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RESUMO

Os éacidos copalico (AC) e caurendico (AK) sdo diterpenos majoritarios da
oleorresina extraida do tronco de arvores do género Copaifera - as copaibas. A
utilizacdo da oleorresina de copaiba na medicina popular € decorrente da sua
atividade anti-inflamatoria e antisséptica, sendo empregada principalmente no
tratamento de bronquite, sifilis, doencas de pele e Ulceras. Embora o potencial
terapéutico do AC e AK tenha sido bem explorado, as propriedades farmacocinéticas
desses diterpenos ndo foram bem descritas até o presente momento para dar
suporte ao seu uso tradicional. Este estudo teve como objetivo caracterizar as
propriedades cinéticas do AC e AK utilizando ensaios que minimizam o uso de
animais em pesquisa. A estabilidade dos diterpenos foi avaliada em plasma humano
e em sistemas que simulam o pH dos fluidos estomacal (1,2) e intestinal (7,4). O
coeficiente de particdo octanol-agua (log P) do AC e AK foi determinado por método
cromatografico. A permeabilidade intestinal foi avaliada em células Caco-2 na
presenca e na auséncia do inibidor de glicoproteina-P (P-gp) verapamil. Ensaios de
cinética enzimatica foram realizados para AC e AK usando microssomas hepaticos
de ratos (RLM) e humanos (HLM). Foram realizados ensaios para a identificagéo dos
principais metabdlitos dos diterpenos AC e AK. A fracdo de AC e AK livre no plasma
em meio microssomal hepatico foi determinada por ultracentrifugacdo. Os dados
observados in vitro para os ensaios de cinética foram usados para predizer o
clearance hepético in vivo usando o modelo do figado com distribuicio homogénea.
Os métodos analiticos e bioanaliticos compativeis com andlise de AC e AK nos
ensaios ADMET foram desenvolvidos e validados usando LC-MS. No pH estomacal
(tampéo Clark-Lubs 0,2 M, pH 1,2) foi observada rapida degradacdo do AC e AK e
em pH intestinal (tampé&o fosfato 0,1M, pH 7,4), foi observada estabilidade por até 6
h e 24 h para o AK e AC, respectivamente. No plasma humano AC e AK foram
estaveis por até 24 e 12 h, a 37 °C. O AC e AK apresentaram permeabilidade
aparente (Pap,) moderada de 4,67 (+ 0,08) x 10 cm/s e 4,66 (£0,04) x 10° cm/s em
células Caco-2, respectivamente. A incubacdo com verapamil mostrou que a
glicoproteina-P ndo desempenha um papel relevante na absorcdo oral de AC e AK.
A analise das relagfes entre a velocidade inicial do metabolismo e a concentracao
do substrato revelou desvios da cinética michaeliana e sugeriu cooperatividade
positiva, com coeficiente de Hill > 1. A fracdo livre em plasma determinada por
ultracentrifugacéo foi de 0,47 - 0,53 para o AC e de 0,82 - 0,98 para AK. A razdo de
extracdo hepatica (E) do AC foi estimada em 0,97 e indica extenso metabolismo a
cada passagem do farmaco pelo figado e elevada eliminacdo pre-sistémica. Para o
AK, os parametros de cinética enzimatica ndo foram caracterizados no intervalo de
concentracbes avaliado. Os resultados desta tese poderdo ser amplamente
utilizados em estudos de transposicdo qualitativos e quantitativos dos dados
experimentais para predizer os fenbmenos in vivo inerentes ao uso terapéutico do
AC, AK ou da oleorresina de copaiba.

Palavras-chave: acido copdlico, &cido caurendico, Caco-2, metabolismo in vitro,
microssomas hepaticos, permeabilidade intestinal.



ABSTRACT

Copalic (CA) and caurenoic (KA) acids are the major diterpenes of oleoresin
extracted from the trunk of trees of the Copaifera genus - the copaibas. The use of
copaiba oleoresin in folk medicine derives from its anti-inflammatory and antiseptic
activity, being used mainly in the treatment of bronchitis, syphilis, skin diseases and
ulcers. Although the therapeutic potential of CA and KA have been well explored, the
pharmacokinetic properties of these diterpenes have not been well described to date
to support their traditional use. This study aimed to characterize the kinetic properties
of CA and KA using assays that minimize the use of animals in research. The stability
of diterpenes was evaluated in human plasma and in systems that simulate the pH of
stomachal (1.2) and intestinal (7.4) fluids. The octanol-water partition coefficient (Log
P) of CA and KA was determined by the chromatographic method. Intestinal
permeability was assessed in Caco-2 cells in the presence and absence of the P-
glicoprotein (P-gp) inhibitor verapamil. Enzymatic kinetic assays were performed for
CA and KA using rat (RLM) and human (HLM) liver microsomes. Assays were carried
out to identify the main metabolites of CA and KA diterpenes. The unbound fraction
of CA and KA in plasma and in liver microsomes media was determined by
ultracentrifugation. Observed in vitro data from kinetics assays were used to predict
the hepatic clearance in vivo using the well-stirred liver model. Analytical and
bioanalytical methods compatible with CA and KA analysis in ADMET assays were
developed and validated using LC-MS. At stomachal pH (0.2 M Clark-Lubs buffer, pH
1.2) rapid degradation of CA and KA was observed and at intestinalal pH (0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4), the stability was observed for up to 6 hours and 24 hours
for KA and CA, respectively. In human plasma CA and KA were stable for up to 24
and 12 hours at 37 °C. The CA and KA showed moderate apparent permeability
(Papp) Of 4.67 (+ 0.08) x 10 cm/s and 4.66 (+ 0.04) x 10® cm/s in Caco-2 cells,
respectively. Incubation with verapamil showed that P-glycoprotein does not play a
relevant role in oral absorption of CA and KA. The analysis of the relationships
between basal metabolism rate and substrate concentration revealed deviations from
the Michaelian kinetics and suggested positive cooperativity, with Hill coefficient > 1.
The unbound fraction in plasma determined by ultracentrifugation was 0.47 - 0.53 for
CA and 0.82 - 0.98 for KA. The hepatic extraction ratio (E) of the CA was estimated
at 0.97 and indicates extensive metabolism with each passage of the drug through
the liver and high pre-systemic elimination. For KA, the parameters of enzymatic
kinetics were not characterized in the range of concentrations evaluated. The results
of this project can be widely used in qualitative and quantitative transposition studies
of experimental data to predict the in vivo phenomena related to the therapeutic use
of CA, KA or copaiba oleoresin.

Keywords: copalic acid, cauroenoic acid, Caco-2, metabolism in vitro, hepatic
microsomes, intestinal permeability.
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indice do transporte de substrato (do inglés: transporter substrate
index)

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial

Ultravioleta
Velocidade da reacgao
Velocidade maxima da reagdo enzimatica

Velocidade da reacao enzimatica
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1. INTRODUCAO

A resposta terapéutica e a toxicidade de candidatos a farmacos de origem
sintética ou natural sdo dependentes fundamentalmente de sua disposi¢cao cinética
no homem. Os estudos em farmacocinética podem ser categorizados principalmente
nas seguintes abordagens: farmacocinética classica por analise ndo compartimental
ou compartimental, farmacocinética compartimental populacional, farmacocinética-
baseada em fisiologia (PBPK) e estudos de liberacdo, absorcdo, distribuicéo,
metabolismo, excre¢édo e transporte (LADMET) em modelos in vitro. Em qualquer
dessas abordagens, o foco dos estudos de disposi¢ao cinética € a compreensao do
movimento do farmaco no organismo vivo. Uma investigacdo realizada em 1988
envolvendo 319 candidatos a farmacos revelou que apenas 49 desses alcancaram a
fase de comercializagdo, sendo que a principal causa de falha foi decorrente de
propriedades farmacocinéticas indesejaveis no homem, correspondendo a 40% dos
casos (PRENTIS; LIS; WALKER, 1988; BRODNIEWICZ; GRYNKIEWICZ, 2010).

Estudos em farmacometria buscam quantificar o comportamento dos
farmacos ou medicamentos através de modelos matematicos visando dar suporte ao
desenvolvimento mais eficiente e/ou decisdes regulatérias. Dentre as técnicas de
modelagem e simulagéo, a Farmacocinética baseada em Fisiologia (PBPK, sigla em
inglés para Physiologically-based pharmacokinetics) baseia-se em modelos
farmacocinéticos que representam mecanismos fisiolégicos independentes
observados em estudos in vitro de absor¢céo, transporte, ligagdo as proteinas
plasmaticas e metabolismo (GOMEZ-LECHON; CASTELL; DONATO, 2007;
ROSTAMI-HODJEGAN, 2012). A utilizacdo de modelos PBPK cresce em virtude da
possibilidade de prever a absorcéo, a distribuicdo, o metabolismo e a excrecdo em
humanos através de técnicas de extrapolacao in vitro-in vivo (IVIVE, sigla em inglés
para in vitro-in vivo extrapolation) (ROSTAMI-HODJEGAN; TUCKER, 2007;
ROSTAMI-HOGJEGAN, 2012) e integracio em modelos estruturais
multicompartimentais.

O uso de técnicas in vitro para caracterizacdo de parametros in vitro
relacionados a absorcgao, distribuicdo, metabolismo ou eliminacéo oferece vantagens
como resultados rapidos, de custo financeiro mais baixo além de permitir a
comparacdo dos resultados obtidos a partir de sistemas celulares ou enziméticos

animais com os humanos (JIA; LIU, 2007). Estes resultados podem na sequéncia
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ser usados na construcdo de modelos PBPK para predicdo e simulagbes em
individuos ou em populagdes virtuais. Dessa forma, a farmacometria € considerada
hoje uma ciéncia emergente que tem aplicacbes em diversas etapas do
desenvolvimento de farmacos e na personalizacdo de doses para populacbes
especiais.

No intuito de obter novos farmacos e desenvolver novos medicamentos, 0 uso
de produtos naturais representa uma importante estratégia, uma vez que o uso de
plantas para curar doencas € uma pratica antiga. A utilizacdo de plantas medicinais
€ considerada milenar por diferentes culturas (MEHTA et al., 2015). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 65-80% da populagdo utilizavam desse
recurso como forma de manter a salde na década de 1990 em paises em
desenvolvimento (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). O consumo de produtos
obtidos a partir de plantas é elevado em paises desenvolvidos como Alemanha e
Estados Unidos, sendo a Alemanha responsavel por consumir metade dos extratos
vegetais comercializados na Europa (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005;
GELMINI et al., 2013). Na industria farmacéutica, as plantas e 0s extratos vegetais
podem ser usados para o isolamento de substancias ativas, no desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos ou ainda na obtencdo de produtos utilizados na
formulacdo de medicamentos (SIMOES; SCHENKEL, 2002). Os produtos naturais
estdo presentes em grandes descobertas de farmacos, como por exemplo a
ivermectina e artemisinina que sdo baseadas em produtos naturais (CARY;
PETERLIN, 2018).

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades do mundo, e, portanto, o
territério brasileiro representa uma imensa fonte de recursos naturais. Portanto,
investimentos em pesquisa na area de produtos naturais e politicas publicas de
preservacdo dos recursos naturais num pais com tamanha biodiversidade sao
fundamentais para que o Brasil ndo se torne apenas um reprodutor de formulacoes
fitoterapicas ou importador de matéria-prima de origem vegetal (SIMOES;
SCHENKEL, 2002; BRASIL, 2012). Como exemplos de plantas medicinais
importantes encontradas na biodiversidade brasileira destacamos a llex
paraguariensis (mate), Myroxylon balsamum (balsamo de Tolu), Paullinia cupana
(guarana), Uncaria tomentosa (unha-de-gato) e a Copaifera sp. (copaiba) (GURIB-

FAKIM, 2006), sendo esta ultima o foco desta tese de doutorado.
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Por apresentarem propriedades terapéuticas importantes, os diterpenos acido
copdlico (AC) e acido caurendico (AK) obtidos da oleorresina da Copaifera
langsdorffii, foram utilizados neste trabalho que visou investigar a permeabilidade

oral e o metabolismo hepatico in vitro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Copaifera sp., oleorresina de copaiba e os diterpenos acido copalico
e caurenoico

As copaibas, arvores nativas da América Latina, sdo conhecidas como
copaibeiras ou pau d'éleo. Pertencem ao género Copaifera, familia Fabaceae e
subfamilia Caesalpinoideae (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). As copaibas séo
arvores encontradas principalmente nas regidées da América Central e América do
Sul e na Africa (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). Sua altura pode variar de 25 a
40 metros e chegam a atingir 400 anos (TOBOUTI et al., 2017). A Copaifera
langsdorffii, uma das espécies de copaiba mais estudada (ARRUDA et al., 2019),
possui estruturas secretoras internas responsaveis por sintetizar e acumular a
oleorresina, cujo valor comercial é elevado em funcdo das suas diversas atividades
biolégicas (RODRIGUES; TEIXEIRA; MACHADO, 2011).

No Brasil ocorre a maior diversidade de espécies do género Copaifera. Sdo
encontradas cerca de 26 espécies do total das 70 espécies conhecidas do género
(TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018) sendo as principais: C. officinalis L. encontrada
na regido norte do Amazonas e Roraima; C. reticulate Ducke e C. multijuga Hayne
abundante na regido Amazénica, Pard e Rondénia; C. confertiflora Bth no Piaui; C.
langsdorffii Desf. pode ser encontrada do norte ao sul do pais; C. guyanensis Desf.
encontrada na regido amazonica; C. majorina Dwyer e C. coriacea Mart. na Bahia;
C. cearensis Huber ex Ducke no Ceard, Bahia, Piaui e Rio de Janeiro; C. elliptica
Mart. em Goias e Mato Grosso; C. Lucens Dwyer na Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo e C. paupera (Herzog) Dwyer no Acre (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002; TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). As copaiferas podem
ser encontradas em diversas regioes, pois se adaptam a diferentes tipos de solo,
desde o solo fértil até solos mais pobres do Cerrado. Essa caracteristica explica a
ocorréncia da C. langsdorffii por todo o pais, podendo ser encontrada nos diferentes
biomas como Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga e Floresta Amazénica (TRINDADE;
SILVA; SETZER, 2018; ARRUDA et al., 2019).

A oleorresina das copaibas € um liquido colorido composto por diterpenos e
sesquiterpenos, podendo apresentar viscosidade variavel. Conhecida também como
Oleo de copaiba, a oleorresina apresenta uso tradicional principalmente pela via

topica, devido as atividades anti-inflamatérias e cicatrizantes. Seu perfil quimico
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varia quantitativamente de acordo com a espécie, com a sazonalidade, alteracdes
climéticas, composi¢cdo do solo (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018), diferenca de
idade das plantas e por lesdes causadas por insetos e fungos. A variabilidade
guimica da oleorresina somada a identificacao incorreta de espécies, ou, no caso de
Oleos comerciais, problemas de falsificacdo/adulteragdo prejudicam o uso da
oleorresina das copaibas pelas industrias (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; BARBOSA et al.,, 2012). A oleorresina é
popularmente utilizada na regido amazoénica e é considerada fonte renovavel de
compostos ativos com potencial terapéutico (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018) e
de grande importancia econdmica relacionados ao uso na producao de cosméticos,
perfumaria e industria farmacéutica (BARBOSA et al., 2012).

A Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) é
composta por 71 plantas que apresentam potencial terapéutico, dentre as quais
encontramos espécies de Copaifera. Esta lista selecionada tem a finalidade de
orientar a cadeia produtiva e desenvolvimento de pesquisas no Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, instituido em dezembro de 2008, que busca
inserir plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a Fitoterapia no SUS,
assim como reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso de plantas
medicinais (BRASIL, 2009).

A oleorresina é utilizada na medicina popular como anti-inflamatério e
antisséptico no tratamento de bronquites, sifilis, doencas de pele, tlceras (TINCUSI
et al., 2002; VARGAS et al.,, 2015), no tratamento de infeccdes de garganta,
urinarias e pulmonares (COSTA-LOTUFO et al., 2002; ARRUDA et al., 2019), como
laxativo, expectorante, cicatrizante, antiemorragico e para leishmaniose (MACIEL et
al., 2002). O efeito antiproliferativo da oleorresina de C. multijuga Hayne em mieloma
foi observado em estudo in vitro e in vivo realizado por Lima e colaboradores. O
tratamento de camundongos com tumores sélidos com a oleorresina na dose de 2
g/kg por via oral reduziu o crescimento tumoral em 58% e o0 peso do tumor em 76%.
A oleorresina de C. multijuga Hayne também reduziu a viabilidade celular em
linhagens celulares de melanoma (LIMA et al., 2003). Oleorresinas extraidas de C.
multijuga Hayne, C. cearenses Huber ex Ducke e C. reticulada apresentaram
atividade anti-inflamatéria no modelo de pleurisia induzida por zimosan em
camundongos. O tratamento com a oleorresina de C. multjuga Hayne na dose de

100 mg/kg inibiu 45% do acumulo total de leucdcitos e inibiu 73% do acumulo de
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neutréfilos (VEIGA JUNIOR et al., 2007). O 6leo de copaiba é utilizado pela via
topica para curar feridas, em tumores, urticdrias e infeccbes na garganta
(TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). As atividades biologicas da oleorresina sao
atribuidas aos sesquiterpenos e diterpenos (IZUMI et al., 2012; TOBOUTI et al.,
2017; ARRUDA et al., 2019) presentes em grandes quantidades na oleorresina
(SOUZA et al., 2018). O 6leo de copaiba pode ser encontrado em todo o pais em
feiras livres, mercados populares, ervanarios e farmécias que comercializem
produtos naturais (MACIEL et al., 2002).

Embora os diterpenos do tipo caurano, clerodano e labdano sejam
encontrados em oleorresinas de diferentes espécies, o seu perfil quimico pode
apresentar grande variabilidade (ARRUDA et al., 2019). Os &cidos copalico,
eperuico, caurendico, hardwickiico (VEIGA JUNIOR et al., 2007), poliatico, assim
como seus derivados acido ent-agéatico, acido 3-hidroxi-copalico e &cido 3-acetoxi-
copdlico (Figura 1) sdo os principais diterpenos encontrados na oleorresina
(LEANDRO et al., 2012). O AC é considerado o diterpeno majoritario (ALVES et al.,
2017) e biomarcador da oleorresina (VEIGA JUNIOR et al., 2007). O diterpeno AC
pertencente a subclasse labdano (LEANDRO et al.,, 2012) e o diterpeno AK,
encontrado em grande quantidade na C. langsdorffii (TRINDADE; SILVA; SETZER,
2018), é pertencente a subclasse dos tetraciclicos, com esqueleto do tipo caurano
(HANSON, 1998). Estudos mostram que AC e AK apresentam diversas atividades
bioldgicas. A Tabela 1 mostra um resumo dos estudos de atividade utilizando os

acidos isolados ou a oleorresina e seus efeitos.
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Figura 1. Principais diterpenos encontrados em oleorresina extraida das espécies do género

Copaifera sp. Fonte: Préprio autor
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Tabela 1. Resumo das atividades biologicas do acido copélico (AC), &cido caurendico (AK) e do 6leo de copaiba descritas na

literatura.
Amostra Origem Modelo Dose Tratamento Efeito Referéncia
. Ensaio cometa em Ndo aprgs_,entou
Copaifera . 8;16 e 32 . genotoxicidade; Alves et al.,
AC - hepatocitos de 15 dias/gavagem L
multijuga ratos mg/kg Aprgsgnta atmd_ade 2017
guimiopreventiva
AC Copaifera Microorganismos 7,14e21 Curva de tempo-morte Apresenta atividade Souza et al.,
langsdorffii causadores da pg/mL anticariogénica 2011°
carie
AC Oleo comercial de Trichophyton Concentrac¢ao inibitoria Atividade antifiingica Nakamura et
copaiba rubrum, minima (MIC) e al., 2017
Trichophyton concentracao fungicida
mentagrophytes, minima (MFC)
Microsporum
gypseum
AC Copaifera Microrganismos 3,1 ug/mL Curva tempo-morte Atividade bacteriostatica  Souza et al.,
langsdorffii causadores de 2011°
periodontite
AC Copaifera Bactérias da Curva tempo-morte Atividade antibacteriana Fonseca et
langsdorffii mastite bovina al., 2013
Tratamentos com 200 e
400 uM de AK reduziram a
proliferacéo celular;
Linhagem celular 25: 50 100: AK 100 e 200 uM reduziu
AK Oleorresina de CHO-K1, ensaio 2001e 4’00 M a fracéo de sobrevivéncia; Cano et al.,,
Copaifera sp. cometa e teste de H N&o apresentou 2017
micronucleo genotoxicidade quando
testado em concentracdes
nao
citotoxicas
Copaifera 50 e 100 Evita colite induzida por Paiva et al.,
AK langsdorffi Rato mglkg Oral/retal 4cido acético 2003
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Embrides

de ourico-marinho,

crescimento de
células tumorais;

Apresentou potencial
citotéxico com destruicéo
de embrides; Costa -Lotufo

AK Copaifera teste de 10-300 pM
langsdorffii . para 2 mL Inibicdo do crescimento de et al., 2002
microcultura . .
0 células tumorais e
tetrazolio (MTT) e - o
N hemolise dos eritrécitos
em eritrécitos de
rato e humanos
Fibroblasto
pulmonares de
AK Copaifera hamster Chines, 2,5; 5; 10; 30 Dano ao DNA nas doses Cavalcanti
langsdorffii ensaio cometa, e 60 pg/mL 30 e 60 pg/mL et al., 2006
teste do
microndcleo
. Copaifera e , . i Simd&es et al.,
Oleorresina multijuga Streptococcus sp Teste de difusdo em &gar  Atividade bacteriostéatica 2016
Oleorresina Co_pgufera Staphylococcus 0,156 - 20 Técnica de microdiluicao Atividade bacteriostatica Guimaraes et
officinalis aureus mg/mL em caldo (MIC) al., 2016
Oleorresina Copaifera Streptococcus . . s Pieri et al.,
10% officinalis mutans Diluicdo em caldo (MIC) Atividade bacteriostatica 2012
S. mutans
S. mitis
S. salivarius
S. sanguinis
S. aureus
E. faecalis
L. casei
Copaifera C. albicans Dias et al
Oleorresina | P . P. aeruginosa Diluicdo em agar (MIC) Atividade bacteriostatica "
angsdorffii M. luteus 2015

S. choleraesuis
A.actinomycetemc
omitans
P. gingivalis
A.naeslundii
P. nigrescens
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Staphylococcus
aureus,
Streptococcus
. pyogenes, .. . S
Oleorresina ICopalfera\" Enterococcus Técnica de microdiluigao Atividade bacteriostatica Masson etal.,
angsdorffii f . em caldo (MIC) 2013
aecalis,
Pseudomonas
aeruginosa e
Escherichia coli
pré-incubagéo de
_ Copaifera mondcitos N N B _Trindade;
Oleorresina . humanos THP-1 Atividade anti-inflamatéria  Silva; Setzer,
langsdorffii .
estimulados por 2018
LPS
in vitro em
. C. cearensis macrofagos . . L Veiga Junior
Oleorresina Huber ex Ducke peritonea?s de 50 pg / mL Atividade anti-inflamatoria ot gl., 2007
camundongos
| . Copaifera Microsporum spp e 544 ua/ mL Técnica de microdiluicao ividad ifunai Z|mmerman|1—
Oleorresina langsdorffii Trichophyton spp 44 pg/ m em caldo (MIC) Atividade antifungica Franco et al.,

2013
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Cavalcanti e colaboradores relataram genotoxicidade nas doses de 30 e 60
pMg/mL de AK em fibroblasto pulmonar de hamster através do ensaio cometa e teste
do microndcleo. Os autores relataram citotoxicidade nas doses avaliadas (CANO et
al., 2017).

O AC possui atividade antimicrobiana (TINCUSI et al., 2002; SOUZA et al.,
2011%), anti-inflamatéria com certa seletividade para COX-2 (LIU; NAIR, 2011),
tripanocida com seletividade para as células de mamiferos (SARTORELLI et al.,
2010) e antitumoral (LIU; NAIR, 2011). Abrdo e colaboradores demonstraram a
atividade anti-bacteriana do AC para diversas bactérias gram-positivas e gram-
negativas multirresistentes, bem como atividade antiproliferativa em linhagem de
células tumorais Hela (ICso = 44,03 pg/mL) (ABRAO et al., 2015).

Atividades vasorelaxante, anti-inflamatoria, citotoxica e embriotoxica foram
observadas para o AK extraido da Copaifera langsdorfii (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005), assim como atividade anticonvulsivante (OKOYE et al., 2013),
supressdo de tumores (LIZARTE NETO et al., 2013), antimicrobiana (VELIKOVA et
al., 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2002), antifingica (COTORAS; FOLCH,;
MENDOZA, 2004), antiparasitaria (COSTA-LOTUFO et al, 2002), acéo
tripanossomicida contra T. cruzi, larvicida contra Aedes aegypti (MACIEL et al.,
2002) e anti-cariogénica (ANDRADE et al.,, 2011). O AK também pode ser
encontrado na espécie Aralia continentalis e seu extrato em pé é utilizado na Coréia
por via oral em casos de dor e convulsdo (KANG, 1997). O AK apresenta diversos
efeitos terapéuticos, mas também possui potencial efeito citotdxico observado como
inibicdo no desenvolvimento embrionario de ouricos do mar, inibicdo do crescimento
de células tumorais e hemdlise dos eritrocitos humanos e de ratos. Portanto, a
seguranca no uso de AK deverd ser avaliada para cada indicacdo terapéutica
(COSTA-LOTUFO et al., 2002).

O AK isolado da oleorresina extraida da Copaifera langsdorffii apresentou
efeito de relaxamento uterino (CUNHA et al., 2003). O diterpeno foi responséavel pela
inducdo na quebra de DNA e por ocasionar genotoxicidade em fibroblastos de
pulmdo de hamster Chinés (CAVALCANTI et al., 2006). Foram relatados efeitos
genotoxicos em rins, figado e bagco de camundongos (CAVALCANTI et al., 2010). A
administracéo do Oleo de copaiba pela via oral na dose de 100 mg/Kg mostrou ser

eficaz no tratamento da leishmaniose (SANTOS et al., 2011).



As principais propriedades fisico-quimicas dos diterpenos &cidos AC e AK

estédo representadas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos diterpenos acido copélico e &acido
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caurendico.
Composto Parametro Valor Fonte
i 6,3 Pubchem
Acido copalico 531 ALOGPS
C20H3202 o9 P 5,48 ChemAxon
g 5,43 ChemDraw
;/\E:OOH Tipo de composto Acido mono-protico
pKa 4,82 ChemAxon
Solubilidade em agua 0,00093 g/L ALOGPS
Peso molecular 304,5 g/mol Pubchem
. . 54 Pubchem
Acido caurendico 413 ALOGPS
C20H3002 Log P 4,81 ChemAxon
5,04 ChemDraw
Tipo de composto Acido mono-protico
pKa 4.84 ChemAxon
Solubilidade em agua 0,00048 g/L ALOGPS
Peso molecular 302,455 g/mol Chemidplus

2.2. Estudos ADMET no desenvolvimento de farmacos e medicamentos

Estudos em farmacometria permitem a compreensdo dos processos de
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e transporte (ADMET) de novos
candidatos a farmacos com o objetivo de prever o cenario clinico e/ou propor
estratégias farmacologicas ou farmacotécnicas para alcancar concentracdes no
plasma associadas com eficicia e segurancga. A sele¢cdo dos compostos ativos com
base apenas na sua poténcia farmacoldgica né&o garante 0 sucessO ho
desenvolvimento de um medicamento. A triagem de compostos com base nas suas
propriedades ADMET, principalmente aqueles realizados em sistemas in vitro de
origem humana, contribuem na sele¢éo dos ativos mais promissores (ANDRADE et
al., 2016).
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Questbes éticas em relagdo ao uso de animais em pesquisa, 0S custos
elevados e a seguranca requerida para os estudos clinicos séo fatores que
impulsionaram a busca por modelos de investigacdo in vitro e in silico. Em 1985
foram analisadas sete industrias farmacéuticas localizadas no Reino Unido que
apresentaram um indice de 39% de falhas em seus novos candidatos a farmacos
quando estes atingiam o estagio clinico devido suas propriedades farmacocinéticas.
Portanto, conhecer as propriedades cinéticas desses compostos é de extrema
relevancia para prever seu comportamento em estagios clinicos os quais requerem
altos investimentos (KERNS; DI, 2008; FAN; LANNQOY, 2014; MALTAROLLO et al.,
2015). Cerca de 90% do investimento total € perdido quando ocorre a
descontinuacdo de um projeto que se encontra em fases finais. Estudos realizados
na etapa pré-clinica diminuem o investimento e o tempo gasto no desenvolvimento
de novos farmacos (LIN; LU, 1997; ANDRADE et al., 2016).

A solubilidade em agua e o coeficiente de particdo (log P) sdo parametros que
norteiam o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica que categoriza as substancias
de acordo com sua permeabilidade e solubilidade para prever a biodisponibilidade
na administracdo oral (ANDRADE et al., 2016). Os farmacos pertencentes a classe 1
apresentam alta solubilidade e alta permeabilidade; os pertencentes a classe 2
possuem baixa solubilidade e alta permeabilidade; aqueles da classe 3 apresentam
alta solubilidade e baixa permeabilidade; e os da classe 4 apresentam baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (WU; BENET, 2005). Coeficientes de particdo
octanol/agua superiores a 5 sdo observados para compostos altamente lipofilicos, e,
portanto, com alta permeabilidade através das membranas celulares. Entretanto,
estes compostos podem apresentar baixa absorcdo por via oral devido a baixa
solubilidade em agua.

A permeabilidade de farmacos pelo epitélio intestinal pode ser usada para
predizer sua biodisponibilidade oral. A permeabilidade intestinal de uma substancia
pode ser determinada utilizando estudos em humanos, in silico, modelos com
animais de experimentacdo, modelos em 3D (NEJDFORS et al., 2000; ROOS et al.,
2017; PEREIRA; LECHANTEUR; SARMENTO, 2018) ou ainda in vitro através da
utilizacéo de tecidos intestinais ou monocamadas de células epiteliais (FDA, 2017).
Estudos de absorcéo in vitro utilizando linhagens celulares humanas em cultura séo
superiores a outros modelos experimentais do ponto de vista ético e em termos da
previsibilidade da biodisponibilidade no homem (HOFFMANN et al.,, 2018). Os



Revisdo da Literatura | 32

modelos in vitro incluem culturas celulares de adenocarcinoma de célon humano
(Caco-2) e MDCK (do inglés Martin-Darby Canine Kidney) e ensaio de permeacao
em membrana artificial paralela (PAMPA). Devido ao seu processo de diferenciacao
em condic¢des de cultura, as células Caco-2 apresentam grande semelhanca com as
células do epitélio intestinal humano quanto as caracteristicas morfolégicas e
funcionais. As células Caco-2 se diferenciam formando uma monocamada que
expressa enzimas de fase Il e proteinas transportadoras de efluxo - sendo as
principais glicoproteina-P (P-gp), proteina de resisténcia a multiplos farmacos 2
(MRP2, sigla em inglés para multidrug resistance-associated protein 2) e proteina de
resisténcia ao cancer de mama (BCRP, singla em inglés para breast cancer
resistance protein). As células em cultura também apresentam caracteristicas do
movimento transcelular e paracelular do epitélio intestinal (BREEMEN; LI, 2005;
ENGLUND et al., 2006). Portanto, a linhagem celular Caco-2 mimetiza o epitélio
intestinal humano e €é o0 modelo mais recomendado para predizer a
biodisponibilidade oral (BALIMANE; CHONG, 2005; FERNANDES et al., 2012;
GOUVEA et al., 2014; ANDRADE, 2016).

Para obtencdo de resultados confidveis, ensaios de viabilidade celular nas
células do ensaio devem ser realizados a fim de evitar resultados equivocados de
altos valores de permeabilidade observados quando ocorre morte celular
provocando perda da funcdo da monocamada (FERNANDES et al., 2012). Métodos
qgue utilizam a reducdo dos sais de tetrazélio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazdlio - MTT), reducdo de resazurina, marcadores de protease e
detecgdo de ATP sao utilizados para determinar a viabilidade celular que pode ser
comprometida pelo composto utilizado ou pelos solventes presentes no ensaio de
permeabilidade (RISS et al., 2016). A viabilidade celular determinada utilizando o
ensaio com resazurina que € um composto de coloracdo azul e que ndo possui
fluorescéncia € considerado um método simples, atoxico, de baixo custo, rapido e
sensivel. O corante resazurina € convertido em resorufina que apresenta coloracao
vermelha e é altamente fluorescente pelas células metabolicamente ativas. A
medicao da fluorescéncia é realizada por espectrofotometria (BONNIER et al., 2015;
KUETE et al., 2017).

Como parte dos estudos pré-clinicos esta a compreensdo da
biotransformagé@o que podera influenciar a resposta terapéutica ou a seguranca do
farmaco (BRANDON et al.,, 2003; FASINU; BOUIC; ROSENKRANZ, 2012). As
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substancias podem sofrer biotransformacéo através de reacdes de fase | (oxidacao,
reducdo e hidrédlise), fase Il (conjugacdo) ou por uma combinacdo destas. As
enzimas do citocromo P450 (CYP 450), encontradas principalmente no figado, séo
as principais responsaveis pelo metabolismo de fase | (FASINU; BOUIC;
ROSENKRANZ, 2012; SEVIOR; PELKONEN; AHOKAS, 2012).

Os principais modelos in vitro empregados para avaliar o metabolismo
hepatico incluem enzimas recombinantes CYP e UDP-glicuronosiltransferases,
microssomas, fracdo citosolica, fracdo S-9, cultura de hepatdcitos, amostras de
tecido hepético e figado perfundido (FASINU; BOUIC; ROSENKRANZ, 2012). Os
microssomas hepaticos sdo constituidos principalmente por enzimas CYP 450,
glutationa-S-transferases e flavinas monoxigenases. Amplamente empregados nos
ensaios de metabolismo in vitro, 0s microssomas hepaticos sao obtidos através da
homogeneizacéo do figado, seguida por etapas de ultracentrifugacdo (PELKONEN
et al., 1974; TINGLE; HELSBY, 2006; SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). O uso de
microssomas hepaticos tem como vantagens o fato de ser um modelo facilmente
aplicavel, acessivel e bem estabelecido para pesquisa de biotransformacdo de
farmacos (BRANDON et al, 2003). Estudos de metabolismos utilizando
microssomas hepaticos de animais, como por exemplo, de rato, sé@o realizados para
otimizar as condi¢des experimentais usando microssomas humanos, além de
permitir a avaliacdo da variabilidade interespecifica (BRANDON et al., 2003).

O clearance é um parametro farmacocinético que estima a taxa de eliminacao
do farmaco no organismo (POULIN et al., 2012). A predicéo do clearance metabdlico
in vivo a partir de ensaios de metabolismo realizados in vitro representa uma
ferramenta Util e relevante no desenvolvimento de farmacos uma vez que ha uma
relacdo linear entre o clearance hepatico in vivo e o clearance hepatico predito
(MINERS et al., 2006). Entretanto, historicamente observou-se que o clearance
metabdlico humano foi subestimado a partir de dados de clearance intrinseco (CLin)
derivados de ensaios em hepatdcitos humanos criopreservados ou microssomas
hepaticos humanos. As principais razfes para esse desvio sdo atribuidas a
variabilidade interindividual, & qualidade dos dados in vitro usados, metabolismo
extra-hepatico, ligagdo microssomal ndo especifica ou ao papel de transportadores
de captagdo de farmacos (HALLIFAX et al., 2005; CHIBA et al., 2009). Em casos em
que a relacao entre a velocidade de metabolismo e a concentragdo do substrato

apresenta um comportamento hiperbolico, o CLi; € determinado através da razéo
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Vimax/Km (AUSTIN et al., 2005). A incorporacao da fracdo livre do farmaco no meio
microssomal para o célculo do clearance intrinseco resulta em resultados mais
precisos (OBACH, 1999).

A taxa de extracdo do farmaco pelo figado (E) pode ser calculada pela razéo
CLu/Q, onde Q é o fluxo sanguineo hepético e CLy € o clearance hepatico (MAKOID;
UCHETICH; BANAKAR, 1996).

Farmacos de alto E sé@o considerados de alta razdo de extracdo hepatica, o
gue significa que a cada passagem pelo figado, uma grande fracdo da concentracéo
arterial hepética serd biotransformada. Para farmacos de alto E, o clearance
hepético depende essencialmente do fluxo sanguineo hepético (Q). Os farmacos de
baixo E (E<0,3), tem uma pequena fracdo da concentracdo arterial hepética
biotransformada a cada passagem pelo figado. Para esses casos, 0 clearance
hepético depende principalmente de varia¢cdes na fracdo livre plasmatica (F,) e no
clearance intrinseco (CLiy), como por exemplo no caso de coadministracdo de
farmacos inibidores. Para os farmacos com razao de extracao hepética intermediaria
(0,3<E<0,7), diz-se que o clearance hepatico € dependente de variacbes em todos
os fatores supracitados (Q, F, e CLin) (TOZER; ROWLAND, 2006).

Enzimas sao responsaveis pela catalise de reacfes quimicas especificas. A
atividade enzimatica pode ser determinada pela velocidade inicial da reacdo em
ensaios de deplecdo do substrato versus tempo, nos quais é determinada a variacédo
na concentracdo do substrato em funcéo do tempo. Devido a deplecdo do substrato,
a velocidade da reacao diminui progressivamente e finalmente € interrompida.

O modelo de Michaelis e Menten é uma representacdo matematica
amplamente utilizada para determinar parametros da cinética enzimatica. O modelo
assume que as enzimas sdo saturaveis (GOLICNIK, 2011), ou seja, em altas
concentracbes do substrato a velocidade é independente da concentracdo para
atingir a velocidade maxima (SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). A equacao de
Michaelis-Menten basea-se no equilibrio das reagBes enzimaticas envolvendo o
substrato considerando que esta ocorre em duas etapas. Na primeira etapa o
substrato (S) se liga a enzima (E) de forma reversivel e instavel, com a formacgéo do
complexo ES. Na segunda etapa a qual ocorre de forma irreversivel, tem-se a
formacao do produto (P) apds a dissociacdo do complexo ES (MARANGONI, 2003).
Nesse modelo a velocidade méxima da reagdo € observada no estado

estacionario, de acordo com a equacédo 1 onde V, é a velocidade inicial da reacao,
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[S] é a concentracdo do substrato, Vimax € a velocidade maxima da reacdo e Ky € a
constante de Michaelis-Menten. O parametro Ky equivale a concentragdo do
substrato na qual Vo é igual a metade de Vnax € representa a afinidade aparente
entre enzima e substrato (VENKATAKRISHNAN; VON MOLTKE; GREENBLATT,
2001).

Vinax % [S5] (1)
Ky +1S]

VO =
No modelo de Michaelis-Menten, ao plotar diferentes concentragbes do
substrato versus a velocidade inicial da reagcdo, a relacdo assume a forma de

hipérbole (Figura 2).

max

0,5V
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K [S]

Figura 2. Grafico representativo da reagdo enzimatica segundo o modelo de
Michaelis-Menten. Vnax, Velocidade maxima; Vo, velocidade inicial; [S], concentracao
de substrato; Ky, constante de Michaelis-Menten.

Entretanto, nem sempre a cinética enzimatica segue o modelo proposto por
Michaelis-Menten e desvios podem ser encontrados. Quando a enzima possui
multiplos sitios cataliticos de alta e baixa afinidade pelo substrato com perfil de
cooperatividade entre esses sitios, o plote de V, versus [S] apresenta perfil sigmoide

e 0 modelo mais adequado para avaliar a cinética enzimatica é o de Hill. Esse
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modelo leva em consideracdo que modificagdes na conformagédo da enzima podem
ocorrer apés sua ligacdo com o substrato, modificando a afinidade dos sitios ativos
restantes pelo substrato (MARANGONI, 2003). No modelo de Hill as enzimas
possuem varias subunidades de ligacdo, o que a difere do modelo de Michaelis-
Menten que possui apenas um sitio de ligacao.

A cooperatividade entre os sitios cataliticos pode ser positiva ou negativa.
Quando positiva (coeficiente de Hill > 1), diz-se que ocorre autoativacdo, uma vez
gue as mudancas no sitio da enzima causada pelo ligante facilitam a ligacdo do
substrato. Quanto maior o valor de n, maior o grau de cooperatividade e mais
sigmoidal sera a curva. Quando negativa (coeficiente de Hill < 1), o ligante dificulta
ou inibe a interacdo com a enzima. Em casos onde o coeficiente de Hill é igual a 1, a
reacdo ndo é cooperativa e o0s sitios ativos da enzima se comportam de forma
independente, ou seja, a ligacdo de um substrato em um sitio ndo afeta a ligacdo em
outro sitio (MARANGONI, 2003, OGILVIE et al., 2008). O grafico a seguir representa
o0 plote de Vg versus [S] no modelo de Hill (Figura 3).

Vo

Vmax

Seo (s

Figura 3. Gréfico representativo do plote de Vy versus [S] no modelo de Hill. Vo é a
velocidade inicial da reacdo; Vmax € a velocidade maxima da reacdo; [S] é a
concentracéo do substrato; Sso € a constante que indica a concentracao de substrato

na qual a enzima atinge 50% de sua Vmax-

A cinética sigmoidal pode ser representada pela equacao de Hill (Equacao 2):

_ Vinax-[S1" (2)
Sk + ST
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onde, v é a velocidade da reacao; Vmax € a velocidade maxima da reacao; [S]
€ a concentracdo do substrato; Ssp € a constante que indica a concentracdo do
substrato na qual a velocidade é a metade da velocidade méxima (Vmax), indicando a
“afinidade aparente” da enzima pelo substrato; h é o coeficiente de Hill, que
demonstra o grau de cooperatividade do substrato ligado a enzima (OGILVIE et al.,
2008).

A representacdo grafica de Eadie-Hofstee, ou plote de v versus v/[S], pode
ser utilizada como diagnostico de desvios do modelo de Michaelis-Menten. Enquanto
o perfil hiperbolico de Michaelis-Menten transforma-se em um plote linear na
representacéo de Eadie-Hofstee, dados que seguem o modelo de cooperatividade
de Hill assumem o formato de um gancho.

Outro perfil de cooperatividade que pode ser encontrado € o bifasico, onde a
saturacdo ndo é alcancada. Ao avaliar baixas concentracdes do substrato, o pefrfil
assemelha-se a uma hipérbole, mas em altas concentracdes é observado um
aumento da velocidade de forma linear e sem a presenca de saturacdo (KRAMER,;
TRACY, 2012). Esse perfil € caracteristico de sistemas multienzimaticos, onde duas
enzimas distintas que possuem alta e baixa afinidade produzem o0 mesmo
metabdlito, mas com velocidades diferentes, ou também pode ser encontrado em
casos onde a enzima apresenta sitios de ligacdo com afinidade diferente. A reacéo

bifasica é calculada utilizando a seguinte equacéo 3.

Vin

Vinax1 ST + “xz/sz x [S]? (3)

Kin1 +[5]

Onde, v é a velocidade inicial, Vmax1 € a velocidade maxima catalisada pela
enzima ou sitio de ligacdo que possui alta afinidade pelo substrato, K, é a
constante de Michaelis-Menten relacionada com a enzima ou sitio de ligacdo que
possui alta afinidade pelo substrato, [S] € a concentracdo do substrato, Vimaxe € a
velocidade maxima catalisada pela enzima ou sitio de ligacdo que possui baixa
afinidade pelo substrato, K2 € a constante de Michaelis-Menten relacionada com a
enzima ou sitio de ligacdo que possui baixa afinidade pelo substrato.

O perfil cinético de inibicdo pelo substrato também pode ser encontrado. Esse

caracteriza-se pelo surgimento de um platd de formacdo de produto em um
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determinado ponto, o qual apresenta diminuicdo da velocidade mesmo com o
aumento da concentragdo do substrato. Isso pode ocorrer devido a ligagcdes em
outros sitios, ocasionando mudancas na conformacdo da enzima e diminuicdo na
taxa de formacéao do produto (SEIBERT; TRACY, 2014).

A Figura 4 possui os diferentes modelos de graficos que podem ser
encontrados de acordo com o perfil cinético.
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Figura 4. Graficos de Eadie-Hofstee para uma cinética tipica e cinética atipica. (a)
Cinética Michaeliana, (b) cinética sigmoidal, (c) cinética bifasica e (d) cinética de
inibicdo pelo substrato. Fonte: modificado de Kramer e Tracy, 2012.
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Apesar de diversos estudos relatarem os promissores efeitos terapéuticos da
oleorresina de Copaifera sp., bem como do AC e do AK isolados, até a presente
data ndo ha muitos dados na literatura referentes as propriedades farmacocinéticas
desses diterpenos. Diante disso, o presente estudo buscou compreender a
disposicao cinética do AC e AK através de ensaios de caracterizagdo da estabilidade
em sistemas que mimetizam o pH estomacal e intestinal, a fragao livre no plasma

humano, permeabilidade intestinal e metabolismo em microssomas hepaticos.
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3. OBJETIVO GERAL

Este estudo buscou investigar a disposicao cinética através da determinacgao
da permeabilidade oral, fracdo livre em plasma, estabilidade e metabolismo hepatico
dos diterpenos de Copaifera sp. AC e AK através de metodologias que minimizam o

uso de animais em pesquisa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento e caracterizagédo do AC e do AK

A atividade de acesso ao Patrimoénio Genético/CTA foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado — SisGen (Cadastro n® A6113C6, ANEXO 1) em atendimento ao previsto
na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos. Os diterpenos AC e AK foram extraidos
da oleorresina de copaiba (Copaifera langsdorffii), obtidos de um centro cooperativo
(Rio Branco, AC, Brasil) como descrito anteriormente (NAKAMURA et al., 2017). O
isolamento e a purificacdo do AC e AK foram realizados no Nucleo de Pesquisa em
Produtos Naturais e Sintéticos da FCFRP-USP, sob coordenagdo do Prof. Dr.
Norberto Peporine Lopes. ApOs a purificacdo, as amostras foram analisadas por
cromatografia gasosa (CG). A identidade do AK foi confirmada pela biblioteca do CG
e a confirmacao da estrutura do AC foi realizada por ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e (*H-RMN) e de carbonos (**C-RMN). (APENDICE 1; OHSAKI et al.,
1994).

4.2. Método analitico de determinacado do AC e do AK por LC-MS

Foi desenvolvido método analitico para a determinacdo do AC e AK em
solucéo usando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS). O método analitico foi desenvolvido com a finalidade de

determinar o AC e o AK nos diferentes ensaios ADMET propostos neste projeto.

4.2.1. Reagentes e solventes

Foi utilizado o solvente acetonitrila (J.T. Baker, Center Valley, PA, EUA), grau
HPLC. Os reagentes formiato de aménio (Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, Brasil) e
dimetilsulféxido (DMSO, Synth, Diadema, Brasil) utilizados foram grau analitico.
Toda a agua utilizada durante o experimento foi obtida em sistema de purificacado
Milli-Q® Plus (Millipore, Belford, MA, EUA).

4.2.2. Preparo das solucdes padréao
As solucbes padrao estoque AC e AK foram preparadas na concentracao de

2.500 pM em DMSO. A partir da solugdo estoque foi preparada uma solugao
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intermediaria na concentracdo de 500 uM em metanol. Diluicdes foram realizadas
para a obtencdo dos padrdes de calibracdo nas seguintes concentracbes 0,125;
0,25; 0,5; 1; 5; 10; 25 e 50 uM em metanol. Para a construc¢do da curva analitica, 0s
padrdes de calibracédo foram diluidos para a obtencédo das seguintes concentracées
finais de AC ou AK: 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5 e 5 pM.

4.2.3. Sistema cromatografico

As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). O sistema cromatogréafico consistiu
de cromatégrafo Perkin Elmer (Shelton, EUA), composto de sistema binario de
bombas (Flexar LC Pump), degaseificador (Flexar solvent manager), forno (Flexar
LC column over), injetor automatico (Flexar LC Autosampler) e espectrébmetro de
massas quadrupolo simples (Perkin Elmer, Flexar SQ 300 MS). Os dados foram
adquiridos e a quantificacdo das amostras realizadas através do programa
Chromera, versao 3.4.0.5712 (Perkin Elmer, Shelton, EUA).

A andlise por espectrometria de massas foi realizada no modo electrospray
negativo. A voltagem do capilar na ionizacdo por electrospray foi de 6,0 kV. A
temperatura de dessolvatacao foi mantida a 350 °C. O nitrogénio foi utilizado como
gas de nebulizacdo na vazéo de 12 L/min. A voltagem do cone utilizada foi calibrada
com relacdo ao autotune realizado para as substancias de interesse. As condicdes
de otimizacdo do MS foram obtidas através de infusédo direta da solucdo padrao de
AC e AK (1,6 uM) preparadas em acetonitrila e introduzidas com bomba de infuséo
na vazao de 10 pL/min. A andlise para otimizagdo da voltagem do CAPEX foi
executada através da variacdo da voltagem pelo tempo (-350 V a -50 V com
variacdo de 2 V) e pela observacédo dos ions moleculares desprotonados de razéo
massa carga (m/z) 303 para AC e 301 para AK resultando em um valor 6timo de -90
V. As razdes m/z 303 e 301 foram utilizadas para monitorizagdo do AC e AK
respectivamente.

Os analitos foram resolvidos em coluna de fase reversa Poroshell 120 EC-
C18 4,6x100 mm (2,7 um), coluna de guarda Poroshell 120 EC-C18 4,6x5 mm (2,7
pum), (Agilent Technologies, Santa Clara, United States) mantida a 22 °C e fase
movel constituida por tampao acetato de aménio 5 mM (pH = 4) e ACN (10/90, v/v),

com vazao de 0,5 mL/min, em modo isocrético. O volume da inje¢éo foi de 20 uL. O
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efluente da coluna cromatografica foi dirigido para o espectrdmetro de massas (MS)
quadrupolo simples Flexar SQ 300 MS Perkin Elmer (Shelton, EUA).

4.2.4. Validacéao

O método foi validado seguindo como base as normas do Guia para
Validagdo de Métodos Analiticos da ANVISA, resolucao 166, de 24 de julho de 2017.
Foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisdo e

exatidao.

4.2.4.1. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método foram comparadas amostras contendo
apenas o solvente utilizado como veiculo, onde os analitos foram solubilizados, com
amostras contendo AC e AK 0,0125 uM, com o intuito de garantir a pureza dos picos

cromatograficos.

4.2.4.2. Linearidade

A linearidade foi determinada apos a construcdo em triplicata de uma curva
analitica para o AC e para o AK, plotando a area do pico dos compostos versus a
sua concentracdo nominal. Foram utilizadas oito concentragfes diferentes para cada
composto, 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5 e 5 uM . O critério de aceitacdo € um

valor minimo do coeficiente de correlacdo de 0,99.

4.2.4.3. Preciséo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas intra-ensaio (mesma corrida) e
interensaios (corridas diferentes) utilizando a triplicata dos controles de qualidade de
baixa (CQB=0,025 uM), média (CQM=0,5 pM) e alta (CQA=4,5 uM) concentracao
para AC e AK, que contemplaram o intervalo linear do método. A precisdo foi
expressa como desvio padrao relativo (DPR%) que foi calculado segundo a equacéo
4.
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desvio padrao (4)
DPR = - — - %X 100
concentracao média determinada

A exatiddo foi determinada pela relagdo entre a concentragdo média

experimental e a concentracdo teorica, conforme a equacéo 5.

s concentracdo média experimental (5)
Exatidao = — — X 100
concentracdo tedrica

Como critério de aceitacdo da precisdo, o coeficiente de variacdo deve ser
inferior a 5%, e para a exatidao o valor obtido deve estar na faixa de 80 a 120% da

concentracéo teodrica do teste.

4.3. Ensaio de estabilidade quimica

A estabilidade quimica do AC e AK em pH acido e basico foi realizada no
intuito de avaliar o comportamento dos analitos em condi¢des que mimetizam o
ambiente estomacal e plasmatico. A partir da solucdo estoque de AC e AK,
preparada na concentracdo de 5 uM em metanol, foram preparadas solucdes de AC
e AK na concentracdo de 0,05 puM, em solucédo tampédo de Clark-Lubs (pH 1,2) e
tampéo fosfato de potassio-hidréxido de sodio (pH 7,4). O tampao Clark-Lubs foi
preparado a partir de 100 mL de solucdo de cloreto de potassio (Neon Comercial,
Sao Paulo, Brasil) 0,2 M acrescida de solucao de acido cloridrico (Neon Comercial,
Sédo Paulo, Brasil) na concentracdo de 0,2 M até atingir o pH de 1,2. O tampéao
fosfato monopotassico-hidroxido de sédio foi preparado utilizando 100 mL de
solucdo de fosfato monopotéassico (Neon Comercial; Sdo Paulo, SP, Brasil) 0,1 M
adicionada de solucdo de hidréxido de sédio (Sigma-Aldrich; Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) 0,1 M até atingir o pH de 7,4.

O ensaio de estabilidade quimica foi realizado em pH 1,2 (tamp&o Clark-Lubs)
e em pH 7,4 (tampéo fosfato monopotassico-hidroxido de sodio), em triplicata. As
solugcdes foram mantidas durante todo o tempo do experimento em incubadora sob
agitacdo (70 rpm) e temperatura (37 °C) constantes (Ethik Technology modelo 430 —
RDB T5, Sao Paulo, Brasil). Foram coletadas amostras das solu¢des (100 pL) nos

tempos 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 12 e 24 horas. As amostras foram analisadas utilizando o
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método analitico desenvolvido e validado em LC-MS, descrito no item 4.2. A
concentracdo das amostras coletadas em diferentes tempos foi comparada com a
concentracdo basal usando a analise de variancia (ANOVA com o pOs-teste de
Tukey (p<0,05) (DE CAMPOS et al., 2017).

4.4. Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para

determinacdo do AC e AK em plasma humano

4.4.1. Reagentes e solventes

Os solventes acetonitrila (J.T. Baker, Center Valley, PA, EUA) e éter metil-terc
butilico (Panreac, Darmstadt, Germany) foram grau HPLC (High Performance
Liquid Chromatography). Os reagentes acetato de amonio (Dinamica, Sado Paulo,
Brasil), acido cloridrico (Neon, Séao Paulo, Brasil) e dimetilsulféxido (DMSO, Synth,
Diadema, Brasil) foram grau analitico. Toda a agua utilizada durante o experimento
foi obtida em sistema de purificagdo Milli-Q® Plus (Millipore, Belford, MA, EUA). O
padrao fluvastatina foi adquirido da Sigma Aldrich (pureza 298%, St. Louis, MO,
EUA).

4.4.2. Preparo das solugdes

As solucbes padrdo estoque dos AC e AK foram preparadas nas
concentracbes 2000 uM e 2500 pM respectivamente em DMSO. As solucbes de
trabalho foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque em metanol para
alcancar as seguintes concentracdes 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 4,0; 12,85 e 16 uM para AC e
0,25; 0,5; 1; 2, 5; 16 e 20 uM para AK. O padrao interno fluvastatina foi preparado na
concentracdo de 1 uM em ACN. Todas as solu¢cdes foram armazenadas a -20 °C até

a anélise.

4.4.3. Sistema cromatografico

As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) conforme item 4.2.3. As razbes m/z
303 e 301 foram utilizadas para monitorizacdo do AC e AK respectivamente, e o ion

molecular desprotonado [M-H] de razdo m/z 410 para o padréo interno fluvastatina.
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4.4.4. Preparo de amostra

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP
(Parecer CAAE 65707517.6.0000.5426, ANEXO 2). O plasma de seis voluntarios
sadios foi obtido apds doagcdo de sangue no Hemonucleo Regional de Araraquara
“Professora Doutora Clara Pechmann Mendonga (HN). Os voluntarios sadios que
aceitaram doar o seu plasma para esta pesquisa realizaram o0 protocolo
convencional da doacdo de sangue apds assinarem o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE, APENDICE 2). Os critérios de inclusdo foram: individuos
saudaveis, com idade entre 18 e 60 anos e peso acima de 50 Kg. Os critérios de
exclusdo foram os seguintes: gestantes, lactantes e/ou voluntarios em uso crénico
de qualquer medicamento. Apos fracionamento do sangue, a bolsa de plasma foi
destinada a pesquisa e demais componentes do sangue foram doados ao
Hemonucleo.

Aliguotas de 100 pL de plasma foram enriquecidas com 20 pL de solucao
contendo AC, 20 pL de solucdo contendo AK, 20 pL da solucdo contendo padréo
interno (fluvastatina), 20 pL da solug¢éo de &cido cloridrico 1 M e 300 pL do solvente
extrator éter metil-terc-butilico. As amostras foram agitadas por 20 minutos em mesa
agitadora reciprocante horizontal (TE-240 Tecnal, 130 % 10 ciclos/min), centrifugadas
por 10 min (15.000 x g, 5 °C). A fase organica (270 pL) de cada amostra foi
transferida para microtubos de 1,5 mL e evaporada a secura a 40 °C utilizando um
concentrador de amostras a vacuo (Genevac™ Centrifugal Duo, Ipswich Reino
Unido). O residuo foi reconstituido em 90 pL de fase moével, agitado em vortex por 1
minuto, transferido para o vial e 20 pyL foram injetados na coluna cromatografica
(Figura 5).
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PREPARO DE AMOSTRAS EM PLASMA

100 pL plasma branco
20 uL AC
20 pL AK
20 uL PI
20 pL acido cloridrico 1M

'

Adicionar 300 pL éter metil-terc-butilico

Agitar em mesa reciprocante por 20 minutos
Centrifugar a 15.000 g por 10 minutos, a 5 °C

Y

Separar a fase organica (270 uL)

Evaporar até a secura, a 40 °C

Residuo

Reconstituir em 90 pL de fase moével
Vortexar 30 segundos
Y

( Injetar 20 pL no sistema LC-MS)

Reconstituicao
da amostra

Sistema LC Detector MS
(%)
= Fase moével: tampao acetato de m/z 301 - AK
g aménio 5 mM (pH 4):ACN (10:90, v/v) m/z 303 - AC
g Fluxo: 0,5mL/min Coluna e pré coluna m/z 410 - PI
= Poroshell 120 EC-C18 }
(2] L > (100 x 4,6 mm, 2,7 ym)
@ Poroshell 120 EC-C18

(5x4,6 mm, 2,7 pm)

Figura 5. Procedimento de extracao liquido-liquido dos &cidos copalico (AC) e
caurendico (AK) em plasma humano. [AC: acido copalico; AK: &cido caurendico; P.1.:
padrdo interno; LC-MS: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um

espectrometro de massas; ACN: acetonitrila].

4.4.5. Validacao

O método desenvolvido para analise dos diterpenos em plasma humano foi
validado de acordo com as recomendacdes da ANVISA para a validagcdo de
meétodos bioanaliticos (Resolu¢cdo RDC n° 27, 17 de maio de 2012; BRASIL, 2012).
Os seguintes parametros foram avaliados: curva de calibragdo/linearidade, precisédo
e exatidao intra e interensaios, seletividade, limite de quantificagéo, efeito residual,
efeito matriz e estabilidade em temperatura ambiente (curta duragéo), apos ciclos de

congelamento e descongelamento e pos-processamento.
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4.45.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada utilizando amostras de plasma branco obtidas de 6
fontes distintas, sendo 4 normais, 1 hemolisada e 1 lipémica. Para que um método
seja considerado seletivo, respostas de picos interferentes préximos ao tempo de
retencdo do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito e respostas
de picos interferentes no tempo de retencdo do P.l. inferiores a 5% da resposta do
P.l. quando amostras branco sdo comparadas as amostras do limite inferior de

quantificacdo (LIQ).

4.4.5.2. Efeito Residual

O efeito residual foi avaliado através de trés injecbes da mesma amostra
branco, sendo uma antes e duas logo apds a injecdo de uma amostra processada
do limite superior de quantificacdo (LSQ). As respostas de picos interferentes no
tempo de retencdo do analito devem ser inferiores a 20% e as respostas de picos
interferentes no tempo de retencdo do P.l. inferiores a 5% quando comparados a

amostra processada do LIQ.

4.4.5.3. Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado através da comparacdo entre as areas dos picos
dos acidos e do padréo interno em solucdo com as areas dos picos resultantes do
plasma processado conforme protocolo de preparo de amostra e posteriormente
enriguecido com o analito e o padrao interno. Para avaliacdo do efeito matriz foram
utilizados plasmas de 8 fontes distintas, sendo 6 amostras normais, 1 lip€mica e 1
hemolisada. As amostras analisadas devem apresentar as mesmas concentracoes
dos controles de qualidade de baixa concentracédo (CQB, 0,08 uM para AC e 0,10
MM para AK) e do controle de qualidade de alta concentragdo (CQA, 2,57 yuM para
AC e 3,20 uM para AK).

A equacéo 6 foi utilizada para obter o fator matriz normalizado por P.l. (FMN)

para cada amostra:

resposta do analito em matriz/resposta do Pl em matriz (6)
resposta do analito em solucgédo/resposta do Pl em solucédo

FMN =
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O efeito matriz € definido pelo coeficiente de variacdo (CV %) dos FMN
relativos a todas as amostras e deve ser inferior a 15%.

4.4.5.4. Curva de calibracéo/linearidade

Para a construgcdo da curva de calibragao, aliquotas de 100 uL de plasma
branco enriquecidas com 20 pL das solu¢des padrédo e padrdo interno, foram
utilizados. As amostras foram extraidas e analisadas como descrito anteriormente. A
curva de calibracdo foi construida a partir de amostras preparadas nas
concentracoes finais de 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 1,00; 3,20 e 4,00 pM para o AK e
0,04, 0,08; 0,16; 0,32; 0,80; 2,57 e 3,20 uM para o AC em plasma.

Considerando que a variancia do erro nao foi constante em toda a faixa de

quantificacéo, foi utilizada a ponderacdo 1/x°.

4.4.5.5. Preciséo e Exatidao

A precisdo e exatiddo devem ser determinadas em uma mesma corrida (intra-
ensaio) e em trés corridas diferentes (interensaios). Os controles de qualidade limite
inferior de quantificacdo (LIQ = 0,04 uM para AC e 0,05 pM para AK), controle de
qualidade de baixa concentracédo (CQB = 0,08 uM para AC e 0,10 uM para AK),
controle de qualidade de média concentragdo (CQM = 0,32 uM para AC e 0,40 uM
para AK) e controle de qualidade de alta concentracdo (CQA = 2,57 uM para AC e
3,20 uM para AK) foram analisados em quintuplicata. A precisdo intra-ensaio e
interensaios é adequada quando o coeficiente de variacdo (CV) ndo for superior a
15%, exceto para a menor concentracdo, para a qual é aceitavel o CV de até 20%.

O CV foi determinado conforme a equacéo 7.

Desvio padrao x 100

CV = (7)

Concentragdo média experimental

A exatiddo intra-ensaio e interensaios foi determinada através do célculo do
erro padréo relativo (EPR) o qual deve apresentar valores inferiores a £15% do valor
nominal, exceto para o LIQ, para o qual se admitem valores inferiores a +20% do

valor nominal. O EPR foi calculado conforme a equacéo 8.
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(Concentragdo média experimental —Valor nominal)

EPR =

x 100 (8)

Valor nominal

4.4.5.6. Estabilidade
A estabilidade dos analitos foi avaliada utilizando amostras de plasma

enriquecidas nas concentracbes de CQB (0,08 puM para AC e 0,10 puM para AK) e
CQA (2,57 uM para AC e 3,20 uM para AK) em triplicada. A concentragdo das
amostras foi determinada utilizando curva de calibracdo recém-preparada. A
estabilidade € demonstrada quando a média das concentracfes obtidas em relacdo
ao valor nominal ndo apresentar desvio superior a 15%. A estabilidade do analito na
matriz bioldgica foi demonstrada por meio dos estudos de estabilidade ap6s ciclos
de congelamento e descongelamento, estabilidade de curta duragéo e estabilidade
pds-processamento.

Amostras CQB e CQA foram utilizadas para avaliar a estabilidade apos ciclo
de congelamento e descongelamento. As amostras foram congeladas a -20 °C por
24 horas, descongeladas e entdo foram processadas e analisadas por LC-MS.

A estabilidade de curta duracdo das amostras foi determinada apds a
permanéncia a temperatura ambiente (23 + 2 °C) por 1 hora. Na sequéncia as
amostras foram processadas e analisadas por LC-MS.

Para a estabilidade pdés-processamento, antes de realizar a andlise, as
amostras dos controles de qualidade de baixa e alta concentragdo foram
processadas e mantidas no autoinjetor por um periodo de 7 horas a temperatura de

18 °C, periodo superior a duracao da corrida analitica utilizada no estudo.

4.5. Ensaio de estabilidade em plasma humano por LC-MS

A determinacao da estabilidade em plasma humano foi realizada em triplicata,
adicionando ao plasma solucdo do AC e de AK em concentracdes finais de 0,8 e 1
MM em plasma, respectivamente. As amostras foram homogeneizadas em vortex por
um minuto e na sequéncia foram mantidas durante todo o tempo do experimento sob
agitacdo (70 rpm) e temperatura (37 °C) constantes através da utilizagcdo de
incubadora (Ethik Technology modelo 430 — RDB T5, Sao Paulo, Brasil). Nos
tempos 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 12 e 24 horas foram realizadas coletas das amostras (100
pL), as quais foram analisadas por LC-MS. Para a realizacdo deste ensaio, foi

desenvolvido e validado o método cromatografico para determinacdo de AC e AK em
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plasma humano descrito no item 4.4. O teste ANOVA de medidas repetidas seguida
do teste de Tukey (p <0,05) foi utilizado para determinar a estabilidade do AC e AK

em plasma humano.

4.6. Determinacao do Log P

Inicialmente, o Log P tedrico do AC e AK foi estimado usando o software
ChemDraw Ultra 12.0 — Cambridge. Em seguida, foi realizada a determinacao
experimental do Log P utlizando método cromatografico conforme as
recomentacdes do Guideline 117 da Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD, 2004). Esse método consiste ha constru¢do de uma curva de
Log P versus Log K (log do fator de capacidade) para substancias de referéncia
(Tabela 3), sendo que para este estudo foram utilizadas acetanilida, benzeno,
clorobenzeno, timol, fenantreno, trifenilamina e diclorodifeniltricloroetano (DDT)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, United States). As substancias referéncia foram
selecionadas a partir do Log P tedrico dos AC e AK, de forma a apresentarem

valores inferiores e superiores a estes.

Tabela 3. Substancias utilizadas para a determinacao do log P do AC e AK.

Substéancia Log P
Acetanilida 1
Benzeno 2,1
Clorobenzeno 2,8
Timol 3,3
Fenantreno 45
Trifenilamina 57
diclorodifeniltricloroetano (DDT) 6,5

Os fatores de capacidade (k) foram determinados pela diferenca entre o
tempo de retencdo do analito (tg) e o tempo morto do sistema (tp), dividida pelo ty

(Equacéo 9).

ko= £ 9)
0
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O tempo morto () foi calculado a partir das dimensdes da coluna
cromatografica de acordo com a equacgdo 10, onde r € o raio interno da coluna (em
mm), C € o comprimento da coluna somado ao comprimento da coluna de guarda

(em mm) e v é a vazao do sistema (em pL/mL).

0,5 2 xC
to — XMITXreX (10)

v

A regresséo linear obtida do plote do Log k para cada substancia da Tabela 3
versus seu respectivo Log P foi utilizada para o calculo dos coeficientes de particdo
(Log P) do AC e do AK.

O sistema cromatografico consistiu de um cromatografo Perkin Elmer
(Shelton, EUA) com deteccdo UV (Flexar UV/VIS). A separacéo foi feita por uma
coluna de fase reversa Poroshell 120 EC-C18 4,6x100 mm, 2,7 um com pré-coluna
Poroshell 120 EC-C18 4,6x5mm, 2,7um. A fase mével foi constituida por
metanol:acido formico 0,1% (80:20) pH 4 e vazao de 1 mL/min. O volume de injecdo
foi de 20uL.

A aquisicdo de dados e a quantificagdo das amostras foram realizadas

utilizando o programa Chromera, versao 3.4.4.5945 (Perkin Elmer, Shelton, EUA).

4.7. Avaliacdo da permeabilidade do AC e do AK em células Caco-2

4.7.1. Cultivo celular

A linhagem celular de adenocarcinoma de c6lon humano Caco-2 foi obtida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ n° 0059) e cultivada em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Gibco, Paisley, Reino Unido)
contendo alta concentracédo de glicose (4,5 g/L), suplementado com 20% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco, Paisley, Reino Unido) e 1% da mistura de antibioticos em
solugéo contendo 5 mg de penicilina, 5 mg de estreptomicina e 10 mg de neomicina
por mL, (Gibco, Paisley, Reino Unido). As células Caco-2 foram cultivadas a 37 °C,
5% de CO; e 95% de umidade relativa. O cultivo foi realizado inicialmente em
garrafas de 25 cm? e ao atingirem confluéncia eram transferidas para garrafas de 75
cm? a partir da adicdo de tripsina 0,25%/EDTA 2,4 mM (Gibco, Paisley, Reino
Unido). O meio foi substituido a cada dois dias. Ao atingir em torno de 80% de

confluéncia, o subcultivo foi realizado.
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4.7.2. Ensaio de viabilidade celular pelo teste da resazurina

Para realizar o teste de viabilidade celular, as células Caco-2 foram incubadas
com diferentes concentracdes das substancias de interesse (MCMILLIAN et al.,
2002).

As células foram inicialmente cultivadas em garrafas de 25 cm?. Ao atingir
confluéncia as células foram transferidas para garrafas de 75 cm? e mantidas
sempre a 37°C, 5% de CO; e 95% de umidade, em meio de cultura DMEM
suplementado com 20% de SFB. Apds a cultura celular atingir confluéncia, o preparo
da microplaca foi iniciado. O meio de cultivo foi retirado da garrafa e a lavagem com
tampao fosfato-salino (PBS) realizada para a retirada de células mortas. As células
foram recolhidas das garrafas apdés adicdo de 3 mL de tripsina 0,25% (Gibco,
Paisley, Reino Unido) e incubadas pelo tempo de 5 minutos para que as células se
desprendessem da garrafa. Em seguida a tripsina foi inativada pela adicdo de 3 mL
de DMEM e entdo as células foram recolhidas e centrifugadas a 200 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e as células foram reconstituidas em meio de
cultura DMEM para a contagem celular utilizando cémara de Neubauer. A
concentracdo foi ajustada para 7,5 x 10* células/mL e as células foram semeadas
em placas de 96 pocos com concentracdo celular de 1,5 x 10 células/poco. As
placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO, e 95% de umidade relativa por 24 horas
para permitir aderéncia celular. Ap6s esse periodo, foram preparadas solu¢des de
AC e AK na concentracdo de 50.000 uM em DMSO, as quais foram diluidas 50
vezes em meio de cultura DMEM para obtencdo da concentracdo de 1000 uM. Para
isso foi utilizada uma placa de 96 pocos sem a presenca de células, denominada
placa espelho, onde foram adicionados 5 pL da solugdo de 50.000 uM do composto
de interesse e 245 pL de meio de cultura no primeiro poco de cada coluna para obter
a concentracdo de 1000 pM. Foram realizadas diluicbes seriadas para obter as
concentragdes de 500; 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62 e 7,81 uM de AC e AK.

A partir dessas solucdes, foram realizadas diluicdes na microplaca contendo
as células, onde o meio foi retirado e substituido por 100 uL de meio de cultura
DMEM fresco suplementado com 20% de SFB, em seguida 100 pL das
concentracbes obtidas na placa espelho foram adicionadas nos pocos
correspondentes para obtencdo das concentracdes finais de 500; 250; 125; 62,50;
31,25; 15,62; 7,81 e 3,91 uM contendo no maximo DMSO a 1%.
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Para o controle do solvente, as células foram incubadas com DMEM contendo
DMSO na mesma concentracdo do ensaio para assegurar a viabilidade celular ao
utilizar esse solvente. Para o controle negativo, as células foram incubadas com o
meio de cultura DMEM suplementado com 20% de SFB para avaliar o crescimento
celular sem a interferéncia do DMSO. Para o controle positivo, as células foram
incubadas com DMSO 15% em meio de cultura DMEM suplementado com 20% de
SFB. O ensaio foi realizado em sextuplicata para cada concentracdo avaliada. As
células foram incubadas com as substancias teste ou controle por 24 horas sob as
mesmas condi¢des do cultivo.

Apo6s 24 horas, o meio de cultura foi removido e adicionou-se 50 pL da
solucéo de cloridrato de resazurina 0,01% a cada poco. As placas foram incubadas
por 2 horas, periodo no qual ocorreu a mudanca de coloracdo da resazurina o0 que
indica que houve metabolizacdo e apds o final da incubacgéo, a intensidade da
fluorescéncia foi determinada utilizando leitor de microplacas Synergy H1 (BioTek®)
nos comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 530 e 590 nm,

respectivamente. A viabilidade celular foi calculada pela seguinte equacéo 11:
Viabilidade Celular (%) = 5 x 100 (11)
c

onde As: intensidade de fluorescéncia da amostra, Ac: intensidade de

fluorescéncia no controle do solvente.

4.7.3. Avaliacédo da permeabilidade in vitro usando células Caco-2

As células Caco-2 foram semeadas em placas de doze po¢os com inserto
(ThinCert ™ Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) de 0,4 um de poro e area de
1,13 cm?, em concentracdo de 5 x 10* células/cm? e incubadas por 21 dias para
atingir confluéncia e diferenciacdo a 37 °C, 5% de CO, e 95% de umidade (Figura 6).
O meio de cultura DMEM suplementado com 20% de SFB e 1% da solucao
contendo 5 mg de penicilina, 5 mg de estreptomicina e 10 mg de neomicina por mL
foi trocado a cada 48 horas. A integridade da monocamada de células Caco-2
formada foi monitorada utilizando um minivoltimetro Millicell ERS® (Millipore
Corporation, Bedford, MA) pela avaliagdo da resistividade elétrica transepitelial

(RET). Esse monitoramento foi realizado apoés 10, 15 e 21 dias de cultivo. Apenas as
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membranas que apresentaram valor de RET maior que 200 Q x c¢cm? no dia do
ensaio foram consideradas aptas (FERNANDES et al., 2014) . Além do valor de
RET, as solucdes de verapamil 44 uM (299%, Sigma-Aldrich; Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e fluoresceina 45 uM (Sigma-Aldrich; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram
utilizadas como controles de alta e baixa permeabilidade, respectivamente, para
avaliar a integridade da monocamada (KRATZ et al., 2011). Para avaliar se AC e AK
sdo substratos da P-gp, o transporte através da monocamada de Caco-2 foi

investigado usando verapamil como inibidor da P-gp (JIN et al., 2013).

Compartimento apical

Monocamada de Caco-2

Membrana permeavel

Compartimento basolateral

Figura 6. Placa de 12 pogos com inserto (ThinCert TM) utilizada para o cultivo de
células Caco-2 por um periodo de 21 dias.

Fonte: proprio autor. Adaptado de Hubatsch; Ragnarsson; Artursson, 2007.

No dia do experimento as células foram lavadas com tampdo de
permeabilidade constituido por tampdo Hank's (Gibco, Paisley, Reino Unido)
contendo 200 mM de sais de &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N-etanosulfénico
(HEPES, Sigma-Aldrich; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) com pH 7,4 por 20 minutos para
que ocorresse o equilibrio. As solucbes estoque de AC e AK a 390 pM em DMSO
foram diluidas usando o tampéo de permeabilidade para solu¢cbes de concentracao
3,9 UM, contendo no maximo 1% de DMSO. Os experimentos foram conduzidos com
volume total de 500 pL do tampéo de permeabilidade no compartimento apical
(doador) das placas e 1500 puL no compartimento basolateral (receptor). O transporte
através da monocamada de Caco-2 foi determinado no sentido apical - basolateral e
basolateral - apical, adicionando solu¢des de AC ou AK nos compartimentos apical e
basolateral, respectivamente. A permeabilidade do farmaco também foi avaliada com

verapamil, inibidor da P-gp, ao incubar as células com 50 uM de verapamil por 30
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minutos antes da incubagdo com os substratos (LIN et al., 2007, LIN et al., 2011; JIN
et al., 2013).

As placas foram mantidas durante todo o tempo do experimento sob agitacao
(25 rpm) e temperatura (37 °C) constantes em incubadora (Ethik Technology modelo
430 — RDB T5, S&o Paulo, Brasil). Foram coletadas amostras de 200 pL do
compartimento basolateral (sentido apical-basolateral) ou do compartimento apical
(sentido basolateral-apical) nos tempos 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Apds cada
amostragem, foi realizada a reposicdo do volume usando o tampdo de
permeabilidade mantido a 37 °C.

A concentracdo do AC e AK foi determinada por LC-MS utilizando o método
analitico desenvolvido e validado neste estudo. As amostras do controle verapamil e
fluoresceina foram analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, UPLC H-
Class®, Waters, utilizando coluna do tipo CSH C18 2,1 x 100 mm (1,8 pm), com
coluna de guarda CSH C18 2,1 x 5 mm (1,8 um) mantidas a 35 °C, fase movel
constituida por acetonitrila/acido férmico 0,1% (70/30, v/v) em modo isocratico,
vazéao de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 2 pL, com deteccgéo por fluorescéncia
com Aex 204 nm, Aem 314 nm para o verapamil € Aex 494 nm e Aem 521 nm para
fluoresceina. A permeabilidade aparente (Payp) foi 0 parametro utlizado para

descrever o transporte dos compostos e foi calculada utilizando a equacéo 12:

Vi dc (12)
Faoo = A ¢y X ar

Onde dC/dT representa a variagdo da concentracdo em relacao ao tempo do
experimento (s); Vr é o volume do compartimento receptor (basolateral) em cm?; A é
a area do suporte permeavel de cultivo celular (cm?) e Cy é a concentracao inicial no
compartimento doador (UM). A taxa de efluxo (ER) foi definida como Papp (B-A) / Papp
(A-B). A Papp (A-B) do verapamil e da fluoresceina foram usados como indicadores
da integridade referente a funcdo da monocamada de Caco-2 (PARK et al., 2015;
HOFFMANN et al., 2018). O indice do transporte de substrato (TSlag) foi calculado
para a glicoproteina-P, de acordo com a equacéo 13:

_ Php(A—B) — Pyp(A—B) (13)
TSlopp (a-5) = P (A= B) x 100
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Onde Pi,,(A — B) é determinado na presenca do inibidor de P-gp, verapamil

(LIN et al., 2011).

4.8. Estudo da fragéo livre em plasma e em meio microssomal

A técnica de ultracentrifugacéo foi empregada para a determinacdo da fracao
livre em plasma (SRIKANTH et al., 2013) e em meio microssomal (SILVA et al.,
2018). O plasma humano (10 mL) ou meio microssomal (10 mL) foram enriquecidos
nas concentragdes de 2, 50 e 100 yM de AC ou AK e incubados por 30 minutos a 37
°C, em triplicata.

As amostras foram transferidas para tubos apropriados (Beckman Coulter
Ultra-Clear) e submetidas a ultracentrifugacdo (Beckman Coulter Optima L 90K
Ultracentrifuge) por 24 horas a 37 °C e 100.000 x g. Foram coletadas amostras do
plasma (100 uL) ou do meio microssomal (100 pL) antes da ultracentrifugacéo para
a determinacdo da concentracdo total. Apos a ultracentrifugacdo, foram coletadas
amostras de 100 yL da camada média do plasma para determinar a concentragéo
do farmaco livre no plasma ou amostras de 100 yL do sobrenatante do meio
microssomal para analisar a concentracdo livre nesse meio. As amostras foram
processadas e analisadas utilizando o método descrito 4.4.

A fracao livre no plasma (F,p) e a fracéo livre em meio microssomal (Fymic) do

AC e AK foram determinadas usando as Equacgdes 14 e 15:

Concentracao livre no plasma

wp = . (14)
P Concentragio total no plasma

Concentracao livre no meio microssomal (15)

Fu,mic -

Concentracao total no meio microssomal

4.9. Metabolismo in vitro em microssomas hepaticos de rato (RLM) e

humano (HLM)

O pool de RLM (RTMC-PL) e o pool de HLM (HMMC-PM) foram obtidos
comercialmente (Life Technologies, Itapevi, Sdo Paulo, Brasil) na concentracdo de

20 mg de proteinas/mL e mantidos -80 °C até o dia do experimento (JIA; LIU, 2007).
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Os microssomas hepaticos foram descongelados apenas no momento do
experimento, diluidos em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,4) e mantidos a 37 °C. Os
experimentos foram realizados inicialmente com RTMC-PL. Os ensaios usando HLM

foram delineados com base nos resultados encontrados para RLM.

4.9.1. Cinética enziméatica

4.9.1.1. Ensaios de deplecao dos substratos AC e AK em RLM e HLM

Os ensaios foram realizados em placas de 12 pocos (Greiner bio-one, cat. n°
665 180 Kremsmiinster, Austria). A mistura de incubac&o apresentou volume total de
1 mL. Para a reacao, foram adicionados 10 pL da solucdo de AC ou AK, 490 uL de
tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 contendo NADPH a 4 mM (fosfato de dinucleotideo de
B-nicotinamida e adenina) (Sigma-Aldrich; Sao Paulo, SP, Brasil), cloreto de
magnésio (MgCl,) a 6 mM (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e 500 pyL da solucgéo
microssomal de rato ou humano em concentracfes variadas. Para a avaliacdo da
cinética enzimatica, os seguintes parametros de incubacao foram otimizados: a) a
concentragéo de proteina microssomal foi avaliada nas concentra¢gfes de 0,05, 0,1 e
0,5 mg de proteinas/mL de meio de incubacdo em triplicatas; b) presenca ou
auséncia do cofator NADPH a 2 mM; c) tempos de incubacéo de 0; 5; 10; 15; 30; 45;
60 e 90 minutos.

Apbs a determinacdo das condicfes, as solu¢bes de AC ou AK em tampéao
fosfato 0,1 M contendo NADPH 2 mM e MgCl, a 3 mM foram mantidas a 37 °C com
agitacdo a 100 rpm (Ethik Technology model 430 - RDB T5, Sdo Paulo, Brazil) por 5
minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo dos microssomas de rato ou humano, na
concentracdo de 0,05 mg de proteina/mL para os ensaios com AK e 0,1 mg de
proteina/mL para AC. Os ensaios foram conduzidos com concentracdes dos
substratos de 0,1; 0,5; 1; 5; 10, 20 e 100 uM para AC e 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20; 50 e
100 uM para AK em microssomas de ratos e 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20; 50; 100; 150 e
300 uM para AC e 0,1; 0,5; 1; 10; 50; 100 e 150 para AK em microssomas humanos.
Aliguotas de 100 pL foram coletadas nos tempos de 0; 2; 5; 7,5; 10; 15; 20 e 30
minutos para microssomas de rato e 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 5; 7,5 e 10 minutos para
microssomas humano. Todo o ensaio foi realizado em triplicatas independentes para
cada uma das concentragfes. A reacdo enzimatica foi interrompida pela adi¢céo de 1

mL do solvente éter metil-terc-butilico contendo 50 uL do padréo interno fluvastatina
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2,4 pM (pureza: 298%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A solucdo de
diclofenaco a 0,4 uM (pureza: 298%, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) foi utilizada
como controle positivo uma vez que seu metabolismo em microssomas ja foi bem
descrito na literatura (OBACH, 1999; KUMAR et al., 2002).

4.9.1.2. Analise de AC e AK por LC-MS

A andlise de AC e AK em amostras de meio microssomal foram preparadas e
analisadas por LC-MS conforme o método descrito no item 4.4 com pequenas
modificacdes. O preparo da amostra foi feito por extracdo liquido-liquido, antes da
analise por LC-MS. Foi adicionado a amostra, 1mL do solvente extrator éter metil-
terc-butilico, utilizado também para interromper a reacdo enzimatica. As amostras
foram agitadas por 15 minutos em mesa agitadora reciprocante horizontal (TE-240
Tecnal, 130 + 10 ciclos/min) e centrifugadas por 10 min (15.000 x g, 5 °C). Uma
aliquota de 900 uL da fase organica foi transferida para microtubos de 1,5 mL e
evaporada a secura a 40 °C utlizando um concentrador de amostras a Vacuo
(Genevac™ Centrifugal Duo, Ipswich Reino Unido). O residuo foi reconstituido em
90 uL de fase movel, agitado em vortex por 30 segundos, transferido para o vial e 20
uL foram injetados no sistema cromatogréfico.

O diclofenaco, usado como controle da reacdo enzimética devido ao seu
metabolismo dependente de NADPH, foi analisado nas amostras com contetdo
microssomal por LC-MS (KUMAR et al.,, 2002). Para o diclofenaco a fase movel
utilizada foi constituida por acido férmico 0,1%: acetonitrila (40:60, v/v), com vazéo
de 0,5 mL/min, em modo isocratico. A analise por espectrometria de massas foi
realizada no modo electrospray positivo com monitoramento da relacdo massa/carga
(m/z) 296 (KUMAR et al., 2002; SPARIDANS et al., 2008). Foi utilizada a coluna de
fase reversa Poroshell 120 EC-C18 4,6 x 100 mm (2,7 um) e coluna de guarda
Poroshell 120 EC-C18 4,6x5 mm (2,7 pm) (Agilent Technologies, Santa Clara,
United States), mantida a 22 °C. A voltagem do capilar na ionizac&o por electrospray
foi de 6,0 kV, com temperatura de dessolvatacdo mantida a 350 °C. O nitrogénio foi
utilizado como gas de nebuliza¢do na vazéo de 12 L/min. Os dados foram adquiridos
e a quantificacdo das amostras realizadas através do programa Chromera, verséo
3.4.0.5712 (Perkin Elmer, Shelton, EUA). O intervalo de concentracfes utilizado na

analise de diclofenado em amostras do meio microssomal foi de 0,1 a 3,4 uM.



Material e Métodos| 60

4.9.1.3. Analise dos dados

Os dados de concentracdo de AC e AK em condi¢cdes de velocidade inicial da
reacao foram usados para determinar os parametros de cinética enzimatica. Foi
considerada a deplecédo até o limite de 10% para AC e AK como substratos das
enzimas microssomais em relacdo a concentracao inicial (NATH; ATKINS, 2006). O
modelo de Michaelis-Menten e desvios da hipérbole classica foram testados
(equacdes 1 e 2), utilizando o programa GraphPad Prism 5 (verséo 8.3.0, San Diego,
CA, EUA). O plote de Eadie-Hofstee (Vo/S no eixo x e Vg no eixo y) foi utilizado como
diagndstico de desvios da cinética michaeliana.

Quando a cinética ndo segue o perfil michaeliano mas apresenta perfil de
cooperatividade positiva segundo o modelo de Hill, sugere-se a substituicdo do CLiy
pelo uso do clearance intrinseco maximo (CLmax), que representa a depuracao
maxima resultante da autoativacdo. O ClLnax foi calculado como demonstrado por
Houston and Kenworthy (1999) (Equacao 16).

Vmax % (h - 1) (16)

CL =
" Ss0 h(h—1)"n

Na equacdo, ClLyax € 0 clearance intrinseco maximo; Vmax € a velocidade
maxima da reacdo enzimatica; Sso: € a concentracao do substrato que produz

metade da velocidade méaxima e h é o coeficiente de Hill.

4.9.2. Extrapolagao in vitro-in vivo (IVIVE)

O clearance hepatico do AC e AK foi escalonado por IVIVE usando a equacao
17 que leva em consideracdo o conteudo de proteina microssomal (em mg) em
relacdo ao peso do figado (em g) e o peso do figado (em g) em relagdo ao peso
corporal (em kg). Considerando que o CLi,; em cinética que segue a equacao de Hill
é definido como o CLmax, @ IVIVE foi realizada a partir dos valores de CLyax.

mg de proteina microssomal g de pesodo figado (17)
g depesodo figado kg de peso corporal

CL’ int = CLing X

Foi utilizado o valor de 45,0 mg de conteudo de proteina microssomal por
grama de figado humano (OBACH et al., 1997; NAKAMORI et al., 2011). O valor de
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20,0 g de peso do figado/kg de peso corpdreo foi usado para humanos (OBACH et
al., 1997; NAKAMORI et al., 2011).

O modelo de figado bem agitado (well-stirred model) foi usado para estimar o
clearance plasmatico hepatico (YANG et al., 2007; WAN et al., 2010) (Equacéao 18).
Este modelo pressupde que a distribuicdo do farmaco no figado é limitada pela
perfusdo e ocorre instantanea e homogeneamente (YANG et al., 2007).

_ Qup X fuXx Cluy, (18)

Cly =
H Qup+ fuX CLluy gy

Onde Qug é o fluxo sanguineo hepético; F, & a fragdo livre no plasma;
CLuinn € o clearance intrinseco escalonado a partir dos dados in vitro (Equacao 17)
e corrigido pela fracao livre em sistema microssomal (Fy mic), conforme a equacao 19:

CL; 19
CLujne,n = mt’H/ Unic (19)

A razdo CL4/Q, onde Q é o fluxo sanguineo hepatico (20 mL min™ Kg™t e CLy
€ o clearance hepatico foi calculada para obtencdo da taxa de extracao do farmaco
pelo figado (E) (MAKOID; UCHETICH; BANAKAR, 1996). Farmacos com taxa de
extracdo inferior a 0,3 sdo considerados com baixa taxa de extracdo e farmacos com
valores acima de 0,7 indicam uma alta taxa de extracdo através do figado (TOZER,;
ROWLAND, 2006).

4.9.3. Identificacdo dos metabdlitos

A identificagdo dos metabdlitos foi realizada em estudo de colaboragcdo com o
Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos da FCFRP-USP, sob
coordenacao do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes. Em resumo, foi realizado ensaio
de metabolismo in vitro usando os substratos AC e AK em elevada concentracao
(300 uM). As solugdes dos substratos AC e AK foram pré incubadas por 5 minutos a
37 °C sob agitacdo de 100 rpm. As reacdes foram iniciadas com a adicdo do
conteudo microssomal e encerradas nos tempos testados com a adi¢cado do solvente
extrator. O ensaio baseou-se em condigbes empregadas nos ensaios anteriores,

com microssomas de rato e humano na concentragdo de proteina microssomal de
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0,05 mg/mL para AK e 0,1 mg/mL para AC. As amostras foram coletadas apds 10 e
20 minutos para microssomas humano e apo6s 20 e 30 minutos de incubacao para
microssomas de rato, para AK e AC, respectivamente. Foram realizados testes de
extracdo usando acetato de etila (Caledon Laboratories, Ontario, Canada) e éter
metil-terc-butilico. Foram combinadas as fases organicas provenientes de 5
replicatas em um unico pool. Amostra controle (contendo apenas AC ou AK) e
amostra branco (contendo apenas os microssomas hepaticos de rato ou humano),
ambas em solucéo tampao fosfato salina (PBS) 0,1 M, foram submetidas as mesmas
condi¢Oes e analisadas da mesma forma.

Todas as amostras foram preparadas por extracdo liquido-liquido com
agitacdo em mesa reciprocante por 20 minutos, seguida de centrifugacdo a 15.000 x
g por 10 minutos a 5 °C. A fase organica foi evaporada a secura a 40 °C e
reconstituida na fase movel acetonitrila: agua (10:90, v/v) acidificadas com &cido

féormico 0,1%.

4.9.3.1 Anédlise por espectrometria de massas sequencial (LC-ESI-
MS/MS)

As andlises foram realizadas em sistema de cromatografia liquida Shimadzu
modelo LC-20AD (Kyoto, Japéo), degaseificador DGU-20A, auto-injetor SIL-20AHT,
detector arranjo de diodo SPD-M20A (200-600 nm), forno de coluna CTO-20A e
moddulo de comunicacdo CBM-20A, acoplado a um espectrobmetro de massas
AmaZon SL ion trap, Bruker Daltonics (Massachusetts, EUA). Foi utilizada coluna
cromatografica C18 Luna (Phenomenex, 5 um, 250 x 4,6 mm). A fase mdével foi
constituida por acetonitrila e agua acidificadas com &cido férmico 0,1% (10:90, v/v),
vazao de 0,5 mL/min. O volume de inje¢é&o foi de 10 pL.

Os espectros foram adquiridos em modo negativo empregando ionizagao por
electrospray (ESI — electrospray ionization), com voltagem no capilar de 3,5 kV. O
gas de nebulizacdo utilizado foi o nitrogénio (N2), com temperatura de secagem de
300 °C, vazao de 9 L/min e pressao de 40 psi. A aquisicao e analise dos dados foi
utilizando o software Bruker Compass Data Analysis 4.3.

As condi¢bes foram otimizadas a partir das analises iniciais e para o AC 0s
ensaios foram repetidos utilizando os tempos de 5, 15 e 30 minutos para parar a

reacdo, com aumento da concentracdo de proteina microssomal para 0,2 mg/mL,
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utilizando como solvente extrator o acetato de etila que apresentou melhores
resultados para AC e AK.

4.9.3.2. Analise por espectrometria de massas de alta resolucéo (MS-ESI-
Q-TOF)

Foi empregado o espectrometro de massas equipado com analisador do tipo
quadrupolo-tempo de voo microTOF  I1I-ESI-Q-TOF  Bruker  Daltonics®
(Massachusetts, EUA). A voltagem do capilar e do end plate na fonte electrospray
foram -3500 V e -500 V, respectivamente, em modo negativo de ionizagdo, com
temperatura do gas de secagem (N,) de 180 °C, vazao de 4 L/min e presséo de 0,4
bar. Para calibracdo interna foi utilizado solucdo de &cido trifluoroacético sodiado
(Na-TFA), na concentracdo de 10 mg/mL. Para a aquisicdo e analise de dados foi

empregado o software Bruker Compass Data Analysis 4.1 (Bremen, Alemanha).
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. Método analitico para determinagao do AC e AK por LC-MS

Os estudos de estabilidade em solucdo e permeabilidade em células Caco-2
exigiram o desenvolvimento de método analitico para a determinacédo de AC e AK
em diferentes meios. O método cromatogréfico usando LC-MS capaz de quantificar
baixas concentragbes dos analitos de interesse em solugdo foi desenvolvido e
validado.

A seletividade do método foi avaliada comparando amostras do limite inferior
de quantificacdo com o solvente utilizado nas amostras para verificar a presenca de
possiveis componentes da matriz. Os cromatogramas (Figura 7) obtidos demostram

gue néo ocorreu interferéncia no tempo de retencéo dos analitos.



Resultados e Discussdo| 65

18 L
16 »
m/z 303 i m/z 301
14
12 12
10 10
8 8
6 J‘ 6 ‘\\
r f "
A Rmpnippied e e AR A A N R v ‘m*M\.WWM.»AWMWMMMMm\;yw<“'”w,mm¢,wm Ao
2L 2
0 ok — S — s - —_— 0 | Ll I - Ll Ll - R Ll
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
C minutos D minutos
20} : AK
E c0-f
18-L
55
16-F 50+
14 45
t AC “E
C 35-F
10+ E
F YiE
e 3
F 25+
6L E
E 20-F
4t 15
—— W P kb o [\
2 Y L S il ses
el S e Y Ol e R T O o Y o N i I 1 ) P O T e W e o T 5+ | hedd e L S S D MY LS B M R R 5 10 ) N ) DR P DA 1SN e (S NARE A i R )
' T T 1 1 . 1 1 T Y 1 1 !
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
minutos minutos

Figura 7. Cromatogramas de monitoramento de ion selecionado (SIM) referentes a
analise dos acidos copalico (AC) e caurendico (AK) por LC-MS. Os cromatogramas
(A) e (B) referem-se a andlise das amostras ndo contaminadas. Os cromatogramas
(C) e (D) referem-se a anéalise de amostra enriquecida com AC e AK no limite inferior
de quantificacdo (LIQ). A razdo m/z de 303 foi monitorada para o &cido copalico nos
cromatogramas (A) e (C) e a razdo m/z de 301 foi monitorada para o acido
caurendico nos cromatogramas (B) e (D). Condi¢cdes cromatograficas: coluna de fase
reversa Poroshell 120 EC-C18 4,6x100 mm (2,7 um) com coluna de guarda
Poroshell 120 EC-C18 4,6x5 mm (2,7 um) e fase mébvel constituida por
agua/acetonitrila (10/90, v/v) ambas contendo formiato de aménio 5 mM, com vazao
de 0,5 mL/min.

A linearidade foi avaliada através da triplicata da curva de calibracdo que foi
construida no intervalo de 0,0125 a 5 uM para o AC e AK. A equacao da reta obtida
apos ponderacao 1/x* foi y=8307306x + 20478 com coeficiente de correlacao (r)
igual a 0,9969 para o AC; e y=70143994x - 153045 com coeficiente de correlacéo (r)

igual a 0,9926 para o AK. O método mostrou-se linear no intervalo de concentragdes
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de 0,0125 a 5 uM para o AC e AK, com observagao de erros em relagédo ao valor

nominal inferiores a 15% como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Estudo da linearidade para o método de andlise do acido copalico (AC) e
acido caurendico (AK) por LC-MS. Os plotes A e B representam a regressao linear
ordinaria entre a area versus concentragdo do acido caurendico (AK) e copélico (AC)
respectivamente. Os plotes C e D representam % erro versus a concentragao do AK
e AC respectivamente, utilizando a ponderacéo 1/x? para AK e AC.

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas utilizando a triplicata dos seguintes
controles de qualidade, CQB=0,025 uM; CQM=0,5 uM e CQA=4,5 pM para o AC e
AK, na mesma corrida e em corridas diferentes. Foi observada precisdo e exatidao
do método (intra e interensaios) com coeficientes de variacdo de inferiores a 5% e
exatiddo entre 80 e 120%, conforme recomendagédo da resolucao vigente (Tabela 4).
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Tabela 4. Figuras de mérito do método de analise dos acidos copalico (AC) e
caurenoico (AK) em solugéo por LC-MS.

Acido copalico Acido caurendico

CQB CQM CQA COB COM  COA

Precisdo Intra-ensaio

2,1 0,4 0,4 11 0,6 0,9
(DPR %, n=3)
Precisédo Interensaios

2,5 1,6 2,6 1,3 1,6 2,1
(DPR %, n=6)
Exatid&o Intra-ensaio

113,9 115,2 91,8 90,7 101,5 100,4
(%, n=3)
Exatiddo Interensaios

116,6 115,6 88,4 90,1 99,4 102,1
(%, n=6)
DPR: desvio padrdo relativo [(desvio padrdo/média) x 100]; Exatiddo % = [concentracdo

experimental/concentracdo nominal x 100]; CQB: controle de qualidade de baixa concentracéo; CQM:
controle de qualidade de média concentracdo; CQA: controle de qualidade de alta concentracao.

5.2. Ensaio de estabilidadeem pH 1,2 e 7,4

Os acidos AC e AK foram submetidos ao teste de estabilidade quimica a
temperatura de 37 °C em pH 1,2 (Tampéao Clark-Lubs) e pH 7,4 (tampé&o fosfato de
potassio/acido cloridrico, ambos a 0,1 M). Os compostos foram quantificados a partir
de aliquotas coletadas em triplicatas independentes em diferentes tempos. As
amostras foram analisadas pelo método analitico que foi desenvolvido e validado
neste trabalho. Os resultados obtidos foram comparados por ANOVA, seguidos por
teste de Tukey. Em pH 1,2, houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao
tempo zero para as amostras de AC e AK (p<0,05) apos 0,5 h. Apds o periodo de 1
hora de incubacéo, as concentracbes estavam abaixo do LIQ do meétodo. Estes
resultados mostram que o AC e AK foram rapidamente degradados no pH acido
similar ao estomacal (pH 1,2, 37 °C) demonstrando instabilidade dos compostos em
pH acido. Em pH 7,4, o AC foi estavel por até 24 horas e o AK apresentou
estabilidade por até 6 horas, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) apenas a
partir do tempo de 12 horas (Figura 9).
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Figura 9. Estabilidade do acido copalico (0) e do acido caurendico (m) em pH 1,2 (A)
e 7,4 (B) a 37 °C. * p<0,05 em relagcéo ao tempo 0 (ANOVA para medidas repetidas,
seguido de Tukey).

Os resultados encontrados estdo de acordo com as recentes descobertas em
relacdo a farmacocinética do AK apds administracdo oral em ratos. Apoés
administracdo de dose Unica oral de AK a 50 mg/kg néo foi possivel detectar seus
niveis plasmaticos (DE MATOS et al.,, 2018). As concentracdes plasméaticas
maximas (Cmax) de 12,6, 44,7 e 48,0 ng/mL foram observadas apos administracao de
doses orais Unicas de 10, 20 ou 40 mg/kg em ratos (JIANG et al., 2019). Os baixos
niveis das concentracdes encontrados podem ser pelo menos parcialmente
explicadas pela instabilidade do AK no pH é&cido do estdbmago. No entanto, €
necessario entender se o AK é convertido no estbmago para compostos bioativos,
uma vez que a atividade anti-inflamatoria e antilipoperoxidativa foi comprovada ao
administrar oralmente AK ou a oleorresina em ratos (PAIVA et al., 2003; LIMA SILVA
et al., 2009).

A via oral é a via de escolha para a administracdo de farmacos em pacientes
conscientes. Entretanto, nem todos os farmacos apresentam propriedades fisico-
quimicas e/ou farmacocinéticas adequadas para uso oral. Sistemas especificos de
liberacdo de farmacos podem ser usados para a administragcdo oral de compostos
nao estaveis no pH acido estomacal. Essa estratégia permite melhorar a
biodisponibilidade oral de farmacos uma vez que utiliza polimeros de revestimento
entérico que sofrem degradacédo e a liberacdo do ativo ocorre dentro de uma faixa
otima de pH (FASINU et al., 2011). Com base nos resultados encontrados, sugere-
se que para a observacdo das atividades do AK in vivo, as doses administradas

devem ser entericamente revestidas.
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5.3. Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para

determinagdo do AC e AK em plasma humano

Foi desenvolvido método de determinacdo do AC e AK em plasma humano
usando coluna de fase reversa C18 e fase movel constituida por tampéo acetato de
amonio 5 mM/acetonitrila (10/90, v/v). A adicado de acetato de amobnio 5 mM na fase
movel apresentou melhores resultados no formato e intensidade do pico e auséncia
de interferentes quando comparado ao uso de agua e soluc¢des acidas como o acido
férmico e acético. O método foi validado com base nas recomendacbes da
Resolugdo RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Foram avaliadas as figuras de mérito seletividade, efeito
residual, efeito matriz, linearidade, limite de quantificacdo, precisédo e exatidao intra e
interensaios e estabilidade.

O preparo das amostras de plasma foi avaliado usando precipitacdo de
proteinas (com metanol ou acetonitrila) ou extracao liquido-liquido com os seguintes
solventes: cloroférmio, acetato de etila, diclorometano, éter metil-terc-butilico,
hexano, butanol e dietileter. O protocolo de preparo da amostra que mostrou 0s
melhores resultados, em termos de eficiéncia da extracédo, auséncia de efeito matriz
e seletividade, foi a extracao liquido-liquido usando éter metil-terc-butilico.

A seletividade do método foi avaliada para garantir a auséncia de picos
interferentes no tempo de retencdo dos compostos de interesse. Para isso foram
utilizadas amostras de plasma obtidas de 6 fontes distintas, sendo 4 normais, 1
lipémica e 1 hemolisada. O método foi considerado seletivo, pois no tempo de
retencdo dos AC e AK e do padrdo interno nao foram encontrados picos
interferentes com area superior a 20% e 5%, respectivamente, quando comparados
ao LIQ. Os cromatogramas a seguir mostram a eluicdo dos compostos sem

interferentes do plasma (Figura 10).
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Figura 10. Cromatogramas de monitoramento de ion selecionado (SIM) referentes a
analise dos acidos copalico (AC) e caurendico (AK) em plasma humano por LC-MS.
Os cromatogramas (A), (B) e (C) referem-se a analise de plasma branco. Os
cromatogramas (D), (E) e (F) referem-se a analise de amostra de plasma
enriquecida com &cido copalico no limite inferior de quantificacdo (LIQ), &cido
caurenoico no limite inferior de quantificacdo (LIQ) e padréo interno (P.l.) 1 pM,
respectivamente. A razdo m/z de 303 foi monitorada para o acido copalico nos
cromatogramas (A) e (D), a razdo m/z de 301 foi monitorada para o &cido caurendico
nos cromatogramas (B) e (E) e a razdo m/z de 410 foi monitorada para o padrao
interno fluvastatina nos cromatogramas (C) e (F). Condi¢cGes cromatograficas: coluna
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de fase reversa Poroshell 120 EC-C18 4,6x100 mm (2,7 um), pré coluna Poroshell
120 EC-C18 4,6x5 mm (2,7 um) e fase movel constituida por tampédo acetato de
amonio 5 mM/acetonitrila (10/90, v/v), com vazao de 0,5 mL/min, modo isocratico.

O efeito residual foi avaliado por injecbes de uma mesma amostra branco,
realizadas antes e apds a amostra processada no LSQ. Os resultados foram
comparados com os resultados obtidos de amostras processadas do LIQ e n&o foi
observado efeito residual nos tempos de retengéo do AC, AK e do padrao interno.

Amostras processadas do CQB e do CQA preparadas usando oito fontes
diferentes de plasma, sendo 6 normais, 1 hemolisada e 1 lipémica, foram analisadas
e comparadas com solugbes preparadas nas mesmas concentracdes. O fator de
matriz normalizado por padrdo interno (FMN) foi calculado para cada amostra e o
coeficiente de variacdo dos FMN obtido mostrou-se inferior a 15% (Tabela 5). Logo,
o efeito matriz que poderia interferir na resposta dos analitos causado por

componentes da matriz bioldgica, nao interferiu nas analises.

Tabela 5. Efeito matriz na andalise dos acidos copalico (AC) e caurendico (AK) em

plasma humano por LC-MS.

CQB (0,08 pM) CQB (0,1 pM) CQA (2,57 UM)  CQA (3,2 pM)

Concentracgéo AC AK AC AK

CV (%) 12,49 14,79 5,69 11,56

CV = coeficiente de variacdo [(desvio padrdo/média) x 100]; CQB: controle de qualidade de baixa
concentracdo; CQA: controle de qualidade de alta concentracdo; AC: acido copalico; AK: acido
caurendico.

O método apresentou linearidade no intervalo de concentragées de 0,05 a 4,0
MM de plasma para AK e 0,04 a 3,2 uM para AC. A ponderacao 1/x*foi utilizada para
a obtencao de % de erro versus concentracado inferior a 15% (Figura 11). A equacéo
da reta obtida foi y=0,66x + 0,0018 com coeficiente de correlacéo (r) igual a 0,996
para o AC e y=1,18x — 0,0072 com coeficiente de correlacéo (r) igual a 0,993 para o
AK.
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Figura 11. Estudo da linearidade para o método de analise do acido copalico (AC) e
acido caurendico (AK) por LC-MS. Os plotes A e B representam a regressao linear
ordinaria entre a &rea versus concentragdo do acido caurendico (AK) e copalico (AC)
respectivamente. Os plotes C e D representam a % Erro versus a concentracao do
AK e AC respectivamente, utilizando a ponderacéo 1/x? para AK e AC.

A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida (intra-
ensaio) e em trés corridas diferentes (interensaios) através da analise em
quintuplicata dos controles de qualidade de baixa, média e alta concentracdo e do
limite inferior de quantificagdo. A preciséo intra-ensaio e interensaios foi avaliada
através do coeficiente de variagdo com base em todos os valores obtidos, o qual ndo
apresentou valor superior a 15% exceto para o LIQ, para o qual é aceitavel CV de
até 20%. A exatidao intra-ensaio e interensaios foi determinada através do erro
padrao relativo (EPR) o qual apresentou valores inferiores a £15% do valor nominal
para todas as concentracdes analisadas. Os resultados obtidos mostram que o

método € preciso e exato (Tabela 6).
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Tabela 6. Figuras de mérito na validacdo do método de andlise do &cido copélico
(AC) e &cido caurenoico (AK) em plasma humano por LC-MS.

AC AK

Precisao Interensaios Precisao Interensaios

(DPR%, n=3) (DPR%, n=3)

LIQ (0,04 um) 18,0 LIQ (0,05 um) 13,3
CQB (0,08 pMm) 6,6 CQB (0,10 pm) 9,9
CQM (0,32 uM) 14,0 CQM (0,40 um) 9,9
CQA (2,57 uM) 6,7 CQA (3,2uM) 8,6
Precisao Intra-ensaio Preciséao Intra-ensaio

(DPR%, n=5) (DPR%, n=5)

LIQ (0,04 um) 6,6 LIQ (0,05 um) 9,9
CQB (0,08 uM) 2,6 CQB (0,10 um) 5,8
CQM (0,32 uM) 2,3 CQM (0,40 um) 7,9
CQA (2,57 uM) 2,9 CQA (3,2 uM) 3,8
Exatidao Interensaios Exatidao Interensaios

(EPR%, n=3) (EPR%, n=3)

LIQ (0,04 um) -8,5 LIQ (0,05 pum) -7,2
CQB (0,08 uM) -3,0 CQB (0,10 um) 14,9
CQM (0,32 uM) -7,5 CQM (0,40 uMm) 9,1
CQA (2,57 uM) -13,2 CQA (3,2uM) -4.8
Exatidao Intra-ensaio Exatidao Intra-ensaio

(EPR%, n=5) (EPR%, n=5)

LIQ (0,04 um) 0,4 LIQ (0,05 pum) 9,9
CQB (0,08 pMm) 1,9 CQB (0,10 pm) 5,8
CQM (0,32 uM) 3,9 CQM (0,40 uMm) 7.9
CQA (2,57 uM) -7,4 CQA (3,2 uM) 1,9

DPR = desvio padrdo relativo; r = coeficiente de correlacdo linear, EPR = erro padrdo relativo
[(concentracdo obtida — concentracdo real)/concentracdo real] x 100; LIQ: limite de quantificacao;
CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo; CQM: controle de qualidade de média
concentracdo; CQA: controle de qualidade de alta concentracéo.

A estabilidade foi demonstrada apés ciclos de congelamento e
descongelamento, estudo de curta duracdo e pds-processamento. Amostras de CQB
e CQA foram preparadas e analisadas em triplicata e uma curva de calibracdo recém
preparada foi utilizada para determinar a concentracdo das amostras. A estabilidade
foi demonstrada, pois a média das concentracdes obtidas em relacdo ao valor

nominal ndo apresentou desvio superior a 15% (Tabela 7).
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Tabela 7. Estabilidade dos &cidos copélico (AC) e caurendico (AK)

AC AK

Estabilidade Estabilidade

(EPR%, n=3) (EPR%, n=3)
Curta Duracédo Curta Duracéo
(1 horaa 23 °C) (1 hora a 23 °C)
CQB (0,08 puM) -12,3 CQB (0,10 um) -15,6
CQA (2,57 uM) -14,9 COQA (3,2uM) -15,5
P&s-processamento Pds-processamento
(7 horas 4 16 °C) (7 horas a4 16 °C)
CQB (0,08 pM) -10,3 CQB (0,10 pM) -12,1
CQA (2,57 uM) -13,1 COQA (3,2uM) -13,7
Congelamento/descongelamento Congelamento/descongelamento
(1 ciclo) (1 ciclo)
CQB (0,08 pM) -5,8 CQB (0,10 pM) 9,7
CQA (2,57 uM) -13,6 CQA (3,2uM) -12,1

EPR: erro padrdo relativo; CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo; CQA: controle de
gualidade de alta concentragéo.

Na literatura sdo encontrados métodos para analise de AC e AK em matriz
biolégica ou em material vegetal que utilizam cromatografia liquida com deteccéao por
ultravioleta (UV) (COSTA et al., 2015; DE MATOS et al., 2018), cromatografia liquida
com deteccdo por espectrometria de massas (MS) (GASPARETTO et al.,, 2015;
BARDAJI et al., 2016; JIANG et al., 2019), cromatografia gasosa (CG) com deteccéo
por ionizacdo de chama (TAPPIN et al., 2004) ou detec¢édo por MS (GELMINI et al.,
2013; MIYAZAKI et al., 2015; XAVIER JUNIOR et al., 2017).

Neste estudo, o LIQ foi de 0,05 uM para AK e 0,04 uM para AC, ao utilizar 100
uL de plasma humano e deteccdo por espectrometria de massas (LC-MS), além de
ser o primeiro método bioanalitico desenvolvido e validado para determinar AC e AK
em plasma na mesma corrida cromatografica. Considerando que esses compostos
sdo os principais diterpenos bioativos encontrados na oleorresina da copaiba, este
método pode ser aplicado em futuros estudos, reduzindo os gastos com solventes e
outros consumiveis, além da diminuicdo do tempo empregado nas analises ao
avaliar os dois compostos juntos. AK e AC também apresentaram tempo de retencéo

curto, 8 e 9 minutos respectivamente, resultando em baixo consumo de solvente.

5.4. Ensaio de estabilidade em plasma humano por LC-MS
A estabilidade plasmatica de AC e AK realizada sob agitacao e temperatura a

37 °C esta representada na Figura 12.
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Figura 12. Estabilidade dos compostos acido caurendico (m) € acido copalico (o) em
plasma (1 uM) a 37 °C. * p<0,05 em relacdo ao tempo 0 (ANOVA para medidas
repetidas, seguido de Tukey).

N&o houve diferenca estatistica significativa em nenhum dos tempos para o
AC, podendo este ser considerado estavel em plasma humano por um periodo de 24
horas. AK foi considerado estavel por 12 horas a 37 °C, mostrando diferenca
estatistica apos 24 horas de incubacéo.

5.5. Ensaio de Log P por método cromatografico

A determinacédo do coeficiente de particdo (Log P) te6rico do AC e do AK foi
realizada por meio do software ChemDraw Ultra 12.0 — Cambridge Soft Corporation;
(versdo 12.0, Cambridge, Estados Unidos) e resultou em valores de 5,43 e 5,04
respectivamente.

A curva de linearidade (Figura 13) dos padrdes em duplicata permitiu a
construcdo da equacédo y=0,2685x — 0,3638 e coeficiente de determinacédo, rz =
0,953. O Log k do AC e do AK foi determinado a partir de seu tempo de retencéo.
Entretanto, ambos AC e AK apresentaram tempo de retencdo superior a todos os
padrées selecionados. Apesar de inserir padroes de elevado Log P no ensaio, 0s
fatores de retencdo observados foram inferiores aos fatores de retencdo do AC e
AK. Os resultados obtidos permitem afirmar que o Log P do AC e do AK s&o maiores
ou iguais a 6,5, demonstrando que os compostos possuem afinidade por meios

lipofilicos como as membranas.
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Figura 13. Curva analitica do ensaio de determinacdo de Log P para os padrdes
utilizados: acetanilida (1), benzeno (2), clorobenzeno (3), timol (4), fenantreno (5),
trifenilamina (6) e DDT (7).

5.6. Avaliacdo da permeabilidade do AC e do AK em células Caco-2

Os resultados da avaliacdo da permeabilidade foram recentemente
publicados pelo nosso grupo de pesquisa (MAURO et al, 2019). A via de
administracdo oral apresenta vantagens como conveniéncia, seguranca e custo para
pacientes, profissionais de saude e sistema publico de saude (SKOLNIK et al., 2010;
BENJAMIN et al., 2012; EEK et al., 2016). Ensaios in vitro para avaliar a absorcéo
oral e a biodisponibilidade de candidatos a farmacos demonstraram uma reducéo
nos custos em estagios de descoberta e desenvolvimento de candidatos a farmacos
(WANG; URBAN; BOJANIC, 2007).

O ensaio de viabilidade celular das células Caco-2 foi realizado pelo método
redox da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) (Sigma-Aldrich, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), substancia reveladora que apresenta mudanca colorimétrica em
funcdo do metabolismo celular (GRANDIS et al., 2017). A resazurina é um corante
sollivel em agua, estavel, ndo apresenta toxicidade para as células, e portanto, pode
ser usada como indicador da viabilidade celular, mesmo quando a exposi¢do por
longos periodos é necessaria (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994; AL-NASIRY et al.,
2007). A resazurina (azul) é convertida a resasorfina (rosa) através de sua oxido-
reducdo em resposta ao metabolismo celular. Quando h& concentracdes toxicas as
células, ocorre diminuicdo do numero de células e diminuicdo da bioconversdo da

resazurina é observada. O ensaio permitiu selecionar a concentracdo dos compostos
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de interesse (AC e AK) a ser utilizada no experimento de permeabilidade sem que
ocorresse morte celular.

E importante a realizacdo deste teste, pois os resultados do ensaio de
permeabilidade podem ser afetados pela citotoxicidade do composto estudado e
também pelo uso de co-solventes (FERNANDES et al.,, 2012). Foram utilizadas
véarias concentracdes para definir em quais concentracdes o AC e o AK poderiam ser
utilizados sem que a monocamada de células Caco-2 fosse danificada. As seguintes
concentracfes foram avaliadas para os compostos de interesse: 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,62; 7,81 e 3,91 uM em sextuplicata, e também controles do solvente,
controle positivo e negativo foram realizados. A utlizagdo do DMSO como co-
solvente em concentracbes de no maximo 10% (v/v) ndo ocasionou dano a
monocamada de Caco-2 em experimentos de permeabilidade segundo Da Violante
e colaboradores (DA VIOLANTE et al., 2002). No presente estudo, todas as solugdes
dos analitos de interesse foram preparadas em DMEM contendo no maximo 1% de
DMSO. Apés o periodo de revelacao, o controle negativo (células e meio de cultivo)
e o controle do solvente apresentaram coloragéo rosa, demonstrando viabilidade das
células, enquanto o controle positivo para o qual é esperado morte celular, a
coloracao ficou azul, devido a auséncia de metabolismo.

A determinacao da viabilidade das células Caco-2 foi avaliada ap6s 24 horas
de incubacdo, tempo superior ao necessario para a realizacdo do ensaio de
permeabilidade celular. Os resultados mostram baixa viabilidade celular na
concentracéo de 500 uM para o0 AC e AK e para as demais concentragdes testadas,

a viabilidade atinge cerca de 70% para o AC e cerca de 80% para o AK (Figura 14).
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Figura 14. Viabilidade celular dos acidos caurendico (A) e copalico (B) em células
Caco-2 apés incubacao a 37 °C por 24 horas, utilizando resazurina. O controle do
solvente contendo no maximo 1 % de DMSO em DMEM foi utilizado para determinar
a viabilidade relativa.

Segundo Fernandes e colaboradores, viabilidade celular de cerca de 70% é
aceita para ser utilizada no teste de permeabilidade (FERNANDES et al., 2012). O
guia 1ISO 10993-5 de 2009 considera como efeito citotoxico, a reducdo de mais de
30% na viabilidade celular (ISO, 2009). Com base no resultado do ensaio, a menor
concentracdo (3,9 uM) foi escolhida para ser utilizada no teste de permeabilidade
para ambos 0s compostos, pois apresentou resultados de viabilidade celular
proximos de 80% para AC e AK por um periodo superior ao utilizado no ensaio de
permeabilidade.

As células que no inicio do cultivo se encontravam isoladas, formam a
monocamada apdés o processo de diferenciacdo em enterdcitos, apds seu cultivo
(Figura 15). Com a finalidade de garantir a confiabilidade do ensaio de
permeabilidade e como parte complementar ao teste de viabilidade celular, foi
realizado o monitoramento da integridade das membranas formadas pelas células

Caco-2 cultivadas em placas de 12 pocos contendo insertos (Figura 16).
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Figura 15. Fotomicrografia das células Caco-2 (BCRJ n°0059) utilizadas para avaliar
a viabilidade celular. Microscépio invertido em aumento de 20x, sem corantes.
Imagem a esquerda é referente ao inicio do cultivo celular (A), enquanto que a
imagem da direita mostra mostra a formagao da monocamada (B).

Fonte: proprio autor
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Figura 16. Monitoramento da integridade das membranas através dos valores de
resisténcia elétrica transepitelial (RET) obtidos aos 10, 15 e 21 dias de cultivo das
células Caco-2 nos insertos, em meio DMEM, pH 7,4. Média e desvio padrdo e seis

determinacdes.

Os valores obtidos da avaliacdo do RET mostram um aumento na média entre

os dias monitorados. Foram considerados adequados para 0 ensaio de
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permeabilidade valores superiores a 200 Q x cm?, garantindo a viabilidade celular
(HIDALGO, 1996).

A permeabilidade aparente foi determinada a partir da quantidade permeada
através da monocamada de células Caco-2 no sentido apical — basolateral (A-B) e
basolateral — apical (B-A). Foram obtidos os valores da P4y para AC, AK e para os
controles de alta e baixa permeabilidade. O valor de P4y, do verapamil foi de 115 x
10 cm/s e para a fluoresceina nado foi possivel a quantificacdo uma vez que as
concentracbes em todos o0s tempos estavam abaixo do limite de quantificacao.
Esses valores demonstram a integridade da monocamada das células Caco-2, uma
vez que o verapamil apresenta alta permeabilidade e a fluoresceina possui baixa
permeabilidade (AUGUSTIJINS; MOLS, 2004; KRATZ et al., 2011; FERNANDES et
al., 2014; PARK et al., 2015; CHEN et al., 2016; BONETTI et al., 2018; HOFFMANN
et al., 2018;).

No sentido A-B, AC apresentou P, igual a 4,67 x 10 cm/s e AK igual a 4,66
x 10° cm/s, sendo considerados de moderada absorcdo segundo Fernandes e
colaboradores (FERNANDES et al., 2014; Tabela 8). Os compostos que apresentam
Papp inferiores a 2 x 10°® cm/s s&o considerados pouco absorvidos; moderadamente
absorvidos quando P, encontra-se entre 2 e 10 x 10° cm/s e de alta
permeabilidade in vivo quando Pap, € superior a 10 x 10 cm/s (FLYNN; VOHRA,
2018). Portanto, AC e AK séo promissores candidatos a farmacos administrado por
via oral, requerendo, no entanto, protecdo contra os fluidos gastricos devido sua
instabilidade em pH &cido.

A avaliagdo no sentido B-A também foi realizada para verificar se as
substancias sofrem efluxo ativo. O AC apresentou Papp igual a 1,68 x 10° cm/s e AK
mostrou Papp igual a 2,82 x 10® cm/s no sentido B-A. A relacdo de efluxo (RE) foi
utilizada para avaliar o impacto do efluxo na permeabilidade oral. Valores de RE = 3
indicam alta taxa de efluxo, RE < 2 caracterizam transporte passivo e RE entre 2 e 3
indicada efluxo moderado (SKOLNIK et al., 2010). AC e AK apresentaram RE < 2,
sugerindo que o transporte passivo € o principal mecanismo envolvido na sua
absorcdo oral. A permeabilidade através das células Caco-2 no sentindo A-B
também foi avaliada utilizando verapamil como inibidor da P-gp (Tabela 8). Os
resultados mostram que a absor¢éo oral de AC e AK néo sofre interferéncia desse
transportador. AC e AK apresentaram TSIy, inferior a 25%, mostrando que ambos

nao sao substratos da P-gp (LIN et al., 2011). Foi utilizado o grafico de quatro-zonas
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proposto por Lin e colaboradores (2011) para estimar o impacto dos transportadores
de efluxo na absorcéo intestinal. Nesta proposta, a zona 1 refere-se as substancias
com alta absorcéo intestinal para as quais o efluxo ndo é fator limitante devido a
elevada permeabilidade passiva (Papp (A-B) 2 5 x 10°cm/s e RE < 2); a zona 2 com
Papp (A-B) <5 x 10 ® cm/s e RE < 2 refere-se as substancias cuja fragéo absorvida e
permeabilidade passiva séo variaveis e o efluxo ndo é fator limitante; a zona 3 inclui
as substancias com fracdo absorvida compativel com a administracdo oral em
funcdo da permeabilidade passiva ser suficientemente alta para superar o efluxo
(Papp (A-B) 21,8 x 10 ® cm/s e RE = 2); e a zona 4 inclui as substancias de baixa
fracdo absorvida uma vez que os processos concorrentes de permeabilidade passiva
e efluxo sdo comparaveis (Papp (A-B) < 1,8 x 10 ° cm/s e RE = 2). Usando esta
classificacdo, podemos concluir que a difusdo passiva € o principal mecanismo de
transporte para o0 AC e AK e o efluxo mediado por P-gp ndo e limitante da
permeabilidade em células Caco-2 (LIN et al., 2011). Cho e colaboradores
encontraram Pap, N0 sentido A-B para o AK valor semelhante a esse estudo (CHO et
al., 2018).
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Tabela 8. Estudo da permeabilidade do acido copdlico (AC) e caurendico (AK) em células Caco-2 na presenca e auséncia do

inibidor da glicoproteina-P, verapamil (50 uM).

Composto Pasp (A-B) (< 107 Pagy (B-A) (x 107 L) Piop(A=B)*  TSLpp acp) = Pipp(4 — B) — Papp(4 — B) x 100
cm/s) cm/s) Pypp(A —B) PP Pypp(A—B)
AC 4,67 + 0,08 1,68 £ 0,50 0,36 4,48 + 0,26 - 4,07
AK 4,66 + 0,04 2,82+0,20 0,60 5,37 £0,72 15,24
Verapamil 115
Fluoresceina N.D.

Valores apresentados como média + desvio padréo das triplicatas; N.D.: ndo determinado (as concentra¢cdes no compartimento basolateral estavam abaixo
do LIQ). 'indica que os experimentos foram realizados na presenca de verapamil (50 uM). RE: relagio de efluxo; P,p,: permeabilidade aparente; TSI: indice

do transporte

de substrato.
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5.7. Ligagcado de AC e AK as proteinas plasméticas

O parametro farmacocinético F,, € considerado essencial em farmacometria,
como por exemplo para estudos de modelagem e simulacdo em farmacocinética
baseado em fisiologia (PBPK). O parametro F,, influencia os processos de
distribuicdo, transporte mediado por carreadores, eliminacdo e a propria acdo
farmacoldgica (HUANG et al., 2013). Portanto altera¢gfes na ligagdo as proteinas irdo
influenciar a disposicdo cinética e eficacia dos farmacos (DEITCHMAN; SINGH,;
DERENDORF, 2018). F,, pode ser utilizado em aplicagdes diversas, como na
interpretacdo das concentracdes no plasma que efetivamente estdo associadas com
0 efeito farmacoldgico, na extrapolagéo de parametros
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) observados in vitro para o cenario clinico;
na extrapolacao in vitro-in vivo (IVIVE) de estudos de metabolismo e/ou transporte
entre outras (HEUBERGER; SCHMIDT; DERENDORF, 2013).

Inicialmente, o ensaio de ligacdo as proteinas plasmaticas foi realizado pela
técnica de ultrafiltracdo empregando o dispositivo Centrifree 30K, (Massachusetts,
EUA). Entretanto, os resultados sugeriram alta ligacdo ndo especifica com o
dispositivo, provavelmente em funcdo da elevada lipofilicidade do AC e AK. O
tratamento das membranas com Tween 80 a 5% (Synth, Diadema, Brasil) por 5
minutos, seguido de centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 x g e lavagem com
tampéo fosfato (LEE et al., 2003), ndo foi suficiente para evitar a ligacdo nao
especifica.

Em seguida, a técnica da ultracentrifugacao foi utilizada na avaliagdo da
ligacdo de AC e AK as proteinas plasmaticas. Esta técnica apresenta vantagens em
relacdo a ultrafiltracdo como a auséncia do efeito de adsorcdo ndo especifica na
membrana (SRIKANTH et al., 2013). Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 9. O ensaio de ligagcdo as proteinas plasmaticas foi realizado utilizando
diferentes concentracoes de AC e AK para avaliar se a ligacdo as proteinas
plasmaticas € linear (DEITCHMAN; SINGH; DERENDORF, 2018).

Clinicamente a saturacdo na ligacdo as proteinas do plasma ou teciduais
pode ndo ocorrer devido a grande capacidade de ligacdo ou por sua baixa afinidade
de ligacdo. Neste caso, a ligacdo as proteinas é considerada linear e, portanto,
independente da concentracdo total do farmaco. Para alguns farmacos, pode ser

observado o fenbmeno de saturacdo na ligagdo as proteinas. A ligacdo as proteinas
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€ dependente da concentracdo e considerada, nesses casos, como nao linear
(DEITCHMAN; SINGH; DERENDORF, 2018).

Tabela 9. Fragdo de AC e AK livre em plasma (F,p). Dados apresentados como
meédia [coeficiente de variacdo (%), n=6]

Fup

Acido copalico

2 uM 0,47 (14,8%)

50 M 0,53 (19,2%)

100 uM 0,53 (19,8%)
Acido caurendico

2 uM 0,82 (11,5%)

50 UM 0,97 (8,72%)

100 uM 0,98 (5,6%)

A fracéo livre estimada para o AC e AK em plasma foi apresentada na Tabela
9. O AK liga-se mais fracamente as proteinas plasmaticas se comparado ao AC. A
Fu,p variou de 0,82 - 0,98 para o AK e de 0,47 — 0,53 para o AC. O calculo da fragéo
livre do AK apresentado na Tabela 9 foi corrigido por um fator de instabilidade para o
AK, uma vez que o mesmo foi considerado instavel em plasma apos 24 horas de

incubacéo.

5.8. Estudo do metabolismo in vitro do AC e AK em microssomas
hepaticos

O estudo do metabolismo do AC e AK foi iniciado usando diferentes
concentracdes de proteina microssomal de ratos: 0,5; 0,1 e 0,05 mg/mL (n=3). Para
esses testes, a concentracdo de AC e AK no meio de incubagéo foi de 0,5 pM
(Figura 17). A concentracdo de proteina microssomal equivalente a 0,1 mg/mL foi
selecionada para determinar o perfil cinético do AC, pois observou-se decaimento da
concentracdo do substrato nessa condicdo. Para o AK a concentracdo utilizada foi

de 0,05 mg/mL de proteina microssomal devido sua rapida metabolizacao.
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Figura 17. Metabolismo dos acidos copdélico (AC) e caurendico (AK), ambos a 0,5
UM em diferentes concentracdes de proteina microssomals de ratos a 37 °C, pH 7,4,
na presenca e na auséncia de NADPH.

Para a avaliacdo do metabolismo oxidativo utilizando microssomas hepaticos
€ necessaria a presenca de cofatores, como o NADPH, para que sua atividade seja
mantida durante todo o periodo do experimento. O NADPH é responséavel pela
transferéncia de elétrons usados no processo de oxidacdo pelas enzimas do
citocromo P450 (CYP) (ASHA; VIDYAVATHI, 2010; SILVA et al., 2018). Os
resultados sugerem que o metabolismo do AC e AK sdo mediados por sistema
dependente de NADPH, ou seja, mediado por CYP (Figuras 17 e 18), da mesma

forma que para o diclofenado que foi usado como controle positivo.
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Figura 18. Metabolismo in vitro utilizando microssomas hepéatico de ratos do &cido

copalico (AC),

acido caurenodico (AK) e do controle diclofenaco (dicl) nas

concentracoes de 0,5 uM para AC e AK e 1,69 uM para o diclofenaco. Concentragao
de proteina microssomal de 0,1 mg/mL para AC e 0,05 mg/mL para AK. Os ensaios
foram realizados na presenca e na auséncia de NADPH. ¢ presenca de NADPH, [

auséncia NADPH.
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A analise das relagfes entre a velocidade do metabolismo e a concentracdo
do substrato revelou uma relacdo nao hiperbdlica, que sugere desvio do modelo
enzimatico de Michaelis-Menten (Figuras 19 e 20). O plote de Eadie-Hofstee (Vy
versus a razao Vo/S) foi usado como diagnostico de desvios da cinética de
Michaelis-Menten, uma vez que essa andlise permite distinguir com maior facilidade
a cinética de Michaelis-Menten de cinética enzimética atipica. Quando a cinética
enzimatica segue o modelo de Michaelis Menten, observa-se uma reta no plote de
Eadie-Hofstee. O resultado aqui observado sugere que o modelo classico de
Michaelis-Menten ndo € o mais adequado para descrever o metabolismo do AC e AK
em microssomas hepaticos. Modelos enziméticos de mdultiplos complexos enzima-
substrato mostrando cooperatividade para descrever a cinética de perfil sigmoidal
foram avaliados para descrever a cinética enzimatica do AC e AK em microssomas
hepéticos. A andlise do plote de Eadie-Hofstee para AC e AK em microssomas
hepéticos de ratos ou humanos sugere autoativagéo (Figuras 19, 20 e 21).

Em termos da avaliacdo do clearance em funcdo da concentracdo do
substrato, o fenbmeno da autoativacdo mostra um aumento gradual do clearance
conforme a concentracdo do substrato aumenta até alcancar um valor maximo. A
partir desse valor, observa-se perfil semelhante com a cinética de Michaelis-Menten,
com reducdo no clearance decorrente do aumento da concentracdo do substrato
decorrente da saturacao (Figura 21) (HOUSTON; KENWORTHY, 1999).
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Figura 19. Representacao grafica das curvas de Michaelis-Menten para a cinética
enzimatica dos &cidos copalico (AC) e caurendico (AK) utilizando microssomas
hepético de (A) ratos e (B) humanos (n=3).
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Figura 20. Plote de Eadie-Hofstee para o metabolismo in vitro do &cido copalico
(gréficos A e C) e acido caurendico (graficos B e D) em microssomas hepéticos de
ratos (A e B) e em microssomas hepaticos humano (C e D).
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Figura 21. Plote do clearance (V¢/[S]) em funcdo da concentracdo para o
metabolismo in vitro do acido copalico (graficos A e C) e acido caurendico (graficos
B e D) em microssomas hepaticos de ratos (A e B) e em microssomas hepaticos
humano (C e D).

Devido a observacao do perfil de cooperatividade enzimatica, a equacéo de
Hill foi utilizada para estimar os parametros da cinética enzimatica (Tabela 10). Os
parametros estimados para AC e AK foram apresentados na Tabela 10 e mostram
que a Vmax do metabolismo in vitro do AC com microssomas hepéticos humanos e
ratos apresentaram valores da mesma ordem de grandeza. Para o AK, nao foi
observada saturagcdo na velocidade inicial da reagcdo usando HLM (Figura 19B),
mesmo em elevadas concentragdes do substrato. Portanto, a estimativa dos
parametros de cinética enzimatica nao foi precisa e os dados ndo foram
apresentados. O Vnax para o AK foi inferior ao do AC, ao comparar os dados
observados em RLM (Tabela 10).

O parametro Sso representa a concentragdo de substrato para a qual a
enzima esta hemisaturada. O Ssp do AC foi de 8,4 (7,13 — 10,20) e de 62,21 (52,97 —
75,55) para RLM e HLM, respectivamente. Para o AK, 0 S5, foi de 18,29 (16,34 —
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21,12) em RLM. O coeficiente de Hill foi maior que 1 tanto para AC quanto para AK
nos ensaios de metabolismo in vitro em microssomas hepéticos. Este resultado
define a cooperatividade positiva, ou seja, a ligacdo do substrato em um sitio
enzimatica ira aumentar a afinidade da enzima para a ligacdo de outra molécula de
substrato. Coeficientes de Hill superiores a 1 sdo comuns para substratos do
CYP3A4, uma isoforma que é abundante no figado e intestino e metaboliza uma
grande diversidade de farmacos (ZANGER; SCHWAB, 2013).

As enzimas do CYP apresentam sitio catalitico flexivel e metabolizam
substratos que possuem estruturas quimicas variadas (SEIBERT; TRACY, 2014;
WIENKERS; ROCK, 2014). Cinética enzimatica atipica ja fora observada para
substratos de CYP3A4, CYP2C9, CYP2D6, CYP1A2 e CYP1lAl (SINZ, 2012;
DENISOV et al.; 2007). O CYP3A4 pode apresentar caracteristicas cinéticas as
quais nao condizem com o modelo de Michaelis-Menten, mas que pode ser
explicado pelo modelo de cooperatividade (HOUSTON; KENWORTHY, 1999;
DENISOQV et al.; 2007). Essa isoforma é amplamente encontrada no figado humano,
metaboliza compostos com caracteristicas quimicas diversas, e responsavel pelo
metabolismo de um numero vasto de farmacos usados na pratica clinica e
xenobioticos (DENISQV et al.; 2007; ZANGER; SCHWAB, 2013).

Devido ao desvio do comportamento Michaeliano, o clearance intrinseco
maximo (CLnmax) foi determinado em substituicdo ao CLjy, conforme demonstrado por
Houston and Kenworthy (1999), (Equacdo 16). O CLmax € uma estimativa do
clearance quando a enzima estéd totalmente ativada e a saturacdo n&o ocorreu
(HUANG et al., 2004). O CLnax calculado para AC usando RLM foi aproximadamente
7,6 vezes maior do que o valor encontrado para HLM. Este podera ser usado para

predizer a capacidade metabdlica no modelo experimental rato e em humanos.
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Tabela 10. Parametros cinéticos do metabolismo in vitro do acido copalico (AC) e acido caurendico (AK) em microssomas

hepaticos de rato (RLM) e humano (HLM) usando a equacao de Hill. Dados apresentados como média (IC 95%), n=3.

Vmax CLmax

. _ H Sso (HM) Kprime (mL/min/mg proteina)
(umol/mg proteinas/min)

Valor estimado IC 95% V_alor IC 95% V_alor IC 95%
estimado estimado

Acido copélico

RLM 0,039 0,037-0,042 1,16 0,98-1,38 8,41 7,13-10,20 11,8 3,14

HLM 0,050 0,046-0,055 1,62 1,35-1,96 62,21 52,97-75,55 814,3 0,41
Acido caurendico

RLM 0,006 (0,006-0,007) 1,71 1,45-2,01 18,29 16,34-21,12 144.,8 0,18

HLM n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Equacdo de Hill: V =V, x S"/(Sso" + S™), onde: V.= velocidade méaxima da reacdo enzimatica. Vn., € a velocidade da enzima extrapolada a
concentragdes muito elevadas do substrato, e, portanto, e é quase sempre maior que qualquer velocidade avaliada no experimento; Ssy: € a concentracao do
substrato que produz metade da velocidade maxima, também conhecida como ECsg; h= coeficiente de Hill. Quando h=1, a equacé&o e idéntica a equacéo de
Michaelis-Menten. Quando h > 1,0, a curva e sigmoidal devido a cooperagdo positiva. A variavel h nem sempre € igual ao nimero de sitios de interacao;

Kprime = parametro relacionado ao Kn. O Kyime € calculado como Ssoh e expresso em unidades de concentragao.
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5.9. Ligacdo de AC e AK as proteinas microssomais

A técnica da ultracentrifugacéo foi utilizada na avaliagdo da ligacdo de AC e
AK as proteinas microssomais. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
11. O ensaio de ligacdo as proteinas microssomais foi realizado utilizando diferentes
concentracoes de AC e AK (DEITCHMAN; SINGH; DERENDORF, 2018).

Tabela 11. Fracdo de AC e AK livre em meio microssomal (Fymic). Dados
apresentados como média [coeficiente de variacado (%), n=6]

Fu,mic

Acido copalico

2 uM 0,27 (10,3%)

50 uM 0,21 (8,6%)

100 uM 0,26 (12,8%)
Acido caurenéico

2 uM 0,59 (17,3%)

50 uM 0,31 (22,3%)

100 uM 0,21 (30,0%)

A fracao livre em sistema microssomal (F,mic) € um parametro relevante para
melhorar as predicdes de clearance in vivo por extrapolacao in vitro in vivo (IVIVE). A
Fumic pode ser experimentalmente determinada por dialise de equilibrio, ultrafiltracéo
e ultracentrifugacdo. Entretanto, para as duas primeiras técnicas € provavel a
adsorcdo a membrana e dispositivos, principalmente para os compostos altamente
lipossoluveis.

Os modelos de relacdo quantitativa estrutura/atividade (QSAR) para
predicbes de fracdo livre em incubagcbes microssomais apresentam exatiddo baixa
para compostos de alta lipofilicidade (GERTZ et al., 2008), como o AC e o AK. Neste
estudo, a Fymc média do AC foi de aproximadamente 0,25 no intervalo de
concentracdes de 2 a 100 uM (Tabela 11), com coeficientes de variacao inferiores a
20% o que sugerem precisdo da determinacdo. Para o AK, observou-se que a
ligacdo as proteinas do meio microssomal reduziu com o0 aumento da concentragdo
do farmaco, o que define ligagdo a proteinas néo linear atipica. Tal comportamento

fora discutido recentemente na revisdo de Deitchman, Singh e Derendorf (2018). As
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tetraciclinas representam uma classe de farmacos com ligacdo ndo-linear atipica as
proteinas plasmaticas, uma vez que a fragdo livre reduz com o aumento das
concentracbes. Para a tigeciclina fora observado curva em formato de U,
representando um misto do perfil tipico e atipico na ligacéo as proteinas plasmaticas
(DEITCHMAN; SINGH; DERENDORF, 2018).

5.10. Extrapolacéao in vitro-in vivo para clearance hepatico

A capacidade de predizer o clearance hepatico humano representa um
avanco importante da ciéncia, uma vez que auxilia na predicdo de doses
terapéuticas e da exposicdo sistémica de forma a alcancar o efeito desejado e
minimizar sinais de toxicidade. Com o auxilio de modelos, como o modelo
comumente empregado de figado bem agitado (“well-stirred liver model”) (ZHANG;
KAMINSKY, 2008), os dados cinéticos das reacdes enzimaticas observados em
sistemas in vitro podem ser usados para predizer o clearance in vivo (HOUSTON,
1994). Para prever o CLy in vivo do AC e AK, foi realizado o escalonamento ou
redimensionamento dos valores observados de clearance intrinseco considerando o
conteddo de proteinas microssomais e a massa do figado (Equacgdo 17). Uma vez
que os experimentos de metabolismo in vitro do AK ndo permitiram o célculo dos
pardmetros de cinética enzimatica, foi realizada a IVIVE apenas para o AC. A taxa
de extracdo do farmaco pelo figado (E) observada apresentou valores préximos da
unidade o que permite classificar o AC como de alta razdo de extracdo hepatica.
Esse dado mostra que a cada passagem pelo figado, o farmaco € quase
completamente depurado do sangue e que esta sujeito a elevado metabolismo pré-
sistémico. Os parametros farmacocinéticos preditos estdo descritos na Tabela 12.

Altos valores de CLy foram observados para AC e AK em microssomas humanos.
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Tabela 12. Clearance hepatico do &cido copalico (AC) obtido por extrapolacdo in
vitro-in vivo e taxa de extragdo do farmaco pelo figado em microssomas humano
(HLM).

CLy £
(mL/min/Kg)
Acido copalico
HLM 19,4 0,97

CLy: clearance hepético; E: taxa de extragdo do farmaco pelo figado.

5.11. Identificacdo dos metabdlitos de AC e AK

Na investigacdo do metabolismo in vitro do AK usando RLM por LC-ESI-MS-
IT, foi observado um pico com tempo de retencdo em 3,2 minutos no cromatograma
como potencial metabdlito. Neste mesmo tempo de reten¢éo, ndo foram encontrados
picos na amostra branco (contendo RLM) e nem na amostra controle (contendo o
AK, Figura 22). O espectro de massas referente a este pico em 3,2 minutos

apresentou um ion de maior intensidade com m/z 335 (Figura 23).
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Figura 22. Cromatograma representativo do metabolismo in vitro do 4&cido
caurendico (AK) em microssomas hepaticos de ratos (RLM). Produto do
metabolismo in vitro do AK em RLM (em azul); AK (controle, em vermelho); amostra
branco em RLM (em preto). Todas as amostras foram preparadas por extracao
liguido-liquido usando acetato de etila e analisadas por LC-ESI-MS.
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Figura 23. Espectro de massas do produto de metabolismo do acido caurendico
(AK) em microssomas de figado de ratos (tempo de retengéo = 3,2; cromatogramas
da Figura 22), obtido na ionizagéo por electrospray e analisador ion trap (LC-ESI-
MS-IT).

De maneira similar ao observado para RLM, a investigacdo da formacao do
metabolito do AK em HLM por LC-ESI-MS-IT resultou na observacdo de potencial
produto do metabolismo com pico no tempo de retencdo em 3,2 minutos que nao foi
observado na amostra branco (contenco HLM) e nem no controle (contendo AK,
Figura 24). O espectro de massas referente a este metabdlito apresentou ion de

maior intensidade com m/z 335 (Figura 25).
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Figura 24. Cromatograma representativo do metabolismo in vitro do &cido
caurendico (AK) em microssomas hepaticos humano (HLM). Produto do
metabolismo in vitro do AK em HLM (em azul); AK (controle, em vermelho); amostra
branco em HLM (em preto). Todas as amostras foram preparadas por extragao
liguido-liquido usando acetato de etila e analisadas por LC-ESI-MS.
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Figura 25. Espectro de massas do produto de metabolismo do acido caurendico
(AK) em microssomas de figado humano (tempo de retencdo = 3,2; cromatogramas
da Figura 24), obtido na ionizacdo por electrospray e analisador ion trap (LC-ESI-
MS-IT).

O metabolismo do AK foi investigado previamente em modelo biomimético
utilizando metaloporfirinas e reagentes de salen como catalisadores. Usando os
modelos biomiméticos foram identificados trés produtos de oxidacdo sendo um
derivado epoxidado, um mono- e um di-hidroxilado (FERNANDES, 2013). No
presente estudo, a identificacdo de metabdlitos de AK néo foi conclusiva. Entretanto,
0 ion com m/z 335 (Produto 1) sugere a formula molecular C,H3:04, que pode
corresponder ao produto de metabolismo dihidroxilado 16,17-dihidroxi-caurendéico
(Figura 26), previamente identificado no estudo de metabolismo usando
metaloporfirinas (FERNANDES, 2013).

OH  Acido-16,17-dihidroxicaurenoicac
C20H3104

Acido caurenoico
C2oH3002

Figura 26. Proposta de metabolismo do acido caurendico com formacéo do produto
de dihidroxilado 16,17-dihidroxi-caurendico.

Para o AC, o estudo do metabolismo in vitro em microssomas hepaticos de
rato por LC-ESI-MS-IT resultou na observacdo de cromatogramas com picos nos

tempos de retencédo de 7,7 e 8,7 minutos que ndo foram observados na amostra
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branco e nem no controle (Figura 27). O espectro de massas do sinal referente ao
pico que eluiu em 7,7 minutos apresentou no modo negativo [M-H]" um ion de maior
intensidade com m/z 327 (Produto 2, Figura 28) e para o pico com tempo de
retencdo em 8,7 minutos foi observado ion com m/z 303, que apresenta a mesma
massa que o acido copalico no modo negativo [M-H] de m/z 303. Nao é possivel
descartar a hipétese de este potencial metabdlito com m/z 303 ser oriundo de outro
composto presente na amostra (AC isolado), uma vez que este ndo encontrava-se
puro, e em geral, microssomas nao realizam metabolismo formando isémeros de
posicao.

O produto do metabolismo do AC foi analisado por espectrometria de massas
de alta-resolucéo por infusédo direta. O Produto 2 gerou massa de 327,2346 para o
metabdlito produzido em microssomas de rato e 327,2317 para 0 metabdlito
produzido em microssomas humanos (Figura 28 A e B). Em ambos os casos, a
férmula molecular correspondente a massa de m/z 327 é CyH310,. O estudo da
fragmentacdo do Produto 2 resultou em perda de 44 unidades (m/z 283,13),
sugerindo reacéo de descarboxilacdo (Figura 29 A e B). A diferenca de massas entre
o AC e o Produto 2 foi de 24 unidades, correspondente a dois atomos de carbono.
Como néo existe introducéo de dois atomos de carbono por metabolismo oxidativo, o
potencial “metabdlito” observado de massa m/z 327 néo parece ter originado do AC

cuja pureza era de 88%.
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Figura 27. Cromatogramas superpostos referente as analises de uma amostra de
metabolismo in vitro do AC com microssomas hepaticos de rato, uma amostra
controle e uma amostra branca, extraidas com acetato de etila. Vermelho:
metabolismo (amostra); Azul: controle; Preto: branco.
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Figura 28. Comparacao dos espectros de massas de alta resolucéo obtidos por MS-
ESI-Q-TOF no modo negativo dos produtos de metabolismo (Produto 2) do &cido
copdlico in vitro usando microssomas de figado de ratos (A) e microssomas de
figado humano (B).
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Figura 29. Espectro de massas (A) do metabdlito do acido copalico (AC) em 7,7
minutos, m/z 327 e sua fragmentacéo (B) por LC-ESI-IT-MS, no modo ion negativo.
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Em resumo, neste estudo foram determinadas algumas das propriedades
cinéticas dos diterpenos &cidos AC e AK obtidos da oleorresina de Copaiba. A
estabilidade do AC e AK avaliada em pH 7,4 mostrou que ambos sdo estaveis em
pH fisiolégico. Em pH 1,2, AC e AK sofreram rapida degradacéo indicando que a
administracéo por via oral requer formulagéo de revestimento para liberagéo entérica
para garantir a estabilidade de AC e AK no trato-gastrointestinal. A alta lipofilicidade
(log P maior que 6,5) apresentada por AC e AK favorece a permeabilidade do AC e
AK através das membranas, mas € um fator limitante para a sua solubilidade em
meios aquosos. Os diterpenos AC e AK apresentaram moderada permeabilidade
intestinal indicando que sdo promissores candidatos a farmacos por administracéo
oral, desde que observada a instabilidade em pH acido. Apesar de observar que a
permeabilidade intestinal de AC e AK ndo é regulada pela P-gp, outros
transportadores ndo estudados nesse trabalho podem influenciar no seu transporte.
Portanto, uma das limitacdes deste estudo se deve a auséncia de avaliacdo do
efeito de outros transportadores diferentes da glicoproteina-P que poderiam regular
a permeabilidade oral dos diterpenos AC e AK.

A andlise das relacbes entre velocidade de metabolismo e concentragédo do
substrato mostrou perfil de cooperatividade enzimatica (modelo de Hill) para AC em
RLM e HLM e para AK em RLM, caracteristica frequentemente observada para os
substratos de CYP3A4. A IVIVE dos dados observados para o metabolismo in vitro
sugerem que o AC é um farmaco de alta razdo de extracdo hepatica. Diferencas
entre o clearance estimado neste estudo e o clearance in vivo poderao ser atribuidas
a distribuicdo hepatocelular limitada pela permeabilidade, uma vez que
transportadores de farmacos podem limitar esse transporte. Neste estudo, os
ensaios de metabolismo foram realizados usando microssomos hepaticos e nao
cultura de hepatocitos humanos, e essa pode ser considerada também uma
limitacdo. Outra limitacdo deste estudo se deve ao padrao isolado de acido copalico
a partir da oleorresina de Copaiba que ndo apresentava alta pureza. Portanto, a

identificacdo dos metabdlitos requer interpretacéo cuidadosa.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo foram desenvolvidos e validados meétodos analitico e
bioanalitico com detectabilidade, linearidade, precisdo, exatiddo e seletividade
compativeis com os estudos ADMET aqui realizados. O ensaio de estabilidade
quimica mostrou que em pH estomacal (1,2) os diterpentos AC e AK sofrem rapida
degradacédo. Portanto, a administracéo por via oral requer o uso de formulacdes de
revestimento para liberacdo entérica. O AC e AK apresentaram estabilidade em
plasma humano por 24 horas e 12 horas, respectivamente. O coeficiente de particao
octanol-agua (log P) foi determinado pelo método cromatografico como > 6,5 para
AC e AK, valor compativel com farmacos de elevada permeabilidade intestinal. Os
diterpenos AC e AK apresentam permeabilidade intestinal moderada decorrente da
difusdo passiva como mecanismo principal de transporte. A atividade de
glicoproteina-p, avaliada pelo uso do verapamil como farmaco inibidor, ndo regula a
biodisponibilidade oral do AC e AK.

A cinética enzimatica apresentou um comportamento sigmoidal com
coeficiente de Hill maior que 1 sugerindo metabolismo por multiplos sitios ativos e
cooperatividade positiva para AC em RLM ou HLM e para AK em RLM. No intervalo
de concentracdo do substrato avaliado, ndo foi possivel caracterizar a cinética
enzimatica do AK em HLM. A extrapolacdo dos dados da cinética enzimatica sugere
gue o AC é um farmaco de alta razdo de extracdo hepética (E = 0,97). Esse
resultado indica que a cada passagem pelo figado uma grande fracdo da
concentracdo arterial (97%) € metabolizada, e, portanto, trata-se de um farmaco de

elevada eliminacédo pré-sistémica.
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APENDICE 1. Confirmacao da identidade de AC e AK.

Acido copélico
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Tabela S1. Deslocamento quimico (3) e multiplicidade (Hz) em RMN de *H e **C

para o acido copdlico isolado (CDCl3;, 500MHz). Os dados experimentais estdo de

acordo com a literatura (Ohsaki et al., 1994).

Dados da Literatura

Dados Experimentais

carbono 5 &1 (ppm) dc 81 (ppm) HMBC
(ppm) J (Hz) (ppm) J (H2)
1,18td (13,2;4,0) 1,03m H2; H5; H20
1 e 1,39brd (13,2) %90 1,76m H2; H3; H10; H20
1,48m 151m H1; H3; H4; H10
i 02 1.58m 193 1.50m HL; H3; H10
1,01td (12,8;4,0) 1,19td (13,4;3,7) H2; H4; H5; H19
i - 1,73m 20 1,400t (13,2;3,6) H1; H2; H4; H19
4 33,55 - 33,0 - -
5 5546 1,09dd (12,8;2,7) | 553  1,10dd (12,6;2,5) H4; H6; HO; H10; H19
1,32qd (12,8;4,3) 1,33dd (13,3;3,9) H5; H7;H8
° i 1,73m 243 1.74m H5; H7; H8
1,96m 1.98m H6; H8; H9; H17
S R 2,39ddd - 2,40ddd H6; H8; HO; H17
(13,0;4,3;2,4) (12,9;4,5;2,3)
8 148,20 - 148,0 - -
H5; H7; H8; H10; H11; H12;
9 56,11 1,58m 56,1 1,59m H14: H17
10 39,66 - 39,0 - -
151m 153m H8; H9; H12; H13
i 1.68m oS 1.70m H8; HO; H12; H13
12 40,06 1,98m 39,9 2,0m H9; H11; H13; H14; H16
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2,32ddd 2,32ddd H9; H11; H13; H14; H16
(14,0;10;4,0) (14,4,9,7;4,4)
13 | 164,00 ] 163,6 ; -
14 | 11492  567q(12) 114,7 5,684 (1,1) H12; H13; HI5; H16
15 | 172,43 - 1718 - -
16 | 19,19 2,17d (1,2) 19,13 2,185 H12; H13; H14; H15
4,49brs 4,50brs H6; H7; H8; HO
17 | 106,34 106,2 N
4,85d (1,2) 4,85d (1,2) H6; H7; H8; HY; H11
18 33,54 0,875 335 0,885 H2; H3; H4; H5; H10; H19
19 | 21,68 0,80s 21,7 0,81s H3; H4; H5
20 14,44 0,685 14,3 0,695 H1; HY; H10
copaiba_fr_50.001.esp &8 29
103 - N
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Figura S1. Espectro RMN *H NMR para acido copélico (CDCls, 500MHz).
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Figura S3. Espectro de RMN HMBC para éacido copalico (CDCl3, 500MHz).



Apéndices| 127

1007 §1 95
o | 109
123
L8
149 . 580
] 61 | 205 B 304
4 23 271 327 355 396
20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410

Figura S4. Espectro de CG-EM obtido para o acido copalico.
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Acido caurendico

147159 187

30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290

Figura 1. Espectro de CG-EM para o acido caurendico isolado.
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APENDICE 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para doac&o de
sangue.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , RG , Estado Civil
, Idade anos, Residente na
, O , Bairro ,

Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade estudar o que acontece com os medicamentos no
nosso organismo, estudando o movimento e como os remédios sdo transformados
no organismo de pessoas saudaveis ou na presenca de doengas;

2. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para os pesquisadores
entenderem o movimento e a transformagdo do remédio em humanos, assim como
para estudar a interacdo destes medicamentos no organismo.

3. Os beneficios para os integrantes desta pesquisa serdo indiretos, nao
apresentando beneficios direto aos voluntarios.

4. Para a realizagdo dessa pesquisa, realizarei uma doacdao de sangue convencional
no Hemonulcleo Regional de Araraquara “Professora Doutora Clara Pechmann
Mendonga (HN).

5. Estou ciente de que o intervalo e frequéncia de doacgdes sdo: para homens intervalo
de 2 meses, com frequéncia maxima de 4 doacgGes anuais; para mulheres intervalo
de 3 meses, com frequéncia méaxima de 3 doagdes anuais.

6. A minha participagcdo como voluntario devera ter a duragdo de aproximadamente 1
hora.

7. No dia da coleta o voluntario da pesquisa deve:

a) trazer documento oficial de identidade com foto (identidade, carteira nacional
de habilitagcdo, certificado de reservista ou carteira do conselho profissional);

b) estar bem de salde

C) ter entre 18 e 65 anos e pesar mais de 50 kg;

d) N&o estar em jejum; evitar alimentos gordurosos nas trés horas que antecedem
a doacao.

8. A coleta de sangue podera ser levemente desconfortavel; a picada causa leve dor,
de curta duracdo, e o local da picada pode ficar com a cor arroxeada. No dia da
coleta, podem acontecer efeitos ndao desejados como tontura, cansaco, fadiga.
Para evitar esses efeitos, devo me hidratar bem, através do consumo de agua e/ou
sucos de frutas. No dia da coleta, ndo devo realizar esforcos fisicos exagerados.
N3do devo fumar por cerca de 2 horas apds a coleta e evitar bebidas alcodlicas por
12 horas. Devo manter o curativo no local da puncgao por pelo menos quatro horas.
No dia da coleta, ndo devo dirigir veiculos de grande porte, trabalhar em
andaimes, praticar paraquedismo ou mergulho.

9. Os materiais empregados na coleta serdo descartaveis;

10. Ndo terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

11.0s procedimentos aos quais serei submetido ndo provocardo danos fisicos ou
financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por parte da
equipe responsavel por esse trabalho ou das Instituicoes (FCF/UNESP);

12.Meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se
desejar, deverei ser informado sobre os resultados dessa pesquisa;

13.Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer
momento da realizagdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizagdo;
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14.Fui informado que ndo terei nenhum tipo de despesa, nem receberei nenhuma
gratificacdo ou pagamento pela minha participacdao nesta pesquisa. Concordo,
voluntariamente, em participar deste estudo.

15. Para solicitar esclarecimentos, poderei entrar em contato com a equipe cientifica
pelos telefones:
Pesquisador Responsavel: Mariana Mauro
Telefone para contato: (19) 981621202
Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Natdlia Valadares de Moraes
Telefone para contato: (0XX16) 3301 4689 ou (0XX16) 98211 8363

16.Para notificagdo de qualquer situacdo de anormalidade que ndo puder ser
resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP (CEP-FCF), pelo telefone (0XX16) 3301 6897.

17.Este documento é emitido em duas vias, sendo que uma dessas vias ficara com o
participante da pesquisa e a outra com o pesquisador.

18.Em caso de qualquer dano sofrido pelo participante, o mesmo fard jus a
reparagao.
Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar do estudo “Estudo

de disposicao cinética do acido copdlico: permeabilidade intestinal,

hepatica, fracao livre e metabolismo in vitro”, na qualidade de voluntario

sadio.
Araraquara, ........ de i de 20.......
Mariana Mauro Dr®. Natalia Valadares de Moraes
Pesquisador Responsavel Pesquisador Responsavel
CPF: 313.285.348-80 CPF: 318.183.798-99

Voluntario ou responsavel legal
Identificagdo:

TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA:

1-

Assinatura Identificacao

Assinatura Identificacao
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ANEXOS

ANEXO 1. Comprovante de Cadastro de Acesso no SisGen.

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A6113C6

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Namero do cadastro: A6113C6

Usuario: UNESP

CPF/CNPJ: 48.031.918/0001-24
Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Copaifera langsdorffii
Copaifera langsdorffii

Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Estudo de disposigao cinética do acido copalico e acido caurendico:
permeabilidade intestinal, hepatica, fragao livre e metabolismo in vitro
Equipe
Mariana Mauro UNESP
Norberto Peporine Lopes Universidade de Sao Paulo
Data do Cadastro: 02/11/2018 12:33:12 E E
Situacédo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situacado cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:35 de 09/11/2018.

Y/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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ANEXO 2. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

¥
& UNESP - FACULDADES DE
UNEeSP ™ ciencias FARMACEUTICAS W mo
DO CAMPUS DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de disposicdo cinética do acido copalico: permeabilidade intestinal, hepatica,
fracao livre e metabolismo in vitro

Pesquisador: Mariana Mauro

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 65707517 .6.0000.5426

Institui¢do Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.079.239

Apresentagio do Projeto:
O projeto trata de estudo de disposicdo cinética do acido copalico: permeabilidade intestinal, hepatica,
fracdo livre e metabolismo in vitro, que envolve a utilizagdo de plasma humano.

Objetivo da Pesquisa:
O abjetivo do trabalho busca extrair o acido copalico da oleorresina de copaiba e estudar a estabilidade,

permeabilidades intestinal e hepatica bem como seu metabolismao em microssomaos plasmaticos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos sdo muito baixos com beneficios altos. Espera-se que o estudo possa ser extrapolado na predigdo
de fendmenos in vivo inerentes ao uso terapéutico do acido copalico.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesquisa utilizara o plasma humano para ensaios in vitro, ndo oferecendo riscos ou implicacdes ao
doador.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Os termos foram apresentados e estdo de acordo com as exigéncias estabelecidas.

Endereco: Rodovia Araraguara Jad, km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: 5P Municipio: ARARAQUARA
Telefone:  (15)3301-4657 E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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UNESP - FACULDADES DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS Q@M

DO CAMPUS DE

Confinuagdie do Parecer: 2.079.239

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
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Platoforma

Aprovo, Ad referendum, o referido projeto de pesquisa, estruturado dentro dos padries ético.
Os relatorios parciais devem ser entregues em: 1) NOVEMBRO de 2017; 2) MAIO de 2018 e 3)
NOVEMBRO de 2018. E o relatdrio final e os Termos de Consentimento Livre Esclarecido (originais e

assinados em todas as folhas) deverdo ser entregues em SETEMBRO de 2019.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiva Postagem Autar Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/05/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 826955.pdf 22:50:56
CQutros Projeto_Doutorado.docx 11/05/2017 | Mariana Mauro Aceito
22:48:58

Projeto Detalhado / | Projeto_Doutorado.pdf 11/05/2017 | Mariana Mauro Aceito

Brochura 22:48:34

Investigador

CQutros Informacac_solicitada_atendida.pdf 02/03/2017 | Mariana Mauro Aceito
16:00:07

TCLE / Termos de | TCLE_Doacao_de_Plasma pdf 02/03/2017 | Mariana Mauro Aceito

Assentimento / 15:58:22

Justificativa de

Auséncia

Outros Termo_de_ doacao. pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito
09:43:22

Outros Curriculo_lattes pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito
09:42:47

COutros autorizacao_para_realizar_pesquisa.pdf| 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito
09:41:20

Orgcamento Orcamento.pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito
09:30:17

Declaracéo de Declaracao_pesquisadores pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito

Pesquisadores 09:26:58

Declaracéo de Declar_infraestrutura_ NAC _pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito

Instituicdo e 09:26:16

Infraestrutura

Cronograma Cronograma_pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito
09:25:49

Folha de Rosto Folhaderosto pdf 19/01/2017 | Mariana Mauro Aceito
09:19:26

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Endereco: Rodovia Araraguara Jad, km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: 5P Municipio: ARARAQUARA

Telefone: (16)3301-4657 E-mail:

sta@fcfar.unesp.br
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.
4 UNESP - FACULDADES DE
UNEeSP ™ ciencias FARMACEUTICAS W“‘“
DO CAMPUS DE

Continuagio do Parecer: 2.079.239

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

ARARAQUARA, 24 de Maio de 2017

Assinado por:
Adriano Mondini

(Coordenador)
Enderego: Rodovia Araraguara Jau, km 1
Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: 5P Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-4657 E-mail: sta@fcfar unesp.br
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