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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 analise 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 degradacao 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 hepética (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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Velocidade da reacao enzimatica



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et te et e eeste e e eee s 19
2. REVISAO DA LITERATURA......c.ccvevvvnee. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

2.1. COPAIFERA SP., OLEORRESINA DE COPAIBA E OS DITERPENOS ACIDO COPALICO E
(071U =3 = N[0 (o1 @ T ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
2.2. ESTUDOS ADMET NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS E MEDICAMENTOS..... ERRO!

INDICADOR NAO DEFINIDO.
3. OBJETIVO GERAL ...coovviiiiiiieeeieeei, ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
4. MATERIAL E METODOS.........ccccevevenn. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

4.1. ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DO AC E DO AK.. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
4.2. METODO ANALITICO DE DETERMINAGAO DO AC E DO AK POR LC-MS .............. ERRO!

INDICADOR NAO DEFINIDO.

4.2.1. Reagentes e solventes ............cccceeevvvvvvnnnnnn. Erro! Indicador néo definido.
4.2.2. Preparo das solugdes padrao ...................... Erro! Indicador nao definido.
4.2.3. Sistema cromatografico ...........ccccceeeeeeennnnnns Erro! Indicador nao definido.
4.2.4.Validaga0 ..........ccoeeeeeeeeieeeiiice e, Erro! Indicador néo definido.
4.2.4.1. Seletividade ...........oooeeveiiiiiieeeiieeeiin, Erro! Indicador néo definido.
4.2.4.2. Linearidade...........coovevvvviiiieeeeeeeeeenn Erro! Indicador néo definido.
4.2.4.3. Precisdo e Exatid8o............ccceeeeeeeeeeeenn. Erro! Indicador néo definido.
4.3. ENSAIO DE ESTABILIDADE QUIMICA .....ovvvniiiiniennenss ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

4.4. DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DE METODO BIOANALITICO PARA DETERMINAGCAO DO

AC E AK EM PLASMA HUMANO ....coiiiiieaeeiiieaeeeeiieeeeens ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
4.4.1. Reagentes e SolVentes .........cccccuvvvvvevnnnnnnnns Erro! Indicador nédo definido.
4.4.2. Preparo das SOIUGOES ............uuvvvevevirniiinnnnnns Erro! Indicador nédo definido.
4.4.3. Sistema cromatografico ..............ccceevvvvvnnnnnn. Erro! Indicador néo definido.
4.4.4. Preparo de amostra ........cccoeeeevvviieeeeeininneeenns Erro! Indicador ndo definido.
4.4.5. Validag8o ............uuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininns Erro! Indicador nédo definido.

4.45.1. Seletividade ...........cooouvviiiiiineiiiieiiii, Erro! Indicador n&o definido.
4.4.5.2. Efeito Residual ............cccoeeeveieiiiiieiiinnnnnn. Erro! Indicador néo definido.
4.4.5.3. Efeito Matriz.........cccvevvveiiiieeeeeeeeenn, Erro! Indicador néo definido.

4.4.5.4. Curva de calibragéo/linearidade ............ Erro! Indicador n&o definido.



4.455. Precisdo e Exatidao.........cocovevevinieeenn.n. Erro! Indicador nao definido.
4.45.6. Estabilidade ........oouvoveie Erro! Indicador nao definido.

4.5. ENSAIO DE ESTABILIDADE EM PLASMA HUMANO POR LC-MSERRO! INDICADOR NAO

DEFINIDO.
4.6. DETERMINACAO DO LOG P...uvvviiiiiicciiee, ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
4.7. AVALIACAO DA PERMEABILIDADE DO AC E DO AK EM CELULAS CACO-2............ ERRO!

INDICADOR NAO DEFINIDO.
4.7.1. Cultivo celular ..........ccoovvviiiiiiiiiieeeeeen, Erro! Indicador n&o definido.
4.7.2. Ensaio de viabilidade celular pelo teste da resazurinaEkrro! Indicador nao
definido.
4.7.3. Avaliagcdo da permeabilidade in vitro usando células Caco-2.............. Erro!
Indicador ndo definido.
4.8. ESTUDO DA FRAGAO LIVRE EM PLASMA E EM MEIO MICROSSOMALERRO!  INDICADOR
NAO DEFINIDO.
4.9. METABOLISMO IN VITRO EM MICROSSOMAS HEPATICOS DE RATO (RLM) E HUMANO
[ ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
4.9.1. Cinética enzimatiCa..............uvuvrermmmmmmmnnnnnnnnns Erro! Indicador nédo definido.
4.9.1.1. Ensaios de deplecao dos substratos AC e AK em RLM e HLM .... Erro!

Indicador nao definido.

4.9.1.2. Analise de AC e AK por LC-MS............. Erro! Indicador néo definido.
4.9.1.3. Analise dos dados ..........ceeeeeeeeeeeeeeeeeenn. Erro! Indicador néo definido.
4.9.2. Extrapolacao in vitro-in vivo (IVIVE)............. Erro! Indicador néo definido.
4.9.3. Identificacdo dos metabdlitos....................... Erro! Indicador néo definido.

4.9.3.1 Analise por espectrometria de massas sequencial (LC-ESI-MS/MS)
........................................................................... Erro! Indicador néo definido.

4.9.3.2. Analise por espectrometria de massas de alta resolucdo (MS-ESI-Q-

TOR) Erro! Indicador néo definido.
RESULTADOS E DISCUSSAO ................. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
5.1. METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DO AC E AKPORLC-MS................ ERRO!

INDICADOR NAO DEFINIDO.
5.2. ENSAIO DE ESTABILIDADEEMPH 1,2E7,4............. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
5.3. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO BIOANALITICO PARA DETERMINACAO DO

AC E AK EM PLASMA HUMANO «..cviviiinieeeieeneeneneneenenanns ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.



5.4. ENSAIO DE ESTABILIDADE EM PLASMA HUMANO POR LC-MSERRO! INDICADOR NAO
DEFINIDO.

5.5. ENSAIO DE LOG P POR METODO CROMATOGRAFICO ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
5.6. AVALIAGAO DA PERMEABILIDADE DO AC E DO AK EM CELULAS CACO-2............ ERRO!
INDICADOR NAO DEFINIDO.

5.7. LIGACAO DE AC E AK AS PROTEINAS PLASMATICAS ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
5.8. ESTUDO DO METABOLISMO IN VITRO DO AC E AK EM MICROSSOMAS HEPATICOS
................................................................................. ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

5.9. LIGACAO DE AC E AK AS PROTEINAS MICROSSOMAISERRO! INDICADOR NAO
DEFINIDO.

5.10. EXTRAPOLACAO IN VITRO-IN VIVO PARA CLEARANCE HEPATICOERRO! INDICADOR
NAO DEFINIDO.

5.11. IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS DE AC E AK.... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

B. CONCLUSOES ... e e, 22
REFERENCIAS . ...ccc oottt ettt e et e e e e e e e e e 23
APENDICES ..o ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

ANEXOS ... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.



19

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, absorcao, distribuicéo,
metabolismo, excre¢cédo e transporte (LADMET) em modelos in vitro. Em qualquer
dessas abordagens, o foco dos estudos de disposi¢do 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 absorgdo, 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 absorcao, 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 integracdo em modelos estruturais
multicompartimentais.

O uso de técnicas in vitro para caracterizacdo de parametros in vitro
relacionados a absorc¢éo, 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 enziméaticos

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 é 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
formulagdo 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 formulacdes
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 hepético in vitro.
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2. 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 répida
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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