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RESUMO

Estudos precoces de ADME podem agilizar o processo de desenvolvimento de
novos farmacos, selecionando 0s mais promissores para futuros estudos
farmacocinéticos. Nesse sentido, e considerando a necessidade de novos
tratamentos para a leishmaniose visceral e para a tripanossomiase americana, as
moléculas LINS03006, LINS03011 e LINS03013 com ac¢do sobre o Trypanosoma
cruzi e a Leishmania infantum foram desenvolvidas por pesquisadores da
UNIFESP/Diadema. O presente trabalho teve como objetivo realizar estudos fisico-
quimicos e de ADME para a sele¢cdo das moléculas LINS mais promissoras para
futuros estudos in vivo. Métodos analiticos e bioanaliticos por UHPLC/UV foram
desenvolvidos para a quantificacdo dos compostos nos ensaios realizados. Foram
realizados estudos de estabilidade quimica em diferentes pHs (1,2; 7,4 e 8,8),
estabilidade metabdlica em microssomos de rato e humano, estabilidade ex vivo,
coeficientes de particdo (log P) e permeabilidade em células Caco-2. Os compostos
apresentaram estabilidade de até 24 horas em todos os pHs avaliados, levando a
expectativa de que na administracdo oral ndo ocorrera degradacao decorrente do pH
estomacal, sanguineo e duodenal. O estudo em plasma de rato resultou, para todos
0S compostos, estabilidade em tempo suficiente — ao menos 6 horas — com
expectativa de que ocorra efeito in vivo. Nos estudos de logP, os compostos
apresentam caracteristicas lipofilicas, favorecendo a permeabilidade e o clearance
hepatico. No ensaio de permeabilidade, os compostos LINS apresentaram Papp> 5,0
x E cm/s, podendo ser classificados como de média ou alta permeabilidade, dessa
forma, ha expectativa de absorcdo através do epitélio intestinal. Na estabilidade
metabdlica em microssomos de ratos, os compostos LINS03006 e LINS03013
demonstraram ser substratos das enzimas do citocromo P450, diferente do
LINS03011. Em microssomos humano nenhum dos compostos LINS apresentaram
degradacdo, evidenciando que o clearance hepético ndo é a principal via de
eliminacdo em humanos. Os resultados obtidos demonstram que as moléculas

apresentam caracteristicas adequadas a continuidade do desenvolvimento.

Palavras-chave: Leishmaniose; Tripanossomiase; ADME; Caco-2,

Microssomos.



ABSTRACT

Early studies of ADME can speed up the development of new drugs, selecting the
most promising for future pharmacokinetic studies. In this sense, and considering the
need for new treatments for visceral leishmaniasis and american trypanosomiasis,
the molecules LINS03006, LINS03011 and LINS03013 with action on Trypanosoma
cruzi and Leishmania infantum were developed by researchers from
UNIFESP/Diadema. The present work aimed to perform physical-chemical and
ADME studies to select the most promising LINS molecules for future in vivo studies.
Analytical and bioanalytical methods by UHPLC/UV were developed for the
guantification of compounds in the assays performed. Chemical stability studies were
performed at different pHs (1.2, 7.4 and 8.8), metabolic stability in rat and human
microsomes, ex vivo stability, partition coefficients (log P) and permeability in Caco-2
cells. The compounds exhibited stability of up to 24 hours in all evaluated pHs,
leading to the expectation that oral degradation will not occur due to stomach, blood
and duodenal pH. The study in rat plasma resulted, for all compounds, stability in
sufficient time - at least 6 hours - with the expectation that in vivo effect would occur.
In logP studies, the compounds presented lipophilic characteristics, favoring
permeability and hepatic clearance. In the permeability assay, the LINS compounds
presented Papp > 5.0xE® cm/s, which can be classified as medium or high
permeability, thus, there is an expectation of absorption through the intestinal
epithelium. In the metabolic stability in microsomes of rats, compounds LINS03006
and LINS03013 were shown to be substrates of cytochrome P450 enzymes, different
from LINS03011. In human microsomes none of the LINS compounds showed
degradation, evidencing that hepatic clearance is not the main route of elimination in
humans. The results obtained demonstrate that the molecules present characteristics
suitable for the continuity of development.

Keywords: Leishmaniasis; Trypanosomiasis; ADME; Caco-2, Microsomes.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose e a tripanossomiase americana, doencas de expressado
significativa na populagéo rural, tem sido cada vez mais frequentes no ambiente
urbano, acometendo milhares de pessoas todos 0s anos. Apesar dessas doencas se
tornarem um crescente problema de saude publica ndo sé no Brasil, mas também em
diversas regides do continente americano, continuam sendo negligenciadas (MSF,
2018; PORTAL DA SAUDE, 2018)

Nos ultimos anos, no Brasil, foram registrados anualmente mais de 3 mil casos
de pessoas infectadas pela leishmaniose e mais de 200 6bitos (PORTAL DA SAUDE,
2018). Quando o parasita infectante é a Leishmania (L.) infantum, responsavel pela
leishmaniose visceral, o quadro pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casos
quando a doenca ndo é tratada (ARTACHO, 2009).

Apesar do supramencionado, s6 existem trés medicamentos para o tratamento
disponibilizados no mercado em nosso pais: o0 antimoniato de meglumina, a
anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B, sendo que o primeiro esta
disponivel no mercado desde a década de 40 (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Esses
farmacos atuam contra a forma amastigota da Leishmania (L.) infantum, ou seja, atuam
na fase inicial e avancada da doenca, no entanto, sdo altamente toxicos e de uso
injetavel, sendo necessaria a administracdo por um profissional da salde e em
ambiente hospitalar, o que dificulta a adesédo e continuidade do tratamento pelos
pacientes, resultando em alta desisténcia (DEMICHELI; FREZARD, 2005; MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Os antimoniais, além de elevada toxicidade que pode culminar em complicacdes
cardiacas, renais e hepaticas, tem apresentado menor eficacia no tratamento da

leishmaniose em decorréncia do surgimento de resisténcia dos parasitas (MINISTERIO
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DA SAUDE, 2014). Assim como os farmacos antimoniais a anfotericina B lipossomal e
o desoxicolato de anfotericina B, também apresentam elevada toxicidade, podendo
acarretar leséo renal aguda (DEMICHELI E FREZARD, 2005; EBSERH, 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que no Brasil ha
mais de um milhdo de pessoas acometidas pela tripanossomiase - causada pelo
Trypanosoma cruzi — levando a morte de aproximadamente 16 mil pessoas por ano
(BEZERRA et al. 2012; DIAS et al. 2016).

Apesar da gravidade da tripanossomiase, o benzonidazol é o Unico farmaco
disponibilizado para o tratamento no nosso pais. Este farmaco apresenta resultados
efetivos somente contra a forma tripomastigota do T. cruzi, ou seja, é eficaz somente
na fase aguda da doenca, sendo ineficaz na fase cronica que apresenta unicamente a
forma amastigota. Dentre os efeitos adversos causados pelo benzonidazol destacam-
se as alteracBes cutaneas, intolerancia gastrica e neurite. Os efeitos adversos
aparecem em cerca de 50% dos pacientes, muitas vezes resultando na suspenséo do
tratamento (IANNI, 1998; AMBR, 2014; MSF, 2018).

Apesar de toda a gravidade apresentada pela leishmaniose e pela
tripanossomiase americana, além das complicacdes para o tratamento, essas doencas
continuam sendo negligenciadas pelos setores privados da economia, restando aos
setores publicos a responsabilidade de desenvolver novos medicamentos (GONTIJO;
MELO, 2004; DEMICHELI; FREZARD, 2005).

Diante deste panorama, instituicbes publicas tem se empenhado em descobrir
novos farmacos para o tratamento da leishmaniose e da tripanossomiase, como o
grupo de pesquisa do Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas da
Universidade Federal de S&o Paulo (Unifesp), sob a coordenacédo do Prof. Dr. Jodo

Paulo dos Santos Fernandes. Este grupo de pesquisa sintetizou novos compostos a
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partir de alquilfendis (gibbilimbol A e B) isolados das folhas de Piper malacophyllum
(Piperaceae) que apresentam atividade antiparasitaria - sobre o Trypanosoma cruzi e
sobre a Leishmania infantum (VARELA et al. 2016). Para melhorar a especificidade
pelo parasita e a acdo antiparasitaria, o grupo de pesquisa sintetizou analogos dessas
moléculas. Entre os derivados sintetizados, se destacaram, em termos de atividade, o0s
compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 (VARELA et al. 2016).

Cerca de 50% do insucesso da introdugcé&o de novos farmacos e medicamentos
no mercado estdo relacionados a elevada toxicidade e caracteristicas farmacocinéticas
inadequadas, com grande impacto sobre o custo do desenvolvimento de novos
produtos. Assim se tornaram necessarios, 0 mais cedo possivel, estudos sobre a
farmacocinética e toxicidade dos candidatos a farmacos, para a sele¢cdo daqueles mais
promissores nas fases mais precoces do desenvolvimento (ROBERTS, 2001,
WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; VAN BREEMEN; LI, 2005).

Como consequéncia, muitos laboratdrios e industrias farmacéuticas tem adotado
meétodos in vitro para os testes de ADME (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e
Excre¢do), como, por exemplo, o uso da linhagem celular de adenocarcinoma de célon
humano (Caco-2) e de microssomas de figado de rato e de humanos, que apresentam
validade preditiva quanto a permeabilidade e o metabolismo de novos farmacos,
respectivamente (VAN BREEMEN; LI, 2005; HUBATSCH et al. 2007; SILVA, 2016).

Quando se encontram em meio de cultura, as células Caco-2 mimetizam a
parede do intestino delgado humano apresentando varias caracteristicas semelhantes
a barreira fisica desse epitélio, o que permite medir a permeabilidade para a
caracterizacdo da absorcdo e, consequentemente, da biodisponibilidade de novos
farmacos quando administrados pela via oral. Entretanto, além da permeabilidade, os

efeitos do metabolismo também influenciam crucialmente na biodisponibilidade de uma
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substancia e, portanto, é essencial conhecer a sua estabilidade metabdlica para o
sucesso terapéutico esperado (SAMBUY et al. 2005; SEVIN et al. 2013; SILVA, 2016)

Ainda, as caracteristicas fisico-quimicas de um composto - que podem ser
determinadas em ensaios in vitro - apresentam relacéo direta com a sua disposicao
cinética. A lipofilicidade, que pode ser representada pelo coeficiente de particdo por
exemplo, influencia diretamente nos processos farmacocinéticos, como a absorcao
oral, na permeabilidade, na ligacdo as proteinas plasmaticas, no volume de distribuicdo
e no metabolismo. Dessa forma o logP pode ser considerado um importante parametro
para prever caracteristicas disposicionais de um novo farmaco, e se estas
caracteristicas o tornam promissor para a continuidade do desenvolvimento do produto
farmacéutico (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).

O presente trabalho teve como objetivo realizar ensaios fisico-quimicos e
caracterizar a permeabilidade e metabolismo in vitro utilizando o modelo de
monocamadas Caco-2 e o modelo microssomal hepatico de ratos e de humanos, para
selecionar dentre os compostos planejados pelo grupo da UNIFESP aqueles com
caracteristicas mais apropriadas para a continuidade de estudos pré-clinicos e clinicos,
cujo objetivo € o desenvolvimento de produtos para o tratamento da Leishmaniose e

Tripanossomiase.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Propriedades farmacocinéticas e o desenvolvimento de farmacos

Dentre todas as industrias do mundo, a industria farmacéutica € o setor que mais
investe em pesquisa e desenvolvimento, destinando cerca de 20% de seus lucros para
essa area. A pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos € um processo
longo e desafiador que pode durar até 15 anos. Considera-se que dos 10.000 novos
compostos estudados inicialmente, 250 atingem a fase pré-clinica de estudos e,
destes, apenas 5 chegam na fase clinica. Dentre as moléculas aprovadas pelos 6rgaos
regulatorios apenas uma € inserida na terapéutica (LIMA et al. 2003; CALIXTO;
SIQUEIRA; JUNIOR, 2008).

Durante o processo de desenvolvimento de novos medicamentos, cerca de 50%
das moléculas deixam de ser estudadas devido a elevada toxicidade e por
apresentarem um perfil farmacocinético inadequado como, por exemplo, alto clearance,
0 que prejudica a biodisponibilidade do farmaco no organismo comprometendo a acao
terapéutica. Esses impasses, resultam em altas despesas para as industrias
farmacéuticas, que justificam os bilhdes de dolares gastos em pesquisa e
desenvolvimento como um dos motivos pelo alto custo dos medicamentos no mercado
(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; LEXCHIN, 2018).

O estudo da farmacocinética completa € realizado em animais na fase pré-
clinica do desenvolvimento, o que demanda muito tempo e eleva o0s gastos. Dessa
forma, com o intuito de reduzir os gastos e otimizar o tempo do desenvolvimento, as
industrias farmacéuticas tem aderido a ensaios de screening in vitro que incluem
estudos fisico-quimicos e de ADME (absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrec¢ao).
Esses estudos precedem os estudos farmacocinéticos para a selegcdo dos compostos

mais promissores para futuros estudos in vivo (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; VAN
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BREEMEN; LI, 2005; LIU et al. 2008).

2.2 Estudos in vitro

2.2.1 Avaliacéo in vitro de propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas das moléculas influenciam diretamente nas
atividades biologicas que essas moléculas irdo desempenhar. Dessa forma, para
auxiliar na caracterizacéo fisico-quimica, sdo realizados ensaios de determinacédo de

Log P, estabilidade quimica em diferentes tampdes e estabilidade quimica ex vivo.

A) Coeficiente de particdo (Log P)

O coeficiente de particAo de uma substancia pode ser definido como a razéo
entre a concentracdo da substancia na fase octanol e fase aquosa, sendo determinado
a fim de elucidar se a substancia apresenta caracteristicas hidrofilicas ou lipofilicas.
Segundo Lipinski e a regra dos 5, o valor de log P recomendado para administracao
através da via oral € <5. Isso porque valores altos de log P comprometem a
biodisponibilidade em decorréncia da baixa solubilidade em &gua. Além disso,
compostos com log P alto tem maior afinidade pelos tecidos adiposos e podem ficar
retidos nesses tecidos, dificultando a sua eliminacdo e, em alguns casos, levando ao
aparecimento de efeitos nocivos. Outro fator a ser considerado € que o valor ideal do
log P, para que ocorra melhor absorcédo, dependera do local onde o composto sera
absorvido. Por exemplo, para atravessar a barreira hematoencefalica, o log P ideal é
cerca de 2, j4 para a via sub-lingual o ideal seria log P > 5, e para a via oral e intestinal
0 mais indicado é o log P com valores entre 1,35 e 1,8 (HANSCH; BJORKROT; LEO,
1987)

Os meétodos mais utilizados para a determinacdo do log P sdo o método

cromatografico, indicado para compostos com caracteristicas mais lipofilicas (log P
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entre 0 e 6) e o Shake Flask, que é indicado para compostos com caracteristicas mais
hidrofilicas (log P entre -2 e 4). O método cromatografico é realizado a partir da
introducédo de substancias com log P conhecido num sistema cromatografico padrao,
de forma a permitir a construcdo de uma relacéo linear entre o tempo de retencédo da
substancia no sistema com o log P. Assim, a equacédo de calibracdo permite o calculo
do log P da substancia teste. Ja o0 método do Shake Flask é realizado com a mistura de
dois liquidos imisciveis, sendo uma fase orgénica e a outra inorganica, geralmente
octanol e agua (OECD, 1995; VRAKA et al. 2017).

A lipofilicidade estd diretamente ligada aos processos de absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME), dessa forma, a determinacdo do
coeficiente de particdo (log P) permite prever o comportamento do composto por
transporte passivo transcelular, o que € um parametro essencial a ser descrito de
compostos candidatos a farmacos, devendo ser realizada em fases precoces do
desenvolvimento para o direcionamento de futuros estudos (BALIMANE; CHONG,;
MORRISON, 2000; LEWGOWD et al. 2007; MARTEL et al. 2016; CARON; VALLARO;

ERMONDI, 2018).

B) Estabilidade Quimica em diferentes pHs

Considerando que os compostos com potencial terapéutico sdo planejados para
determinada ag¢do a partir da estrutura molecular original, rea¢cbes quimicas que
possam afetar a estabilidade da molécula podem inativar o composto e até mesmo
promover a formacdo de compostos de significativa e inaceitavel toxicidade. As
principais reacfes que potencialmente alteram a estrutura molecular de um farmaco

sdo a oxidacdo e a hidrolise, sendo esta ultima de maior ocorréncia no sistema
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biol6gico (SNAPE; ASTLES; DAVIES, 2010).

No organismo humano existem diferentes valores de pH, sendo acido no
estbmago, neutro no sangue e mais basico no intestino delgado. Dessa forma, a
avaliacao da estabilidade de um candidato a farmaco em diferentes pHs € fundamental
para garantir a sua integridade quando for submetido aos diferentes meios no sistema
bioldgico, particularmente se ha intengcédo de administragéo pela via oral.

O pH do meio influencia o equilibrio entre as formas molecular e ionizada em
que o composto se encontra - dependendo do pK do composto - e a forma molecular é
mais lipofilicol, enquanto que a forma ionizada é mais hidrofilico. Assim, o pH do meio
afeta diretamente a capacidade de permeacdo dos compostos nas membranas
biolégicas, sua distribuicdo tecidual e a sua eliminacdo (STORPIRTIS et al. 2011;
TSAIOUN; KATES, 2011).

No intestino delgado ocorre a maior parte da absorcdo de farmacos. O suco
pancreatico e a bile basificam o quimo vindo do estdbmago devido aos ions bicarbonato
presentes na composicao desses dois fluidos e, dessa forma, o pH no intestino delgado
pode variar de 4,0 até 9,5 (MORENO et al. 2006). Considerando que o pK dos
compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 é 9,59; 9,64 e neutro (~7,0),
respectivamente, o pH no intestino delgado pode favorecer a forma molecular e facilitar
a sua permeacao nos enteroécitos.

A avaliacdo da estabilidade quimica esta prevista em guias para o registro de
novos farmacos e medicamentos com o objetivo de garantir que o farmaco mantenha
suas caracteristicas farmacolégicas de acordo com as especificacdes do medicamento
proposto e dentro do prazo de validade previsto pelo fabricante. Neste caso, os estudos
de estabilidade para os produtos acabados envolvem situa¢cdes de exposicdo ambiental

passiveis de ocorréncia e ensaios de “estresse” do produto para verificar os riscos nas
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situacbes adversas extremas de armazenamento ou transporte. A ocorréncia de
desvios de qualidade deve ser declarada na documentacéo, estabelecendo critérios de
tolerabilidade desses desvios (BENSLEY, 2008).

Na fase inicial do desenvolvimento de farmacos € importante a realizacdo de
estudos de estabilidade quimica para garantir a integridade do produto terapéutico e o
seu seguimento na linha de desenvolvimento. Neste sentido, sdo realizados diferentes
estudos de estabilidade quimica como: estabilidade em diferentes pHs, luminosidade,
temperatura e umidade (BERGLUND; BYSTROM; PERSSON, 1990).

A estabilidade quimica em luz é indicada em casos de suspeitas de instabilidade
devido a luz e em situagbes em que a estrutura analoga a molécula de estudo
apresente historico de instabilidade. Quanto a estabilidade quimica ao calor, o FDA
recomenda testes em altas temperaturas que aceleram a degrada¢do do farmaco na
forma sélida e para a realizacdo de testes de estabilidade quimica a umidade, o FDA
recomenda que compostos sélidos fiquem totalmente expostos ao ar (KERNS; DI,
2007).

Estudos de estabilidade quimica em diferentes pHs sdo importantes na fase
inicial de desenvolvimento, uma vez que ajudam na identificacdo de possiveis
problemas de degradacdo que poderdo ocorrer decorrentes em diferentes valores de
pHs encontrados no organismo. Dessa forma, podem ser tomadas medidas que evitem
a interferéncia do pH no composto previamente aos estudos pré-clinicos (KERNS; DI,

2007).
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C) Estabilidade ex vivo

Os estudos de estabilidade quimica ex vivo sdo necessarios para determinar o
comportamento do composto quimico em uma matriz biolégica, como, por exemplo, o
plasma.

Na matriz biolégica, a estabilidade do composto ira depender ndo s6 das suas
caracteristicas fisico-quimicas, mas também das propriedades da matriz, por exemplo,
a presenca de enzimas esterases contidas no plasma e a susceptibilidade do composto
a acao destas enzimas (KOITKA et al, 2010).

As esterases estdo presentes no plasma de humano e de animal. Estudos que
compararam a atividade dessas enzimas no plasma de rato e de humano mostraram
maior atividade das esterases em plasma de rato (LIEDERER; BORCHARDT, 2005).

As principais esterases sao a acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase
(BChE), carboxilesterase (CE) e paraoxonase (PON). Dentre essas, sdo consideradas
as mais relevantes, em termos de metabolizacdo de farmacos no plasma, as BChE, CE
e PON. As esterases agem metabolizando substancias que contém um grupo éster em
sua estrutura através de reacdes de hidrélise, resultando na diminuicdo da
biodisponibilidade, uma vez que aumentam o clearance e diminuem a meia-vida de
eliminacao (KOITKA et al, 2010).

Para identificar se as esterases agem degradando o composto de estudo sdo
realizados experimentos de incubagdo do composto em plasma de humano ou animal e
entdo é realizada a analise das amostras através de métodos cromatograficos, a fim de
guantificar o composto. Esses estudos s&o essenciais na fase inicial de
desenvolvimento de farmacos para a identificacdo prévia de metabolismo por essa via.
Caso a instabilidade em plasma seja detectada, a degradacédo pode ser evitada pelo

pesquisador em futuros estudos in vivo, prevenindo comprometimento da
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biodisponibilidade do composto (KERNS; DI, 2007).

2.2.2 Estudos de ADME

O desenvolvimento de novos farmacos envolve a aplicacdo de métodos in situ,
in vitro e in vivo que buscam elucidar caracteristicas farmacologicas e toxicologicas
relevantes a decisdo sobre a continuidade dos investimentos em determinadas
moléculas com potencial terapéutico.

As abordagens in situ e in vitro, direcionadas a investigacdo de caracteristicas
fisico-quimicas, farmacodindmicas e farmacocinéticas dos candidatos a farmacos
permitem o planejamento racional dos ensaios in vivo. Este planejamento racional traz
perspectivas de diminuicdo do tempo despendido para a conducdo dos complexos e
diversificados estudos necessarios a caracterizacdo dos compostos que permitem
evidenciar sua adequabilidade (ou ndo) ao uso terapéutico (FESTING; WILKINSON,
2007).

Estudos prévios de absorgéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo (ADME) e
toxicidade, sdo possiveis através de métodos in vitro, uma vez que mimetizam
sistemas biolégicos, contribuindo para a diminuicdo dos custos do desenvolvimento de
novos produtos e redugdo do uso do numero de animais, além da sua menor
complexidade, o que permite a analise de maior quantidade de compostos em menor
tempo (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; BREEMEN; LI, 2005).

Devido as vantagens dos ensaios in vitro, como ressaltado anteriormente,

industrias farmacéuticas e laboratorios de pesquisa tem adotado diferentes técnicas

para os ensaios de permeabilidade e metabolismo (SILVA, 2016).
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A) Permeabilidade

Os ensaios de permeabilidade in vitro sdo Uteis para a predi¢cdo da absor¢édo do
composto quimico de interesse no epitélio intestinal humano. Existem diferentes
sistemas que séo utilizados para o ensaio de permeabilidade, sendo esses: permeacao
em membrana artificial paralela (PAMPA) e o uso linhagens celulares como Caco-2,
TC-7; 2/4/A1; MDCK e MDCK-MDR1, sendo a linhagem Caco-2 o modelo mais
utilizado (RUELL; AVDEEF, 2004; SOUZA,; FREITAS; STORPIRTIS, 2007).

A linhagem celular Caco-2 consiste em células de adenocarcinoma de coélon
humano que, quando cultivadas, se diferenciam em enterécitos formando
monocamadas (Figura 1) que servem como modelo para ensaio de permeacdo de
compostos, mimetizando o epitélio intestinal humano e se tornando referéncia para

ensaios in vitro de permeacdo (BREEMEN; LI, 2005).

Figura 1. Monocamadas de células Caco-2. Fonte: Adaptado de STORPIRTIS, S. 2013.

Compartimento apical
Monocamada
.................. Supor‘[e permeave]

4= Compartimento basolateral

Normalmente as células do intestino apresentam alta expressao da isoenzima
CYP3A4 responsaveis pelo metabolismo de fase I, 0 que ndo ocorre com a Caco-2,

que tem baixa expressao das isoenzimas do citocromo P450 (SAMBUY et al. 2005). No
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entanto, a CYP3A4 pode ser induzida na linhagem Caco-2 através de tratamento com
vitamina D3 (HUBATSCH; RAGNARSSON; ARTURSSON, 2007).

Outra caracteristica da célula Caco-2 é que essa linhagem auxilia o
esclarecimento de mecanismos de transporte dos farmacos, uma vez que essas
células expressam varios tipos de transportadores, como o transportador de peptideo
(PEPT1), transportador de carboxilatos (MCT) e de efluxo como, por exemplo, a
glicoproteina-P (P-gp) (FUJIKAWA et al. 2005). A P-gp pode interferir na absorcdo de
um composto caso este seja seu substrato especifico (JAHNE et al. 2016).

A permeacdo de compostos na monocamada de células Caco-2 ocorre por
transporte passivo, podendo ser pelo interior da célula (transcelular) ou através das
junc@es entre as células (paracelular) (Figura 2) (BALIMANE; CHONG; MORRISON,
2000).

Além disso, na borda em escova da célula Caco-2 sdo encontradas enzimas
como a dipeptidil peptidase IV (CD26), que € uma hidrolase capaz de converter certos
compostos ndo permedveis e inativos em estruturas permeaveis e ativas como, por
exemplo, a conversao de pré-farmacos (HUBATSCH; RAGNARSSON; ARTURSSON,

2007).

Figura 2. Permeacdo transcelular e paracelular na monocamada de células Caco-2 (enterdcitos).
Fonte: Adaptado de STEVENS, 2014.
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Nos ensaios de permeabilidade in vitro com Caco-2 é utilizado um sistema de
placas com inserts em que a permeabilidade aparente (Papp) é medida na
monocamada da diregéo apical para a basolateral (Pappns) podendo também ser
medida na direcdo inversa (Pappe-a), quando o interesse € estudar as bombas de
efluxo (GU et al. 2016). Dessa forma, a permeabilidade aparente pode ser calculada

fornecendo indicios da expectativa de absorcao in vivo.

B) Metabolismo

Os ensaios de metabolismo — ou estabilidade metabdlica - sdo Uteis para
esclarecer se a principal rota de eliminacdo do composto é através do clearance renal
ou hepatico.

Alguns sistemas sao utilizados para o ensaio de metabolismo in vitro como, por
exemplo: microssomos, fracdes de S9 retiradas do figado, hepatdcitos e modelo
biomimétrico (microorganismos). Ensaios com microssomos e hepatécitos sdo mais
comuns, no entanto, os microssomos apresentam maior facilidade para estudos de
biotransformacdo oxidativa, além de serem mais acessiveis financeiramente e
possuirem maior prazo de armazenamento (RILEY; GRIME, 2004; BAUERMEISTER et
al. 2016; ZVEREVA et al. 2016).

Os microssomos sdo fracbes subcelulares metabolicamente ativos e se
encontram na forma de vesiculas no reticulo endoplasmatico das células do figado de
humanos e de animais, apresentando uma grande quantidade do citocromo P-450 que
€ uma superfamilia de enzimas. Os ensaios in vitro utilizando microssomos permitem a
determinacdo do metabolismo de compostos através das enzimas do citocromo P-450,
que sdo responsaveis pela biotransformacéo oxidativa da maioria dos farmacos e a

formacado de possiveis metabolitos. (MAZUR et al. 2009; BAUERMEISTER et al. 2016;
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ZVEREVA et al. 2016).

O metabolismo in vivo pode ser estimado através dos valores do clearance
intrinseco (Clin)), que € determinado nos ensaios in vitro. Os valores de Cliy; de
candidatos a farmacos ajudam a estimar se o metabolismo é a principal via de
depuracédo quando comparado com a depuracao total in vivo, dessa forma, ajudam a
selecionar os candidatos a farmacos mais promissores, de acordo com a sua
estabilidade metabdlica. A medida do clearance é através de um sistema dinamico, de
entrada e saida do composto na célula, por difusdo e metabolismo (RILEY; GRIME,
2004; LU et al. 2006).

Os ensaios de metabolismo séo realizados in vitro utilizando-se microssomos
hepéticos, em que € montado um sistema de incubacdo que mimetiza um organismo,
com agitacdo e temperatura controlada. Nesse sistema, o composto de estudo é
incubado com 0s microssomos e, a partir das amostras analisadas, € possivel calcular
o clearance intrinseco que direcionara os futuros estudos in vivo.

O Clearance intrinseco pode ser calculado a partir da equacdo 1 (OBACH 2011;

LU et al., 2006):
Equacéo 1.

kv
mg de proteina

! —
Cl intinvitro —

Onde, “k” é a inclinacdo da regressdao do grafico de decaimento das

concentracbes em funcéao do tempo e “V” € o volume de incubacéao.

Esse clearance intrinseco poder ser extrapolado para um figado como um todo

(humano ou de rato) a partir da equacéo 2:
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Equacao 2.

mg de microssomo g de figado

! _ !
Cl int — Cl int in vitro X

g de figado x peso em kg

Em que se considera 45 mg de microssomo por 1 g de figado e 45 g de figado

para 1 kg de peso corporal para ratos (OBACH, 2011).

O clearance hepatico in vivo é calculado aplicando-se a equacdo 3, que

considera a taxa de ligacéo as proteinas plasméaticas. (OBACH, 2011):
Equacao 3.

Qh ' fu ' CL’int

CLy, = ,
"7 Qp+ fy - CL'jne

Em que Qn € o fluxo sanguineo hepatico que varia com a espécie (para o homem
21 ml/min/kg; para rato 70 ml/min/kg); f, é a fracdo livre de ligagdo proteica do
composto e Cli,y € o clearance intrinseco obtido de acordo com a equagdo 2

anteriormente citada.

No sangue, o composto pode se encontrar em fracdo livre ou ligado as proteinas
plasmaticas. Esta disponivel para sofrer metabolizacdo, somente a fracdo livre do
composto, portanto, a quantidade que esta ligada as proteinas plasmaticas ndo €
metabolizada e eliminada. Dessa forma, € importante considerar a taxa de ligacédo a
essas proteinas, uma vez que, influenciam diretamente no valor do clearance e na

meia vida de eliminacdo (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004).
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2.3 Tripanossomiase Americana

A tripanossomiase americana ou Doenca de Chagas € causada pelo agente
etiolégico o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que parasita mamiferos.
O T. cruzi pode ser transmitido ao homem atraves da via vetorial (insetos triatomineos
conhecidos popularmente como barbeiro, chupdes ou bicudo), oral, amamentacao,
transfusdo sanguinea, transmissao congénita, coito e transplantes. A transmissao oral
€ atualmente a principal via de contaminacéo, podendo ocorrer através da ingestao de
alimentos contaminados com as fezes e urinas do triatomineo, com destaque para o
acai e o caldo de cana (PESSOA; MARTINS, 1988; NEVES et al. 2011; COURA;
JUNQUEIRA, 2012; BARBOSA et al. 2015).

A forma evolutiva do T. cruzi € complexa e o parasito adota diferentes formas,
sendo no sangue circulante do hospedeiro vertebrado a tripomastigota (Figura 3),
enquanto que a forma amastigota (Figura 4) é encontrada nos tecidos (REY, 2011).

O parasito apresenta populacdes heterogéneas com alta variacdo polimoérfica,
parasitica, na atuacdo em relacdo a diferentes hospedeiros, adaptacdo as diversas
espécies de vetores, sensibilidade ao sistema imunoldgico etc. O polimorfismo resulta
em diferentes cepas (tripomastigotas delgados, intermediarios ou largos) que
apresentam caracteristicas comportamentais diferentes no decorrer da infeccao

(CIMERMAN, 2010; NEVES, 2011).
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Figura 3. Forma tripomastigota do T. cruzi em esfregaco de sangue. Fonte: Adaptado de CDC,
2017.

Figura 4. Forma amastigota do T. cruzi em tecido cardiaco. Fonte: Adaptado de CDC, 2017.

A doenca de Chagas acomete a populacdo de praticamente todo o continente

Americano, apresentando uma mudanca no perfil das areas afetadas por essa doenca
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devido a industrializacdo e urbanizacéo, passando da caracteristica de doengca comum
da zona rural para um contexto urbano (DIAS et al. 2015; CDC, 2017).

Apesar de ser considerada negligenciada, merece atencdo dos 06rgaos
responsaveis pelo controle da saude publica, uma vez que, a doenca de Chagas
apresenta areas endémicas em 21 paises latino Americanos, e o resultado disso sao
mais de 6 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi. Além disso, a doenca também
tem alcancado paises ndo endémicos (DIAS et al. 2015; WHO, 2018).

S0 no Brasil, existe mais de 1 milh&do de pessoas infectadas pelo parasito, sendo
que 95% dos casos de tripanossomiase americana se concentram na regido norte do
pais, inserindo a doenca de Chagas no ranking das quatro doen¢as que mais matam

por motivos infecciosos e parasitarios em nosso pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

2.3.1 Manifestacao clinica

O estagio inicial, ou fase aguda da doenca de Chagas, é geralmente
assintomatica, sendo os sinais mais caracteristicos dessa fase o “sinal de Romana” os
“chagomas” na pele. Outra caracteristica dessa fase é a grande quantidade de
tripomastigotas circulantes e de células sendo parasitadas. Quando o sistema
imunolégico produz anticorpos especificos para a doenga, a carga parasitaria na
corrente sanguinea é combatida e o T. cruzi, para se proteger, tende a parasitar as
células, dando inicio a fase cronica (ANVISA, 2008; CIMERMAN, 2010; FIOCRUZ,
2018).

ApoOs a fase aguda, cerca de 40% dos individuos infectados pelo T. cruzi
evoluirdo para a fase cronica sintomatica, o restante ndo apresentara quadro clinico da
doenca, evoluindo para uma forma cronica indeterminada ou de laténcia (FIOCRUZ,

2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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A fase indeterminada € considerada a forma clinica mais comum da doenca, os
pacientes sdo assintomaticos, podendo evoluir para a cardiopatia devido a fatores
ligados a cepa de T. cruzi, ao sistema imunoldgico do paciente, sexo, idade, nutricéo,
entre outros, irdo influenciar na progressdo e na gravidade da doenca (REY, 2011;
FIOCRUZ, 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Estudos recentes mostram quais pacientes assintomaticos sao mais
susceptiveis a progredir para a cardiopatia. Guedes et al. (2012), realizaram um estudo
que relaciona a atividade supressora das células T reguladoras com a gravidade da
miocardite em pacientes chagéasicos. Nos pacientes assintométicos ou com baixo grau
de miocardite, as células T reguladoras se apresentaram mais supressoras do que nos
pacientes com miocardite moderada e grave. Nestes ultimos, ocorre uma deficiéncia na
atividade supressora das células T reguladoras e o sistema imunolégico é conduzido a
produzir maior quantidade de citocinas pro-inflamatérias (IFN-gama e TNF-alfa),
danificando as células do tecido cardiaco. Com essas observacbes da relacdo da
atividade das células T reguladoras e o grau de miocardite seria possivel predizer quais
pacientes assintomaticos sdo mais predispostos a progredir para a cardiopatia.

Na fase crbnica ocorre a forma clinica mais critica da doenca de Chagas. Nesta
fase, as formas amastigotas do T. cruzi se alojam nos tecidos cardiacos, gerando
sérias lesbes no tecido, comprometendo as func¢des cardiacas, como o bombeamento
do sangue e o ritmo cardiaco, além da cardiomegalia. Outros sintomas sao
hepatomegalia, episédios de tromboembolismo e comprometimento do sistema

digestivo (CIMERMAN, 2010; REY; 2011; MSF, 2018).
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2.3.2 Tratamentos

Apesar da doenca de Chagas ser antiga e acometer milhares de pessoas, ainda
nao existe uma terapéutica que seja de fato efetiva contra o T. cruzi (NEVES et al.
2011).

Sao poucas as opcdes de medicamentos, sendo indicado o uso do benzonidazol
e do nifurtimox, que apresentam sucesso na terapéutica de até 70% durante a fase
aguda. E indicado o uso de nifurtimox por 90 dias e de benzonidazol por 60 dias para
que se alcance este nivel de sucesso no tratamento (CIMERMAN, 2010; NEVES et al.
2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

O nifurtimox é administrado pela via oral, na dose de 8 a 12 mg/kg por dia,
agindo contra as formas tripomastigotas e parcialmente contra as formas amastigotas,
sendo mais eficaz na fase aguda da doenca de Chagas, além de ser considerado de
alta toxicidade, sendo proibida a sua comercializacdo no Brasil (CIMERMAN, 2010;
NEVES et al. 2011; USP, 2014). Em ensaios clinicos realizados por CANCADO (1985),
68% dos pacientes tiveram que interromper o tratamento devido as reacdes adversas,
que também foram observadas por outros autores (RASSI; FERREIRA, 1971; PRATA
et al. 1975). Os efeitos adversos mais comuns do nifurtimox sdo nauseas, anorexia,
vomitos, dores abdominais, alergia, polineuropatia, insénia e distarbios
comportamentais (CIMERMAN, 2010; NEVES et al. 2011).

O benzonidazol é administrado pela via oral, indicado na dose de 5 a 8 mg/kg
por dia, demonstrando significativa acdo antiparasitaria somente contra as formas
tripomastigotas do T. cruzi. Os efeitos adversos observados sdo perda de peso,
vertigens, cefaleia, dermatopatia urticariforme, sonoléncia e dores abdominais
(CIMERMAN, 2010; NEVES et al. 2011; MSF, 2018).

O benzonidazol é produzido pela LAFEPE (Laboratorio Farmacéutico de
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Pernambuco) e distribuido gratuitamente a populacédo brasileira através do Sistema
Unico de Saude (SUS), além de ser exportado para outros paises endémicos
(LAFEPE, 2016; BRASIL, 2011).

Como critério de cura sdo indicados exames laboratoriais como: oS
parasitologicos (xenodiagnostico, PCR e hemocultura) e os sorologicos (ELISA, RIFI,
entre outros). S&o considerados curados 0S pacientes que apresentam 0sS exames
parasitolégicos e soroldgicos negativos (NEVES et al. 2016).

Na tentativa de erradicar o vetor, o governo brasileiro tem entrado com medidas
para o controle dos triatomineos através da melhoria das condi¢des habitacionais. Para
isso, em 2013, elaborou o Projeto de Melhoria Habitacional para o Controle da Doenca
de Chagas (PMHCh), para construcéo de novas casas (FUNASA, 2017).

A educacdo da populacdo em relacdo a higiene pessoal, caseira, cuidados com
a alimentacdo e a capacitacdo de profissionais da salde em relacdo aos cuidados na
realizacdo de transfusdes e coletas de sangue, sdo essenciais para o controle da

doenca (FIOCRUZ, 2018).

2.3.3 Estudos de novas moléculas para o tratamento da Tripanossomiase
Americana

Devido a necessidade de novos medicamentos para o tratamento da doenca de
Chagas, a sociedade cientifica tem investido na pesquisa de novas moléculas com
potencial acao contra o T. cruzi.

Em 2010-2011, o Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) realizou
estudos clinicos de fase | em humanos para avaliar a seguranca e a farmacocinética do
fexinidazol, antiparasitario de acdo contra o T. cruzi, obtendo resultados positivos.

Dessa forma, foram iniciados estudos clinicos de fase Il que devem ser concluidos no
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final de 2019 (CLINICALTRIALS, 2018).

O fexinidazol € um pro-farmaco da classe nitroimidazol que, no organismo, €
oxidado gerando os metabolitos sulféxido e sulfona dotados de acéo terapéutica. O
mecanismo de acdo ainda nao foi elucidado, porém, acredita-se que esse composto
torna-se ativo através da metabolizacdo das enzimas nitroredutases. Em estudos pré-
clinicos, realizados em ratos na fase aguda da doenca de Chagas, o fexinidazol agiu
contra cepas que sao resistentes ao benzonidazol e na fase cronica foi capaz de
reduzir a miocardite dos animais tratados (TORREELE, et al. 2010; BAHIA, et al. 2012).

Novos compostos derivados da molécula 5-nitrofurano foram estudados,
apresentando atividade anti T. cruzi. Os compostos BSF-37, BSF-38, BSF-39 e BSF-40
apresentaram maior atividade e seletividade, contra a forma amastigota da cepa Y de
T.cruzi, do que o benzonidazol. Foram sugeridos estudos in vitro de ADME, para esses
compostos (PALACE-BERL, 2016). O ICso e CCso dos compostos estdo apresentados

na Tabela 1:

Tabela 1. Acdo dos compostos derivados da molécula 5-nitrofurano. Adaptado de
PALACE-BERL, 2016.

Forma amas'jlcg?;t(a:“(\:n(;pa Y Ncl:éc(:jsi(;(:“g)P
Média = DP
BSF-37 1,66 + 0,62 19,68 £ 9,13
BSF-38 0,96 +0,1 42,53 £ 2,05
BSF-39 0,82+0,12 nd
BSF-40 0,88+0,3 22,53 +12,49

nd: ndo declarado
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2.4 Leishmaniose Visceral Americana

A leishmaniose visceral americana ou calazar americano € uma doenca
sistétmica que tem como agente etioldégico o parasito L. (L.) infantum chagasi. A
principal via de contaminacéo é vetorial, através da picada do flebotomineo fémea da
espécie Lutzomyia longipalpis popularmente conhecido como “mosquito-palha” ou
“birigui”, a transmissdo também pode ser através da forma congénita e venérea
(PESSOA; MARTINS, 1988; NEVES, 2016).

O parasito possui as formas amastigota (Figura 5) e promastigota (Figura 6),
sendo que a amastigota € parasita intracelular no hospedeiro vertebrado, invadindo as
células do sistema mononuclear fagocitario, tendo como maior alvo os macréfagos. No
hospedeiro invertebrado, a forma amastigota se transforma para promastigota, que

migra para o tubo digestivo do inseto (CIMERMAN, 2010; NEVES et al. 2011).

Figura 5. Forma amastigota de Leishmania sp. em bidépsia de tecido da pele. Fonte: Adaptado de CDC,

2017.
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Figura 6. Forma promastigota da Leishmania sp em cultura celular. Fonte: Adaptado de CDC, 2017.
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Esta entre as doencas tropicais negligenciadas que mais matam, podendo
evoluir para o 6bito em mais de 90% dos casos, quando ndo tratada (MSF, 2018).
E uma doenca endémica em mais de 60 paises, sendo mais de 200 mil novos
casos por ano em todo o mundo (MSF, 2018). Isso porque existem diferentes espécies
do género Leishmania espalhadas por varios continentes responsaveis por causar a

leishmaniose visceral. Na América Latina, 90% dos casos ocorrem no Brasil, sendo

mais de 3 mil registros todos 0os anos em nosso pais (CDC, 2013; SBI, 2018).

2.4.1 Manifestacao clinica

O quadro clinico da leishmaniose visceral, pode ser dividida em assintomatica e
sintomatica (FIOCRUZ, 2018).

Nos casos assintomaticos, ndo ocorre manifestagdes clinicas da infeccdo e a

doenca s6 é detectada através de exames sorolégicos. Ja 0s casos clinicos

sintomaticos da leishmaniose visceral sédo divididos em duas fases: a aguda e a crbnica
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(NETO et al. 2008).

Na fase aguda, ou periodo inicial da doenca, o individuo pode demorar até 8
meses para a manifestacdo dos sintomas, podendo apresentar febre prolongada, perda
de peso, fraqueza, anemia, fadiga muscular, tosse, diarreia, discreto aumento do figado
e do baco (NEVES et al. 2016; MSF, 2018).

A fase crbnica, ou periodo de estado, € marcada principalmente pela
hepatoesplenomegalia acentuada e a demora no diagndstico e no tratamento pode

resultar no 6bito do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.4.2 Tratamento

Os compostos antimoniais pentavalentes (Sb>") sdo utilizados no tratamento da
leishmaniose desde 1940. Devido a escassez de opcao terapéutica para o tratamento
da leishmaniose visceral, esses compostos antimoniais ainda sdo utilizados como
medicamentos de primeira escolha na maioria dos paises, sendo estes: 0 antimoniato
de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato sédico (Pentostam®) (NEVES et al.
2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2018) .

No Brasil, é utilizado como farmaco de primeira escolha o Glucantime®,
distribuido gratuitamente pelo SUS. Como segunda escolha é indicado o uso de
anfotericina B lipossomal (Ambisome®), anfotericiha B em dispersdo coloidal
(Amphotec®) e anfotericina B em complexo lipidico (Abelcet®). Essas formulacoes
lipidicas de anfotericina B tem como objetivo diminuir os efeitos adversos causados
pelo farmaco e aumentar a eficacia terapéutica (BRASIL, 2017; NEVES et al. 2016).

O antimoniato de N-metil glucamina é produzido e comercializado pela Sanofi®.

Segundo orientagdes do produtor, a administragdo é realizada por via parenteral,
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podendo ser intravenosa ou intramuscular, na dose de 20 mg/kg/dia de antimdnio
pentavalente (Sb*™) durante 20 dias seguidos. Cerca de 80% da dose é eliminada na
forma inalterada através da urina em um periodo de 24 horas. Apresenta duas fases de
eliminacdo, na primeira a meia-vida é de 2 horas e na segunda a meia vida € de 76
horas (ANVISA, 2015).

O mecanismo de acdo dos antimoniais € inibir as enzimas da via glicolitica e da
oxidacdo de &cidos graxos do parasito. Como efeitos adversos, apresentam elevada
toxicidade cardiaca (tornando necessario o monitoramento dos batimentos cardiacos),
além de dano renal, hepético, pancreatico e gastrointestinal, gerando nauseas, dores
abdominais e anorexia (NETO et al. 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Em alguns casos, as formulacg@es lipidicas de anfotericina B séo indicadas como
medicacdo de primeira escolha como é o caso de gestantes, criangcas menores que 1
ano, insuficiéncia hepatica e cardiaca, portadores de HIV, falha na terapéutica com o
antimoniato de N-metil glucamina, entre outros (NEVES et al. 2016).

A anfotericina B € um antibiético muito utilizado para o tratamento de fungos e o
mecanismo de acdo é o mesmo para a Leishmania. A anfotericina B age alterando a
permeabilidade da membrana plasmatica do parasito, através da ligagdo com
esteroides presentes na membrana, resultando na lise celular. Os efeitos adversos
observados na administracao deste farmaco sao febre, cefaleia, dores nos masculos e
nas articulacdes, vomitos e astenia (NETO et al. 2008; ANVISA).

A cura é admitida com a erradicacdo dos sintomas clinicos, como o
desaparecimento da febre, reducdo do figado e baco que ocorre dentro de poucas
semanas de tratamento, sendo visivel a melhora geral do paciente. Mesmo
desaparecendo os sintomas, o0 paciente deve ser acompanhado por mais 12 meses,

caso 0 seu estado esteja estavel nesse periodo, entdo é considerado curado. As
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provas sorolégicas demoram para se negativar, por isso ndo sdo aconselhadas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Os antimoniais indicados podem resultar no desaparecimento dos sintomas
clinicos, no entanto, o parasito demora para ser eliminado completamente. O homem
nao tem relevancia como reservatorio do parasito, ao passo que, 0s cdes servem como
fonte de infeccdo para os flebotomineos, trazendo riscos para a saude publica. O
Ministério da Salude recomenda, sob sua supervisdo, a eutanasia dos animais
infectados pelo parasito (BRASIL, 2017; DANTAS-TORRE, 2007).

No Brasil, o0 Ministério da Salude adotou uma série de medidas para o controle
da leishmaniose que estdo centradas na eliminagdo dos reservatorios, tratamento dos
portadores, conscientizagdo da populacdo, reducdo dos vetores e eliminacdo dos
reservatoérios. O cdo é o principal reservatorio doméstico e, caso esteja infectado com a
Leishmania, deverd ser eutanasiado. O destino dos cadaveres dos animais
eutanasiados ou que morreram devido a leishmaniose serdo de responsabilidade da
ANVISA. Outro problema que merece aten¢do pelos 6rgaos responsaveis pela saude
publica da doenca, € que profissionais da saude responsaveis pelo manejo dos casos
suspeitos, ndo estdo sabendo identificar as manifestacfes clinicas da leishmaniose
visceral, sendo necessario melhor capacitacdo e monitoramento desses profissionais.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014; ROMERO, 2016).

Trabalhos recentes mostram que essas medidas ndo estdo sendo suficientes,
uma vez que a doenca tem se espalhado cada vez mais pelo Brasil e a notificacdo dos
casos de leishmaniose visceral tem aumentado. Seva et al. (2017), utilizaram um
modelo inovador espaco-temporal Bayesiano para predizer futuras progressoes
geograficas da epidemia, identificando areas estratégicas de intervencdes para o

controle da propagacdo do vetor e disseminacdo do parasito. Essas informacoes
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podem ajudar no controle da leishmaniose pelas autoridades brasileiras de saude
publica.

Os medicamentos utilizados no tratamento da leishmaniose sdo de baixa adesao
pelos pacientes devido a via de administracdo ser parenteral, além de apresentarem
alta toxicidade. Resumidamente, no Brasil, € utilizado como farmaco de primeira
escolha o Glucantime® e como segunda escolha é indicado o uso de anfotericina B,
que também é administrado pela via parenteral e apresenta efeitos toxicos. (NETO et

al. 2008).

2.4.3 Estudos de novas moléculas para o tratamento da leishmaniose visceral

Mowbray et al. (2015) realizaram um estudo e demonstraram que uréias
sintetizadas a partir de moléculas intermediarias do aminopirazol apresentam alta
atividade contra a leishmania infantum e leishmania donovani, ambas responsaveis por
causar a leishmaniose visceral. Os compostos apresentaram alta atividade contra a
forma amastigota da L. infantum e boa estabilidade metabdlica nos ensaios com
microssomas de rato. Nos estudos in vivo, um desses compostos apresentou alta
eficacia (92,7% de reducdo dos parasitas no figado), sem apresentar toxicidade, além
de demonstrar um bom perfil farmacocinético. Nos estudos in vitro, para 0 mesmo
composto, 0 ICspfoi 2,37 uM e o CCs foi > 57 (MOWBRAY et al. 2015).

Em 2016, foi realizado um estudo com o linalol e o eugenol, componentes
extraidos de 6leo essencial, que apresentaram atividade contra a L. infantum chagasi.
Esses compostos apresentaram LDso de 220 ug/mL para o eugenol e 550 ug/mL para o
linalol, contra as formas amastigotas do parasito. Nesse estudo, também constatou-se

gue o eugenol e o linalol promovem o aumento das atividades das proteinas quinases
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PKC e PKA da L. infantum chagasi, que provavelmente esta relacionada a resisténcia
do parasito ao estresse oxidativo, fortalecendo a ideia de que o eugenol mata os
parasitos reduzindo a resisténcia de espécies reativas de oxigénio (DUTRA et al.

2016).

2.5 Compostos analogos derivados do gibilimbol, uma nova perspectiva para o
tratamento da doenca de Chagas e da Leishmaniose Visceral

Considerando as limitagcdes para o tratamento da doenca de Chagas e da
leishmaniose visceral e tendo em vista a gravidade dessas doencgas, o grupo de
pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) reportou a atividade
antiparasitaria do gibilimbol (A e B), um derivado de alquifenol isolado do 6leo essencial
das folhas de Piper malacophyllum (Piperaceae) com ac¢do antiparasitaria contra as
formas amastigota e tripomastigota do T. cruzi e contra as formas amastigota e
promastigota da Leishmania (L.) infantum (OLIVEIRA et al. 2012).

O gibilimbol B age interferindo na permeabilidade da membrana plasmatica da L.
i. chagasi apresentando acdo semelhante a anfotericina B, essa acdo poderia ser
resultado de uma similaridade com os fosfolipideos da membrana, sendo o grupo
hidroxila a parte polar e a cadeia alquilica a parte lipofilica. Outra caracteristica do
gibilimbol A e B é que apresentam toxicidade significativa sobre as células de
mamiferos (VARELA et al. 2018) e essa baixa seletividade para a toxicidade celular
representa desvantagem para sua aplicacdo terapéutica direta.

Dessa forma, foram sintetizados analogos dessas moléculas que se
apresentaram mais seletivos do que o gibilimbol, resultando em maior atividade contra

0S parasitos e menor toxicidade em células de mamiferos. Entre os derivados

sintetizados se destacaram, em termos de atividade, os compostos LINS03006,
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LINS03011 e LINS03013 (Figura 7) (VARELA et al. 2016; VARELA et al. 2017).

O composto LINS03011 foi o que apresentou melhor atividade contra as formas
do T. cruzi (tripomastigota e amastigota) e da L. (L.) infantum (promastigota e
amastigota), enquanto o composto LINS03013 apresentou boa atividade contra a forma
amastigota do T. cruzi e o composto LINSO03006 apresentou alta atividade contra a
forma promastigota da L. (L.) infantum, como pode ser observado na Tabela 2. Os
estudos sugerem que o0 nitrogénio na posicdo C-2 da cadeia lateral dos derivados
fendlicos aumentou significativamente a atividade contra a L. i. chagasi promastigota

(VARELA et al. 2016; VARELA et al. 2017).

Figura 7. Estruturas dos novos compostos derivados do gibilimbol A e B. Adaptado de

VARELA et al. 2016, VARELA et al. 2017.

rﬂ“ﬁrﬁ}‘Nf“ﬁm if‘“‘ P T P N
HO™ ‘»j

LINSO03006 LINSO03011

/@A‘)\N\/\
~o

LINSO03013



41

Tabela 2: Atividade antiparasitaria dos compostos LINS contra a L.(L) infantum e o
T.cruzi. Adaptado de VARELA et al. 2016, VARELA et al. 2017.

L.(L) infantum T. cruzi
Compostos Amastigota | Promastigota | Amastigota | Tripomastigota
|C5o (UM) |C5o (UM) |C5o (|JM) |C5o (|JM)
LINS03006 - 19,9 - -
LINS03011 16,7 3,0 13,3 20,7
LINS03013 - - 26,2 -

ICs0: 50% da concentracao inibitéria minima

(-) néo se dispde da informacgao

Considerando os resultados promissores de atividade in vitro desses compostos,

realizar a avaliacdo das propriedades fisico quimicas e de ADME precocemente deve

agilizar o desenvolvimento com planejamento fundamentado dos estudos in vivo, tanto

para a obtencéo do perfil farmacocinético como para a avaliacdo da atividade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar estudos in vitro para avaliar propriedades fisico quimicas e de ADME
dos compostos derivados do gibilimbol LINS03006, LINS03011 e LINS03013 e obter
informagdes para fundamentar a selecdo dos compostos mais promissores para a

conducao dos estudos de farmacocinética e para planejar os estudos in vivo.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver os métodos analiticos e bioanaliticos para quantificacdo dos
compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 através da cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) acoplado ao detector UV-visivel,

e Determinar o log P dos compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013;

e Realizar o ensaio de estabilidade quimica dos compostos LINS03006,
LINSO3011 e LINS03013 nos pHs 1,2; 7,4 e 8,8;

e Realizar ensaio de estabilidade quimica ex vivo dos compostos LINS03006,
LINS03011 e LINS03013 em plasma de rato;

e Realizar ensaio de permeabilidade dos compostos LINS03006, LINS03011 e
LINS03013 atraves das células Caco-2;

e Realizar estabilidade metabdlica dos compostos LINS03006, LINS03011 e

LINS03013 em meio microssomal hepatico de ratos e de humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

Os compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 foram sintetizados pelo
grupo de pesquisa do Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), sob orientagcdes do Prof. Dr. Jo&o
Paulo dos Santos Fernandes. Esses compostos foram gentiimente cedidos para a

realizacdo dos estudos desses candidatos a farmacos.

4.1. Desenvolvimento e validacdo dos métodos analitico e bioanalitico para

a determinagéo dos compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 por UHPLC

Foi desenvolvido o método analitico e bioanalitico para a quantificacdo desses
compostos através da cromatografia liquida de ultra eficiéncia UHPLC Waters®
equipado com detector UV-Visivel. Inicialmente foi determinado o comprimento de onda
dos compostos através de varredura realizada no espectrofotometro Biotek®, sendo
encontrada a maior absortividade para LINS03006 e LINS03013 no comprimento de
onda de 230 nm, e para LINS03011, no 200 nm. No entanto, para LINS03011 também
foi realizada a leitura em 230 nm, devido a maior seletividade quando comparada ao
comprimento de onda de 200 nm. Os métodos desenvolvidos foram os mesmos para
todos os compostos, sendo a fase moével na propor¢cdo de 70% acetonitrila (J. T.
Backer) e 30% agua, em modo isocratico e fluxo de 0,4 mL/min, utilizando-se coluna
HSS C18 SB 1,8 um 2,1 x 100 mm Waters®, coluna de guarda HSS C18 SB 1,8 um
2,1 x 5 mm Waters®.

Para que os métodos analiticos e bioanaliticos pudessem ser utilizados, foram

determinados os seus limites de confianca utilizando-se como base a RDC 166/2017 e
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a RDC 27/2012 da ANVISA - validacéo parcial - avaliando-se os parametros precisao,

exatidao, seletividade, linearidade e limite de quantificacao.

Preciséo e Exatidao

A precisao foi demonstrada através do célculo do desvio padrao relativo (DPR)
de acordo com a féormula “DPR= DP/ CMD x 1007, sendo DP o desvio padrdao e CMD, a
concentracdo média determinada. As amostras foram avaliadas em uma Unica corrida
analitica, mantendo a mesma instrumentacdo, mesmo analista e as mesmas condi¢cdes
de operagéo.

A exatiddo foi calculada para todos os pontos da curva analitica dividindo-se a
concentracdo média experimental pela concentracdo teodrica e multiplicando por 100.
Para os métodos analiticos, o critério de aceitagdo foram aqueles de acordo com a
RDC 166/2017, levando em consideracdo o objetivo do método, a sua variabilidade
intrinseca, a concentracao de trabalho e a concentracdo do analito na amostra. Ja para
0s métodos bioanaliticos a variabilidade aceitavel na precisédo foi de 0 - 15% e para a

exatiddo de 85 - 115% (RDC 27/2012).

Seletividade

O método apresenta seletividade quando é capaz de identificar ou quantificar o
analito de interesse em uma matriz na presenca ou ndo de impurezas. Em métodos
cromatograficos deve ser comprovada a pureza do sinal do analito.

A seletividade foi comprovada através da comparacdo do cromatograma do
branco e do composto em questdo, ndo sendo encontrado nenhum interferente no

tempo de retencdo do composto de interesse.
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Linearidade

A linearidade € a capacidade do sistema analitico adotado apresentar respostas
proporcionais ao valor do analito de interesse na amostra. Para os métodos analiticos e
bioanaliticos, a linearidade foi determinada com a construcdo de curvas analiticas e
foram consideradas lineares as curvas que apresentaram coeficiente de correlacédo
(R)>0,99 (RDC 166/2017 e RDC 27/2012). A curva de calibragéo foi construida a partir
da razdo da &rea do pico do analito (eixo y) (areas obtidas através da média das
triplicatas) sob a concentracdo tedrica do analito (eixo x). Para algumas curvas foi
utilizada a ponderacéo 1/y?, que distribui 0 peso nos pontos, normalizando a tendéncia

da reta.

Limite Inferior de Quantificacéo

E a menor quantidade do analito que pode ser quantificada em uma amostra
com precisdo e exatiddo adequadas a finalidade analitica. O sinal do sistema analitico,
no limite de quantificacdo, deve apresentar uma resposta de no minimo 5 vezes

superior a qualquer ruido que apareca no tempo de retencdo do composto de

interesse. A precisao pode variar de 0 — 20% e a exatidao de 80 — 120%.

4.1.1 Método analitico

A) Em acetonitrila

Foi necessaria a construgdo da curva analitica em acetonitrila para a realizacao
da validacédo parcial do método analitico, garantindo a confiabilidade do método.
A curva analitica foi construida a partir de uma diluicdo seriada em acetonitrila,

partindo de uma solugao de 100 pg/mL. As concentracOes utilizadas foram de 0,039;
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0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 pg/mL para os compostos LINS03006,
LINS03011 e LINS03013, com triplicata de cada ponto. A ponderacéo 1/y? foi utilizada

para a curva de todos 0s compostos.

B) Em tampao Hank’s

Para a quantificacdo dos compostos LINS no ensaio de permeacdo, a curva
analitica foi construida em tampao Hank’s e em triplicata para cada ponto. Para os
compostos LINS03006 e LINS03013 foram utilizadas as concentracdes de 0,039;
0,156; 0,625; 2,5; 5,0 e 10 pg/mL e para o composto LINS03011 as concentracfes
foram de 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 2,5; 5,0 e 10 pg/mL. A ponderacéo 1/y? foi

utilizada para a curva de todos 0s compostos.

4.1.2 Método bioanalitico

O método bioanalitico foi desenvolvido em plasma de rato, microssomos de rato
e de humano. Para o processamento das amostras, foi utilizado o método de
precipitacdo de proteinas, adicionando-se acetonitrila gelada contendo diazepam
(padrdo interno - PI) e, posteriormente, as amostras foram levadas ao vortex e
centrifuga a 10000 rpm, a 5°C por 10 minutos. Entdo, o sobrenadante foi filtrado e
analisado em UHPLC/UV.

Foi realizada a validacao parcial através da construcdo das curvas de calibracéo

em cada uma das matrizes:
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A) Microssomos hepaticos de rato

A curva analitica foi construida em microssomos de rato e em 5 replicatas de
cada ponto, para a quantificagdo dos compostos no ensaio de metabolismo utilizando-
se essa matriz. Para o composto LINS03006, LINS03011 e LINS03013 foram utilizadas
as concentraces de 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,25 e 2,5 pg/mL. A ponderacdo 1/y?

foi utilizada para as curvas dos compostos LINS03006 e LINS03011.

B) Microssomos hepaticos de humano

A curva analitica foi construida em microssomos de humano e em 5 replicatas
de cada ponto, para a quantificagdo dos compostos no ensaio de metabolismo
utilizando-se essa matriz. Foram utilizadas as concentracdes de 0,078; 0,156; 0,312;
0,625; 1,25 e 2,5 pg/mL para os compostos LINS03006 e LINS03013 e 0,039; 0,078;
0,156; 0,312; 0,625 e 1,25 pg/mL para LINS03011. A ponderacdo 1/y? foi utilizada para

todos os compostos.

C) Em plasma de rato

A curva analitica foi construida em plasma de rato e em 5 replicatas de cada
ponto, para a validacdo parcial do método bioanalitico nessa matriz, devido ao ensaio
de estabilidade ex vivo. Foram utilizadas as concentracdes de 0,624; 1,25; 2,5; 5,0; 10
e 20 pg/mL para todos os compostos LINS. A ponderacéo 1/y?foi utilizada para a curva

dos compostos LINS03011 e LINS03013.
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4.2 Estudos in vitro
4.2.1 Determinacdo do log P dos compostos LINS03006, LINS03011 e
LINS03013

Determinagéo in silico

Foram utilizados os programas Marvin Sketch® 16.7.18 e ChemDraw® para a

determinacao do log P in silico dos compostos.

Método cromatografico

Os compostos apresentaram caracteristicas apolares através do método in silico
e, dessa forma, foi escolhido o método cromatografico para a determinagéo
experimental do log P, uma vez que é o mais apropriado para compostos com log P
entre O e 6.

O coeficiente de particdo (log P) dos compostos foi determinado através do
método cromatografico de acordo com o guia da OECD/2004 (Organization for
Economic Co-operation and Development). Foi plotada uma curva de calibracdo de log
P por Log K (fator de capacidade) para o célculo do valor do log P das substancias de
interesse e a curva foi construida com substancias de log P conhecido recomendadas
pelo guia, além dos compostos GQ11, GQ177 e GQ19, tiazolidinodionas para 0s quais
0 grupo de pesquisa ja determinou os valores de LogP. O log P das substancias
utilizadas compreendeu o intervalo entre 0,77 a 6,2 (Tabela 3).

O sistema cromatogréfico utilizado foi UHPLC/UV Waters® com fase moével
metanol:agua com acido férmico 0,1% na proporc¢ao 70:30 e fluxo de 0,4 mL/min. Para
a separagao das moléculas foi utilizada a coluna BEH 2,1 x 50 mm, 1,7 ym com pré-

coluna BEH 2,1 x 5 mm, 1,7 ym, mantida a 30°C.



Tabela 3: Log P dos padrbes de calibracao

Substéancia Log P
Acetanilida 1,0
Ac Benzéico 1,9
GQ19 1,87
Probenecida 2,3
Diazepam 2,7
Naftaleno 3,6
Timol 3,3
GQ177 3,5
Fenantreno 4,5
GQ11 511
DDT 6,2
Benzonidazol 0,77
Isoniazida -0,8
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Para a construgéo da curva de log k versus log P, o fator de capacidade (k) foi

calculado para cada padréo de acordo com a formula:
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Em que, tr é o tempo de retencdo da substancia e to € o tempo morto, que é
definido como o tempo em que nao ocorre retencdo de um composto na coluna. Para o
calculo do tempo morto, foi considerado as dimensdes da coluna cromatografica.

A partir da curva da reta conseguida, foi calculado o log P dos compostos LINS.

4.2.2 Ensaio de estabilidade quimica dos compostos LINS03006, LINS03011
e LINS03013 nos pHs 1,2; 7,4e 8,8

Os compostos foram submetidos as condi¢cdes de pH 1,2 (tampéo Clark-Lubs,
cloreto de potassio e acido cloridrico ambos a 0,2M) e de pH 8,8 (tampao tris-HClI,
NaOH 2M) (CAMPOS et al. 2016). Também foi determinada a estabilidade dos
compostos em tampao Hanks de pH 7,4, utilizado no ensaio de permeabilidade por
Caco-2. O tamp&o Hanks Sigma® foi preparado segundo as instrucées do fabricante,
adicionando-se bicarbonato de sédio a 7,5% e o pH ajustado com HCI 1N.

O procedimento de preparacdo das amostras e de execucdo do ensaio de
estabilidade foi 0 mesmo para os trés tampdes. Dessa forma, foram preparadas em
tampdo e em triplicata as solucbes de controle de qualidade baixo (CQB) de 1,25
pg/mL para LINS03011 e 0,078 pg/mL para LINS03006 e LINS03013, além do controle
de qualidade alto (CQA) que foi de 8,0 pg/mL para todos os compostos. Essas
solucBes foram mantidas constantemente sob agitacdo a 100 rpm e temperatura de
37°C por 24 horas em incubadora 430 Ethik®. As coletas foram realizadas em
triplicatas, em intervalos de 0’, 5, 15’, 30’, 45’, 60’, 90’, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h e 24h.
Entdo, as amostras foram injetadas no UHPLC/UV Waters®, utilizando-se o método
analitico previamente desenvolvido.

As areas dos picos dos compostos foram transcritas para o Excel onde foi

calculada a quantidade remanescente dos compostos no ensaio com cada tampao,
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sendo realizada a analise de distribuicdo normal dos dados no programa Minitab18 e a
partir deste teste, foi decidida a analise de variancia (ANOVA) a utilizar para a

avaliacdo estatistica através do Prism5 GraphPad®.

4.2.3 Estabilidade ex vivo

O ensaio de estabilidade quimica ex vivo foi realizado em plasma de rato para
avaliar o grau de degradacdo dos compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013
frente as enzimas presentes nessa matriz bioldgica.

As concentracbes utilizadas nesse estudo foram baseadas no ICsy dos
compostos LINS no estudo de Varela (2016) e Varela (2017). Dessa forma, as
concentracdes utilizadas foram de 20 uM para LINS03006, 20,7 uM para LINS03011 e
26,2 pM para LINS03013. Para atingir essas concentracdes, as amostras foram
diluidas em plasma a partir de uma solugéo inicial na concentragédo de 10 pg/mL diluida
em acetonitrila, sendo preparada a triplicata para cada um dos compostos LINS. Essas
solugcBes foram mantidas constantemente sob agitacdo a 100 rpm e temperatura de
37°C por 24 horas em incubadora 430 Ethik®. As coletas foram realizadas nos
intervalos de 0’, 30, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h e 24h. As amostras foram
processadas através do método de precipitacdo de proteinas (descrito no item 4.1.1.2)
e analisadas em UHPLC/UV.

As areas dos picos dos compostos foram transcritas para o Excel onde foi
calculada a quantidade remanescente dos compostos, sendo realizada a andlise de
distribuicdo normal dos dados no programa Minitab18 e a partir deste teste, foi decidido

qual ANOVA utilizar para a andlise estatistica através do Prism5 GraphPad®.
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4.2.4 Ensaio de citotoxicidade pelo teste da Resazurina em células Caco-2

O ensaio da resazurina proposto por NAKAYAMA et al. (1997), consiste na
determinacao da citotoxicidade através da a¢cdo de enzimas mitocondriais que reduzem
0 corante Oxido-redutor resazurina em resorufina. A resazurina € reduzida no
citoplasma celular e excretada para o meio.

As células Caco-2 foram cultivadas por alguns dias até que a cultura atingisse
alta confluéncia. Entéo, as células foram retiradas da garrafa de cultivo utilizando-se
tripsina, foram centrifugadas em tubos falcon e contadas em camara de Neubauer,
sendo necessaria uma concentracdo de 150 x 10* células em 200pL. Posteriormente,
as células foram plaqueadas em 3 placas de 96 pocos e incubadas por 24h em estufa
de CO,. Em outra placa sem células, foi realizada uma diluicdo seriada, nas
concentracfes de 1000, 500, 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8 e 3,9 uM. Entdo, a placa
contendo as células teve o meio de cultura trocado e foram adicionados 100 pL de
meio de cultura novo, posteriormente, 100 pL das concentracbes dos compostos
preparadas anteriormente, foram adicionadas nas placas, como esquematizado na

Figura 8.
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Figura 8. Ensaio de citotoxicidade por reducdo da resazurina. Autoria prépria.

CS - Controle solvente
CP - Controle positivo
CN - Controle negativo

Para o preparo dos controles, como a solugdo inicial dos compostos foi
preparada em DMSO, foi realizado um controle solvente (CS) contendo 0,4% de
DMSO, que corresponde a concentracdo final desse solvente nos po¢cos com 0s
compostos. Para o controle positivo (CP), foi utilizado 50% de DSMO diluido em meio e
para o controle negativo (CN) foi utilizado somente meio de cultura. Todos os controles
foram feitos em triplicata. Por fim, a placa foi incubada por 24h em estufa de CO,. No
dia seguinte, o meio contendo os compostos foi descartado e foi adicionada uma
solucdo de resazurina na concentracdo de 398 uM em cada poco. A placa foi
novamente incubada na estufa por 2 h e 30 min. Posteriormente, foi realizada a leitura
da placa a 570 nm no espectrofotdmetro Biotek®, com detector de fluorescéncia. O
resultado da viabilidade foi obtido em porcentagem através do célculo no Excel, em que

a fluorescéncia de cada poco foi dividida pela fluorescéncia do CS (para eliminar
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qualquer tipo de interferéncia que o solvente possa ter causado) e o resultado foi
multiplicado por 100.

A resazurina, de coloracao azul, foi reduzida a resorufina, de coloragao rosa, nos
pocos em que as células se apresentaram viaveis. Assim, onde as concentracdes
avaliadas foram citotdxicas, ocorreu a diminuicdo do numero de células, com
consequente diminuigdo da bioconverséo da resazurina (NAKAYAMA et al. 1997).

O ensaio de citotoxicidade foi necessério para a determinacdo das
concentracbes dos compostos a serem utilizados, posteriormente, nos ensaios de
permeabilidade com as células Caco-2. Foram selecionadas para o0 ensaio de
permeacdo as concentracfes dos compostos que apresentaram 70% de viabilidade

celular (FERNANDES, 2012).

4.2.5 Cultivo de células Caco-2

A linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano, Caco-2 (ATCC® HTB-
37™) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). O cultivo foi realizado
em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) com 4500 mg/L D-glicose (Sigma-
Aldrich), L-glutamina (584 mg/L), acrescido de 1% de aminoacidos ndo essenciais
(MEM) e suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®), mantidas em
estufa com 5% de CO, a 37° C. As passagens celulares foram realizadas com tripsina

0,25% / EDTA 2,4 mM Gibco®, quando as células atingiam 80-90% de confluéncia.
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4.2.6 Cultivo das células Caco-2 em placas com sistemas de insertos
ThinCertTM (Greiner Bio-One)

As células foram transferidas para as placas de 12 pocos com o sistema de
insertos ThinCert'™, numa densidade de 5 x 10* cel/cm?, para os futuros ensaios de
permeacdo (Figura 9). A Figura 10 é uma foto das células tirada antes de serem
transferidas para os insertes. Essa transferéncia foi realizada na 82 passagem celular e
foram mantidas nos insertos por 21 dias, somente com a troca do meio de cultura,
sendo as condi¢cfes de incubacdo as mesmas descritas anteriormente. Para garantir a
formacdo da monocamada, foi medida a resisténcia elétrica transepitelial (Q x cm?)
(RET) com o voltimetro (WPI®) no 10°, 15° e 21° dia de cultivo (YU; HUANG, 2011;

GRANDIS, 2016).

Figura 9. Cultivo de células Caco-2 em placas com sistemas. Autoria propria.
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Figura 10. Monocamada de células Caco-2. Autoria prépria.

4.2.7 Ensaio de permeabilidade utilizando as células Caco-2

O ensaio de permeabilidade foi realizado no 21° dia de cultivo das células nos
insertos. Previamente ao ensaio, as células foram lavadas com tampdo Hank’s
(Sigma®) (pH 7,4) e mantidas neste tamp&o por 20 minutos a 37°C. A resistividade
elétrica das membranas foi medida, sendo considerada ideal para o estudo aquelas
que apresentaram RET (resisténcia elétrica transepitelial) acima de 200 Q cm?
(HUBATSCH; RAGNARSSON; ARTURSSON, 2007). As solucbes estogues dos
compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 foram preparadas em DMSO nas
concentracbes de 12,5 mM. Como controles de permeabilidade e integridade da
monocamada, foram utilizados o verapamil e a fluoresceina ambos na concentracdo de
40 M.

O experimento teve inicio com a adicdo de 5 pL das solugbes estoques no
compartimento apical contendo 500 pL de tampéo Hank’s, atingindo as concentragfes

finais de 125 uM. As placas foram mantidas em estufa agitadora a 37°C e 25 rpm.

Aliquotas de 200 pL foram coletadas na fase basolateral, contendo 1,5 ml de
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tampéo Hank’s, nos tempos de 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Apds cada coleta, 200
uL de tampao Hank’s foram repostos no compartimento basolateral. As amostras foram
injetadas no equipamento UHPLC/UV Waters®.

Os dados obtidos foram utilizados para o calculo da permeabilidade aparente

(Papp) através da férmula abaixo:

Papp = [ Wa ) X [ [composto]easciateral ]
Area x Tempo [composto] apical, inicial
V, = Volume no compartimento basolateral, em mL.
Area = area do inserte de cultivo, em cm?.
Tempo = tempo transcorrido até a Ultima coleta, em segundos.
[composto] basolateral = concentracdo do composto na ultima coleta.

[composto] apical = concentracdo inicial do composto no compartimento apical (PICHARDO, et al.

2017).

4.2.8 Ensaio de metabolismo

O estudo de metabolismo utilizando microssomos hepaticos de rato e humano
(Gibco®) foi realizado para os compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 em
triplicata, nas concentracfes de 2 uM (LINS03006 e LINS03013) e 5 uM (LINS03011).
Foi utilizado o tamp&o fosfato salino (PBS) (Sigma® a 0,1M, (pH 7,4) e sistema
regenerador de NADPH (SRN) composto por NADP (2,89 mM), G6PD (0,89 U/mL),
G6P (7,34 mM) e MgCl, (7,34 mM), responsavel pela reposicdo de energia durante o
experimento. Como controle positivo foi utilizado o diclofenaco a 2 pM. O sistema
regenerador de NADPH tem a fungéo de repor a energia para o meio, ndo permitindo o

esgotamento desta, desta forma, garante o funcionamento das enzimas durante o
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experimento (KUMAR et al. 2002; YAN; CALDWELL, 2004; LU et al. 2006).

Em placa de 12 pocos, foram preparados 4 sistemas em triplicata: 1°) tampéo e
composto, 2°) microssomos, SRN e diclofenaco, 3°) microssomos, SRN e composto,
4°) microssomos, tampado e composto. Inicialmente, foi realizada uma pré-incubacéo
dos compostos com tampdo PBS (0,1M) ou SRN por 5 min em estufa a 37°C e
agitacdo de 100 rpm, o mesmo foi feito para o controle. Apds esse tempo, o
experimento foi iniciado adicionando-se os microssomos (concentracao final de 0,5
mg/mL) sendo o volume final de 1,5 mL. O controle da degradacdo espontanea dos
compostos foi realizado em pocos em que houve adicdo do composto e tampéo sem a
presenca de microssomos. Aliquotas de 100 pL foram coletadas nos tempos 0, 5, 10,
20, 40, 60 e 120 minutos. A reacao foi interrompida adicionando-se 100 pL de
acetonitrila contendo diazepam, utilizado como padré&o interno (YAN; CALDWELL 2004;
LU et al. 2006). As amostras foram agitadas em vértex por 70 segundos, centrifugadas
a 5°C e 10000 rpm por 15 minutos, os sobrenadantes foram filtrados e injetados no
UHPLC/UV.

Para a extracdo do diclofenaco (controle positivo) foi utilizado 1 mL de éter-metil-
tert-butilico, agitacao por 15 minutos em mesa agitadora e centrifugacdo a 10000 rpm e
5°C por 15 minutos. Os sobrenadantes foram separados e evaporados no evaporador
a vacuo por 50 minutos a 45°C. Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas
com 90 pL de solucdo de agua e acetonitrila nas propor¢cdes de 40:60,
respectivamente.

As amostras do diclofenaco foram injetadas em HPLC/MS (Perkin Elmer) e
analisadas segundo o método: coluna Poroshell 120 EC-C18 (4,6x100mm, 2,7 ym),
pré-coluna Poroshell 120 EC-C18 (4,6x5mm, 2,7 um) (Agilent Technologies, Santa

Clara, USA), fase movel: acetonitrila/acido férmico 0,1% (60/40, v/v), vazdo de 0,5
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mL/min, em modo isocratico e o volume da injecao foi de 20 uL.
Os calculos do clearance intrinseco foram realizados de acordo com Obach

2011, através das formulas abaixo:

kV
Ci“inrinvirr‘o = -
mg de proteinas
ol =cr Mg Microssomos g figado
ine = intinvitro g de figado peso do animal em kg

Clininviro — Clearance intrinseco in vitro

K ou Kel — constante de eliminagéo

V- volume total adicionado no po¢o para a incubagéo

Mg de proteina — volume de microssomo adicionado na incubacéo

Clis — Clearance intrinseco do figado de rato

Foram considerados 45 mg de microssomos para 1 g de figado de rato e 40 g de figado por kg

de peso corporal de rato.

O K é a inclinacdo da regressao do grafico de decaimento das concentracdes
em funcéo do tempo e é utilizado para o célculo da meia vida de eliminacao através da

formula 0,693/K [min].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento dos métodos analitico e bioanalitico para a
determinagdo dos compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 em UHPLC

A varredura realizada determinou o comprimento de onda em que h& maior
absortividade para a leitura dos compostos, sendo definido para o LINS03006, o

LINS03013 230 nm e 200 nm para o LINS03011, como mostra a Figura 11.

Figura 11. Varredura do comprimento de onda.
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Para a realizacdo da varredura, os compostos foram inicialmente dissolvidos em
DMSO e, posteriormente, diluidos em metanol para a concentracdo de 100 pg/mL.
Para os compostos LINS03006 e LINS030130 pico de absorcao foi originado em 230
nm e para LINS03011 foi em 200 nm. No entanto, o DMSO puro também apresentou
pico de absorcdo em 230 nm, desta forma, os compostos foram dissolvidos somente
em metanol e foi realizada uma nova varredura, que apresentou pico de absorcao em
380, 260 e 320 nm para LINS03006, LINS03011 e LINS03013, respectivamente. Entéo,
0os compostos foram analisados nesses comprimentos de onda e em 230 nm, diluidos
somente em DMSO ou em metanol. Porém, quando os compostos foram analisados no
sistema de UHPLC nos comprimentos de onda de 380, 260 e 320 nm, e diluidos
somente em metanol, os picos apareceram de baixa intensidade, ndo demonstrando
serem adequados para quantificacdo. Por isso, optou-se pela dissolugcdo em DMSO e
no comprimento de onda de 230 nm, uma vez que, apesar de o DMSO apresentar o
mesmo comprimento de onda, ele ndo interfere na quantificacdo dos compostos pelo
método cromatografico, que garante a veracidade dos picos dos analitos por possuir
capacidade de separacgéao por afinidade (cromatogramas em apéndices).

Devido ao comprimento de onda de 200 nm ser baixo e mais sujeito a
interferentes, o que o torna pouco seletivo, o composto LINS03011 também foi

analisado no comprimento de onda de 230 nm.

5.1.1 Validagéo parcial do método analitico

A precisado, exatiddo e linearidade (Tabelas 4 e 5) foram calculadas através da
construgdo das curvas de calibracdo em acetonitrila e em tampdo Hank’s para os
compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013.

A média dos valores de precisdo, exatiddo e linearidade R>0,99 se
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encontraram dentro do preconizado pela RDC 166/2017.

Tabela 4. Curvas analiticas com regressao linear, precisdo e exatiddo dos compostos
LINS em acetonitrila.

Composto Solvente Intervalo Equacéo da reta R Média Média
pg/mL Precisdo(%) Exatidao(%)
n=3 n=3
LINS03006 ACN 0,039-10 y=193817x-71,58 0,9995 1,95 99,8
LINS03011 ACN 0,039 -10 y=85486x - 60,74 0,9997 3,30 99,8
LINS03013 ACN 0,039-10 y=139504x +119,5 0,9986 2,65 100

Tabela 5. Curvas analiticas com regressao linear, precisao e exatidao dos compostos
LINS em tampao Hank’s.

Composto Diluente Intervalo Equacéo da reta R Média Média
pg/mL Precisdo(%) Exatidao(%)
n=3 n=3
LINS03006 Hank’s 0,039-10 y=360993x - 3618 0,997 1,38 99,9
LINS03011 Hank’s 0,078—-10 y=258112x - 3755 0,999 1,76 100
LINS03013 Hank’s 0,039-10  y=304204x - 7902,4 0,999 2,04 98,3

O limite inferior de quantificagcdo nas solugdes de acetonitrila e tampao Hank’s,
também se apresentou dentro do preconizado para todos 0s compostos, com precisao

entre 0 — 20% e exatiddo entre 80 — 120%, como apresentado nas Tabelas 6 e 7,

respectivamente.
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Tabela 6. Preciséo e exatidao do LIQ dos compostos LINS em acetonitrila.

(é?(gce?i?;r;(‘\ti? Precisdo (%) Exatidao (%)
Composto LIQ (nug/mL) (ug/mL) n=3 n=3
LINS03006 0,039 0,038 0,9 97,1
LINS03011 0,039 0,038 4,27 97,4
LINS03013 0,039 0,039 1,93 100

Tabela 7. Preciséo e exatiddo do LIQ dos compostos LINS em tamp&o Hank’s.

Cé‘)’(ggﬁ’;:;‘iif Precisdo (%) Exatid&o (%)
Composto LIQ (ug/mL) (ug/mL) n=3 n=3
LINS03006 0,039 0,038 1,85 99,9
LINS03011 0,078 0,079 0,95 101
LINS03013 0,039 0,037 4,36 96,6

O método analitico demonstrou ser seletivo, ndo apresentando interferente no

tempo de retencdo dos compostos, como pode ser observado na Figura 12.



Figura 12. Cromatograma dos compostos LINS em tamp&o Hank’s na concentracéo de 2,5 pg/mL.

;

o

o

LINS03006

[=]
"

A
IRRRRERNNNN

e

=]

o

"oto’ 7 Todo’ 7 Tobe’ 7 Tolke’ 7 Tibe’ 7 T ik’

i
g
‘5
b
8

— Branco
LINS03008

o= LINS03011

AU

T T T T
0.00 020 040 060 0.80 1.00 120 1.40 1.60 1.80 200

—— Branco
— LINSD3011

020 LINS03013

AU

T
0.00 020 040 a2 ] 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 200

— Branco
—— LINS03013



65

5.1.2 Validagéo parcial do método bioanalitico
A precisao, exatidao e linearidade (Tabelas 8, 9 e 10) foram calculadas através
da construcdo das curvas de calibracdo para os compostos LINS em plasma de rato,
microssomos de rato e humano.
A média dos valores da precisdo (0 — 15%), da exatiddo (85 — 115%) e
linearidade R > 0,99 se encontraram dentro da faixa de valores como preconizado pela

RDC 27/2012.

Tabela 8. Curvas analiticas com regresséo linear, precisdo e exatiddo dos compostos

LINS em plasma de rato.

Composto Matriz Intervalo Equacédo dareta R Média Média
pg/mL Precisédo(%) Exatid&o (%)
n=5 n=5

LINS03006 Plasma 0,0624 — 20 y =0,0274x - 0,0019 0,999 4,69 102

rato
LINS03011 Plasma 0,0624 — 20 y=0,03216x + 0,002787 0,999 6,20 100

rato

Plasma

LINS03013 rato 0,0624-20 y=0,02961x - 0,00708 0,997 4,57 99,9
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Tabela 9. Curvas analiticas com regresséo linear, precisdo e exatiddo dos compostos
LINS em microssomos de rato.

Composto Matriz Intervalo Equacédo da reta R Média Média
pg/mL Precisdo(%) Exatidao(%)
n=5 n=5
LINS03006 Microssomo 0,078-2,5 y=0,02752 + 1,443e-005 0,998 2,60 99,9
rato
LINS03011 Microssomo 0,078-25 y=0,4339x - 0,018 0,999 4,24 100
rato
LINS03013 Microssomo 0,078 -2,5 y=0,0373x - 0,0011 0,999 7,20 101

rato

Tabela 10. Curvas analiticas com regressao linear, precisao e exatiddo dos compostos
LINS em microssomos de humano.

Composto Matriz Intervalo Equacédo dareta R Média Média
pg/mL Precisdo(%) Exatidao(%)
n=5 n=5

LINS03006 Microssomo 0,078 -2,5 y=0,05578x + 4,794e-005 0,997 4,30 99,9
Humano

LINS03011 Microssomo 0,039-1,25 y=0,3454x - 0,005784 0,999 3,57 100
Humano

LINS03013 Microssomo 0,078-2,5 y=0,0468x - 0,0008 0,999 6,30 97,9
Humano

O limite inferior de quantificacdo, também se apresentou dentro do preconizado
para todos os compostos em todas as matrizes bioldgicas, com precisédo entre 0 — 20%

e exatidao entre 80 — 120%, como apresentado nas Tabelas 11, 12 e 13.
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Tabela 11. Preciséo e exatidao do LIQ dos compostos LINS em plasma de rato.

(é?(gce?i?;r;(‘\ti? Precisdo (%) Exatidao (%)
Composto LIQ (nug/mL) (ug/mL) n=5 n=5
LINS03006 0,624 0,70 2,30 112
LINS03011 0,624 0,617 14,2 98,9
LINS03013 0,624 0,615 9,81 98,6

Tabela 12. Preciséo e exatidao do LIQ dos compostos LINS em microssomos de rato.

(é?(ggfi?:;%aa? Precisdo (%) Exatidao (%)
Composto LIQ (ug/mL) (ug/mL) n=5 n=5
LINS03006 0,078 0,074 3,51 95,3
LINS03011 0,078 0,08 13,8 102
LINS03013 0,078 0,08 9,18 113

Tabela 13. Precisdo e exatiddo do LIQ dos compostos LINS em microssomos de

humano.
%?(BZ?{:{;%Z? Precisdo (%) Exatidao (%)
Composto LIQ (ug/mL) (ng/mL) n=5 n=5
LINS03006 0,078 0,075 2,14 96,3
LINS03011 0,039 0,04 4,80 104
LINS03013 0,078 0,074 7,99 95,5

Os meétodos bioanaliticos demonstraram ser seletivos, ndo apresentando

interferente no tempo de retencdo dos compostos, como pode ser observado nas

Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Cromatograma dos compostos LINS em microssomos de rato na concentracdo de 2,5 ug/mL.
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Figura 14. Cromatograma dos compostos LINS em microssomos de humano na concentracao de 2,5

png/mL para LINS03006 e LINS03013 e 1,25 pug/mL para LINS03011.
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5.2 Ensaio de estabilidade quimica dos compostos LINS em pHs 1,2; 7,4 e
8,8

5.2.1 Estabilidade quimica em pH 1,2

Para a avaliacdo do tempo de estabilidade dos compostos LINS03006,
LINS03011 e LINS03013, foi realizado o teste estatistico ANOVA (teste de Friedman),
com pos-teste de Dunn’s.

A Figura 15 representa o comportamento do CQB e CQA dos compostos LINS

em tampéao de pH 1,2.

Figura 15. Grafico de estabilidade quimica dos compostos LINS em pH 1,2.
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Os tempos de estabilidade do CQA e do CQB de cada composto, estdo

representados na tabela Tabela 14.

Tabela 14. Estabilidade quimica dos compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013

em pH 1,2.

LINS03006

LINS03011

LINS03013

(...) N&o se disp6e da informacao.

Tempo de estabilidade quimica em pH 1,2

0,078 pg/mL

24 h

24 h

CQB
(N=3)

1,25 pg/mL

24h

CQA
(N=3)

8,0 ug/mL

24 h

24 h

24 h

Os resultados obtidos nos permitem inferir que a estabilidade dos compostos em
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pH 1,2 é adequada, permitindo a sua administracdo oral sem risco de degradacéo

quimica.

5.2.2 Estabilidade quimicaem pH 7,4

Para a avaliacdo do tempo de estabilidade dos compostos LINS03006,
LINS03011 e LINS03013, foi realizado o teste estatistico ANOVA (teste de Friedman),
com pos-teste de Dunn’s.

A Figura 16 representa o comportamento do CQB e CQA dos compostos LINS

em tampéao de pH 7,4.

Figural6. Grafico de estabilidade quimica dos compostos LINS em pH 7,4.
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Os tempos de estabilidade do CQA e do CQB de cada composto estdo

representados na tabela Tabela 15.
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Tabela 15. Estabilidade quimica dos compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013
em pH 7,4.

Tempo de estabilidade quimicaem pH 7,4

cQB CQA
(N=3) (N=3)

0,078 pg/mL 1,25 pg/mL 8,0 pg/mL
LINS03006 24 h 24 h
LINS03011 24h 24 h
LINS03013 24 h 24 h

(...) Nao se dispde da informacéo.

Os resultados obtidos nos permitem inferir que 0s compostos sdo estaveis em
periodo de tempo suficiente frente ao pH 7,4 para que a disposicao cinética ocorra sem

risco de degradacéo.

5.2.3 Estabilidade quimica em pH 8,8

Para a avaliacdo do tempo de estabilidade dos compostos LINS03006,
LINS03011 e LINS03013, foi realizado o teste estatistico ANOVA (teste de Friedman),
com poés-teste de Dunn’s.

A Figura 17 representa o comportamento do CQB e CQA dos compostos LINS

em tampéo de pH 8,8.



Figura 17. Grafico de estabilidade quimica dos compostos LINS em pH 8,8
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Os tempos de estabilidade quimica do CQA e do CQB de cada composto, estéao

representados na tabela Tabela 16.

Tabela 16. Estabilidade quimica dos compostos LINS em pH 8,8.

Tempo de estabilidade quimica em pH 8,8

CQB CQA
(N=3) (N=3)

0,078 pg/mL 1,25 pg/mL 8,0 ug/mL
LINS03006 24 h 24 h
LINS03011 24 h 24 h
LINS03013 24 h 24 h

(...) N&o se dispbe da informacéo.

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que os compostos LINS
apresentaram 24 horas de estabilidade nos pHs que mimetizam os meios estomacal,

sanguineo e duodenal, demonstrando-se favoraveis a administracao enteral.

5.3 Estabilidade ex vivo

A estabilidade quimica ex vivo foi avaliada em plasma de rato e, para todos os
compostos LINS, foi utilizado como teste estatistico ANOVA (Teste de Friedman) com
pos-teste de Dunn’s, sendo considerado p<0,05. Os graficos obtidos podem ser

observados na Figura 18.
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Figura 18. Grafico de estabilidade em plasma de rato.
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O composto LINS03011 apresentou estabilidade por 6 horas e os compostos
LINS03006 e LINS03013 por 24 horas.

O plasma é constituido por esterases responsaveis pela degradacdo de
compostos quimicos que possuem ésteres em suas estruturas, como nao € o caso dos
compostos LINS, dessa forma, a degradagdo ocorrida na molécula LINS03011,
provavelmente foi devida a reac¢des de hidrélise ou oxidacdo, sendo consideradas as
reacOes de degradagdo mais comuns em farmacos (KERNS; DI, 2007; KOITKA et al.

2009).

Para manter a eficacia dos estudos in vitro de estabilidade em plasma, é
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recomendado que o plasma utilizado nos estudos in vitro sejam da mesma espécie que
sera utilizada nos estudos in vivo, isso porque o plasma de diferentes espécies podem

apresentar variacdes nas taxas das reacdes de hidrélise (KERNS; DI, 2007).

5.4 Determinacdo do Log P dos compostos LINS03006, LINS03011 e
LINS03013
O Log P dos compostos LINS foi calculado através do meétodo in silico,

utilizando-se dois programas, como apresentado na Tabela 17.

Tabela 17. Célculo in silico do Log P para os compostos LINS.

Marvin Sketch ChemDraw®
16.7.18
LINS03006 4,72 4,76
LINS03011 4,63 451
LINS03013 5,23 44

Para a realizagdo do método cromatografico, os compostos LINS03006 e
LINS03013 foram diluidos em metanol até a concentracdo de 50 pg/ml. O composto
LINS03011 foi diluido em acetonitrila a partir de uma solucédo concentrada diluida em
DMSO, sendo 0,5% a concentracao final de DMSO na amostra. A curva log K vs log P
(Fig.19) foi construida através do protocolo apresentado no item 4.1.2, dessa forma, foi

possivel calcular o log P para os compostos LINS03006 e LINS03013.
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Figura 19. Grafico de logk vs logP dos padrdes e dos compostos LINS.
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A equacao da reta obtida foi y = 0,2912x - 0,3581 e o R? = 0,9554. Através da
equacao foi possivel obter os valores de log P das substancias de interesse, sendo log P
de 2,36 para LINS03006 e 5,7 para LINS03013. N&o foi possivel obter o log P para o
composto LINS03011, pois o composto ndo foi detectado no sistema cromatografico;
acredita-se que, mesmo em baixa concentracdo, a presenca de DMSO na amostra tenha

influenciado.

Observa-se que o0s valores de logP obtidos experimentalmente foram
condizentes com os valores obtidos no método in silico, podendo-se concluir que os
compostos LINS03006 e LINS03013 apresentam caracteristicas apolares.

Compostos lipofilicos possuem afinidade pela fase oleosa, dessa forma,
apresentam tendéncia a baixa solubilidade em agua, o que favorece a permeabilidade
no trato gastrointestinal, e com maior expectativa de serem metabolizados. A principal
via de eliminacdo de compostos apolares é através do figado, sendo mais suscetiveis
ao clearance hepatico (LEWIS; JACOBS; DICKINS, 2004; TSAIOUN; KATES, 2011;
BENET; BROCCATELLI; OPREA, 2011).

Outra caracteristica de compostos lipofilicos € a capacidade de atravessar a
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barreira hematoencefalica, alta afinidade pelas bombas de efluxo e alta ligacdo as
proteinas plasmaticas, esta ultima afeta diretamente no clearance e na meia vida de
eliminacdo (WINIWARTER; RIDDERSTRO; UNGELL, 2007).

Os valores de log P séo utilizados em conjunto com a permeabilidade aparente
de ensaios in vitro, para estimar o nivel de permeabilidade dos compostos através do
trato gastrointestinal. Takagi et al. (2006), utilizou os valores de log P e de permeacéo
do metoprolol como referéncia para classificar varios compostos como pouco
permeaveis ou muito permeaveis, mostrando que compostos com valores de log P e
permeabilidade aparente maiores do que o0s apresentados pelo metoprolol séo

classificados como muito permeéveis

5.5 Ensaio de citotoxicidade pelo teste da Resazurina em células Caco-2
Das concentracfes utilizadas no ensaio da resazurina, foi selecionada para o
ensaio de permeacdo aquela que apresentou 70% de viabilidade celular. Os resultados

obtidos estdo na Tabela 18:
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Tabela 18. Porcentagem de células Caco-2 viaveis frente aos compostos LINS.

Conc LINS03006 LINS03011 LINS03013
(M) (%) (%) (%)
500 59,8 73,9 45,9
250 70,9 74,4 57,3
125 72,1 79,2 71,3
62,5 75,4 79,2 74,1
31,25 76,5 78,8 75,9
15,62 73,5 80,1 77,0
7,81 79,1 83,4 80,0
3,9 83,7 86,3 84,6

Fernandes e colaboradores (2012) afirmam que a reducédo de mais de 30% da
viabilidade celular das células Caco-2 é considerada citotoxica, portanto, podem ser
utilizadas para o ensaio de permeabilidade concentragcbes que permitam viabilidade
celular de pelo menos 70%. Dessa forma, os compostos LINS03006, LINS03011 e
LINS03013 na concentracdo de 125 uM nao foram citotdéxicos para as células Caco-2,
sendo essa concentracdo utilizada para o ensaio de permeabilidade.

E importante a determinacéo da toxicidade dos compostos utilizados no ensaio
de permeacdo para aumentar a confiabilidade do ensaio, uma vez que, a alta
toxicidade gera morte celular com consequente interferéncia na integridade da

monocamada (BLANCHFIELD, et al. 2003).
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5.5 Ensaio de permeabilidade com células Caco-2

O célculo da permeabilidade aparente (Papp) foi realizado como mencionado
anteriormente, sendo obtidos para os compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013
os valores de 6,9x10%, 7,25x10% e 5,58x10% cm/s, respectivamente.

Foi utilizado como controle de alta permeabilidade o verapamil e de baixa
permeabilidade a fluoresceina, podendo ser observado na Figura 20. Isso significa que
0s compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 permeiam a monocamada de
células Caco-2 na velocidade de 6,9x10%, 7,25x10% e 558x10%° cmis,

respectivamente.

Figura 20. Gréfico da permeabilidade aparente dos compostos LINS.
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Segundo a classificacdo de YEE (1997), compostos com baixa permeabilidade
apresentam valores de P,p,< 1x10° cm/s (entre 0 a 20% de absorg&o), Pag, entre 1,0
- 10x10° cm/s como de moderada permeabilidade (entre 20 e 70% de absorcéo) e
Papp™ 10x10° cm/s de como alta permeabilidade (entre 70 e 100% de absorcao).
Portanto, de acordo com essa classificacdo, os compostos LINS apresentaram

moderada permeabilidade, podendo apresentar uma absorcdo de 20 até 70% através
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do epitélio intestinal.

No entanto, existe ainda a classificacdo de Biganzoli (1999) que considera com
baixa permeabilidade valores de Papp< 0,2x10° cm/s (menos de 1% de absorgio), Papp
entre 0,2x10° e 2x10° cm/s (entre 1 e 90% de absorcdo) como de moderada
permeabilidade e Papp> 2x10° cm/s (absorcdo maior que 90%) como de alta
permeabilidade. Neste caso, os compostos LINS seriam classificados como de alta
permeabilidade, apresentando mais de 90% de absorcao.

A permeabilidade aparente estd diretamente ligada ao valor do log P do
composto, sendo considerado que 0s compostos que apresentarem caracteristicas
mais lipofilicas, também devam apresentar maior permeabilidade, que é o caso dos
compostos LINS (TAKAGI et al. 2006)

A permeacdo dos compostos LINS pode ter ocorrido através da vias transcelular
ou paracelular (entre as juncOes celulares). Na via paracelular ocorre somente o
transporte passivo e na transcelular ocorre 0 passivo e o ativo, sendo este Ultimo
através de transportadores (ARTURSSON; KARLSSON, 1991; PICHARDO et al.

2017).

5.6 Ensaio de metabolismo em microssomos de rato e humano

Para a quantificacdo do ensaio de metabolismo foi realizada curva de calibracdo
em microssomo de rato e humano como demonstrado no item 5.1.1.

Foram construidos os graficos de decaimento dos compostos LINS03006,
LINSO03011 e LINS03013 em tampdo PBS (0,1 M), microssomos sem o0 SRN e
microssomos com o SRN. O diclofenaco foi utilizado como controle positivo para
comprovar o funcionamento do SRN. Os graficos foram construidos a partir da

porcentagem remanescente versus o tempo, como demonstrado nas Figuras 21 e 22:



Figura 21. Comportamento dos compostos LINS em microssomos de rato.
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Figura 22. Comportamento dos compostos LINS em microssomos de humano.
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Em microssomos de rato, a Figura 21 mostrou 0 comportamento dos compostos
LINS03006, LINS03011 e LINS03013 sendo praticamente constantes em tampao, ja ha
solugdo com microssomos sem o0 SRN, ndo foi mantido o decaimento dos compostos e
na solugdo com microssomos com 0 SRN o decaimento € constante para LINS03006 e
LINS03013. Dessa forma, podemos concluir que LINS03006 e LINS03013 sofrem
metabolizacdo através das enzimas do citocromo P-450 em ratos, o composto
LINS03011, ndo demonstrou ser substrato dessas enzimas (STORPIRTIS et al. 2011).

Em microssomos de humano, a Figura 22 mostrou que nao houve
metabolizacdo de nenhum dos compostos LINS através das enzimas do citocromo P-
450.

A estabilidade metabdlica pode ocorrer em ensaios com diferentes espécies e
esse fenbmeno pode ser explicado pela diferenca da expressao das enzimas e também
pela variagéo da atividade de oxidacao. No rato, por exemplo, as enzimas do citocromo
P450 apresentam maior atividade de hidroxilagdo e demetilagdo de algumas
substancias quando comparada ao humano. Por exemplo, no caso da etilmorfina, a
demetilacdo em rato € de 3370 pmol/min/mg proteina e em humano € 423 pmol/min/mg
proteina (ZWART, 1999).

As diferencas obtidas nos ensaios in vitro com matrizes das duas espécies para
0s compostos LINS — excetuando-se o composto LINS03011 - indicam que nos ensaios
pré-clinicos in vivo, a utilizacdo do rato como modelo animal deve levar a um perfil
farmacocinético significativamente distinto do esperado em humanos, com uma
expectativa de menor meia vida de eliminacao e maior Cl hepatico em ratos.

O clearance intrinseco in vivo (Cliy), @ meia vida de eliminagdo (Ti2) e a
constante de eliminagcédo (Kel) foram estimados para LINS03006 e LINS03013 a partir

do clearance intrinseco in vitro, sendo esses parametros extrapolados para ratos, como
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pode ser observado na Tabela 19:

Tabela 19. Estimativa para ratos do clearance intrinseco in vivo (Clint), meia vida de
eliminacdo (ty2) e constante de eliminagcdo (Kel) dos compostos LINS03006 e
LINS03013.

LINS03006 LINS03013
ty2 (Min) 138,6 53,3

Clin(mL/min/kg) 18,0 46,8
Kel (min™) 0,005 0,013

Os compostos apresentaram Clint de 18 mL/min/kg para LINS03006 e 46,8
mL/min/kg para LINS03013. Considerando o rato com peso de 250 g, significaria que
4,5 mL de sangue ficaria livre do composto LINSO3006 a cada minuto e para o
composto LINS03013 significaria dizer que 11,7 mL de sangue fica livre desse
composto a cada minuto. Esses valores de clearance foram calculados
desconsiderando a taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas, ou seja, consideram que
toda a quantidade de composto esta na sua forma livre.

Quando a taxa de ligacdo as proteinas plasméaticas € considerada, parte do
composto ndo se encontra na sua forma livre, dessa forma, a quantidade que esta
ligada as proteinas plasmaticas néo sofre a metabolizacdo. Para melhor compreenséao
do quanto a taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas pode influenciar no valor do
clearance, em uma situacao hipotética em que 10% do composto esta livre (90% esta
ligado as proteinas plasmaéticas) e considerando o débito cardiaco do rato sendo 61

mL/min (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004), utilizando a férmula de clearance
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hepatico (Cly), segundo Obach (2011), que considera a taxa de ligacdo de composto
livre, obtemos um Cly de 1,75 mL/min/kg para LINS03006 e Cly de 4,34 mL/min/kg para
LINS03013. Considerando o peso do rato como 250 g, o Cly para 0s compostos
LINS03006 e LINS03013 seria de 0,44 mL/min e 1,0 mL/min, respectivamente.
Supondo agora 90% de composto livre (somente 10% de ligacdo) e ja considerando o
peso, o Cly seria de 3,2 mL/min para LINS03006 e 6,25 mL/min para LINS03013.

A meia vida de eliminacdo estimada para os compostos LINS03006 e
LINS03013 foi de 138,6 e 53,3 minutos, respectivamente. No entanto, esses valores
podem ser aumentados ou diminuidos dependendo das condic6es do organismo em
gue 0s compostos se encontram. Segundo Olson (2002), enzimas do citocromo P450
podem ser induzidas por alguns alimentos ou mesmo farmacos que aumentam a
atividade de biotransformacdo de compostos que sao substratos dessas enzimas,
dessa forma, diminui a meia vida de eliminagdo dos compostos em questdo, podendo
interferir no efeito terapéutico desses compostos. Da mesma forma, LINS03006 e
LINS03013 podem ficar mais concentrados no organismo quando administrados
concomitantemente com farmacos que inibem a acdo de enzimas que pertencem ao
complexo do citocromo P-450, aumentando a meia vida de eliminagdo dos compostos,
como é o caso dos antifungicos azélicos que inibem a CYP3A4 (MCDONNELL; DANG,
2013). Outros fatores também alteram o metabolismo dessas enzimas, como 0 peso,
idade, sexo, espécie, enfermidades e fatores genéticos (GIBALDI; PERRIER, 1982).

As enzimas do citocromo P-450 séo responsaveis pelo metabolismo de primeira
passagem e a maior parte dessas enzimas se encontram no figado, sendo encontradas
também em outros Orgdos como pulmdes, rins, epitélio intestinal e no plasma
(STORPIRTIS et al. 2011; MCDONNELL; DANG, 2013). Portanto, para evitar o

comprometimento da biodisponibilidade dos compostos LINS03006 e LINS03013 em
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possiveis ensaios pré-clinicos, ndo é recomendado o modelo animal rato para esses

estudos (PEREIRA, 2007).

6. CONCLUSAO

As caracteristicas de estabilidade quimica e ex vivo observadas nos ensaios
realizados séo favoraveis a administracao oral dos compostos.

Os valores de logP obtidos para os compostos LINS03006 e LINS03013 indicam
maior lipofilicidade do que hidrofilicidade. Conforme Lipinski, para que a
biodisponibilidade ndo seja comprometida, é adequado para a absorcao enteral que os
compostos apresentem logP < 5, como é o caso do LINS03006. Ja para compostos
que apresentam logP > 5, a administracdo sublingual € mais adequada, como é o caso
do LINS03013 (HANSCH; BJORKROT; LEO, 1987).

A permeabilidade aparente observada nos ensaios em Caco-2 para 0S
compostos LINS03006, LINS03011 e LINS03013 leva a expectativa de efetiva
absorcao enteral.

A instabilidade metabodlica observada para LINS03006 e LINS03013 em
microssomas de rato aponta que a realizacdo de estudos de farmacocinética em ratos
devem trazer resultados de eliminacdo superiores ao esperado em humanos. Ainda, a
instabilidade metabdlica desses compostos sugere que na administracdo oral, embora
haja a expectativa de boa absorcdo enteral, ha também expectativa de metabolismo
pré-sistémico, com possivel baixa biodisponibilidade oral. Ainda, a instabilidade
metabodlica € esperada para compostos que apresentam lipofilicidade, conforme foi
observado nos valores de LogP obtidos.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem o planejamento dos futuros
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estudos de farmacocinética em modelo animal, que devem incluir ndo somente a
administracdo intravenosa mas também oral dos compostos, para a determinacdo dos
parametros farmacocinéticos que serdo Uteis a construcao de outros protocolos para 0s
estudos de atividade farmacoldgica in vivo, e estudos farmacocinéticos em outros

modelos animais.
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Apéndicel. Composto LINS03006 na concentragdo de 10 pg/mL, representado pela linha azul. A linha
verde representa o DMSO a 1%. A linha preta representa a acetonitrila.
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Apéndice 2. Composto LINS03011 na concentracdo de 10 pg/mL, representado pela linha azul. A linha
verde representa o DMSO a 1%.
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Apéndice 3. Composto LINS03013 na concentracdo de 10 pg/mL, representado pela linha azul. A linha

verde representa 0 DMSO a 1%. A linha preta representa a acetonitrila.
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