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RESUMO

No presente trabalho, foram avaliados os efeitos farmacolégicos do
Aspirinato de atenolol (AAT) uma potencial pro-droga mutua resultado da
combinacgédo quimica entre acido acetilsalicilico (AAS) e atenolol. As propriedades
do AAT como droga antitrombética foram avaliadas na inibigdo da agregacéao
plaquetaria estimulada in vitro e na inibicdo da produgdo de tromboxano
estimulada ex-vivo em sangue de animais tratados. Por outro lado, o AAT foi
avaliado como droga anti-hipertensiva no modelo de hipertensdo induzida pela
inibicdo cronica da sintese de NO em ratos, e seus efeitos como antagonista dos
adrenoceptores 3 foram avaliados na resposta cronotrépica ao isoproterenol em
atrios isolados.

Foi determinada a estabilidade metabdlica em diferentes fragbes
subcelulares hepaticas, plasma e solugdes tampao de diferente pH, assim como
seu perfil farmacocinético apds administracdo endovenosa. Também foram
avaliadas as propriedades ulcerogénicas gastricas e o potencial mutagénico
através do Teste de Ames.

Os resultados mostraram na avaliagao do efeito antiplaquetario, que o AAT
nao inibiu a agregacgao plaquetaria induzida pelo acido araquidénico em nenhuma
das concentracdes testadas e apesar de inibir significativamente a produgéo de
tromboxano estimulada ex-vivo em ratos e na maior dose testada em
camundongos, este efeito inibitoério foi menor quando comparado com o AAS.

O acoplamento com AAS, na molécula de AAT, suprimiu os efeitos do
atenolol como antagonista dos adrenoceptores 3. Igualmente, o AAT n&o reduziu a
freqUuéncia cardiaca e pressao arterial apdés tratamento oral cronico de ratos
hipertensos, estes resultados indicaram que nao houve liberacdo de atenolol

desde a molécula de AAT.
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Na avaliacdo da estabilidade metabdlica e farmacocinética, observamos
que o AAT seguiu uma rapida e completa hidrélise no grupo orto-acetila, gerando
salicilato de atenolol (SAT), este produto foi formado quando o AAT foi submetido
a hidrolise plasmatica (T'2 7,6 min) e aquosa (T2 56,5; 24,9 e 6,4 nos pH 2,5; 7,4
e 9.4 respectivamente) metabolizagdo hepatica e também apds administragéo
endovenosa em céaes.

O salicilato de atenolol formado a partir do AAT nas fragbes subcelulares
hepaticas foi metabolizado apenas na fragdo microssomal gerando dois
metabdlitos hidroxilados em posi¢cdes diferentes na molécula, a formacéao destes
metabdlitos foi dependente do tempo e paralela a cinética de desaparecimento do
SAT.

Apos administracdo endovenosa, concentragbes de AAT n&o foram
detectadas em plasma. Atenolol e acido salicilico (AS), foram liberados a partir da
molécula de SAT (apds clivagem da ligagao éster benzoato) em concentragdes
significativamente menores as concentragdes obtidas nos grupos tratados com
AAS ou atenolol. A ASCy.24n calculada para o AS no grupo tratado com AAT
correspondeu ao 0,71% da area calculada para o grupo que recebeu AAS.
Similarmente, a ASCoy.24n do atenolol no grupo tratado com AAT correspondeu a
1,44% da area calculada para o grupo tratado com atenolol.

O AAT e seu principal metabdlito SAT, ndo apresentaram propriedades
mutagénicas, obtendo-se resultados negativos no Teste de Ames.

O AAT produziu lesdes na mucosa gastrica significativamente menores as
observadas com o AAS apo6s administragcdo oral aguda e crbénica durante 4
semanas.

Devido as relevantes diferengas obtidas entre o AAT, AAS ou atenolol na
caracterizagdo farmacoldgica e farmacocinética, concluimos que o AAT nado atua
como pro-droga mutua de AAS e atenolol, e modificagdes futuras na molécula
devem ser consideradas com a finalidade de desenvolver aspirinatos cardioativos
com potencial efeito farmacologico.

Palavras-chave: aspirinato de atenolol, atenolol, acido acetilsalicilico, doenca

cardiovascular.

XXX



ABSTRACT

In this study, we evaluated the pharmacological effects of Atenolol
Aspirinate (ATA) a potential mutual prodrug that resulted of the chemical
combination between Acetyl Salicylic Acid (ASA) and atenolol. The properties of
ATA as anthithrombotic drug were evaluated on the inhibition of in vitro stimulated
platelet aggregation and on the inhibiton of ex-vivo stimulated thromboxane
production in blood from treated animals. Additionally, ATA was evaluated as an
antihypertensive drug on the hypertension induced by chronic inhibition of NO in
rats, its effects as antagonist of B adrenoceptors were evaluated in the
chronotropic response to isoproterenol in isolated atria.

The metabolic stability was determined in different hepatic subcellular
fractions, plasma and buffer solutions as well as its pharmacokinetic profile after
intravenous administration. The gastric ulcerogenic properties and mutagenic
potencial, using the Ames test, were too evaluated.

In the evaluation of the antiplatelet effect, our results showed that ATA had
no effect on arachidonic acid induced platelet aggregation. Although it inhibited
significantly the ex-vivo stimulated thromboxane production in rats and in the
highest tested dose in mice, ATA showed lower inhibitory effect than ASA.

The coupling with ASA, in the ATA molecule, abolished the atenolol effects
as antagonist of B adrenoceptors. In the same way, ATA had no effect reducing the
heart rate and blood pressure after chronic oral treatment of hypertensive rats,
these results showed that atenolol was not liberated from ATA molecule.

In the evaluation of the metabolic stability and pharmacokinetics, we
observed that ATA followed a rapid and complete hydrolysis at the o-acetyl group,
generating atenolol salicylate (ATS), this product was formed when ATA was

submitted to plasma hydrolysis (T2 7,6 min) and aqueous hydrolysis (T’2 56,5;
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24,9 and 6,4 at pH 2,5; 7,4 and 9.4 respectively), hepatic metabolization and after
intravenous administration to dogs.

ATA was biotransformed to ATS in all hepatic subcellular fractions, then
ATS was metabolized only in the microsomal fraction generating two hydroxylated
metabolites, whose formation was time dependent and parallel to the kinetics of
ATS consumption.

After intravenous administration, concentrations of ATS instead ATA were
found in plasma dog samples, SA and atenolol were originated from cleavage of
ATS molecule at the benzoate ester linkage, generating concentration levels to a
lesser extent than levels found after treatment with an equimolar dose of the drugs
individually. The SA AUCq.24n for the ATA-treated dogs was 0.7 % of that for the
aspirin-treated dogs and the atenolol AUCy.24 for the ATA-treated dogs was 1.6 %
of that for the atenolol-treated dogs.

ATA and its main metabolite ATS, failed to elicit a positive mutagenic
response in the Ames test.

ATA was significantly far less ulcerogenic than ASA after single or chronic
equimolar administration to rats

Our results showed that the coupling of atenolol and aspirin by means of an
ester linkage did not produce good pharmacological results, neither in vitro nor in
vivo. We conclude that ATA didn’t act as a mutual prodrug of AAS and atenolol,
and future mofidications for the coupling should be considered with the aim of

develop cardioactive aspirinates with potential pharmacological effect.

Keywords: atenolol aspirinate, atenolol, acetylsalicylic acid, cardiovascular

disease.
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1 - INTRODUGAO

1.1 — Doengas Cardiovasculares

As doencgas cardiovasculares (DCV) representam a maior causa de
mortalidade nos paises desenvolvidos ou em desenvolvimento (THOM et al.,
2006; STRONG et al., 2005). Em 2002, as DCV foram a principal causa de morte
no Brasil (31% do total) (WHO, 2004; LOTUFO, 2004)

Dentre as doengas vasculares destacam-se as doencgas cerebrovasculares
(DCBV) e as doencgas isquémicas do coracado (DIC), que em 2002 compuseram
mais de 60% dos 6bitos por DCV no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2002),
ambas estédo frequentemente associadas, quase sempre consequentes a fatores
de risco comuns e seguindo modelos fisiopatogénicos semelhantes
(THORVALDSEN et al., 1990).

A DCV é complexa e multifatorial. Resulta da interacdo de diversos fatores
bem estabelecidos e considerados de risco como: a hipertensdo arterial, a
predisposicdo genética, a idade, o sexo, as dislipidemias e; o diabetes melitus, a
obesidade e o padréao androide de distribuicdo da gordura; a resisténcia a insulina,
antecedentes familiares de DCV precoce, assim como também os fatores
comportamentais estdo envolvidos na génese e progressdo da doenca
aterosclerdtica (RASKIN D, 2005; JOUSILAHTI et al., 1999; ARMAGANIJAM e
BERTLOUNI, 2000; DRESSLER e SANTOS, 2000).

As tendéncias das taxas de mortalidade por DCV e suas fragdes, DIC e
DCBV, apresentaram declinios diferenciados nos Estados Unidos e Europa entre
1965 e 1998 (LEVI et al., 2002). Mansur et al. (2001), descreveram uma redugéo
nas taxas de mortalidade por doengas circulatorias no Brasil no periodo de 1979 a

1996. O conhecimento simultdneo e global na redugcdo dos fatores de risco tem

33



contribuido no desenvolvimento de medidas preventivas e terapéuticas no controle
da epidemia da DCV (DAVIGLUS et al., 2006).

Os guias de tratamento da DCV ressaltam a importancia do tratamento dos
fatores de risco como um todo em lugar do tratamento individual. Ensaios clinicos
randomizados mostram que farmacos que diminuem a pressao sanguinea, o
colesterol ligado a lipoproteinas de densidade baixa, assim como a fungéo
plaquetaria (com aspirina) reduzem a incidéncia de DIC e DCBV (WALD e LAW,
2003). O tratamento de pacientes com AAS, antagonistas dos adrenoceptores f3,
inibidores da ECA ou farmacos hipolipemiantes, separadamente, reduz o risco de
eventos cardiovasculares futuros em aproximadamente 1/4 cada e quando usadas
em combinacdes apropriadas, reduzem o risco de eventos cardiovasculares entre
2/3 e 3/4 (YUSUF, 2002).

1.2 - Hipertensao Arterial

Levantamentos epidemiologicos, obtidos através do seguimento longitudinal
de grandes populagdes ao longo de varias décadas, foram claramente conclusivos
a respeito da participagdo da hipertensdo arterial na determinagcdo de morbi-
mortalidade cardiovascular (WILSON et al., 1991). A hipertensao arterial € o
principal fator de risco para DIC como para o DCBV (KANNEL, 1996) e constitui
um dos problemas de saude de maior prevaléncia na atualidade (PESCATELLO et
al., 2004). Estima-se que a hipertensdo arterial atinja aproximadamente 22% da
populagéo brasileira acima de vinte anos, sendo responsavel por 80% dos casos
de acidente cérebrovascular, 60% dos casos de infarto agudo do miocardio e 40%
das aposentadorias precoces (RELATORIO...2001).

A terapia com drogas anti-hipertensivas tem demonstrado eficacia
significativa na redugdo dos eventos cardiovasculares (DAVIGLUS 2006). A
normalizacdo da pressdo arterial pode ser alcancada com o uso de anti-
hipertensivos, como bloqueadores de canais de calcio, drogas simpatoliticas,

inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores de receptores AT
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de angiotensina Il e os antagonistas de adrenoceptores 3 comumente chamados

de B-bloqueadores.

1.2.1 - Antagonistas de adrenoceptores 3

Durante trés décadas, os antagonistas de adrenoceptores B, tém sido
amplamente usados em deongas casrdiovasculares em uma variedade de
condigdes incluindo o tratamento da hipertensao (LINDHOLM, 1996; GUIDELINES
COMMITTEE...2003) insuficiéncia cardiaca congestiva (HJALMARSON et al.,
2000; STURM et al., 2000) enxaqueca (WEBER e REINMUTH 1972; FORSSMAN
et al., 1976) arritmias cardiacas (HARRIS A., 1966; KENNEDY et al., 1994) e
como prevengdo secundaria apos infarto de miocardio (WOODS et al., 1998;
GOTTLIEB e MCCARTER, 2001).

Embora o mecanismo de acgao destas drogas néo seja ainda claro, sugere-
se que esteja relacionado a redugao da atividade adrenérgica, do débito cardiaco
e da liberagdo de renina (VAN DEN MEIRACKER et al., 1989; KAHONEN et al.,
1996). Sabe-se também que os [B-bloqueadores apresentam propriedades
independentes do bloqueio dos adrenoceptores B, os quais parecem contribuir
para os efeitos benéficos destes agentes no tratamento das desordens
cardiovasculares (TAYLOR, 1988a,b; MARANO et al., 2002; PRIVIERO, 2006).

Este grupo de drogas inclui um grupo heterogéneo de agentes os quais
diferem com respeito a sua afinidade pelo receptor B, seletividade B1, atividade
agonista parcial e propriedades fisico-quimicas (estereoespecificidade,
lipofilicidade) (BORCHARD, 1998).

1.2.1.1 - Atenolol

O Atenolol é um dos B-bloqueadores mais usados na terapéutica clinica.
Atua, preferencialmente, sobre os receptores cardiacos 31, embora também tenha

afinidade pelos receptores vasculares periféricos ou bronquiais 2. Como sua
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cardioseletividade simpaticomimética ndo € absoluta, em doses elevadas pode
bloquear os receptores 2 (LIPWORTH et al., 1991).

Em hipertensos, o atenolol reduz significativamente a pressdo sanguinea
sistélica e diastdlica em repouso e atenua o aumento da pressao sanguinea
induzida pelo exercicio (WADWORTH et al., 1991). Alguns estudos indicam que o
atenolol é eficiente na reducdo da hipertrofia ventricular esquerda, ocorrida em
pacientes hipertensos (DUNN et al., 1987). Em pacientes com DIC os efeitos anti-
hipertensivos do atenolol sdo acompanhados por redugdes na frequéncia
cardiaca. O atenolol melhora os indices de consumo de oxigénio em pacientes
com infarto agudo de miocardio (WALLACE et al., 1998) e o tratamento a longo
prazo reduz a mortalidade por infarto de miocardio (IM) ou acidente vascular
cerebral (WADWORTH et al., 1991).

A absorcao da droga apds administragdo oral em humanos e na maioria
das espécies de animais de laboratério é rapida, mas incompleta. Devido a sua
absorcdo intestinal incompleta, a biodisponibilidade sistémica €& de
aproximadamente 50 a 60% no humano (BROWN et al., 1976) assim como no
rato, camundongo, coelho e macaco (FITZGERALD et al., 1978). Em contraste, no
cao, a absorcao desde o intestino € de aproximadamente 98% da dose (REEVES
et al., 1978). Estas diferencas na absorcéo intestinal tém sido atribuidas as
diferencas nos valores de pH do lumen intestinal entre as espécies, o atenolol &
bem absorvido em valores de pH superiores a 7,5. Concentragcbes plasmaticas
pico de 1 a 2 mg/l s&o alcangadas entre 2 e 4 horas apos a administragdo de uma
dose unica de 200 mg.

O atenolol é amplamente distribuido no corpo e tem um volume de
distribuicdo de 50 a 75 I. Menos de 5% da dose absorvida se liga as proteinas
plasmaticas. A droga atravessa rapidamente a placenta, mas apenas uma baixa
propor¢ao da dose administrada alcanga o cérebro.

Em pacientes com fungcdo renal normal o tempo de vida médio de
eliminacdo € de aproximadamente 5 a 7 horas e o clearance total do corpo é de 6
I/h (100ml/min) per 1,73m? Apds administragdo oral o T% é de 4-7 h em

camundongos e 6.5 h em caes. No entanto em ratos, € de 24 - 35 h.
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O atenolol € minimamente (5-10%) metabolizado no figado, a maior parte
da dose absorvida (85-100%) é excretada sem modificacdes pela urina sendo esta
a principal via de eliminagdo em humanos e animais (WAN et al., 1979). Dois
metabdlitos tém sido identificados na urina de humanos, sendo o principal
componente um metabdlito ndo conjugado que resulta da hidroxilagao, no figado,
do carbono metileno da porgao acetamida da molécula. O outro € um glucordnido
do atenolol (MEHVAR et al., 1990) que compreende menos de 2% do total de
atenolol eliminado. O principal metabdlito é idéntico em humanos e em outros
animais experimentais (ratos e caes) e possui aproximadamente um décimo da
atividade bloqueadora do atenolol (REEVES et al., 1978, MEHVAR et al, 1990).

1.3 - Aterosclerose — Trombose arterial

Da doencga hipertensiva nao tratada resultam duas formas de acometimento
vascular degenerativo: as complicagdes vasculares hipertensivas, e as alteragbes
degenerativas diretamente associadas a hipertenséo por si propria e estas podem
apresentar evolugdo fatal consequente a insuficiéncia renal, a insuficiéncia
cardiaca e ao AVC hemorragico (KAPLAN, 1992; SIMOES e SCHMIDT, 1996). E
as alteragdes degenerativas do sistema vascular de natureza aterosclerética que
sdo agravadas ou aceleradas pela hipertensao arterial, particularmente, a DIC.
Neste contexto, a doenca hipertensiva constitui importante fator de risco para o
desenvolvimento da doenca aterosclerdtica (SIMOES e SCHMIDT, 1996).

A aterosclerose, a principal causa de isquemia na DIC e DCBV, é uma
desordem inflamatéria crénica na qual mecanismos imunes interagem com fatores
metabdlicos de risco e desta maneira iniciam, propagam e ativam lesdes
vasculares (HANSSON, 2005). A trombose arterial, uma complicagdo aguda que
se desenvolve na superficie de uma placa ateromatosa apods ruptura ou como
consequéncia de erosido endotelial, podendo causar IM ou AVC isquémico. As
plaquetas sdo componentes celulares chave do trombo oclusivo arterial e podem
participar do desenvolvimento e progressdo das placas ateromatosas. Se a

adesdo e a ativacdo de plaquetas podem ser vistas como uma resposta de
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reparagao orientada a uma fissura repentina ou ruptura de uma placa
ateromatosa, uma progressdo nao controlada de tal processo, através de séries
de vias amplificadoras, pode conduzir a formacéo intraluminal do trombo, oclus&o
vascular e isquemia transitéria ou permanente ocasionando angina ou infarto
(PATRONO et al., 2005).

As drogas antiplaquetarias atualmente disponiveis interferem em certos
passos no processo de ativacdo mediante o bloqueio seletivo de enzimas
plaquetarias ou receptores, reduzindo o risco de trombose arterial através de
mecanismos que nao podem dissociar-se de um aumentado risco de
complicagcbes de sangramento intestinal (PATRONO et al., 2004). Na
aterotrombose, o inibidor da fungao plaquetaria mais comumente usado é o acido

acetilsalicilico.

1.3.1 - Acido acetilsalicilico

O &cido acetilsalicilico (AAS, aspirina) € a droga mais usada no mundo
(MANN, 1991) pertence ao grupo dos antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES) e
foi inicialmente conhecido como antipirético e analgésico ha mais de 100 anos,
Seus beneficios no tratamento e prevengdo da DCV tém sido apenas
relativamente recentemente reconhecidos.

O potencial efeito antitrombético da aspirina foi pela primeira vez descrito
por Craven em 1953 (CRAVEN, 1953) apds observar uma menor probabilidade de
IM em seus pacientes tratados com AAS. Desde entdo, numerosas pesquisas tém
contribuido para o entendimento dos efeitos antiplaquetarios da aspirina e seu
papel potencial no tratamento da doenga aterotrombdtica e prevencédo da DIC.
Estudos iniciais de prevencao secundaria demonstraram que a terapia com AAS,
clara e consistentemente proporcionou protegao significativa contra a DCV, com
reducado de eventos vasculares importantes em pacientes considerados de alto
risco (pacientes com prévio IM, AVC, ataque isquémico transitério, ou outras
doencgas vasculares que aumentariam o risco de eventos vasculares oclusivos)
(ANTIPLATELET...1988; ISIS-2, 1988).
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O uso do AAS na prevengao primaria tem sido um tanto controverso, com
alguns resultados conflituosos em diferentes ensaios clinicos (RIDKER et al.,
2005; STEERING ..1985). No entanto, uma meta-analise recente
(ANTITHROMBOTIC ..2002), mostrou a importancia dos beneficios do AAS em
pacientes com alto risco de DCV.

Em geral, na prevengao secundaria e prevengao primaria de pacientes de
alto risco, o AAS reduz os riscos de eventos cardiovasculares graves em 23%,
como resultado de 34% na redugao de IM nao fatal, 25% de redugédo de AVC néo
fatal e 15% na mortalidade por DCV (ANTITHROMBOTIC ....2002).

1.3.1.1 - Mecanismo de agao

O AAS em doses baixas reduz a producao plaquetaria de tromboxano pré-
agregante e vasoconstritor, em favor de prostaglandinas antiagregantes e
vasodilatadoras (PATRIGNARI et al., 1982; COLLER, 1991).

O AAS inativa permanentemente a atividade ciclooxigenase (COX) da
enzima prostaglandina H sintase (PHS) 1 e 2, também, referidas como COX-1 e
COX-2 respectivamente (ROTH, 1975). A COX-1 converte o acido araquiddnico
em endoperdxidos ciclicos. Esses sao, entdo, convertidos pela tromboxano
sintetase a tromboxano A, (TXA;), funcionando como um potente agonista que
induz a agregacdo. As células endoteliais também possuem essa via do
metabolismo do acido araquidbnico, entretanto, convertem preferencialmente
endoperéxidos ciclicos em prostaciclina (PGlz), um importante inibidor da
agregacao plaquetaria (BERNARDI e MOREIRA, 2004; PATRONO et al., 2005). O
equilibrio entre esses dois prostandides deve ser mantido a fim de permitir uma
hemostasia normal. Embora ambos prostandides sejam sensiveis a agao do AAS,
o efeito inibitério sobre a producdo de PGIl, € menor ou dependente da dose
(FITZGERALD et al., 1983; MONCADA et al., 1978).

Através da sua difusdo na membrana celular, o AAS entra no canal da
COX, um canal hidrofébico e estreito, que conecta a membrana celular com o sitio
catalitico da enzima (PICOT et al, 1994 LOLL et al., 1995). Inicialmente o AAS se
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liga ao residuo Arginina 120, um sitio de ligagdo comum para todos os AINES
(GARAVITO et al, 1999; PICOT et al., 1994 LOLL et al., 1995). O AAS logo acetila
o residuo serina (serina 529 na COX-1 humana e serina 526 na COX-2 humana)
(LOLL et al., 2001) localizado na seg¢do mais estreita do canal. O grupo acetila
introduzido estende-se em diregdo a parte interna do canal (ALLEN, 1995), nesta
posicdo impede que o acido araquiddnico alcance o sitio ativo para sua
oxigenagao e conversdao nos endoperoxidos ciclicos, sendo que desta forma o
AAS previne a formagao de TXA; pelas plaquetas até que novas plaquetas sejam
geradas (CATELLA-LAWSON et al, 2001).

1.3.1.2 - Farmacocinética

O AAS ¢ absorvido no estbmago e segmento superior do intestino,
preferentemente em pH acido e em forma néo ionizada (TRUITT et al., 1964). Os
picos plasmaticos sdo atingidos em aproximadamente 30 min, o tempo de vida
média é de apenas 15-20 min. A porcentagem de ligacédo do AAS as proteinas
plasmaticas é de 49% e € distribuido na cavidade sinovial, SNC e saliva
(DAVISON et al., 1971).

O AAS ¢é rapidamente hidrolisado in vivo a acido salicilico (AS), reacao
catalisada por esterases nao especificas. Apdés uma dose oral de AAS, apenas
65% da dose alcanga a circulagao sistémica devido ao fato de que 30% desta é
hidrolisada durante a sua primeira passagem no figado pelas carboxilesterases
(WHITE et al., 1984) e o restante € hidrolisado na parede intestinal pelas
esterases intestinais da aspirina (SPENNEY et al., 1979; INOUE et al., 1980). Em
ratos, a disponibilidade sistémica da aspirina infundida na circulagdo portal é de
80%, mostrando que a hidrélise pré-sistémica da droga ocorre principalmente no
intestino (WIENTJES et al., 1988). Apds alcancgar a circulagéo sistémica, o AAS é
rapidamente hidrolisado no plasma, pelas colinesterases, a albumina e as
esterases eritrocitarias. (MORIKAWA et al., 1979; OHTA et al., 1983; RAINSFOLD
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et al., 1980; ROWLAND et al., 1972). A eliminagao do AAS é principalmente renal,

como 4acido salicilico livre e metabdlitos conjugados (HUTT, 1986).

1.4 - Novos Farmacos

O desenvolvimento de novos farmacos, derivados de um protétipo ou
pertencentes a uma determinada classe, aponta para a obtencdo de moléculas
com um melhor perfil farmacocinético ou uma melhor relagao estrutura-atividade
(BELLISSANT et al., 1996).

Atualmente, pesquisadores investem em diferentes métodos para buscar
um farmaco ideal no tratamento de doencas, ou para minimizar os efeitos
colaterais de drogas ja existentes. Para isto, novos compostos e estudos para
modificagdo de drogas através da unido de dois compostos, ou a implantagao de
moléculas em farmacos de referéncia, vém sendo realizados.

O AAS e os antiinflamatorios ndo esteroidais, causam dano ao estbmago
como efeito colateral ndo desejado (LEVY, 1974; LANZA, 1984). Por este motivo,
durante muitos anos, varias tentativas tém sido realizadas a fim de desenvolver
derivados bio-reversiveis ou pré-drogas do AAS com a finalidade de diminuir sua
toxicidade gastrica (JONES, 1985). As propriedades irritativas topicas podem estar
relacionadas a supresséo local das fungdes gastro-protetoras dependentes da
COX-1 e a capacidade do AAS de diminuir a hidrofobicidade da camada de gel
mucoso no estbmago, o que tem sido sugerido que € uma barreira primaria ao
dano induzido pelo acido (GODDARD et al., 1987). A gastrotoxicidade também &
devida a presencga do grupo carboxila na molécula do AAS, como consequéncia,
os derivados ésteres do AAS apresentam um dano gastrico marcadamente inferior
(WHITEHOUSE e RAINSFORD 1980).

1.4.1- Pr6-drogas do AAS

Os ésteres do AAS podem ser classificados em dois grupos segundo seu

mecanismo de conversdo. O primeiro grupo inclui os derivados quimica e
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intrinsecamente instaveis hidrolisados ndo enzimaticamente, tais como derivados
anidrido do AAS (LEVY e GAGLIARDI, 1963), derivados 2-substituidos 2-metil-4H-
1,3 benzodioxin-4-ona (HANSEN et al., 1983; NIELSEN et al., 1990;
HUNDEWADT et al.,1991), derivados acilal (HUSSAIN et al., 1980; TRUELOVE
et al., 1979), N- (hidroxi alquil) amidas (BUNDGAARD e NIELSEN, 1988,
MAHFQUZ et al., 1999) e derivados 2-formil fenil (ABORDO et al., 1998).

O segundo tipo de derivados utiliza grupos carreadores capazes de atuar
como substratos enzimaticos, exemplos desse grupo incluem a associagao do
AAS com halogénios: iodo (TAYLOR et al., 1986), bromo (THOMPSON et al.,
1982) e alguns metais de transi¢cdo como zinco (LEMOINE et al., 2004), vanadio
(ETCHEVERRY et al, 2000), cobalto (CHOHAN et al., 2002), aluminio
(CUMMINGS et al., 1963) e mais comumente na forma de aspirinato de cobre
(SHEN et al.,, 1997; YANG et al., 2001). Também foram descritos derivados
triglicerideos (KUMAR e BILLIMORIA, 1978; PARIS et al., 1979, 1980), ésteres
(aciloxi) alquil (LOS et al., 1982), ésteres sulfonil ou sulfinil (LOFTSSON et al.,
1981) derivados amida da fenilalanina (BANERJEE et al., 1981), derivados
aminoacidicos (TSUNEMATSU et al., 1991), ésteres glicolamida (NIELSEN et al.,
1989) e o derivado isopropilo da antipirina (AONUMA et al., 1981), aspirinato de
paracetamol, éster benorilate (4-acetamidofenil acetilsalicilato) (WILLIAMS et al.,
1989) e o aspirinato de guaiacol (QU et al., 1990).

O interesse no desenvolvimento de novas pré-drogas do AAS surgiu
novamente com a sintese e avaliagdo das denominadas nitroaspirinas (NO-
aspirinas) ésteres que acoplam o AAS com uma molécula doadora de &xido
nitrico. Esse grupo de pro-drogas inclui o NCX4215 (WALLACE et al., 1995),
NCX4040, (TESEI et al., 2005; FABBRI et al., 2005), ésteres furoxanil (oxi-propilo)
ou (oxi metilo) (CENA C et al., 2003) e (*NO)-Aspirina: 1-(substituida) molécula
diazen-1-ium-1,2-diolate (VELAZQUEZ et al., 2005). A droga prototipo nesse
grupo € o NCX4016 (LECHI et al., 1996, WALLACE et al., 1999). Esse derivado
mostrou superior atividade antiinflamatéria, analgésica, antitrombdtica e maior
tolerabilidade gastrica que o AAS (LECHI et al., 1996; MUSCARA et al., 2001;
WALLACE et al., 2002).
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Com base na invengado das pré-drogas mutuas de AAS e 6xido nitrico,
foram sintetizados derivados mono- e diésteres do mononitrato de isosorbida
denominados aspirinatos de isosorbida (GILMER et al., 2001, 2003) constituindo
ao mesmo tempo um modelo de acoplamento do AAS com drogas prescritas
concomitantemente na profilaxia e tratamento da doenga cardiovascular
designados como Aspirinatos Cardioativos (GILMER e BIRNE, 1997).

Baseados nesta estratégia, um modo potencialmente bio-reversivel de
combinacado quimica do AAS com atenolol foi desenvolvido no Dpto. de Quimica
Farmacéutica da “Universita Degli Studi di Napoli Federico II” , Napole lItalia, o
Aspirinato de Atenolol foi sintetizado mediante a esterificacdo direta do acido
carboxilico do AAS com uma molécula de atenolol. O Aspirinato de atenolol
potencialmente atuaria como pré-droga mutua de AAS e atenolol aumentando a
biodisponibilidade e melhorando os efeitos terapéuticos que as drogas possuem
separadamente, assim como reduzindo o risco de toxicidade gastrica associada

com o AAS.
o] -H MH

Figura 1. Molécula de Aspirinato de Atenolol
Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
farmacologico do aspirinato de atenolol como potencial pré-droga mutua com

propriedades antitrombatica e anti-hipertensiva.

OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliar as propriedades farmacolégicas do Aspirinato de Atenolol (AAT),

que € uma combinacgao entre acido acetilsalicilico (AAS, aspirina) e uma molécula

de atenolol (bloqueador dos adrenoceptores (1), e compara-las com as

propriedades farmacolégicas do AAS ou atenolol.

Objetivos Especificos

a) Avaliagao dos efeitos antiplaquetarios do AAT.

Analisar os efeitos na agregagao plaquetaria estimulada pelo acido
araquiddnico em amostras de sangue humano.
Analisar os efeitos na inibicdo da producdo de tromboxano estimulada

ex- vivo em sangue total de animais tratados.

b) Avaliacdo dos efeitos do AAT como anti-hipertensivo e antagonista dos

adrenoceptores .

Avaliar o efeito na resposta cronotrépica mediada pelo isoproterenol, em
atrios direitos isolados.
Comparar o efeito anti-hipertensivo do atenolol e AAT no modelo de

hipertensao arterial induzida pela inibicdo crénica de NO.

c) Avaliacéo farmacocinética do AAT

Analisar o perfil farmacocinético apds administracdo endovenosa,
através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massa (LC/MS/MS).

d) Avaliagao da estabilidade metabdlica in vitro

Elucidar o perfil metabdlico do AAT, através do estudo do seu
metabolismo in vitro em diferentes fragdes subcelulares hepaticas
Analisar a cinética da hidrolise do AAT em solugdes de plasma humano

e solugdes tampéo de diferente pH.

e) Avaliagao das propriedades ulcerogénicas e mutagénicas do AAT

Comparar o efeito ulcerogénico gastrico do AAT e AAS apés
administragc&o oral aguda ou crénica.

Avaliar o potencial mutagénico do AAT através do Teste de Ames.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Avaliagao dos efeitos antiplaquetarios
2.1.1 - Agregacao Plaquetaria

2.1.1.1 - Procedimento experimental

O sangue de voluntarios sadios (ambos o0s sexos, 25 — 45 anos) que nao
receberam qualquer medicamento até 10 dias antes do experimento, foi coletado
em tubos de plastico contendo citrato trissédico 3,8% (9 partes de sangue para 1
parte de citrato) usado como anticoagulante. O plasma rico em plaquetas (PRP)
foi obtido apdés a centrifugacdo do sangue total a 200 x g, em temperatura
ambiente durante 15 min. O sobrenadante correspondendo ao PRP foi coletado e
0 sangue remanescente foi novamente centrifugado a 2000 x g, temperatura
ambiente durante 12 min, para obtencao do plasma pobre em plaquetas (PPP). O
sangue de cada individuo foi utilizado apenas uma vez para o mesmo protocolo
experimental.

A agregagéao foi monitorada utilizando-se um agregdmetro de dois canais
Chrono-log Lumi-Aggregometer modelo 560-Ca, Havertown, PA USA, calibrado
para 0% com PRP e 100% com PPP. Em cada ensaio, foram utilizadas amostras

de 400 pl de PRP adicionadas em cubetas siliconizadas, mantidas sob agitagao

constante a 379C no agregébmetro. Foram adicionadas ao PRP, diferentes
concentragdes do AAS e do AAT (10 a 1000 uM) e incubadas por diferentes
tempos (5, 10 15, 30 e 60 minutos). Em seguida, foi adicionado o agonista acido
araquiddénico na concentragdo de 1,0 mM, a curva de agregacgao foi registrada
durante 5 minutos. As concentragdes de tromboxano B, (TXB;) metabdlito estavel
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do TXA; foram quantificadas no sobrenadante do agregado de amostras
incubadas com 200 uM das drogas, a agregacao plaquetaria foi interrompida
adicionando-se 80 ul de solugdo de EDTA 100 mM gelada e acondicionando-se as
amostras imediatamente em gelo. Logo a seguir, as amostras foram centrifugadas
a 12,000 x g, em temperatura ambiente durante 12 min e o sobrenadante foi

armazenado a -20°C.

2.1.2 — Inibicdo da producao de tromboxano estimulada ex-vivo.

Neste ensaio a formac&o do TXA; no soro de animais foi determinada como
método especifico para a determinacdo da atividade da COX-1. Este ensaio
baseia-se no fato de que durante a coagulagdo do sangue as plaquetas sao
ativadas e ha formagao de TXA; devido a ativagado da COX-1 plaquetaria. O TXA;
¢ instavel e hidrolisa-se no seu metabdlito estavel TXB.

2.1.2.1 - Procedimento experimental

Camundongos Swiss machos (25-30 g, n= 7), receberam por gavagem
AAT 0,06; 0,17; e 0,28 mmol/kg, AAS em doses equimolares ou veiculo.
Adicionalmente, ratos Wistar machos (150-200 kg, n=4) receberam 0,17 mmol/kg
de AAT, uma dose equimolar de AAS ou veiculo. O protocolo experimental foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da
UNICAMP (Protocolo n°696-1/2004).

Trés horas apds o tratamento, os animais foram anestesiados com halotano
e amostras de sangue foram obtidas por pungédo intracardiaca e coletadas em
tubos de vidro sem adi¢cdo de anticoagulante. As amostras foram incubadas em
banho-maria a 37°C durante 1h para promover a coagulagdo, em seguida foram
centrifugadas a 1200 x g, temperatura de 4°C, durante 10 min para separagao do
soro. As amostras de soro foram acondicionadas a -20°C até o ensaio para a
dosagem do TXB, (WALLACE et al.,1995).

As amostras para dosagem de TXB, em soro de camundongo e ratos ou

plasma humano apds agregacgao plaquetaria, foram purificadas para a remogao

46



das proteinas adicionando-se etanol absoluto. Apos centrifugagéo a 2000 x g, 4°C,
durante 30 min, os sobrenadantes foram separados e diluidos em H,O Milli Q e o
pH ajustado com HCI para + 4,0. Depois de ativar as Colunas Waters Oasis™ HLB
Cartridge as amostras foram aplicadas. As amostras retidas na coluna foram
eluidas com metanol e evaporadas sob fluxo de nitrogénio em banho-maria a
37°C.

O material extraido de cada amostra foi solubilizado em solugdo tampéao
EIA (fornecido como parte do kit de Tromboxano) e o TXB, foi quantificado
utilizando-se o kit de ensaio inmuno enzimatico (Thromboxane B, Enzyme

Immunoassay Kit- Cayman Chemical, USA).

2.2 - Avaliagao do efeito antagonista de adrenoceptores 1

2.2.1 — Procedimento Experimental

Ratos Wistar machos pesando 200 — 250 g foram anestesiados com halotano
e exsanguinados por secgao dos vasos cervicais. Em seguida, os coragdes foram
rapidamente removidos e colocados em solucao de Krebs-Henseleit modificada
com a seguinte composi¢gao em mM: NaCl, 1,24; KCI, 4,75; MgSO,, 1,30; CaCly,
2,25; NaHCO3, 25,0; NaH,PO,4, 0,6; glicose, 10,0; ascorbato, 0,3; e EDTA, 0,03.
Os atrios direitos foram isolados e montados em camaras de incubacéo de tecido
(10 ml volume) preenchidas com a solucdo Krebs-Henseleit e continuamente
aeradas com 0,:C0; (95:5 %), mantidas a temperatura de 36,5°C, e pH entre 7,3 a
7,5.

Foram obtidas curvas concentragdo-efeito cumulativa ao isoproterenol
(agonista p-adrenérgico nao-seletivo) em meia unidade logaritmica entre doses
sucessivas (VAN ROSSUM, 1963). As curvas foram realizadas na auséncia ou
presenca do atenolol (0,1; 1 e 10 uM) ou concentragdes equimolares de AAT.

O efeito do agonista sobre os batimentos espontaneos dos atrios direitos

foram avaliados pela modulagéo dos batimentos por minuto. Os dados obtidos das
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curvas concentragao-efeito nos atrios direitos isolados foram avaliados segundo a

seguinte equagao:

E = Emax/((1#(10°/10%)") + @)

A letra E representa o aumento da frequéncia de batimentos atriais em
resposta ao agonista (efeito); Emax representa a resposta maxima que o agonista
pode produzir; ¢ representa o logaritmo da ECs, definida como a concentragao do
agonista que produz metade da resposta maxima; x representa o logaritmo das
concentragdes do agonista; o exponencial n é o coeficiente angular ou inclinagao,
o qual define o tipo de curva concentracao-efeito obtida e, finalmente, o simbolo ®
representa a resposta observada na auséncia do agonista.

A analise de regressao nao linear para determinar os parametros: Enax, l0g
ECso e n foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA) com o valor basal dos batimentos atriais iguais a zero,

O = zero.

2.3 - Avaliacao do efeito anti-hipertensivo.

2.3.1 - Animais

Foram utilizados ratos machos heterogénicos, da linhagem Wistar/Uni,
livres de patogenos especificos, pesando entre 150 a 350 g, procedentes do
Centro Multidisciplinar para Investigagcao Bioldégica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de policarbonato
transparente, no interior de uma estante ventilada (ALESCO), assegurando a
qualidade sanitaria (SPF) dos animais, sob condigbes controladas de
luminosidade 12 horas com luz fluorescente e temperatura ambiente de 19 a 21°C,
recebendo agua autoclavada e ragcdo Nuvilab CR1 (Nuvital Nutrientes Ltda.)
esterilizadas e fornecidas ad libitum, no setor quarentena do CEMIB, durante todo

o experimento. O protocolo experimental foi aprovado junto a Comisséo de Etica
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em Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (parecer n° 879-1, de setembro de 2005).

2.3.2 - Procedimento experimental

2.3.2.1 - Implante do transdutor PA-C40

Os ratos foram anestesiados com 30mg/kg de pentobarbital sédico 3%,
administrado por via intraperitoneal. Apos a depilagao da regido abdominal, foi
feita uma pré-assepsia com alcool iodado a 10%. Foi realizada uma incisao de
aproximadamente 4 cm na pele do abdémen para ter acesso a aorta descendente
abdominal. O intestino foi afastado e mediante perfuragdo com agulha e com o
auxilio de uma espatula especial, foi introduzido o cateter do transdutor PA-C40 na
luz da aorta e fixado com cola Vetbond. Imediatamente apds a fixacdo do cateter,
verificou-se o sinal de frequéncia da pulsacdo do animal utilizando um iméa para
ligar o transdutor e um radio de frequéncia baixa para captar o sinal emitido pelo
transdutor. Uma vez validado o sucesso do implante, o transdutor foi fixado com
linha de sutura na parede interna do abdémen e a pele foi suturada e desinfetada

com rifocina.

2.3.2.2 - Sistema de Telemetria

Os animais nos quais foram implantados os transdutores PA-C40 ficaram
sob observagdo, quanto a sua recuperagao clinica, durante uma semana sem
receberem qualquer tratamento. Apds esse periodo os animais foram pesados
semanalmente e tiveram sua pressdo arterial registrada, por um periodo de
sessenta segundos, duas vezes por semana, durante seis semanas consecutivas.
Foram registradas as pressdes sistélica, diastolica e média, assim como a
freqUéncia cardiaca aproximadamente duas horas antes do inicio de qualquer
manipulacdo. A coleta dos dados foi registrada, armazenada e mostrada pelo
sistema de telemetria (Data Science Inc., St. Paul, MN, USA). Os transdutores

implantados nos animais foram ativados mediante a passagem de um ima no
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exterior da cada gaiola previamente localizada sobre os “receivers”. Desta forma
as medigdes foram registradas no computador a partir do sinal enviado pelo

transdutor (Figura 2a e 2b).

@33 O Inplante da Telemetria %
i Transmite dados do animal i
amm ¢ -
| / Sensor de
\H—______ __,/ Dados Externos
—_— e ————

e - - 0O Programa Dataguest
Referencia da pressio ART Coleta, mostrae
ambiente coletada para : :mnaze];a dados
medidas exatas da | I Y —_—
pressio __,-"I e Lo U

- - | —
Alimentagio ~ A mairiz recehe dados de até =~ m— 0
110 ou 220 20 recivers - skl SR,

Figura 2. (a) Mostra o transdutor implantado na cavidade abdominal do animal; (b)
Mostra o processo de aquisicdo dos dados de pressédo sanguinea e frequéncia

cardiaca.

2.3.3 - Protocolo experimental

Antes de inicializarmos o experimento, mediu-se o volume de agua ingerido
por cada animal por dia durante 7 dias. A média de ingestdo de agua dos animais
ficou em 55 + 3 ml. Portanto, o volume de agua ofertado a cada animal foi fixado
em 50 ml/dia, evitando-se assim sobras de agua e consequentemente de droga.

A hipertensdo foi induzida durante duas semanas pela administragdo do
inibidor da NO sintase L-NAME, dissolvido na agua ingerida normalmente pelos
animais diariamente na concentragao de 0,4 mg/ml.

Duas semanas depois, apds ter comprovado o aumento da pressao arterial
média, os animais foram divididos em 5 grupos experimentais e receberam as
drogas durante 4 semanas. Grupos:

1. L-NAME (n=5) : L-NAME (20 mg/rato/dia)
2. L-NAME + AAT (n=8): L-NAME 20 mg/rato/dia + AAT 0,37 mmol/kg/dia.
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3. L-NAME +Atenolol (n=7): L-NAME 20 mg/rato/dia + Atenolol 0,37 mmol/kg/dia.
4. L-NAME + AAS (n=6): L-NAME 20 mg/rato/dia + AAS 0,37 mmol/kg/dia.
5. Controle (n=5): apenas agua

O Atenolol, AAT e AAS dissolvidos em DMSO 30% (0,8 ml) foram
administrados através de gavagem oral diaria, da mesma forma os animais do
grupo L-NAME e controle receberam DMSO 30%.

2.4 - Avaliagao Farmacocinética

2.4.1 — Animais

Foram utilizados caes da raga Beagle (peso de 9 - 12 kg) provenientes do
centro de Bioterismo de Universidade Estadual de Campinas (CEMIB -
UNICAMP). Os animais foram mantidos em temperatura e Iuminosidade
controladas e alimentados com ragdo padrdo. O protocolo experimental foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da
UNICAMP (Protocolo n°696-1/2004).

2.4.2 - Protocolo experimental

Para analise das caracteristicas farmacocinéticas, os animais foram
separados em trés grupos (n=3) cada um recebendo AAT, AAS ou Atenolol.

Onze pmol/kg de AAT ou doses equimolares de AAS ou atenolol
dissolvidos em DMSO (10%) foram administrados por via endovenosa na veia
safena da pata posterior do animal. Amostras de sangue (3 ml) foram coletadas
em tubos heparinizados imediatamente antes e 0:01, 0:15, 0:30, 1:00, 1:30, 2:00,
2:30, 3:00, 4:00, 6:00, 8:00 e 24:00 h apdés administracdo das drogas. Ao final de
cada coleta, o sangue foi centrifugado a 1000 x g durante 10 min a 4 °C para
obtencdo do plasma. O plasma foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado

a -20°C até o momento da quantificag3o.

2.4.3 - Procedimento experimental
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2.4.3.1 — Curvas de calibracéo

As solugbes padrédo estoque dos analitos, foram preparadas em agua em
varias concentragcdes. As curvas de calibracdo foram preparadas pela adicdo das
solugdes padrdo no plasma de cao livre de drogas, rendendo as concentragoes
de: 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e 10 ug/l para AAT e Atenolol e 0,05;
0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e 10 ug/l para AS e AAS. As concentragbes dos padrdes

internos foram mantidas sempre na concentragao 0,001 ug/l.

2.4.3.2 — Controles de Qualidade

O controle de qualidade é realizado para antecipar os limites dos valores
analiticos. Foram realizados diariamente durante os ensaios trés niveis de
amostras de controle de qualidade (baixa, média e alta concentragdo), com a
corrida de um novo QC a cada 10 amostras desconhecidas.

A determinagédo do limite inferior de quantificacdo (LIQ) foi baseada na
resposta do mais baixo padréo, sendo cinco vezes maior que alguns interferentes
no plasma branco durante o tempo de retencao.

Para a escolha das concentracbes dos controles de qualidade, foram
observados os seguintes critérios QCA < ou 3 x LIQ, QCB entre QCA e QCC,
QCC entre 75 a 90% do ponto mais alto da curva de calibragdo. Em consequéncia
os valores utilizados foram: para AAT/atenolol o LIQ foi de 10ng/ml, QCA: 30
ng/ml, QCB: 900 ng/ml e QCC: 7500 ng/ml; para AAS/AS, o LIQ foi de 50 ng/ml,
QCA: 150 ng/ml, QCB: 1500 ng/ml e QCC: 7500 ng/ml.

2.4.3.3 - Extragdo das amostras

A extracdo do atenolol e do AAT foi realizada em meio basico, foram
adicionados 50 ul do padrao interno nadolol (0,5 ug/ml) a 100 ul de plasma e
vortexados por 5 s. Logo, 50 ul de acetato de aménia (50%) foram adicionados a

amostra para ajuste de pH e vortexados por outros 5 s. Uma extracao liquido-
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liquido foi realizada adicionando 4ml de éter - diclorometano (60:40 v/v). A
amostra foi depois centrifugada a 3500 x g durante 1 min, congelada a -70 °C
durante 10 min e apds a separagao das fases, a fase orgéanica foi coletada e
evaporada até a secagem por um fluxo de nitrogénio a temperatura de 50°C. O
residuo foi dissolvido com 100 ul de acetonitrila - agua (10:90 v/v) - hidroxido de
amonia (2,5 mM), e agitado por 15 s.

A extracdo do AAS e acido salicilico foi realizada em meio acido, o mesmo
protocolo de extracao foi seguido com as seguintes diferengas: acido cinamico 0,5
pg/ml (50ul) foi usado como padrao interno, acido formico (3%) foi adicionado para
acidificar a amostra antes da extragao liquido -liquido com éter - hexano (80:20
v/v) e o acido férmico foi usado no lugar de hidroxido de aménia na solugao de
reconstituicéo.

ApOs a extragcdo, as solugbes foram transferidas para uma placa de 96
pocos e acondicionadas para posterior analise por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Foram injetados 20 ul de amostra.

Os procedimentos apresentados também foram aplicados ndo sé na
avaliagdo das amostras, mas também para a extracdo da curva padréo (dos

analitos) e das amostras do controle de qualidade.

2.4.4 - Condigdes cromatograficas e espectrometria de massa

O AAT, atenolol e AAS, assim como seus metabdlitos: acido salicilico e
salicilato de atenolol foram medidos em plasma por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC-MS/MS), usando nadolol como padrdo interno do
atenolol e acido cindmico como padrao interno de acido salicilico. A deteccéo das
massas foi realizada monitorando-se os ions resultantes no modo MRM.

O sistema LC-MS/MS consistiu de um cromatégrafo liquido LC-10AVP
(Shimadzu - Japao) com bomba binaria, degassificador Agilent modelo G1322-A,
auto-injetor CTC analytics model HTS Pal, acoplado a um espectrometro de

massas triple quadrupolo API-2000 (Applied Biosystems Sciex Foster city, CA,
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USA) equipado com uma fonte de ionizagao por "electrospray". A integracéo foi
realizada usando o software Masslynx version 3,5 (Micromass, UK).

A fase estacionaria consistiu de uma coluna Alltech, Prevail, C4g (5 um, 150
x 4,6 mm). A analise do atenolol € AAT foi realizada com uma fase movel
composta por acetonitrila - agua (70:30 v/v) - acetato de aménia (10 mM) - acido
acético (16,7 mM), sendo os ions detectados em modo positivo. A fase mével
utilizada na analise de AAS e acido salicilico consistiu de acetonitrila-agua (70:30
v/v) - acido férmico (10 mM), a deteccéo dos ions foi realizada em modo negativo.

Os compostos foram eluidos em velocidade de fluxo de 1 ml/min. O tempo

de corrida foi de 5 min.
2.4.5 - Obtencao dos parametros farmacocinéticos

Os logaritmos das concentragbes plasmaticas do AAT, AAS, atenolol e AS
foram tragcados graficamente como uma fung¢ao de tempo.

Os seguintes parametros farmacocinéticos foram obtidos: a area sob a
curva de concentragdo sanguinea versus tempo, do tempo zero ao tempo 24 h,
(ASCo.24n) foi calculada através do método da regra trapezoidal. A extrapolagao
desta area até o tempo infinito (ASCo.., foi realizada pela adicdo do valor Ci.s/Ke a
ASCp24n, onde Cpst € a ultima concentragdo do farmaco determinada
experimentalmente e Ke é a constante de eliminacdo da fase terminal. A
concentragdo plasmatica inicial (Cy) foi obtida pela extrapolacdo ao tempo zero
desde a fase terminal da eliminacéo.

A constante de eliminagdo (Ke) foi estimada pela regressao linear e o
tempo de meia-vida (Ty,) foi obtido usando a equagdo T= 0,693.Ke™. O volume
de distribuicdo (Vd) foi calculado através da razdo da dose administrada pela
concentragao plasmatica do farmaco ao tempo zero (Cp). O software usado foi o
WinNonlin Professional Network, versao 3,2m, GraphPad Prism version 3,0 e

WinStat version 3,1.
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2.5 — Metabolizagao in vitro

2.5.1 - Procedimento experimental

2.5.1.1 - Preparacgéo das Fragbes Subcelulares Hepaticas.

Ratos Wistar machos pesando 250-300g, foram anestesiados com halotano
e posteriormente sacrificados por deslocagdao cervical. Os figados foram
imediatamente perfundidos in situ com NaCl (0,9%) cortados e lavados com
tampao fosfato de potassio 0,1 M e pH 7,5 preparado com 0,1 M K,HPO4
(dibasico) e 0,1 M KH,PO4 (monobasico); 0,15 M de KCl e 1 mM de EDTA (para
evitar a peroxidagao lipidica) e sempre mantidos no gelo durante a preparagao
para garantir a manutengdo da integridade enzimatica dos microssomas. As
amostras de tecido foram homogeneizadas (homogeneizador Polytron®
Kinematica AG, Suica) por 14 segundos em uma razdo 1.5 (v/v) de tampéao
gelado.

O homogeneizado foi submetido a uma centrifugacdo a 9000 x g
(Centrifuga Beckman modelo J2-21) durante 20 minutos (obtencdo da fragdo S
9000), da qual se retirou o sobrenadante que foi submetido a uma nova
centrifugacdo a 105,000 x g durante 60 minutos (Ultracentrifuga Beckman modelo
L8-M) que resultaram no isolamento das proteinas citossoélicas no sobrenadante e
as microssomais no pellet. O precipitado microssomal foi suspenso em tampao
fosfato de potassio 0,2M pH 7,5 contendo 20% de glicerol, em uma razéo de 1:3

(v/v). As amostras foram armazenadas a —80 °C.
2.5.1.2 - Determinacgéo de proteinas

A concentracdo protéica das diferentes fracdes hepaticas foi determinada
utilizando um kit baseado no método de Lowry (LOWRY, 1951). Uma curva padrao

de 6 pontos foi preparada usando Albumina Bovina Sérica (BSA), com pontos de

0,13 a 2,0 mg/ml. A concentracao protéica foi determinada usando o Kit Biorad DC
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Protein Assay ®, em placa de 96 pocos. Numa aliquota de amostra ou padréo,
foram adicionados 25 ul do reagente A do kit, logo, 200 ul do reagente B e as
amostras foram misturadas, e deixadas em repouso por 15 min a temperatura
ambiente para permitir a formacéo de cor. As absorbancias foram lidas a 750 nm
usando um espectrofotdmetro leitor de microplaca SPECTRAmax  340®
(Molecular Devices Corp.). A concentragao protéica das amostras foi determinada
pela extrapolagcéo do valor de absorbancia usando a curva resultante da leitura da

absorbancia das diferentes concentragdes da albumina.

2.5.1.3 - Determinagéo do Citocromo P450

O citocromo P450 foi determinado por espectrofotometria usando mondxido
de carbono (OMURA e SATO, 1964).

Uma amostra da fragdo hepatica foi diluida dez vezes em agua destilada,
depois dividida em duas cubetas (amostra e referéncia, 600 ul cada). Na cubeta
da amostra foram adicionados 50 ul de uma solugdo aquosa saturada com
monodxido de carbono e alguns gramas de ditionito de sodio sdlido, apds mistura
dos reagentes foi feita a leitura num espectrofotdbmetro marca Itashi U2010 de
feixe duplo em comprimento de onda de 400 a 600 nm. A concentragao (nmol/ml)
de P450 foi calculada de acordo com a lei de Beer usando um valor de coeficiente
de extingdo para P450 de 100 mM ' cm™. O contetdo especifico (nmol/mg
proteina) foi calculado através da multiplicagdo da concentragcdo de P450
(nmol/ml) vezes o fator de diluigdo e a divisdo deste produto pela concentragao de

proteina (mg/ml) da amostra original.
2.5.1.4 - Condigbes de Incubagéo

Foi preparada uma solucdo estoque 1 mM de AAT dissolvido em
agua:acetonitrila (50:50). A mistura de incubagao (volume final 500 ul) continha em
concentragdes finais 1mg/ml de proteina (microssomal, citossodlica ou fragdo S9),
AAT 50 uM, um sistema regenerador de NADPH (glicose 6 fosfato 10 mM, MgCl,
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10 mM, NADP* 0,5 mM, e 2 U de glicose 6-fosfato dehidrogenase) e tampao Tris
HCI (0,072 M, pH 7,4). A mistura de reagéo foi pre-incubada por 5 min a 37°C em
banho maria com agitagéo constante. A reacgao foi iniciada pela adicdo de NADP”*
e terminada em tempos determinados pela adigao de metanol gelado (500 pl); as
amostras foram vortexadas e logo centrifugadas por 5 min a 12000 rpm. Aliquotas
de 50 ul do sobrenadante foram injetadas no cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), os picos obtidos foram coletados do eluente e infundidos no

espectrometro de massas.

2.5.1.5 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em Fase Reversa.

O sistema de CLAE em Fase Reversa consistia de duas bombas binarias,
(LC-10Advp, Shimadzu Scientific Instruments Inc. Kyoto, Japan) e um detector de
UV, SPD-10Avp; todos os modulos foram controlados através da unidade SCL-
10Advp, conectada a um computador executando o software ClassVP .

Foi usada uma coluna Génesis C8 (4 um) de dimensdes 3,9 x 120 mm. As
amostras foram analisadas usando uma fase moével em gradiente que consistiu em
agua 95% (0,05% acido trifluoroacético): acetonitrila 5% (0,05% &cido
trifluoroacético) mudando o gradiente para acetonitrila 90% : agua 10% em 30 min.
O fluxo utilizado foi de 1 ml/min, a absorbancia UV dos compostos eluidos foi
monitorada em 254 e 280 nm. A quantificagdo em diferentes tempos foi realizada
através da medigao das areas dos picos em comparagao a area do pico ao tempo
zero. As fragcdes dos picos correspondentes aos metabdlitos foram coletadas
durante a eluigdo na analise cromatografica para posterior infusdo no

espectrometro de massa.
2.5.1.6 - Espectrometria de massa por tempo de véo (TOF)
Todos os espectros de massa foram adquiridos usando um espectrometro

de massa hibrido - de aceleragéo ortogonal - quadrupolo e tempo de véo (Q-TOF

Ultima, Micromass, Manchester, UK, Ltd), equipado com uma fonte nano Z “spray”
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operando em modo positivo. As condi¢gdes de ionizagdo usadas foram: Voltagem
do capilar 2,3 kV, a voltagem do cone e lentes RF1 foram 10 e 50 respectivamente
e a energia de colisdo de 10 eV. A temperatura da fonte usada foi 70°C, o gas do
cone (dessolvatagao) foi nitrogénio em fluxo de 80 I/h, ndo foi utilizado nenhum
gas para a obtengao do “spray”. O Argbnio foi usado para o “collisional cooling“ e
para a fragmentagao dos ions na célula de coliséo.

Antes de realizar todos os experimentos, foi feita a calibracdo externa com
iodeto de sédio abrangendo-se uma faixa de m/z de 50 a 1000.

Uma solugéo de Adenosine monofosfato (AMP) 10 ng/ml foi introduzida na
fonte pos-coluna usando uma Unido-T de nanofluxo, no probe “nanospray”. A
velocidade de fluxo foi ajustada para dar um espectro de referéncia de 5
contagens/segundo. O ion m/z 348,0709 da solugdo de AMP foi usado como “lock
mass” para permitir uma medida exata das massas. Todos os espectros foram
adquiridos como o analisador TOF no “modo W” (TOF kV=10,15) com a voltagem
MCP aos 2150 V.

As desviagdes de massa absolutas, em partes por milhdo, foram calculadas
pela combinacéo de cinco espectros dos dados do analito e aplicagao do fator de
corregao obtido a partir do dado de referéncia.

Os metabdlitos fracionados por CLAE foram diluidos em agua + 0,1% acido
trifluoroacético, e introduzidos na fonte do espectrémetro de massa em um fluxo
de 500 nl/min. Em cada fragcdo CLAE antes da fragmentagdo, um espectro ESI/MS
(modo TOF MS) foi feito sobre uma abrangéncia de m/z de 290-500, o ion
precursor de interesse foi selecionado no primeiro quadrupolo e fragmentado na
célula de colisdo (modo TOF MS/MS) com diferentes energias de colisdo. O
espectro dos ions produtos foram adquiridos no analisador TOF e

deconvolucionados usando o algoritmo do MassLynx-MaxEnt 3.

2.6 - Experimentos de Hidrolise

2.6.1 - Estudos Cinéticos em Solugdes Tampao Aquosas
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A hidrolise do AAT foi estudada em solugdes tampao de pH 2,5; 5,0; 7,4 e
9,4. Para o perfil de pH, tampdes acetato, fosfato e borato, na concentragao 0,01M
foram usados e os valores de pH ajustados com NaOH 2M ou HCI 2M. Foi
mantido um valor constante de forga i6nica (u) de 0,1; pela adigdo de uma
quantidade calculada de KCI as solugdes.

A reacédo de hidrdlise foi iniciada pela adigao de 100 ul de AAT (solugéo 10
mM em acetonitrila) a 4,9 ml de solugdo tampao pré-aquecida. As solugbes
tampao, contendo o AAT (concentragao final 0,2 mM) foram mantidas a 37 *
0,5°C em tubos de ensaio fechados, em banho maria. Em intervalos apropriados
aliquotas de 50 ul foram retiradas das solugdes incubadas e injetadas no sistema
cromatografico. As analises foram feitas em triplicata usando CLAE em fase
reversa, os picos obtidos foram coletados do eluente e infundidos no QTOF para

determinar a massa exata dos produtos da hidrdlise.

2.6.2 - Estudos Cinéticos em Plasma Humano

Uma solugdo 10% foi preparada por centrifugagdo do plasma humano
(4000 rpm por 10 min) obtido a partir de sangue venoso de um voluntario sadio e
anticoagulado com citrato de sddio 3,8%, e posterior diluigdo com tampao fosfato
0,01M pH 7,4. A hidrdlise foi iniciada pela adicao de 100 ul de AAT (solugao 10
mM em acetonitrila) a 4,9 ml de solugdo tampéao contendo 10% de plasma humano
pré-aquecida contida em tubos de ensaio fechados e mantida a 37 + 0,5°C. Em
intervalos apropriados aliquotas de 50 ul foram retiradas das solug¢des incubadas e
adicionadas a 500 pl de uma solugéo 2% de ZnS0O,4.7H,0 em acetonitrila-H,O (1:1
v/v) a fim de desproteinizar o plasma. Apds mistura e centrifugagéo por 3 min a
2000 x g, 50 pl do sobrenadante limpido foi analisado por CLAE em fase reversa.
Os ensaios foram feitos em triplicata.

A hidrdlise plasmatica também foi realizada na presenca de neostigmine
(inibidor de esterase) para confirmar o papel das esterases na hidrélise do AAT.
Neostigmine (3 uM) foi incubada na solugdo tamponada de plasma por 5 minutos

antes da adicao do AAT. As amostras foram processadas como explicado acima.
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Constantes de pseudo primeira ordem observadas (kobs) para a hidrélise foram
calculadas a partir da inclinagao “slope” da reta de graficos lineares nos que foi

plotado o logaritmo do AAT restante versus tempo.

2.6.2.1 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em Fase Reversa.

Foi utilizado o mesmo sistema de CLAE em iguais condigdes as descritas

nos experimentos de metabolizagao.

2.7 - Teste de Ames

2.7.1 - Culturas bacterianas
2.7.1.1 - Crescimento das culturas bacterianas

Foram usadas as cepas TA98, TA100, TA102, TA1535 e TA1537
(Xenometrix, USA) para a determinacdo do potencial mutagénico no Teste de
Ames. As cepas estoque foram armazenadas em meio crioprotegido (caldo
nutriente, 10% de DMSO e congeladas em freezer - 80°C).

No dia anterior ao experimento as cepas foram inoculadas em tubos
plasticos contendo 10 ml de caldo nutriente e incubadas por 14 horas a 100 rpm.

Essas suspensdes de bactérias continham 1-2 x 10® unidades formadoras
de colbnias (UFC)/ml. Esse valor foi constatado via leitura da suspensdo em

espectrofotdmetro 540 nm (densidade 6ptica entre 0,1 e 0,2).
2.7.1.2 - Analise do gendtipo das cepas

A checagem das mutagbes e da presenca dos plasmideos (placas em
duplicata) foi realizada através dos seguintes testes:

Dependéncia de histidina: as cepas foram inoculadas em placas de GM agar

contendo excesso de biotina (8 ml/l de uma solugao 0,01% de biotina). Devido a
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que todas as cepas sao dependentes de histidina, nenhuma delas conseguiu
crescer e formar colbénias, constatando a dependéncia de histidina.

Dependéncia de biotina: as cepas foram inoculadas em placas de GM agar
contendo excesso de histidina (8 ml/l de uma solucéo 0,5% de histidina). A cepa
TA102 conseguiu crescer e formar colonias, pois ela nao é dependente de biotina,
as restantes nao cresceram, constatando a dependéncia de biotina.

Dependéncia de biotina e histidina: as cepas foram inoculadas em placas de
GM agar contendo excesso de histidina e biotina (mesmas concentragdes
mostradas acima). Todas as cepas cresceram e formaram colénias mostrando
assim a dependéncia de histidina e biotina.

Mutacao rfa: as cepas foram inoculadas em placas de GM agar contendo
excesso de histidina e biotina, um pequeno disco de papel de filtro foi colocado no
meio da placa e a ele foram adicionados 10 uyl de uma solucéo estéril de cristal
violeta. Todas as cepas mostraram um alo de inibi¢do do crescimento bacteriano,
pois a mutagao rfa provoca o aumento da permeabilidade da superficie bacteriana,
provando assim a existéncia da mutagédo nas cepas.

Mutacgao uvrB: Devido a que a regidao onde ocorre essa mutagéo é responsavel
pela sintese de biotina e pelo sistema de reparo do DNA, o teste para biotina
prova a existéncia de mutacéao, isto é, se a cepa for dependente de biotina o
sistema de reparo do DNA esta comprometido e caso a cepa nao for dependente
de biotina o sistema de reparo do DNA esta intacto.

A cepa TA102 foi a unica que cresceu no teste para dependéncia de biotina pois &
a unica cepa que nao tem esse tipo de mutacgao.

Presengca do plasmideo pKM101 (ampicilina resistente): as cepas foram
inoculadas em placas de GM agar contendo excesso de histidina, biotina e 24
pg/ml de ampicilina. O plasmideo pKM101 confere resisténcia a ampicilina, por
tanto somente as cepas TA98, TA100 e TA102 que apresentavam os plasmideos
cresceram e formaram colénias,

Presenca do plasmideo pAQ1 (tetraciclina resistente): a cepa TA102 foi

inoculada em placas de GM agar contendo excesso de histidina, biotina e 2 ug/mi
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de tetraciclina. A cepa cresceu e formou col6nias sendo assim constatada a

presencga do plasmideo pAQ1.

2.7.2 - Preparacao do S9 mix

Ratos Wistar (200 g) receberam durante trés dias fenobarbital (100 mg/kg)
e B-naftoflavona (80 mg/kg) por via intraperitoneal, 12 h antes do sacrificio a
comida foi removida. Os ratos foram anestesiados com halotano e mortos por
destroncamento cervical; os figados foram removidos e lavados com solugao KCI
0,15 M (2 ml de solugdo KCI para cada grama de figado), As amostras de tecido
foram homogeneizadas (homogeneizador Polytron® Kinematica AG, Suica) por 14
segundos e submetidas a centrifugagédo de 9000 g (Centrifuga Beckman modelo
J2-21) durante 20 minutos (obtencao da fragdo S 9000 ou S9). O sobrenadante foi
recolhido, aliquotado e congelado em nitrogénio liquido e armazenado a - 80°C.

Todo o procedimento apds a retirada do figado foi feito resfriado com gelo
para nao ocorrer nenhuma perda de atividade das enzimas hepaticas. A
concentragao protéica de 40 mg/ml foi determinada pelo método de Lowry.

Os testes com ativagcdo metabdlica foram realizados na presenga dos
seguintes cofatores enzimaticos: D-glicose-6-fosfato (5 mM), NADP+ (4 mM),
MgCl, (8 mM), KCI (33 mM), Na,HPO, (0,1M), NaH,PO,4 (0,1M), conformando
assim o S9 mix. Antes de cada experimento o S9 mix foi filtrado com filtro
Micropore® 0,45 um.

A concentracdo de S9 a ser usada foi determinada através de incubagéo
por 25 minutos, de 100 pl da cepa TA1535, 2 pg de 2-aminoantraceno (controle
positivo) e 500 pl de S9 mix com diferentes concentragdes da fracdo S9 (0%, 5%,
10% e 20%). O top agar foi adicionado a esta mistura, homogeneizada e vertida
sobre a placa de GM agar. Apés incubacado de 48 horas foram observados os
resultados, concluindo que pela distribuicdo das col6nias a concentragdo de 10%

da fragao S9 foi a melhor a ser utilizada.
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2.7.3 - Preparagao dos Agares

2.7.3.1 - Agar de cobertura (Top Agar)

O &gar de cobertura foi preparado utilizando-se 0,6% de agar; 0,6% de
NaCl, 10% de uma solugdo 0,05 mM de histidina e biotina necessarias para o
crescimento inicial das cepas. O agar e o NaCl foram adicionados a agua
destilada e autoclavados (121°C por 20 minutos), a solugdo de histidina/biotina
também foi autoclavada e por final as duas solugdes foram misturadas e mantidas

na auséncia de luz.

2.7.3.2 - Agar com minimo de glicose (GM &gar)

O agar com minimo de glicose foi elaborado com meio Vogel-Bonner (2%)
suplementado com 5% de uma solugdo de glicose a 10%, agar 1,5% e agua
destilada. O meio Vogel-Bonner e a solugdo agar/glicose foram autoclavados
separadamente, as solugdes foram misturadas e adicionadas em placas de Petri.

As placas foram mantidas na geladeira e vedadas para evitar ressecamento.

2.7.4 - Controles positivos e controle negativo

Os testes sem ativacdo metabdlica foram realizados utilizando-se controles
positivos especificos para cada cepa de Salmonella: TA98 (2-Nitrofluoreno; 0,5
pg/placa ) TA 100 e TA1535 (Azida sodica, 1 pg/placa), TA 102 (Mitomicina C;
0,5 pg/placa) e TA1537 (9-Aminoacridina; 50 pg/placa). Nos testes com ativagao
metabdlica foi utilizado, para todas as cepas, o controle positivo 2-Aminoantraceno

(5 pg/placa). O veiculo do AAT (DMSO 10%) foi utilizado como controle negativo.

2.7.5 - Procedimento experimental
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A tubos de vidro estéreis foram adicionados: 0,1 pl da suspensado de
bactérias (1-2 x 10°); 0,02 ul do composto teste diluido em DMSO (10%); 0,5 ul de
S9 mix ou tampdo fosfato de sodio pH 7,4 (para os testes sem ativagéo
metabdlica), essa mistura foi incubada a 37°C por 25 minutos.

Para cada tubo foi adicionado 2 ml do agar de cobertura, mantido de 43°C a
48°C. O conteudo dos tubos foram homogeneizados e vertidos em placas de Petri
contendo agar com minimo de glicose.

Esperou-se o agar de cobertura endurecer, as placas foram invertidas e
colocadas na estufa a 37°C por 48 horas. As coldnias foram contadas e os
resultados foram expressos como numero de colénias que reverteram mutagdes

por placa.
2.7.6 - Determinacao da toxicidade

A toxicidade foi determinada para avaliar as caracteristicas da populagéo
bacteriana apds 48 horas de incubacéo a través da observagao de: Presenga de
uma delgada rede de fundo observada ao microscopio (40x) que pode ser
acompanhada de uma diminuigdo do numero de colbnias revertentes. Auséncia da
rede de fundo, completa auséncia de crescimento. Presenga de “pinpoint” que sao
pequenas colénias ndo revertentes, geralmente acompanhada da auséncia da

rede de fundo.
2.8 - Avaliacao do efeito ulcerogénico
2.8.1 - Administragao aguda.

Ratos Wistar machos pesando entre 180-200g foram privados de ragéo,
mas ndo de agua 24h antes do experimento. Grupos de 5 ratos receberam 0,66
mmol/kg de AAS ou AAT por gavagem oral. Os ratos foram sacrificados 3 horas

apos a administracdo das drogas. Os estdmagos foram removidos, abertos ao

longo da sua menor curvatura e examinados utilizando uma lupa, observando a
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presengca de lesdes visiveis macroscopicamente. Cada lesdo hemorragica
individual foi medida ao longo da sua maior extensdo. A contagem foi realizada
considerando: <1mm= pontuacdo de 1; 1-2 mm= pontuagdo de 2; > 2mm=
pontuagcdo segundo o seu comprimento em milimetros. A contagem total por
estdbmago foi designada como indice de lesdo. Os estdmagos foram fixados em
formalina tamponada (pH 7.4) e processados pelos métodos de rotina, antes de
serem montados em laminas e corados com hematoxilina — eosina. Laminas

codificadas foram avaliadas por microscopia 6tica de luz.

2.8.2 - Administragao crénica.

Foram avaliados os estdbmagos dos animais tratados por gavagem oral
diaria durante 4 semanas do experimento de hipertensdo induzida pela inibicao
cronica da sintese de NO. Apos a remogao dos estdbmagos seguiu-se 0 mesmo

procedimento descrito acima.

2.9 - Analise estatistica

Os valores experimentais sdo expressos como média + erro padrao das
médias (E.P.M.) de n experimentos indicados em cada caso. Teste de t de Student
(pareado ou para comparag¢des multiplas) foi utilizado para avaliar diferengas entre
grupos experimentais. O programa InStat (GraphPad Software) foi usado para as

analises. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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3 - RESULTADOS

3.1 Avaliagao dos efeitos antiplaquetarios

3.1.1 Agregacéao Plaquetaria

Para investigar os efeitos do AAT na agregacao plaquetaria, utilizamos o
agonista acido araquidonico (AA) considerando que € um substrato especifico

para a enzima COX-1. O AAS foi utilizado como controle positivo.
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Figura 3: Efeitos do AAT ou AAS na a agregacao plaquetaria induzida
pelo acido araquiddnico (AA) 1 mM. Grafico representativo dos resultados obtidos
com a concentragdo 0,2 mM das drogas. Os resultados representam a média +

E.P.M. de cinco experimentos separados, **p<0,01, comparado ao AA.

Verificamos que concentragdes de AAT de até 1000 uyM ndo causaram

inibicdo significativa da agregacao induzida pelo AA (Figura 3). Por outro lado
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concentragdes de AAS acima de 30 uM foram capazes de abolir a agregacao

induzida por este agonista.

Tabela 1: Efeitos do aspirinato de atenolol (AAT, 200 uM ) e acido acetilsalicilico
(AAS, 200 pM) nos niveis de tromboxano A; liberado pelas plaquetas ativadas
com acido araquidonico (AA, 1 mM). O TXB; foi quantificado no sobrenadante do
agregado. Os resultados representam a média + E.P.M. de cinco experimentos

separados. **p<0,01 comparado ao AA.

Veiculo AA 1 mM AAT 200 pM | AAS 200 pM

TXBz (ng/ml) | 1,98 +0,26 |990,35+48,73 | 845,81 +35,77 | 1,87 + 0,85"*

A liberacao de TXA; pelas plaquetas ativadas com AA 1 mM, avaliada pela
medigdo dos niveis de TXB; no sobrenadante do agregado, néo foi reduzida pelo
AAT. Em comparagao, o AAS (200 uM) inibiu completamente a produgao de TXA,,
(Tabela 1).

3.1.2 — Inibigado da produgao de tromboxano estimulada ex-vivo

Em camundongos tratados, o AAT na dose 0,28 mmol/kg, suprimiu
significativamente a produgéo de tromboxano em 52% (Figura 4). Enquanto que o
AAS nas doses de 0,17; e 0,28 mmol/kg inibiu a sintese de tromboxano em 85% e
90% respectivamente. Similarmente, em ratos (Figura 5) 0,17 mmol/kg de AAT
suprimiram significativamente a produ¢do de tromboxano em 67%, no entanto a
inibicdo produzida pelo AAS foi de 96% (p<0,01).
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Veiculo 0,06 0,17 0,28 0,06 0,17 0,28

AAS mmol/kg AAT mmol/kg

Figura 4: Efeito do AAT ou AAS (0,06; 0,17; e 0,28 mmol/kg; v.0) na
inibicdo da producdo de tromboxano A, em sangue total de camundongos
tratados. Dosagem realizada trés horas apds a administracdo. Os resultados

representam a média + E.P.M. n=7 animais. *p< 0,05 e *** p< 0,005; comparado
ao veiculo (DMSO 10%).
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Figura 5: Efeito do AAT ou AAS (0,17 mmol/kg, v.0) na inibicdo da
producéo de tromboxano A, em sangue total de ratos tratados. Dosagem realizada
trés horas apos a administragcdo. Os resultados representam a média + E.P.M. n=5

animais. *** p< 0,01 comparado ao veiculo (DMSO 10%).
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3.2 — Avaliagao do efeito bloqueador dos adrenoceptores 31

A poténcia (que é representada pela concentragao do agonista que produz
50% da resposta maxima) e a resposta maxima do isoproterenol (ISO) foram
avaliadas em atrios direitos isolados na auséncia ou na presenca de atenolol e

AAT nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 uM.

A figura 6 mostra as curvas concentragc&o-efeito ao ISO na auséncia ou na

presencga do atenolol e AAT.
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Figura 6: Curvas concentragcdo-efeito ao isoproterenol em atrios direitos
isolados na auséncia (controle) ou presenca de AAT (painel superior) ou Atenolol
(painel inferior) nas concentragdes de 0,1, 1 ou 10 uM . Os dados representam as

meédias + E.P.M. de 4 experimentos. *, p<0,05 comparado ao grupo controle.
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Nem a poténcia, nem a resposta maxima ao ISO foram alteradas na
presenca das diferentes concentracdes de AAT. No entanto, a adi¢gdo do atenolol
determinou deslocamento das curvas concentracao-efeito ao ISO para a direita,
de maneira dose-dependente. A poténcia do ISO foi significativamente reduzida
(p<0,05) nas concentragdes 1 uM (pECS50: 8,09 £ 0,02 ) e 10 uM de atenolol
(PECs0 7,17 £ 0,02) comparadas ao grupo controle (pECsg 9,38 £ 0,27), mas nao

houve alteragdes significativas na resposta maxima ao 1SO.

3.3 - Avaliacao do efeito anti-hipertensivo

A administragdo de L-NAME causou aumento crescente e significativo na
pressao arterial média (PAM) em todos os grupos experimentais, quando
comparados aos do grupo controle (Figura 7).

O tratamento crénico com AAT realizado durante as 4 ultimas semanas de
administracao do L-NAME, quando a hipertensdo esteve previamente instalada,
nao teve um efeito significativo na diminuicdo da pressao arterial média ou
sistdlica. No entanto, no grupo tratado com atenolol houve uma diminuigdo
significativa da pressao arterial média observada desde a primeira semana de

tratamento.

3.3.2 — Efeitos na Frequéncia Cardiaca

Em relagdo a frequéncia cardiaca (Figura 8), observamos que apenas 0s
animais tratados concomitantemente com L-NAME e atenolol apresentaram desde
a primeira semana de tratamento redugdes significativas na frequéncia cardiaca
em comparagao ao grupo controle. O AAT nao reduziu a frequéncia cardiaca, e o
grupo L-NAME apresentou redugdes significativas na frequéncia cardiaca desde o

inicio do tratamento.
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3.3.1. Efeitos na presséao arterial média (PAM)
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Figura 7: Valores de pressao arterial média (PAM) de ratos hipertensos ao
longo de 4 semanas de tratamento com 0,37mmol/kg/dia de atenolol (o), AAT (o),
AAS (m) ou veiculo: grupos L-NAME (e) ou controle (V). A hipertensédo foi
induzida através da adigdo de L-NAME na agua de beber. A seta indica o comecgo
do tratamento com as drogas duas semanas apés o inicio do tratamento com L-
NAME. O grupo controle bebeu agua autoclavada sem qualquer aditivo. Os
resultados s&o expressos como meédia + E.P.M. n = 5 - 8 animais por grupo.

*p<0,01 comparado ao grupo controle e #5<0,01 comparado ao grupo L-NAME.
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Figura 8: Valores porcentuales da frequéncia cardiaca (bpm) de ratos
hipertensos ao longo de 4 semanas de tratamento com 0,37 mmol/kg de atenolol
(o), AAT (o), AAS (m) ou veiculo: grupos L-NAME (e) ou controle (V). A
hipertensao foi induzida através da adicdo de L-NAME na agua de beber. A seta
indica o comego do tratamento com as drogas duas semanas apds o inicio do
tratamento com L-NAME. O grupo controle bebeu agua autoclavada sem qualquer
aditivo. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. n= 5-8 animais por
grupo. *p<0,05 e ***p<0,01; para o grupo atenolol comparado ao controle. .

*p<0,05 e *p<0,01 para o grupo L-NAME comparado ao controle
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3.4 - Avaliacao farmacocinética

3.4.1 - Demostracédo dos cromatogramas

A figura 9 mostra tipicos cromatogramas obtidos por LC-MS/MS (cromatografia
liquida acoplada a espectrometia de massas em “tandem”) de massas obtidos
mediante MRM (multiple reaction monitoring) em massa/carga dos analitos e seus
padrdes internos. As transicbes MS/MS usadas e os tempos de retencao

observados estio descritos na tabela 2.
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Figura 9: Cromatograma LC-MS/MS representando a avaliagdo das
amostras do controle de qualidade com nivel médio de analitos, obtidos em MRM
através de massa/carga e o tempo de retencéo. (a) AAS, (b) AS (c) acido cinamico
(d) AAT (e) atenolol e (f) nadolol.
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Tabela 2: Valores da massa de cada analito e de seu ion fragmento principal, e

descrigao dos tempos de retengdo observados.

Valores do ion precursor e produto Tempo de retencéo
(massal/carga) (min)
Salicilato de Atenolol 387,3 >267,10 2,27+ 0,1
Atenolol 267,10 > 145,30 2,10 +0,1
AAS 179,20>92,90 2,03+0,1
AS 137,10>92,9 2,72+0,3

3.4.2 - Determinacao dos Espectros de Massas

A analise MS/MS dos analitos (AAT, AAS, atenolol e AS) e dos seus
padrdes internos (nadolol e acido cindmico) foi realizada pela sele¢cao dos valores
m/z para os ions e a posterior indugao destes a fragmentacao na célula de colisdo
usando gas nitrogénio, apdés a qual os fragmentos foram detectados no terceiro
quadrupolo do espectrdbmetro de massas. As figuras 10 e 11 mostram os
espectros dos ions produtos dos analitos e seus padrdes internos.

Para a detecgao quantitativa dos analitos e padrdes internos, as transicoes
mais abundantes dos ions moleculares e seus fragmentos (mostradas na tabela 2)

foram escolhidas.
3.4.3 - Curvas de Calibragao
Neste método a curva de calibragao foi linear com coeficiente de correlagéo

de 0,999, para atenolol e salicilato de atenolol e 0,997 para AAS e acido

salicilico.
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Espectro de massas dos principais fragmentos obtidos por MRM

das moléculas de (A) AAS m/z 179 (fragmento m/z 93); (B) acido salicilico m/z 137

(fragmento m/z 93) e (C) acido cindmico m/z 147 (fragmento m/z 102).
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3.4.4 - Avaliagdo dos Parametros Farmacocinéticos
3.4.4.1 - Analise dos Parametros Farmacocinéticos do Atenolol

O tracado da curva concentracdo-tempo e os parametros farmacocinéticos
do atenolol nos grupos Atenolol e AAT estdo representados na figura 12 e na
tabela 3. Os valores da area sob a curva (ASCy.»4) do atenolol para os grupos
tratados com atenolol ou AAT foram: 8724,0 + 1106,6 pg/l e 137,36 + 23,53 g/l
respectivamente. A media da ASCy.24 do atenolol calculado no grupo tratado com
AAT correspondeu a 1,57 % da ASCg.»4 dos animais tratados com atenolol.

Os valores da concentragcdo ao tempo zero (Cp) de atenolol foram 6271,9 +
4030,8 e 329,5 + 61,5 pug/l para o grupo Atenolol e AAT respectivamente. Em
adicdo, os valores do tempo médio de eliminagao (T'2) foram 5,02 + 0,23 e 1,3 £

0,76 h para o grupo de Atenolol e AAT, respectivamente.

Tabela 3: Parametros farmacocinéticos calculados para o atenolol apds
administracdo endovenosa de 11,2 ymol/kg de AAT ou atenolol em Beagles. Os
valores sdo expressos como a media + E.P.M. n=3 animais por grupo. = p<0,01

comparado ao grupo atenolol.

Parametro Atenolol
Farmacocinético Grupo AAT Grupo atenolol
Co (ng/l) 329,50 + 61,48~ | 6271,99 + 4030,79
ASCoosn (ngh/l) | 137,36 +23,537 | 8724,00 + 1106,6
ASCo... (ugh/l) 145,39 +24,43 | 8847,00 + 1341,97
Ti12 (h) 1,30 £0,76" 5,02 + 0,23
Ke (1/h) 0,64 +0,28 0,14 + 0,01
Vd (I/kg) 59,36 + 23,93 2,49 + 0,32
Cl (I/h/kg) 33,6 + 5,24 0,34 +0,05
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Figura 12: Concentragdes plasmaticas de atenolol apdés administragéo i.v.
(bolus) de 11,2 umol/kg de atenolol (e) ou AAT (o) em Beagles. Os valores séo

expressos como média = E.P.M., n=3.

3.4.4.2 - Andlise dos Parametros Farmacocinéticos do Acido Salicilico (AS)
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Figura 13: Concentragdes plasmaticas de acido salicilico apés administragéo
i.v. (bolus) de 11,2 umol/kg de AAS (¢) ou AAT (o) em Beagles. Os valores sao

expressos como a média + E.P.M., n= 3.

O tragado da curva concentragdo-tempo e os parametros farmacocinéticos
do AS nos grupos AAS e AAT sao apresentados na figura 13 e tabela 4. Os
valores da area sob a curva (ASCo-24) do AS para os grupos tratados com AAS ou
AAT foram 15182,61 + 7099,63 e 110,87 + 82,87 respectivamente. A ASCy.p4 do
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AS calculada no grupo tratado com AAT corresponde a 0,73% da ASCy.p4 dos
animais tratados com AAS.

Os valores da concentragdo ao tempo zero (Cyp) do AS foram 5098 =+
444 .44 e 132,57 + 60,08 pug/l para o grupo AAS e AAT respectivamente. Em
adicdo, os valores do tempo médio de eliminagao (T+;) foram 1,73 + 0,61 € 0,83 +

0,28 para o grupo de AAS e AAT, respectivamente.

Tabela 4: Parametros farmacocinéticos calculados para o acido salicilico apdés
administracdo endovenosa de 11,2 ymol/kg de AAT ou AAS em Beagles. Os
valores sdo expressos como a média £ E.P.M. n= 3 animais por grupo. ***p<0,01 e

*p<0,05 comparado ao grupo AAS

Parametro Acido Salicilico

Farmacocinético Grupo AAT Grupo AAS
Co (ng/l) 132,57 + 60,08*** | 5098,70 + 444,44
ASCo.24n (ugh/l) | 110,87 +82,87* | 15182,61 + 7099,63
ASCo-» (ugh/l) 159,35 + 85,61 | 15366,82 + 5805,49
Tarz (h) 0,83+ 0,28 1,73+ 0,61
Ke (1/h) 0,89+ 0,29 0,44 £0,18
Vd (I/kg) 42,63 + 18,40 0,37 £ 0,04

3.4.4.3 - Analise dos Parametros Farmacocinéticos do Salicilato de atenolol (SAT)

O tragado da curva concentragdo-tempo e os parametros farmacocinéticos
do SAT no grupo AAT séao apresentados na figura 14 e tabela 5. O valor da area
sob a curva (ASCo.24) do SAT obtido foi 2849,03 + 405,24 ugh/l, enquanto que o
valor ao tempo zero (Cp) foi de 7583,09 + 2154,2 ug/l. O tempo médio de
eliminacao (T'2) foi 8,16 + 3,56 h.
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Figura 14: Concentragdes plasmaticas de salicilato de atenolol apos

administragao i.v. (bolus) de AAT (11,2 ymol/kg) em Beagles. Os valores sao

expressos como média + E.P.M., n= 3.

Tabela 5: Parametros farmacocinéticos calculados para o Salicilato de atenolol

apos administracédo endovenosa de AAT em Beagles. Os valores sao expressos

como a média + E.P.M.

Parametro

Farmacocinético

SAT

Grupo AAT

Co (ngl)
ASCo.24n (ngh/l)
ASCo., (ughfl)
T% (h)

Ke (1/h)

Vd (I/kg)

Cl (I/h/kg)

7583,09 + 2154,24
2849,03 £ 405,24
3163,88 + 520,10
8,16 = 3,56
0,10 £0,05
1,65+ 0,27
1546,50 + 268,88
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3.5 - Metabolizagao In Vitro em Diferentes Fragoes Hepaticas

A concentracdo protéica nas fragdes subcelulares hepaticas foi
quantificada utilizando-se o método de Lowry. As concentragdes em mg/ml foram
de 40,65; 28,0 e 22,5 nas fragbes microssomal, S9 e citossodlica, respectivamente.

A concentragdo de citocromo P450 foi determinada por espectrofotometria
pelo método de Omura & Sato utilizando o comprimento de onda de 400 a 600nm,
as concentragdes quantificadas foram: 77,3; 4,7 e 0,21 nmol/mg proteina nas

fragbes microssomal, S9 e citossdlica respectivamente (Figura 15).

citosol

002+ microssoma
0.025+
0.000]
8 0.01 3
< <
-0.025-
0.00- -0.050-
) T T T 1 r T T T 1
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
nm nm
S9
0.025+
-0.000+
[72]
£ -0.025
-0.050+
-0.075-
) T T T 1
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nm

Figura 15: Espectros caracteristicos de monoxido de carbono das fracoes
subcelulares hepaticas (S9, citossol e microssoma) reduzidas com ditionite de
sédio. A concentragao de citocromo P450 foi de 77,3; 4,7 e 0,21 nmol/mg proteina

nas fragdes microssomal, S9 e citossolica respectivamente.

82



Primeiramente, foi desenvolvido um método de CLAE em fase reversa para
a analise dos metabdlitos nas fragdes hepaticas. O perfil cromatografico mostrado
na figura 16b foi obtido a partir de um extrato da fragdo microssomal contaminado
com uma mistura de AAT e seus possiveis metabdlitos: atenolol, AAS e acido
salicilico. O gradiente utilizado separou eficientemente todos os analitos sem
interferéncia da matriz microssomal. Observa-se, também, a presenca de um pico
com tempo de retengao (TR) diferente ao dos padrdes injetados (TR 14,1 min).

O AAT foi depois incubado com as diferentes fracbes hepaticas sob
condigbes aerodbicas e na presenga de cofatores eletrogénicos (NADPH, NADH) e
a formagao dos metabdlitos foi monitorada através de CLAE com detector UV aos
254 e 280nm, apos diferentes tempos de incubacao.

O perfil cromatografico do extrato microssomal, em relagdo aos 60 min de
incubacgao (Figura 17c) evidenciou a presenga de trés compostos com tempos de
retencao diferentes ao AAT, atenolol, AAS ou AS. O composto com TR 14,1 min
(M1) foi o metabdlito mais abundante, enquanto que os outros dois metabdlitos
com TR 12,7 min e 11,4 min (M2 e M3 respectivamente) foram espécies
metabdlicas menores formadas apenas na fragado microssomal, mas nao na fragao
S9 nem no citosol (Figura 17a, 17b).

al ]

BAT

Figura 16: Separacdo do AAT e seus possiveis metabdlitos na fragéo
microssomal utilizando CLAE. (a) Branco da fracdo microssomal; (b) Fracdo

microssomal contaminada com 50 uM de AAT, AAS, AS e atenolol.
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Figura 17: Perfis cromatograficos da metabolizagao do AAT aos 60 minutos

de incubacéao nas fragdes subcelulares hepaticas, a) S9, b) citosol ¢) microssoma.
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Por tanto, para elucidar a massa exata de M1, M2 e M3, foi feita a infusédo
dos picos dos metabdlitos isolados (mediante CLAE) no espectrometro de massa
e tempo de vbo e as vias de fragmentagao dos trés metabdlitos foram estudadas
por MS/MS.

Uma mudanca na massa exata entre cada um dos metabdlitos
desconhecidos e o AAT foi determinada para predizer a composigcao elementar do
metabdlito. O conhecimento da estrutura do AAT facilitou a elucidacdo das
estruturas dos metabdlitos. Assim, a confirmacao de um metabdlito proposto foi
realizada pela concordancia entre a sua estrutura proposta, a massa exata, e a
composigao elementar de cada ion no espectro de massas.

No caso de M1, a massa exata determinada para este metabdlito foi
387,1905 Da, composicdo elementar Cz1H26N2Os erro: 3,8 ppm em relacédo a
massa tedrica monoisotopica de 387,1920 Da, e foi obtida apds a perda de 43 Da
(CoH30, grupo acetila) desde o AAT ([M+H]" m/z 429,2025 C,3H2sN2Og). Isto
confirmou que M1 corresponde a molécula desacetilada do AAT: Salicilato de
Atenolol (SAT) (Figura 18).

Em relacdo a M2 e M3, foi determinada a massa nominal de m/z 403 para
ambos metabdlitos, as massas exatas destes compostos foram m/z 403,1880 (M2)
e m/z 403,1887 (M3) (Figura 19). A mudanga na massa para cada metabdlito foi
de 16 Da, em relagdo ao salicilato de atenolol, o que sugeriu a formagdo de
metabdlitos monooxigenados com a composigao elementar de Cz1H2sN20s (Massa
tedrica monoisotopica de 403,1875 Da, erro -2,7 ppm para M2 e -4,4 ppm para
M3). Devido a presenca do sistema regenerador NADP+ durante a incubacgao,

produtos de oxidagcao eram esperados.

O espectro MS/MS do metabdlito 2 mostrou um fragmento importante na
m/z 283,16 que corresponderia a massa molecular da molécula de atenolol
hidroxilada (hidroxiatenolol), a oxidagdo teria lugar no grupo acetamida
(subunidade atenolol). O espectro MS/MS de M3 mostrou sinal apenas na m/z
267,17, o que demonstra que este metabdlito € provavelmente oxidado no anel
benzénico da subunidade acido salicilico, devido a que a subunidade atenolol foi

mantida intacta apos a fragmentagao (Figura 19).
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Figura 18: Espectro MS/MS do metabdlito do aspirinato de atenolol formado

fragcbes hepaticas S9, citossdlica e microssomal, denominado M1. O

metabdlito corresponde ao salicilato de atenolol m/z 387, formado mediante a

desacetilacdo do AAT.
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Figura 19: Espectro MS/MS e principais vias de fragmentagdo dos

metabdlitos do aspirinato de atenolol formados na fragdo microssomal. Ambos

metabdlitos com m/z 403, correspondem a derivados hidroxilados do salicilato de

atenolol denominados M2 (painel inferior) e M3 (painel superior).
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A cinética da metabolizacdo do AAT determinada pela quantificacdo da
area do pico da droga e seus metabdlitos aos diferentes tempos de incubagéao
estudados (Figura 20), indicou que AAT segue uma biotransformacéo completa e
imediata originando salicilato de atenolol, dentro dos primeiros 5 minutos de
incubacdo. Aparentemente o salicilato de atenolol foi depois metabolizado e
transformado nos seus metabdlitos hidroxilados, cuja formacéao foi dependente do

tempo e paralela a cinética da desaparicao de salicilato.

7.5%x10°% —— AAT
—a— Salicilato de atenolol

o —O— Hidroxi-salicilato de atenolol
2 5.0x105 . o
o . —e— Hidroxi-salicilato de atenolol
[e]
o
P 5
©  25%x105
<

0- A 7 7

T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Tempo (min)

Figura 20. Cinética da metabolizagdo do AAT em microssoma de figado de

rato. Cada valor representa as médias + D.P. para 3 experimentos.
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3.6 - Experimentos de Hidrélise

3.6.1 - Estudos Cinéticos em Solugbes Tampao Aquosas

A hidrdlise do AAT foi monitorada em solugdes aquosas a 37°C na faixa de
pH compreendida entre pH 2,5 - 9,4 (Tabela 6). Foi observado que a hidrdlise do
AAT segue uma cinética de pseudo primeira ordem em varias meias-vidas.

Os gréficos de pseudo primeira ordem para a decomposi¢cdo do AAT foram
construidos plotando o logaritmo do éster (AAT) remanescente versus tempo. As
constantes de pseudo primeira ordem (kobs) aparecem na tabela 6.

Como era esperada, uma correlagdo positiva entre o pH da solugéo e a
constante foi observado. O AAT exibiu alta estabilidade aquosa em todos os

valores de pH, ao pH de 2,5 a meia vida foi 56,5 h.

Tabela 6: Constantes de pseudo-primeira-ordem e os correspondentes tempos de

meia vida para a hidrélise do AAT em solugdes aquosas de diferente pH a 37°C.

pH Kobs (h™) ti2(h)*
2,5 12,27 x 10 56,47
5,0 26,41 x 10°° 26,24
7.4 27,85x 10°° 24,88
9,4 108,0 x 107 6,41

*T12-0,693/(kobs)

3.6.2 - Estudos Cinéticos em Plasma Humano

O AAT seguiu uma rapida hidrélise em solugdo de plasma humano (T2 7,6
min), produzindo salicilato de atenolol (SAT) como seu Unico metabdlito (Figura
21). Nao houve liberagao de AAS ou acido salicilico (AS).

A hidrdlise foi suprimida (T2 421,5 min) quando o AAT foi incubado na
presenca do inibidor de esterase neostigmine na concentracédo 3 uM, indicando
que a hidrélise do AAT deva-se presumivelmente a presenga de

pseudocolinesterase plasmatica (Tabela 7).
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Tabela 7: Constantes de pseudo-primeira-ordem e os correspondentes tempos de
meia vida para a hidrélise do AAT em solugao tampao pH 7,4 contendo 10% de

plasma humano a 37°C.

Plasma Humano 10% Plasma Humano 10% +
Neostigmine
K obs min™" (x107) 9,1 0,16
T% min” 7,6 4215

*k obs (constante de pseudo primeira ordem) calculada a partir do “slope” de plots
lineares do logaritmo do ester (AAT) remanente versus tempo.
* T (tempo de meia vida) calculado: 0,693/kobs

100+ —=— AAT
@ 801 —— SAT
8
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n
- 40+
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20
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Figura 21. Curso em relagao ao tempo do AAT e seu produto de degradacgéo
salicilato de atenolol (SAT) durante a hidrélise do AAT em solugao tampéo pH 7,4
contendo 10% plasma humano a 37°C. Cada valor representa as médias + D.P.

para 3 experimentos.

3.7 - Teste de Ames

O AAT apresentou-se negativo no teste de Ames quando submetido ou néo
a ativagcao metabdlica, nenhuma das cepas foram revertidas.
Os controles positivo e negativo atuaram como esperado oferecendo dados

comparaveis e confiaveis.
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3.7.1 - Teste de Ames com ativagcao metabolica

Tabela 8: Teste de Ames com ativagado metabdlica

Dose/ Média de » ..
Cepa | Composto placa S9 | coldnias DP Razado | Toxicidade
revertentes
DMSO + 10 48
AAT 500 ug | + 6 40 0,6
AAT 250 ug | + 9 29 0,8
TA1535 AAT 125ug | + 7 23 0,6
AAT 625ug | + 11 42 1,1
AAT 31,25 ug| + 9 11 0,9
2AA 5 ug + 14 26 1,4 T
DMSO + 5 45
AAT 500 ug | + 4 42 0,8
AAT 250 pg | + 6 17 1,3
TA1537 AAT 125ug | + 4 63 0,8
AAT 62,5ug | + 5 12 1,0
AAT 31,25 ug| + 5 11 1,1
2AA 5 ug + 31 39 6,5 T
DMSO + 7 40
AAT 500 ug | + 12 55 1,6
AAT 250 pg | + 19 15 2,7
TA98 AAT 125ug | + 12 24 1,7
AAT 62,5ug | + 6 24 0,9
AAT 31,25 ug| + 13 40 1,8
2AA 5 ug + 216 - 30,9 T
DMSO + 106 11
AAT 500 ug | + 116 12 1,1
AAT 250 ug | + 133 23 1,3
TA100 AAT 125pug | + 121 11 1,1
AAT 625ug | + 121 24 1,1
AAT 31,25 ug| + 115 15 1,1
2AA 5 ug + 1414 9 13,3 T
DMSO + 381 24
AAT 500 ug | + 373 7 1,0
AAT 250 ug | + 487 21 1,3
TA102 AAT 125pug | + 327 23 0,9
AAT 62,5ug | + 331 20 0,9
AAT 31,25 ug| + 312 10 0,8
2AA 5 ug + 1458 23 3,8 T

2-aminoantraceno (2AA), azida sodica (NaN;), 9-aminoacridina (9AA), 2-nitrofluoreno

(2NF), mitomicina C (MMC), toxico (T), moderadamente téxico (Tm).
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3.7.2 - Teste de Ames sem ativagdao metabdlica

Tabela 9: Teste de Ames sem ativagao metabdlica

Dose/ Médnia_de = . .
Cepa | Composto placa S9 | coldnias DP Razao | Toxicidade
revertentes
DMSO - 7 14
AAT 500 ug - 8 8 1,1
AAT 250 pg - 8 25 1,1
TA1535 AAT 125 g - 5 16 0,6
AAT 62,5ug | - 11 7 1,5
AAT 31,25 ug| - 10 0 1,4
NaNj; 1 ug - 305 9 43,6 T
DMSO - 2 50
AAT 500 ug - 4 43 2,0
AAT 250 pg - 4 - 2,0
TA1537 AAT 125 ug - 2 0 1,0
AAT 62,5ug | - 4 61 1,8
AAT 31,25 ug| - 5 28 2,5
9AA 50 pg - - - - T
DMSO - 14 21
AAT 500 ug - 12 6 0,8
AAT 250 ug - 12 47 0,9
TA98 AAT 125 ug - 14 0 1,0
AAT 62,5ug | - 15 38 1,1
AAT 31,25 ug| - 10 7 0,7
2NF 0,5 ug - 112 8 8,0
DMSO - 105 21
AAT 500 ug - 115 13 1,1
AAT 250 pg - 97 14 0,9
TA100 AAT 125 pg - 113 6 1,1
AAT 62,5ug | - 99 26 0,9
AAT 31,25 ug| - 74 34 0,7
NAN;, 1 ug - 518 2 4,9 T
DMSO - 333 27
AAT 500 ug - 299 17 0,9
AAT 250 pg - 299 2 0,9
TA102 AAT 125 ug - 353 4 1,1
AAT 62,5ug | - 366 9 1,1
AAT 31,25 ug| - 312 2 0,9
MMC 0,5 g - 628 8 1,9 T

2-aminoantraceno (2AA), azida soédica (NaN;), 9-aminoacridina (9AA), 2-nitrofluoreno

(2NF), mitomicina C (MMC), toxico (T), moderadamente toxico (Tm).
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3.8- Avaliacao do efeito ulcerogénico gastrico.

3.8.1. Administragdo aguda
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g
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Veiculo AAS AAT
Figura 22: Efeitos ulcerogénicos gastricos do AAT em ratos apos
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tratamento agudo com AAT ou AAS (0,66 mmol/kg, gavagem oral) ou veiculo
(DMSO 30%). Os estobmagos foram examinados 3h apds administragdo. As lesdes
gastricas foram quantificadas pela determinagdo do indice de lesdo. Os valores
representam a média £ E.P.M. n= 5. *p< 0,05 comparado com o grupo tratado com
AAS.

3.8.2. Administracao crénica.
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Figura 23. Efeitos ulcerogénicos gastricos do AAT em ratos apos
tratamento crénico. AAT, AAS (0,37 mmol/kg) ou veiculo (DMSO 30%) foram
administrados por gavagem oral diaria durante 4 semanas. Todos os animais
receberam adicionalmente L-NAME (20mg/rato/dia) na agua de beber. Os
estbmagos foram examinados 3 h depois da ultima dose. As lesbes gastricas
foram quantificadas pela determinacdo do indice de lesdo. Os valores

representam a média + E.P.M. n= 5.
com AAS.

p< 0,01 comparado com o grupo tratado
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Grupo AAT

Grupo AAS

Figura 24. Avaliacdo das lesGes na mucosa gastrica. Fotos de estdbmagos de
ratos ilustrando a extensao das ulceragdes gastricas induzidas pela administragcao
cronica durante 4 semanas de veiculo (DMSO 30%), 0,37 mmol/kg de AAT ou

AAS.
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O efeito ulcerogénico gastrico foi avaliado apds administragdo oral de AAS e AAT.
Os dados obtidos apdés administragdo aguda e crbnica das drogas estdo
apresentados nas figuras 22 e 23. Os resultados mostram uma diferenca
significativa no indice de lesdo do AAT em relagédo ao AAS (p<0,05 no tratamento
agudo e p<0,01 no tratamento cronico).

As lesbes produzidas nos estdbmagos dos ratos tratados durante 4 semanas
com AAT ou AAS foram detectaveis macroscopicamente e sao mostradas na
Figura 24. As lesbes observadas foram confirmadas mediante a examinagao
microscopica dos tecidos e imagens caracteristicas sdao mostradas na Figura 25;
gastrite moderada com presenga de petéquias e esofagite aguda foi observada
nos estdmagos de animais que receberam AAS e leve nos animais que receberam
AAT, as lesdes apresentavam infiltragcdo de leucécitos polimorfonucleares e
congestao moderada dos vasos da mucosa gastrica, assim como hemorragia na

lamina propria da mucosa gastrica.
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Figura 25. llustragcdes das lesdes caracteristicas do dano na mucosa gastrica,

originadas pela administracdo de 0,37 mmol/kg de AAT durante 4 semanas.
Avaliagao por microscopia o6tica. A e B) infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares
C) hemorragia na lamina propria da mucosa gastrica e D) congestdo moderada

dos vasos da mucosa gastrica.
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4. DISCUSSAO

Os aspirinatos cardioativos (GILMER e BIRNE, 1997) constituem um
modelo de acoplamento do acido acetilsalicilico (AAS) com drogas prescritas
concomitantemente na profilaxia e tratamento de doencas cardiovasculares.
Baseados nesta estratégia, o aspirinato de atenolol (AAT) foi sintetizado mediante
a esterificagao direta do acido carboxilico do AAS com uma molécula de atenolol
(bloqueador dos adrenoceptores 31).

O aspirinato de atenolol atuaria como pro-droga muatua que in vivo
regeneraria AAS e atenolol por hidrolise enzimatica ou ndo enzimatica e
melhoraria as propriedades farmacocinéticas, o efeito farmacologico que as
drogas possuem separadamente e diminuiria o risco de sangramento
gastrintestinal e toxicidade associada com AAS.

Neste trabalho, foram avaliadas as propiedades farmacolégicas do
aspirinato de atenolol como droga antitrombdtica e anti-hipertensiva comparando-
as com as propriedades farmacologicas do AAS ou atenolol.

A agregagao plaquetaria induzida pelo acido araquiddnico foi usada para
avaliar os efeitos do AAT na ativagdo plaquetaria dependente de tromboxano,
desde que esta via metabdlica é inibida pelo AAS em concentracbes muito baixas
(MINUZ et al., 1995).

Verificamos em nossos experimentos que concentragdes de até 1000 uM
do AAT nao causaram inibicdo da agregacao induzida pelo acido araquidénico.
Por outro lado por concentragdes de AAS acima de 30uM foram capazes de abolir
a agregacao induzida por este agonista, apds diferentes tempos de incubacgéo.
Estes resultados sdo consistentes com a auséncia de um efeito direto na

ciclooxigenase plaquetaria, desde que o AAT em altas concentragdes nao reduziu
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a liberagao de tromboxano A, induzida pelo acido araquidénico, avaliado através
da quantificagdo da concentracdo de TXB, no sobrenadante do agregado,
sugerindo que in vitro a droga nao teria afinidade pelo sitio ativo da COX-1

plaquetaria.

Isto poderia se dever ao fato de que na molécula de AAT o grupo
carboxilato do AAS encontra-se formando a ligagao éster com o atenolol. Desta
forma, o AAS nao poderia interagir com a Arg-120 da COX-1 passo inicial e
importante para a acetilagdo do residuo Ser-130 (GARAVITO et al., 1999,
MANCINI et, al 1995) e posterior inibicdo da oxidagao do acido araquiddnico pelo
AAS, consequentemente, apenas quando o AAS é liberado poderia ter algum
efeito inibitorio da COX-1.

Entretanto, no modelo ex-vivo em camundongos e ratos tratados oralmente
com doses unicas de AAT, a producéo plaquetaria de TXA; foi significativamente
inibida em 52% e 67% quando foram administradas doses de 0,28 e 0,17 mmol/kg
em camundongos e ratos respectivamente; no entanto, este efeito inibitorio foi
menor quando comparado com o AAS. Os efeitos inibitorios na sintese de
tromboxano no modelo ex-vivo, sugerem que in vivo o ATA atuaria como pro-
droga de AAS e provavelmente sofra hidrolise parcial no grupo carboxila acido na
ligacdo éster com o atenolol, liberando AAS. O efeito obtido deve-se
principalmente a que o AAS possue um efeito inibitorio de agéo pré-sistemica (pré-
absor¢do da droga) acetilando as plaquetas que passam através dos capilares
intestinais, estas plaquetas sdo expostas a concentracbes maiores de AAS
diferente das plaquetas presentes na circulagdo periférica (PEDERSEN e
FITZGERALD, 1984).

O acoplamento com o AAS aboliu completamente a atividade bloqueadora
In vitro da molécula de atenolol, como demonstrado na avaliacdo funcional dos
efeitos do AAT na resposta cronotrépica em atrios direitos isolados de ratos. O
AAT nao diminuiu a poténcia ao isoproterenol em nenhuma das concentragdes

testadas.
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Em ratos, tem sido demonstrado que a inibi¢cdo crénica da sintese de 6xido
nitrico pela administragéo crénica de L-NAME (PALMER et al., 1988; PALMER et
al., 1987, REES et al., 1989), por 4-6 semanas € um modelo complexo e bem
estabelecido de hipertensao arterial (RIBEIRO et al., 1992, BAYLIS et al., 1992) e
miocardiopatia hipertensiva (ARNAL et al., 1993; PECHANOVA et al., 1999).
Neste modelo o atenolol demonstrou eficiéncia como anti-hipertensivo e protetor
da musculatura cardiaca reduzindo notadamente a hipertensdo causada por
administragao prolongada de L-NAME (PACCA et al., 2002).

O AAT, testado no modelo de hipertensao induzida pelo tratamento cronico
com L-NAME, nao teve efeitos significativos na diminuigdo da pressao arterial
meédia e frequéncia cardiaca. A ineficiéncia do aspirinato de atenolol sugere que
provavelmente ndo houve liberagdo de atenolol in vivo ou quantidades

insuficientes foram liberadas desde a molécula de AAT.

A avaliagcédo da estabilidade do AAT determinada pela cinética da hidrdlise
plasmatica e aquosa da droga, nos permitiu entender a ineficiéncia da molécula
nos modelos farmacoldgicos in vitro. Nossos resultados mostraram que o AAT
segue uma rapida e completa hidrolise no grupo o-acetila, gerando salicilato de
atenolol (SAT).

O SAT também foi o principal metabdlito formado na metabolizagc&o
hepatica in-vitro e na avaliagdo da farmacocinética apdés administracao
endovenosa. A massa exata do SAT foi elucidada utilizando-se espectrometria de
massa por tempo de véo (TOF).

Os experimentos de hidrélise mostraram que o AAT foi estavel em solugdes
aquosas, no entanto foi rapidamente hidrolisado na solucdo diluida de plasma
humano (T2 7,6 min). A hidrolise do AAT no plasma esteve mediada pelas
esterases plasmaticas, na presenca de inibidor de esterase. A hidrdlise sofreu um
retardo importante (T'2 421,5 min). A esterificacdo do grupo carboxilico acido do
AAS aumenta drasticamente a velocidade de hidrdlise no grupo o-acetila de
maneira que a hidrélise na ligagcado éster com a droga esterificada € mais rapida
em relagdo a hidrélise do grupo acetila (NIELSEN e BUNDGAARD, 1989) . O

blogueio do grupo carboxila (neutralizagao da carga negativa da molécula de AAS)
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por esterificagdo, faz o grupo ester acetila extremadamente susceptivel a clivagem
enzimatica (GILMER et al., 2001).

Apos incubacdo com figado de rato, o AAT foi completamente
biotransformado em SAT nos primeiros 5 minutos e em todas as fracdes
subcelulares hepaticas. O SAT foi depois metabolizado apenas na fragao
microssomal gerando dois metabdlitos hidroxilados cuja formagéao foi dependente
do tempo e paralela a cinética de desaparicdo do SAT. A desacetilacdo do AAT
estaria também sendo mediada por esterases hepaticas.

A formacdo dos metabdlitos hidroxilados, aconteceria apenas na fracéo
microssomal devido a que esta fragdo contém uma alta concentragdo das enzimas
oxidativas metabolizadoras de drogas tais como citocromos P450. Estas enzimas
estdo ausentes na fragao citossélica, e € possivel que a sua baixa concentragao
na fracdo S9 ndo tenha permitido a formacdo destes metabdlitos ou que as
concentragcdes dos metabdlitos tenham sido inferiores aos limites de deteccéo do
meétodo analitico. As posi¢cdes de oxidagao foram consideradas com base nas
massas dos fragmentos obtidos apdés andlise MS/MS e nas vias metabdlicas
descritas na literatura para o acido salicilico (HUTT et al., 1986) e para o atenolol
(REEVES et al., 1978).

A cinética apos administracdo endovenosa de AAT em Beagles revelou que
nas nossas condicdes experimentais, concentragcdes de AAS ou AAT nao foram
detectaveis nas amostras de plasma coletadas. Por tanto, para a quantificagédo do
salicilato nos grupos tratados com AAS o AAT a determinagéo foi centrada nos
niveis e cinética do AS, uma vez que AAS e AAT sao rapidamente hidrolisaveis
em plasma, como indicado pelos curtos tempos de meia vida do AAS observado
em humanos (SIEBERT, 1983) e caes (MORTON, 1989) em concordancia com
nossos resultados de hidrolise plasmatica. Semelhantemente, foram encontradas
concentracdes de SAT em vez de AAT nas amostras de plasma de céo;
provavelmente a hidrolise de AAT e AAS ocorreu in vitro sendo inevitavel durante
os procedimentos de extragdo plasmatica.

Apoés a administracdo endovenosa de AAS ou atenolol, os valores de Cy
para o acido salicilico (AS) e atenolol foram 5209 + 715,56 e 3656 + 1187 g/l
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respectivamente; em contraste, os niveis plasmaticos apdés a administracdo de
uma dose equimolar de AAT foram obtidos em uma menor extenséo (Cp 121,89 +
46,23 ugl/l e 228,7 + 47,84 ug/l para AS e atenolol respectivamente).

A ASCy.24n calculada para o AS no grupo tratado com AAT correspondeu ao
0,71% da area calculada para o grupo que recebeu AAS. Similarmente, a ASCo.24n
do atenolol no grupo tratado com AAT correspondeu ao 1,44% da area calculada
para o grupo tratado com atenolol.

As concentragbes plasmaticas determinadas para o AS e atenolol no grupo
tratado com AAT, mostraram que ambos os compostos foram gerados apos a
clivagem da ligacdo éster benzoato na molécula de SAT, obtendo-se
concentragdes baixas comparadas aos niveis de concentragdo encontrados apos
tratamento com uma dose equimolar das drogas individualmente.

Na avaliagdo do potencial mutagénico, o AAT apresentou-se negativo no
Teste de Ames quando submetido ou ndo a ativacdo metabdlica, nenhuma das
cepas de Salmonella thiphymurium testadas foram revertidas.

O AAS e os antiinflamatérios ndo esteroidais, causam dano no estémago
como efeito colateral ndo desejado (LEVY, 1974; LANZA, 1984). Ha dois
componentes principais dos efeitos ulcerogénicos do AAS no estdmago: a acéo
irritante topica no epitélio e a supressao da biosintese de prostaglandinas
(DAVENPORT, 1969; VANE, 1971; OKABE et al., 1974). O AAS produz lesdes
gastricas quando € administrado por via oral, mas ndo por via parenteral,
demonstrando ser o primeiro efeito mais importante em causar o dano na mucosa
gastrica (LIGMUSKY et al., 1983). De fato, propriedades irritantes topicas podem
estar relacionadas a capacidade do AAS de diminuir a hidrofobicidade da camada
de gel mucoso no estdbmago, o que tem sido sugerido ser esta uma barreira
primaria ao dano induzido pelo acido (GODDARD et al., 1987). A gastrotoxicidade
também é devida a presenca do grupo carboxila na molécula de AAS, como
consequéncia, os derivados ésteres do AAS apresentam um dano gastrico
marcadamente inferior (WITHEHOUSE MW et.al., 1980).

Varios componentes da defesa da mucosa gastrica sao influenciados ou

mediados pelas prostaglandinas, incluindo o muco e a secregao de bicarbonato,
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fluxo sanguineo, crescimento e reparo do epitélio celular e fungcdo das células
imunes da mucosa (ROBERT, 1984). Portanto, € possivel que a inibicdo da
sintese de prostaglandinas conduza a uma redugdo na capacidade da mucosa
gastrica para se defender por si mesma contra agentes luminais.

O AAT administrado agudamente na dose de 0.66 mmol/kg ou apds
tratamento crénico de 4 semanas na dose de 0.37 mmol/kg, produziu dano
gastrico moderado, detectavel macroscopicamente. Apos o tratamento agudo, foi
observada uma notoéria expansao do volume do estdbmago nos animais que
receberam AAS, mas nao nos animais tratados com AAT. As lesbes observadas
foram confirmadas mediante a examinagdo microscépica dos tecidos. Gastrite
moderada com presenca de petéquias e esofagite aguda foi observada nos
estbmagos de animais que receberam AAS e moderada nos animais que
receberam AAT. As lesdes observadas apresentavam infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares e congestdo moderada dos vasos da mucosa gastrica, assim
como hemorragia na lamina propria da mucosa gastrica.

Os resultados de avaliagdo do efeito ulcerogénico do AAT mostraram uma
diferenca significativa no indice de lesdo do AAT em relagdo ao AAS (p<0,05 no
tratamento agudo e p<0,01 no tratamento crénico). E provavel que devido a
natureza éster da molécula de AAT a propriedade irritante topica foi reduzida
(auséncia do grupo carboxila) ou a que in vivo o AAT nao inibiu a sintese de
prostaglandinas tdo efetivamente quanto o AAS, como observado nos
experimentos de inibicdo da sintese de tromboxano ex-vivo em ratos e
camundongos.

Devido as relevantes diferencas obtidas entre o AAT e AAS ou atenolol na
caracterizagao farmacolégica e farmacocinética, concluimos que o AAT n&o atua
como pro-droga mutua de AAS e atenolol, e modificagées futuras na molécula
devem ser consideradas com a finalidade de desenvolver aspirinatos cardioativos

com potencial efeito farmacoldgico.
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5 - CONCLUSOES

Verificamos com este estudo que o aspirinato de atenolol ndo atua como

pro-droga mutua de AAS e atenolol quando avaliado como droga

antiplaquetaria e anti-hipertensiva.

O AAT mostrou efeitos antiplaguetarios menores ao AAS na inibicdo da
produgcdo de tromboxano estimulada ex-vivo, e n&o inibiu a agregagao
plaquetaria estimulada in vitro.

O acoplamento com o AAS aboliu o efeito antagonista in vitro dos
adrenoceptores B1 do atenolol e o efeito anti-hipertensivo no modelo de
hipertensao arterial induzida pela inibigdo crénica de NO.

O AAT foi principalmente biotransformado em salicilato de atenolol quando
submetido a hidrdlise plasmatica e aquosa, metabolismo hepatico in vitro e
apo6s administracdo endovenosa em caes.

O AAT e seu principal metabdlito salicilato de atenolol, ndo apresentaram
propriedades mutagénicas, obtendo-se resultados negativos no teste de
Ames.

O AAT nao produziu lesdes relevantes na mucosa gastrica em comparagao

com o AAS ap6s administragao oral aguda e cronica.
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