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ARTIGO ORIGINAL

FARMACOCINETICA DA ASSOCIACAO DE GLUCOSAMINA
E SULFATO DE CONDROITINA EM HUMANOS SADIOS DO
SEXO MASCULINO

PHARMACOKINETIC PROFILE OF GLUCOSAMINE AND CHONDROITIN SULFATE ASSOCIATION
IN HEALTHY MALE INDIVIDUALS

OpALy TorrOLETTO!, AGOSTINHO TAVARES?, DuLCE ELENA CASARINE, BEATA MARiE REDUBLO?, ARTUR BELTRAME RIBEIRO®

RESUMO

A osteoartrose é uma doenga cronica das articulagdes que, uma
vez instalada, leva seus portadores a uma incapacidade funcional
progressiva. Como os proteocondroitins sulfato sdo os maiores
constituintes das cartilagens, espera-se que com a ingestao de
glucosamina e condroitina haja uma melhora das condicdes
biolégicas desse tecido. Uma vez que nao temos conhecimento
de estudo da farmacocinética da administragcao oral dessa as-
sociagao em seres humanos, o objetivo deste trabalho foi avalia-la
utilizando a associacao entre o sulfato de glucosamina (SG) e o
sulfato de condroitina (SC) administrada a dois grupos de doze
voluntéarios sadios do sexo masculino (grupo | uma capsula de
(500 mg SG; 400 mg SC) e grupo Il quatro capsulas). Amostras
de sangue foram retiradas a intervalos de tempo pré-definidos até
48 horas pos-dose. O SG e 0 SC foram dosados no plasma pelo
método de DMMB (azul de 1,9,dimetildimetileno). A concentracéo
maxima foi atingida em 2 horas (média =SE; 0,893=+0,093 ug/mL,
grupo | e 2,222+0,313 ug/mL, grupo Il). As areas sob a curva
até 48 horas foram de 10,803=0,965 ug-hr/mL e 38,776+2,981
ug-hr/mL, respectivamente para os grupos | e Il. Os dois grupos
apresentaram um segundo pico apoés 18 horas, indicando circu-
lagéo éntero-hepética. Os nossos resultados indicam que essa
associagdo € absorvida por via oral por mecanismo saturavel, o
que pode facilitar o seu uso em tratamentos clinicos.

Descritores: Osteoartrose; Sulfato de condroitina; Glucosamina;
Proteoglicanos

INTRODUGAO

A osteoartrite € uma doenca cronica das articulagbes que leva
seus portadores a uma incapacidade funcional progressiva.
A doenga nao é sinbnimo de envelhecimento, mas, uma vez
instalada, progride com a idade!-®. Ela esta relacionada com a
perda da capacidade funcional das articulagdes, e é caracterizada
por dor constante. A auséncia de cura da osteoartrite faz com
que somente a dor seja tratada por meio de agentes topicos,
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SUMMARY

Osteoarthrosis is a chronic joint disease that, once patent, leads
to a progressive functional disability. As proteochondroitin sulfates
are the major contents of the cartilage, itis expected that the inges-
tion of glucosamine and chondroitin might improve the biological
status of that tissue. As we could not find any studies on the phar-
macokinetic profile of this association by oral administration route
in human beings, the objective of this study was to evaluate it by
using the association of glucosamine sulfate (GS) and chondroitin
sulfate (CS) given to two groups of twelve healthy male volunteers
(group I: one capsule containing 500 mg of GS and 400 mg of
CS; group II: four capsules with the same content). Blood samples
were collected at pre-determined time intervals up to 48 hours
post-dosing. GS and CS were measured in plasma by the DMMB
(1,9,dimethyl-dimethilene blue) method. Maximum concentration
was achieved within 2 hours (average = SE; 0.893+0.093 ug/mi,
group I; and 2.222+0.313 ug/ml, group Il). Areas under curve
up to 48 hours were 10.803+0.965 ug-hr/ml and 38.776+2.981
ug-hr/ml for groups | and Il, respectively. Both groups showed
a second peak after 18 hours, indicating an enterohepatic flow.
Our results indicate that this association is absorbed through the
oral route by a saturable mechanism, which can enable its use in
clinical treatments.

Keywords: Osteoarthrosis; Chondroitin Sulfate; Glucosamine;
Proteoglicans

antiinflamatérios, analgésicos tipo opidide e §-adrenérgicos,
agentes intra-articulares, como depocorticosterdides, hialuronato
e radionucleotides de emisséo beta. Tém sido utilizados também
glicosaminoglicanos sulfatados como sulfato de condroitina (CS)
e de glucosamina(GS)“9.Por outro lado , o tratamento cirlrgico
por meio de desbridamentos, ostertomias e préteses totais tém
surtido bons efeitos.

Glucosamina (N-acetil-glucosamina) é um produto do metabo-
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lismo da glicose e este produto de degradacéo € um dos constitu-
intes dos galato e glucosminoglicanos®. Os glicosaminoglicanos
séo polimeros lineares compostos por unidades dissacaridicas
repetitivas onde uma das unidades ¢ invariavelmente uma hexos-
Amina (D-glucosamina ou D-galactosamina) e a outra um acido
hexurdnico (glucurénico ou idurbnico) ou uma galactose em
sequéncia nao ramificada apresentando substituicoes de grupa-
mentos sulfatos em varias posigoes da cadeia polissacaridica®.
As trés unidades dissacaridicas: N-acetil-galactosamina-acido
hexurénico; N-acetil-glucosamina-acido hexurénico e N-acetil-
glucosamina-galactose representam as unidades basicas na
formacéo da cadeia dos glicosaminoglicanos. Os galactosmino-
glicanos, cuja hexosamina seréa sempre uma D-galactosamina,
sdo constituidos pela familia das condroitinas sulfato e os glu-
cosaminoglicanos, cuja hexosamina sera sempre uma D-glucos-
Amina, sdo constituidos pelo acido hialurénico, heparam sulfato,
heparina e queratam sulfato.

Na classe das condroitinas iremos encontrar os condroitina ndo
sulfatados, 4-sulfatados, 6-sulfatados e o dermatam sulfato.
As condroitinas sulfato séo formadas por unidades dissacaridicas
repetitivas de acido glucurdnico unidos por uma N-acetilgalacto-
samina e apresentam um éster sulfato na posicao 4- ou 6- e por
isso o polissacarideo formado recebe a designagao de condrotim
4-sulfato ou 6-sulfato.

As cadeias das condroitinas sulfato variam em seu comprimento
médio de um tecido para outro ou dentro do mesmo tecido. Em
geral, a massa molecular média das cadeias das condroitinas
sulfato diminui do jovem para o adulto, na cartilagem articular®.
Com excegéo do acido hialurénico todos os glicosamino e /ou
galactosaminoglicanos sao encontrados na forma de proteogli-
canos.

Os tipos de proteoglicanos na cartilagem apresentam-se com
diferentes volumes hidrodinamicos, fato este ligado ao numero
de cadeias de glicosaminoglicanos. E importante lembrar que a
maior parte dos glicosaminoglicanos encontrados em 0ssos e
cartilagens é constituida por condroitins sulfato.

Proteoglicanos (PGs) sdo macromoléculas complexas que con-
tém um esqueleto protéico com uma ou mais cadeias de glico-
saminoglicano, ligado covalentemente®'d. O esqueleto protéico
dos proteoglicanos tem uma localizagéo central na molécula e,
freqlentemente, fica apoiado a um “berco” formado pelas cadeias
dos glicosaminoglicanos.

Nas cartilagens, os condrdcitos sintetizam os vérios tipos de
proteoglicanos que formam juntos com a matriz colagénica um
complexo supramolecular que dao a este tecido a fungao de uma
mola biolégica capaz de resistir a forgas de alta compresséo, além
de estarem envolvidos no crescimento e remodelacéo do tecido.
As cartilagens tém um altissimo teor de proteoglicanos que séo
responsaveis pela sua estrutura morfolégica e pela nutricdo das
celulas cartilaginosas.

Como os proteocondroitins sulfato sdo os maiores constituintes
das cartilagens, espera-se que fornecendo glucosamina e con-
droitina, haja uma melhora das condigbes bioldgicas do tecido.
Entretanto, ha controvérsias quanto a proposta sobre os benefi-
cios do tratamento com glucosamina e condroitina nos pacientes
com osteoartrite*7, O presente estudo mostra que a administra-
¢ao de sulfato glucosamina associada do sulfato de condroitina
sulfato é absorvida por via oral por individuos sadios.

CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

Casuistica

Este protocolo foi conduzido de acordo com a Declaracao de Hel-
sinque, expressos nas Resolugdes 196/96 e 251/97 do CNS/MS
—Normas de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. O protocolo
experimental e o termo de consentimento livre e esclarecido
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(TCLE) foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital do Rim e Hipertenséo, credenciado pelo CONEP/Minis-
tério da Saude. Foram incluidos no estudo voluntarios sadios
do sexo masculino, idade entre 18 e 45 anos, indice de massa
corpdrea (IMC) entre 19 e 25. Foram excluidos individuos com an-
ormalidades clinicamente significantes nos exames bioquimicos,
hematoldgicos e de urina |, presenga de doenga gastrintestinal,
cardiovascular, hepética, hematopoiética, renal ou respiratéria
ou, ainda, histéria de alergia ao SC e ao SG. Outros critérios
de exclusao foram: exposi¢ao recente (menos do que 3 meses)
a drogas experimentais ou néo, ingestao recente ou histéria de
abuso de &lcool ou de drogas ilicitas, fumantes, doagao recente
(menos do que 3 meses) de sangue, sorologia positiva para HIV
e hepatites B e C. O estudo foi conduzido na Unidade de Farma-
cologia Clinica do Hospital do Rim e Hipertenséo, de acordo com
as normas de Boas Praticas Clinicas e o TCLE foi assinado por
todos os voluntérios incluidos antes do inicio do estudo.

Desenho do estudo

O estudo foi aberto, randomizado, dose Unica, um periodo. Vinte e
quatro voluntérios foram divididos aleatoriamente em dois grupos
de 12 individuos. O grupo | (Gl) recebeu 1 capsula 500 mg de SC
e 400 mg SG e o grupo Il (Gll) recebeu 4 capsulas. Os voluntarios
foram internados na véspera da administragcao do medicamento. A
administracao foi feita as 7:00 da manha apds 10 horas de jejum. Os
voluntérios permaneceram sentados durante as 4 horas seguintes.
Refeicbes padronizadas foram servidas 4, 7, 11, 13, 24, 28, 31, 35,
37 e 48 horas apds a administragdo do medicamento.

Coleta e manipulacao das amostras

As amostras de sangue dos voluntarios deste estudo foram co-
letadas antes da administracdo do medicamento (coleta basal)
e0,5,1,2,4,5,6,8,10, 12,18, 24, 36, 48 e 168 horas apds. em
tubos Vacuntainer? perfazendo um total de 15 aliquotas. Como
anticoagulante utilizou-se o EDTA. As amostras foram coletadas
durante a internagéo dentro de 2 minutos do tempo determi-
nado, mantidas em gelo e centrifugadas (10 minutos a 720 x g,
4°C). O plasma separado foi congelado em 2 (duas) aliquotas
e mantido a -20°C até o momento da analise. O tempo entre a
coleta do sangue e o congelamento do plasma néo ultrapassou
30 minutos.

Método Analitico

O SG e o SC foram dosados pelo método que utiliza o azul de
1,9,dimetildimetileno'® (DMMB), desenvolvido para a determina-
¢ao de glucosaminoglicanos sulfatados. O método, validado de
acordo com normas da ANVISA, baseia-se em extragao liquido-
liguido e quantificagéo por espectrofotometria. O metodo é linear
entre 0,5 e 5,0 ug/mL. Tanto o0 SG quanto o SC s&o estaveis no
plasma nas condigbes do ensaio, a trés ciclos de congelamento/
descongelamento, a luz e até 3 meses de armazenamento a
—20°C. A preciséo intraensaio varia de 3,1 a 9,0% e interensaio
de 2,9 a 13,9%; a exatidao intraensaio varia de 90 a 110% e inte-
rensaio de 100 a 115%.

Extracao da Glucosamina e Condroitina

A cada aliquota de 2 mL de amostra de plasma foi adicionada
1 mg de papaina dissolvida em tampao fosfato:cisteina, pH 6,5
contendo EDTA 0,10 M. As amostras foram incubadas a 55° C
durante 16 horas. Apds incubagéao foram adicionados 500 ulL de
NaCL 4 M e, apds agitagdo, o equivalente a 10% do volume total
de acido tricloroacético (TCA) 90%. O sobrenadante foi precipa-
tado com etanol absoluto (3 vezes o volume) por 16 h a —20° C.
O precipitado foi seco a vacuo e ressuspenso em 100 uL de agua.
As amostras diluidas em agua foi adicionado 1 mL do reagente
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DMMB seguido de suave agitagéo.
A leitura foi feita em espectrofoto-
metro a 525 nm, dentro de 3 minu-
tos da adicédo do DMBB. A curva
padrao foi feita utilizando solugéo
de condroitina sulfato SC (Aché
Laboratérios Farmacéuticos).

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Casuistica

Os dados antropométri-
cos dos voluntéarios sa-
dios que participaram do
estudo estdo resumidos
na Tabela 1. Pode-se ob-
servar que a populagéo
de estudo é homogénea
e os dois grupos sao
semelhantes.

Ensaio Clinico

Os voluntéarios foram ob-
servados durante a inter-
nacao e especificamente
arguidos sobre eventos
adversos a cada 4 horas.
Durante esse periodo, nao foram
observados eventos adversos.
Apods 7 dias da alta hospitalar,
os voluntarios retornaram para
exames bioquimicos, ECG e
exame clinico, quando rece-
beram alta do estudo.

Cinética Plasmatica

A Figura 1A mostra a média+SE
dos resultados brutos dos dois
grupos (incluindo a concentragdo
enddgena). Apds administragao
oral, a concentragdo plasmatica
aumenta, atingindo o maximo
apos 2 horas (T_, ), decrescendo
até o minimo apds 8 horas da
administragdo, tanto no grupo |

concentragio

quanto no grupo Il. Segue-se um segundo pico, apds 18 horas
de administragéo, provavelmente devido a re-circulagéo éntero-
hepatica®. A Figura 1B exibe a média+SE do resultado liquido,
isto é, apds desconto da concentracéo basal (enddgena).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6 0 6 12 18 24 30 36 42 48

Idade Peso Altura  IMC Idade Peso Altura  IMC

(anos) (kg) (m) (kg/m?) (anos) (kg) (m) (ka/m%)

média: 26 67,2 1,74 2,12 29 674 1,73 22,49
sp: 7 74 0,04 1,81 9 100 008 2,10

SE: 2 2,7 0,20 1,35 3 32 0,29 1,45
minimo: 19 594 168 19,85 20 524 1,62 19,29
mediana: 24 659 1,74 21,49 8 652 1,72 22,54
maximo: 45 847 184 25,00 45 865 1,86 25,00

Tabela 1 - Dados antropométricos dos voluntarios.
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Figura 1 - Cinética plasmaética da associagdo entre sulfato de glucosamina 500 mg e
sulfato de condroitina 400 mg, capsulas. Os pontos representam a média+SE de 12
(doze) voluntarios. A. grupo | (1 cdpsula); B. grupo Il (4 capsulas).

GI GII GII/GI
(CS) dosagem (pg/kg) 5952,4+628,9 23738,9+3522,1 4,0
(sC) dosagem (pg/kg) 7440,5+786,1 29673,6+4402,6 4,0
Cpsx (BO/ML) 0,803+0,093  2,22240,313 2,4
AUCq, (ug-hr/mL) 10,803+0,965  28,543%6,704 2,6
AUCqn(pg-hr/mL) 12,0004£1,072  38,776+2,981 3,2
Cign(Mg/mL) 0,3650,041  0,974+0,198 2,7
meia-vida (h) 16,931+1,902  25,515%2,560 L5
Ci0/ Conix 0,41 0,44 1,0

Tabela 2 - Parametros farmacocinéticos calculados descontando-
se a concentragdo basal (endégena). Os dados representam a
média = SE de cada grupo. CS, condroitim sulfato; SG, sulfato de
glucosamina. Gl, grupo 1, administrada uma capsula; Gll, grupo
2, administradas quatro capsulas.
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O C,,, observado (acima da con-
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A cinética de absorgao
do SC e do SG néo é
linear, como indicado
pelarelacdoentreosC,_
e as AUCO0-48h (2,389 e
2,642, respectivamente,
Tabela 2). Essa relacao
se mantém no pico de 18
horas, resultante de recir-
culagdo éntero-hepética
(2,668), o que reforga a evidéncia
de que a etapa de absorgéo é
limitante. Além disso, a meia-vida
também é dependente da dose
(169311902 h e 25515+2,560 h,
respectivamente para 1 e 4 ca-
psulas).

CONCLUSAO

Os nossos resultados indicam
que a dose Unica de até quatro
capsulas de 500 mg SC as-
sociada a 400 mg SG é bem
tolerada e o perfil encontrado €
consistente com administragao
a cada 12 horas.

Os autores agradecem ao Aché Laboratérios Farmacéuticos pelo
patrocinio e apoio deste estudo e Dra. Monica V. Marquezim Dra.
em Ciéncias pela cuidadosa revisdo dos resultados do estudo.
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