 3h de administracédo, ja que estes sdo locais de eliminagdo da molécula. Vale
ressaltar que estes resultados s&o indicativos e ndo confirmatorios, pois foram
obtidos em apenas 2 (dois) animais por ponto e ndo em 3 (trés) animais como

preconizado para podermos fazer inferéncias significativas!32-36l,

10000
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Figura 2.8 - Concentracdo tecidual de resveratrol vs tempo em diferentes érgaos e
tecidos apds administracéo intravenosa de 10 mg/kg do resveratrol a ratos Wistar (n
= 2/ponto).
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4 CONCLUSOES

Um método de CLAE/UV eficiente e confiavel foi desenvolvido e validado para
quantificacdo de resveratrol em plasma de rato. Esse método mostrou-se sensivel,
linear, preciso, exato e reprodutivel adequadamente tendo éxito na sua
aplicabilidade farmacocinética em ratos. A avaliacdo farmacocinética nao
compartimental e populacional apds a administracdo oral e intravenosa mostrou que
o resveratrol apresentou como modelo ideal o de dois compartimentos em ambas,
com um maior tempo de exposicdo no organismo e maior distribuicdo apos
administragao oral quando comparada a intravenosa. O resveratrol apresentou alta
concentracdo cerebral apds administracdo i.v. o que indica que esta molécula é capaz
de atravessar a barreira hemato-encefélica de ratos Wistar, capacidade crucial para

sua atividade neuroprotetora.
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