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RESUMO
A anemia falciforme € um disturbio monogénico, cujas complicagdes resultam em um
quadro debilitante, doloroso e fatal para os portadores. O planejamento, sintese e
avaliagdo de novos compostos sdo imprescindiveis para renovar as esperancas
daqueles acometidos por essa doenga e os estudos de farmacocinética, relacao
PK/PD e de seguranca sao parte indispensavel da continuidade de desenvolvimento
de novos candidatos. O LAPDESF-SCDO03 €& uma nova molécula candidata a
farmaco que foi planejada para o tratamento sintomatico dessa doenga e
demonstrou resultados promissores. Neste trabalho desenvolvemos os estudos de
farmacocinética pré-clinica e de avaliacao da atividade inibitéria da produgao de
TNF-a em ratos Wistar, e as analises foram realizadas por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia e ensaio imunoenzimatico, respectivamente. Os estudos em busca de
metabdlitos foram conduzidos em hepatdcitos e analisados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugédo. Nos parametros
farmacocinéticos observados para o LAPDESF-SCDO03 destaca-se a meia-vida curta
(4,7 minutos) e o clearance elevado (172,5 mL/min.kg) para administracéo IV. Na
administragao oral o MRT foi 10 vezes maior que na administracdo IV com meia-vida
de eliminacdo de 30 minutos. No estudo de relagdo PK/PD, foi observada reducao
dos niveis de TNF-a tanto pela via intravenosa, quanto pela via oral. No estudo de
metabolismo, tanto na presenga dos hepatdcitos funcionais quanto na incubacéao
com os hepatdcitos ndo funcionais, foi observada a existéncia de um metabdlito
formado por hidrolise na subunidade ftalimidica, que de acordo com estudos
previamente publicados com a talidomida e seus metabdlitos, pode resultar em
atividade inibitéria da producdo de TNF-a. Em conclusdo, o farmaco mostrou
atividade e teve sua farmacocinética elucidada com a identificacdo de um provavel

metabolito ativo.

Palavras-chave: Farmacocinética. PK/PD. Anemia falciforme. UHPLC. Log P.
Estabilidade quimica. Ligagcado a proteinas plasmaticas. Espectrometria de massas

de alta resolucéo.
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ABSTRACT
Sickle cell disease is a severe monogenic disorder, whose complications include the
increase in the susceptibility to infections, acute splenic sequestration, aplastic crisis,
acute thoracic syndrome, vaso-occlusive crisis, cerebrovascular disease, bone
disease, priapism and leg ulcerations. The design, synthesis and evaluation of new
compounds are necessary in order to renew the hopefulness of those affected by this
disease, and the preclinical pharmacokinetic study, PK/PD study, metabolism study
and safety evaluations, are an indispensable part of the development of these
candidates as LAPDESF-SCDO03. The preclinical pharmacokinetic and the TNF-a
inhibition evaluation have been done using ultra performance liquid chromatography
and immunoassay, respectively. The metabolite study has been made using Wistar
rat hepatocytes and analyzed liquid chromatography coupled to high resolution mass
spectrometry. The main results in the pharmacokinetic parameters were the short
half-life (4.7 minutos) and the high clearance (172,5 mL/min.kg). In the oral
administration, the MRT was ten-fold higher than the observed one in the iv
administration, while the half-life was 30 minutes. In the PK/PD study, it was
observed TNF-a reduction by both routes of administration, intravenous and oral. The
metabolism study has addressed the formation of open ring metabolite, even though
in the absence of the functional cells. Aftermath, the drug has shown activity and its
pharmacokinetic was achieved, including the identification of a probable metabolite,

which maybe can be pharmacologically active.

Keywords: Pharmacokinetics. PK/PD. Sickle cell disease. UHPLC. Log P. Chemical

stability. Plasma protein binding. High resolution mass spectrometry.
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INTRODUGCAO

A anemia falciforme é um disturbio monogénico severo, que se caracteriza
por episddios de invalidez aguda e danos progressivos nos 6rgaos (Rees, Williams e
Gladwin, 2010). As complicagbes mais frequentes incluem um aumento na
suscetibilidade a infec¢des, captagdo esplénica aguda, crise aplastica, sindrome
toracica aguda, crise vaso-oclusiva, doenga vascular cerebral, doengas Osseas,
priapismo e ulceragdes nos membros inferiores (Dos Santos, Lanaro e Chin, 2011).

Sua incidéncia € maior nos paises africanos e ocorre principalmente em
individuos afrodescendentes (Dos Santos e Chung, 2012). No Brasil acomete os
estados de forma diferente. A Bahia é o estado com maior incidéncia, onde se
estima 1 por 650 recém-nascidos (Almeida et al., 2006), no Rio Grande do Sul 1 por
39000 recém-nascidos (Sommer et al., 2006), no Rio de Janeiro 1 a cada 1288
(Botler, Camacho e Cruz, 2012) e em S&o Paulo 1 a cada 5527 recém-nascidos
(Brandelise et al., 2004).

A anemia falciforme resulta de uma unica mutagao na posicao 6 da cadeia 3,
onde o glutamato na hemoglobina é substituido pela valina na hemoglobina S (Safo
et al., 2004). Durante a fase de desoxigenagdo, a troca do glutamato, que é
hidrofilico, pela valina, que € hidrofébica, desencadeia interacbes com outros
residuos hidrofobicos da cadeia de B-globina de outra hemoglobina S. Em baixa
pressdo de oxigénio, a desoxihemoglobina S polimeriza e se organiza em fibras
poliméricas longas que deformam, enrijecem e enfraquecem a hemacia. A
deformacdo origina o classico contorno de foice dos eritrocitos falcémicos, enquanto
o enrijecimento e o enfraquecimento est&do relacionados a vaso-oclusdo e a anemia
hemolitica, respectivamente (Odievre et al., 2011).

Dentre as complicagdes anteriormente citadas a crise vaso-oclusiva é a
responsavel pela maior parte da morbidade e mortalidade associadas a anemia
falciforme e parece resultar do bloqueio do fluxo sanguineo. Assim, durante a crise
vaso-oclusiva, os pacientes sentem dores localizadas decorrentes da hipdxia
tecidual devido a perfusao insuficiente. Essa condigdo em estado cronico resulta em
dano degenerativo dos 6rgdos e em estado agudo pode progredir para acidente

vascular encefalico, embolia, infarto cardiaco e até morte (Pathare et al., 2003).
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A vaso-oclusdo ocorre devido a adesao dos eritrocitos falcémicos ao endotélio
ativado, adesao essa que € aumentada por interleucina-8, que por sua vez tem sua
producao regulada por interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Ja
a IL-1 e o TNF-a sao liberados de mondcitos ativados. Experimentos com anticorpos
para TNF-a e IL-18 mostraram um bloqueio da atividade destas citocinas,
prevenindo a ativagcdo endotelial pelos mondcitos, portanto, tendo um potencial para
a manipulagao terapéutica (Pathare et al., 2003).

Ainda, o TNF-q, juntamente com a IL-1 e a IL-6, modula a liberagdo de
endotelina-1, um potente vasoconstritor, que se apresenta elevado durante a crise
celular falcémica e durante o estado de equilibrio da doencga falciforme contribuindo
para a vaso-oclusdo (Pathare et al.,, 2003; Odievre et al.,, 2011). Essa agao
vasoconstritora da endotelina-1 € um dos lados da balan¢ca que determina o tdnus
vascular, o outro lado é a acdo vasodilatadora do oxido nitrico (NO). Na anemia
falciforme, enquanto os niveis de endotelina-1 estdo elevados em decorréncia das
altas concentragdes de TNF-a e outras citocinas, os niveis de NO encontram-se
baixos. Além disso, a deplecdo de NO também facilita a ativagdo de plaquetas e
uma disfuncdo endotelial que culmina na liberacdo de moléculas de adeséao
endotelial (Odiévre et al., 2011).

A liberagdo de NO é um dos mecanismos atribuidos ao efeito benéfico da
hidroxiuréia no tratamento da anemia falciforme, Unico farmaco aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) como um agente modificador da doenca (Hankins e
Aygun, 2009). Entretanto, é estimado que cerca de 25% dos pacientes n&o
respondem a esse tratamento e, em muitos casos, o efeito benéfico do tratamento
em longo prazo é reduzido, chegando até a se extinguir por completo. Nesses casos
ha a necessidade de aumento da dose para alcancar efeito, com consequente
aumento dos efeitos téxicos, como a mielossupressao (Aliyu, Tumblin e Kato, 2006).

Assim, devido a escassez de tratamentos para anemia falciforme, Dos Santos
e colaboradores (2011) planejaram, sintetizaram e avaliaram novos compostos para
este fim. Duas observagdes foram consideradas no planejamento dos novos
compostos:

e a primeira de que a liberagdo de 6xido nitrico leva a vasodilatagao, estimula a

producado de hemoglobina fetal e inibe a agregac¢ao plaquetaria;

Michel L. de Campos



25

e a segunda de que a talidomida possui propriedades inibitérias de TNF-a, que esta
aumentado nos pacientes de anemia falciforme.

A partir dessas observacgdes, foi realizada hibridagdo molecular entre uma
porcao liberadora de Oxido nitrico (Figura 1 A), semelhante a bioconversdo da
hidroxiuréia e a subunidade ftalimidica (Figura 1 B), presente na talidomida e
responsavel pela inibicdo de TNF-a, resultando em estruturas com potencial para
propriedades tanto de doadores de 6xido nitrico, quanto de inibidores de TNF-a (Dos

Santos, Lanaro, et al., 2011).
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Figura 1. Planejamento estrutural usando a hibridagao molecular. Retirado de Dos Santos e

colaboradores (2011).

Foi avaliada, para esses compostos (4a-f), a capacidade de atuar como
doadores de 6xido nitrico pela reagcao de Griess. Todos 0os compostos mostraram-se
capazes de liberar 6xido nitrico em valores em torno de metade do valor
apresentado pelo controle (dinitrato de isosorbida -DNS). Entretanto o DNS possui
dois grupos (ONO;) capazes de liberar 6xido nitrico, contra apenas um grupo em
cada molécula dos compostos 4a-f (Dos Santos, Lanaro, et al., 2011).

Dos Santos e colaboradores (2011) também avaliaram a atividade anti-
inflamatoéria por meio de dois ensaios nos quais os compostos 4a-f foram
administrados pela via oral (p.o.) na dose de 300 pymol/kg a camundongos Swiss:
edema de orelha induzido por capsaicina e peritonite induzida por tioglicolato.

No ensaio de edema de orelha induzido por capsaicina todos compostos
mostraram inibicdo entre 43 e 65% em relagdo ao grupo controle negativo, no qual
foi administrado apenas veiculo (Dos Santos, Lanaro, et al., 2011).
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Ja no ensaio de peritonite induzida por tioglicolato, a administracdo dos
compostos resultou em um numero significantemente menor de leucdcitos totais
quando comparados ao grupo controle (Dos Santos, Lanaro, et al., 2011).

A avaliacdo da atividade antinociceptiva foi realizada usando o teste de
constricdo abdominal induzida por acido acético em camundongos. A dose de
100umol/kg foi administrada p.o. tanto para os derivados ftalimidicos 4a-f, quanto
para a dipirona, controle positivo. Todos os compostos foram eficazes, pois
reduziram estatisticamente as constricbes abdominais comparados ao controle. O
composto 4d apresentou atividade superior a série avaliada e ao controle, com 66%
de redugao das constricbes. Os compostos 4a, 4c, 4e e 4f mostraram atividade
antinociceptiva semelhante a do controle positivo. E o composto 4b foi o que
mostrou a menor reducao nas constricbes abdominais, com apenas 25% de redugao
(Dos Santos, Lanaro, et al., 2011).

Ainda, Dos Santos e colaboradores (2011) realizaram um ensaio in vitro para
avaliar a inibicdo de TNFa pelos derivados ftalimidicos 4c e 4d. Os dois derivados
foram adicionados a culturas de mondécitos em duas concentragdes, 100 e 300
pMmol/L e o controle positivo, dexametasona, foi adicionado na concentragcao de 1
pMmol/L. O controle positivo inibiu 83% da produgdo de TNFa. O composto 4c inibiu
45 e 91% em 100 e 300umol/L, respectivamente. Ja o composto 4d inibiu 67 e 84%
em 100 e 300umol/L, respectivamente.

Em outra publicagcao, Dos Santos e colaboradores (2010) apresentam ensaios
de mutagenicidade em cepas TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium. Nesse
ensaio os derivados ftalimidicos 4c e 4d mostraram-se menos mutagénicos que os
demais.

Em ensaio de genotoxicidade todos os compostos e a hidroxiuréia foram
avaliados com um teste de micronucleo usando sangue periférico de rato. Todos
mostraram-se menos genotoxicos (menos que 6 reticuldcitos micronucleados) que a
hidroxiuréia (33,7 reticulécitos micronucleados) (Dos Santos, Longhin Bosquesi, et
al., 2011).

Visto que a nova classe de compostos apresentou resultados favoraveis de

atividade farmacoldgica € natural que avancem para a fase de avaliagdo de sua
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farmacocinética e da sua relagcdo com a farmacodindmica, além de outros
experimentos relevantes a continuidade de seu desenvolvimento.

A farmacocinética estuda a relagdo entre as concentragdes plasmaticas do
farmaco no corpo e o tempo (Tozer, 1981). A exposi¢gao do organismo ao farmaco é
um determinante vital de sua agdo, portanto, de sua eficacia e seguranga. A
exposi¢ao pode ser avaliada em funcdo do tempo pela farmacocinética. Assim, ha
uma inter-relagao entre fatores como eficacia, toxicidade e farmacocinética (Singh,
2006).

Para realizagdo desses ensaios foi selecionado o composto 4c ou 3-(1,3-
dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzil nitrato (Dos Santos, Lanaro, et al., 2011).
Esse derivado ftalimidico foi escolhido entre seus pares por apresentar mais
informacdes e por ter se destacado, juntamente com o composto 4d ou 4-(1,3-dioxo-
1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzil nitrato, em alguns dos ensaios supracitados. O
composto foi denominado LAPDESF-SCDO03, pois foi sintetizado no Laboratério de
Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos (LAPDESF) e difere de seus

semelhantes pela substituicao na posi¢cao 3 do espacador arilico (Figura 2).

s ~

3-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2TT-isoindol-2-il)benzil nitrato
LAPDESF-SCD(3

\

Figura 2. Derivado ftalimidico selecionado para os estudos de farmacocinética,

farmacodinamica e avaliagao da seguranga hepatica e renal.

Os parametros farmacocinéticos sdo importantes para o calculo de regimes
posologicos em futuros estudos e para conhecer o movimento do farmaco no
organismo. O ensaio de farmacodinamica permitira avaliar a agao do farmaco in vivo
e sua relagao com as concentragdes plasmaticas observadas. Ja o ensaio preliminar
de segurancga visa avaliar se os farmacos levam a alteragées hepaticas ou renais
que prejudiquem a continuidade de seu desenvolvimento, propriedades limitantes ao
seu uso clinico futuro. E devido a uma estreita relagdo das propriedades fisico-
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quimicas (solubilidade, log P, estabilidade) de um farmaco com sua disposi¢céo
cinética, a investigacdo destas propriedades antes da avaliagdo do perfil
farmacocinético em modelos animais pode ter valor preditivo do seu comportamento
no organismo e auxiliar no planejamento do estudo in vivo.

Todos esses ensaios constituem informagdes pré-clinicas importantes no
desenvolvimento do novo farmaco, que serdo parte das justificativas na ocasido de
um protocolo clinico de pesquisa (Brasil, 1997).

Esse trabalho esta disposto em forma de capitulos que se iniciam pelos
meétodos analiticos de quantificagdo, passando por ensaios de solubilidade e log P,
ensaios in vitro, ensaios in vivo, e finalizando com o estudo de identificacdo de

metabdlitos.
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JUSTIFICATIVA

A escassez de tratamentos eficazes e seguros para a anemia falciforme e sua
prevaléncia pelo mundo justificam a necessidade do desenvolvimento de alternativas
terapéuticas para essa doenca.

O planejamento e sintese de novos compostos sdo imprescindiveis para
renovar as esperancgas daqueles acometidos por essa doenga, porém sio inuteis se
nao houver continuidade nesses estudos.

O estudo apresentado nessa tese pretende dar continuidade a avaliagdo de
um composto que se mostrou eficaz dentro do planejamento realizado, levando a
diminuicdo de TNF-a e aumento de NO, duas substéncias que se encontram
respectivamente, elevada e reduzida na anemia falciforme.

A realizagcdo dos estudos de farmacocinética pré-clinica, relagao
farmacocinética/farmacodinamica, metabolismo e avaliagdo preliminar de seguranga
hepatica e renal, traz informacdes relevantes para acelerar os estudos clinicos de
fase |. Em curto prazo os resultados obtidos nessa tese permitirdo o planejamento
de estudos relacionados a seguranca e eficacia do novo composto, que
complementam as informagdes indispensaveis a sua aprovagao para ensaios

clinicos.

OBJETIVO GERAL

Avaliagédo preé-clinica da nova molécula 3-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-
il)benzil nitrato (LAPDESF-SCDO03), que apresentou potencial para o tratamento da

anemia falciforme.
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Capitulo 1 — Métodos Analiticos de Quantificagdo

Durante o desenvolvimento de novos farmacos, o uso de métodos de analise
€ imprescindivel, e entre esses métodos, a cromatografia se destaca desde a
sintese, seja pelo uso da cromatografia em camada delgada para o monitoramento
da reacgao (Bala et al., 2014) ou da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, ou
HPLC de High Performance Liquid Chromatography) para analise de pureza (Weber
et al., 2014).

Na continuidade do desenvolvimento, a necessidade de analises quantitativas
do farmaco em diferentes situagdes experimentais torna-se inevitavel, levando a
emersdao dos métodos analiticos e bioanaliticos de quantificacdo, onde o HPLC
permanece como método de primeira escolha (Novakova e Vickova, 2009). Os
meétodos analiticos englobam as técnicas que permitem analisar quantitativamente
um analito em diferentes tipos de amostra, enquanto os métodos bioanaliticos
referem-se aos métodos de analise de farmacos e seus metabdlitos,
especificamente, em matrizes biolégicas, como plasma, urina e tecidos (Snyder et
al., 2010).

A analise por HPLC ndo € uma analise instantédnea, mas teve seu tempo total
consideravelmente reduzido para ordem de apenas alguns minutos com uso de
colunas empacotadas com particulas menores que 2 pm em sistemas de pressao
mais elevada que sua pressao usual. Com essa evolugao dos sistemas, denominada
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE, UHPLC de Ultra-high Performance
Liquid Chromatography), ndo apenas um tempo menor de corrida analitica foi
alcangado, mas também houve um incremento na eficiéncia do sistema, ja que o
volume total foi reduzido, reduzindo a dispersdo. Além de uma redugcéo no volume
de amostra necessario para analise, mantido a 1% do volume da coluna, cujas
dimensbes sao menores que aquelas utilizadas em sistema HPLC. O UHPLC,
portanto, € uma técnica analitica mais rapida, com alta resolugcdo e melhor
sensibilidade, mesmo na deteccao por ultravioleta (Novakova e Vickova, 2009).

Para garantir a qualidade — ou o conjunto de caracteristicas que sentenciam

um produto a ser aceito ou rejeitado — dos resultados obtidos a partir do uso de um
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meétodo analitico ou bioanalitico € necessario submeté-lo ao procedimento de
validacdo, que o tornara legitimo, por estabelecer seu alcance e limitagdes. Essa
legitimidade, por sua vez, sera transferida para a aplicagdo dos resultados obtidos
com o meétodo validado (Chasin et al., 1998). Ou seja, o parecer elaborado ou
aplicacao realizada a partir da quantificagédo resultante do método validado serao tao
precisos e exatos quanto o método em si, herdando também as consequéncias de
suas limitacoes.

A validacdo de um método contempla um conjunto de parametros e critérios
de aceitacdo, ambos determinados pela aplicagcao pretendida do método (Chasin et
al., 1998). Na determinagao da maneira que a validagcado sera conduzida podem ser
utilizados, além da literatura académica entre livros e artigos cientificos, os varios
guias disponibilizados e constantemente atualizados por diferentes agéncias como a
Food and Drug Administration (FDA), International Conference on Harmonisation
(ICH), European Medicines Agency (EMA), Ministry of Health, Labour and Welfare
(MHLW), e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Segundo levantamento de Ruiz-Angel e seus colaboradores (2014), o numero
de artigos contendo os assuntos “method validation” e “liquid chromatography” no
banco de dados Scopus® era menor que 250 no ano de 2001 e passou de 1500 por
ano nos anos de 2012 e 2013.

As principais caracteristicas de eficiéncia de métodos analiticos incluem a
exatidao, a precisdo (repetibilidade, precisdo intermediaria, reprodutibilidade), a
especificidade, o limite de deteccdo, o limite de quantificacdo, a linearidade e
robustez (Snyder et al., 2010). Considerando a finalidade da validacdo do método
analitico, segundo o guia da ANVISA (2003), o agrupamento dos parametros de
validacao resulta em 4 categorias, cuja mais proxima da finalidade pretendida na
fase pré-clinica de desenvolvimento de um farmaco € a categoria Ill, excluindo
apenas a robustez.

Ja o método bioanalitico, em consequéncia da matriz biologica, consiste dos
ensaios de seletividade (algumas vezes absoluta o suficiente para ser considerada
especificidade), exatiddo e precisao intracorridas, exatiddo e precisdo intercorridas
recuperacao, linearidade (curva de calibragao), limite de quantificagao, estabilidade,

e efeito matriz, este ultimo sendo especificamente relacionado a deteccédo por
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espectrometria de massas (Anvisa, 2012; Gonzalez et al., 2014). Desconsiderando o
efeito matriz, que esta relacionado a espectrometria de massas, os dois parametros
que emergem da existéncia da matriz biolégica sao a recuperagao e a estabilidade.

A recuperacgao, cuja auséncia no mais recente guia da ANVISA (2012) deve
ser ressaltada, € um parametro de avaliagdo da eficiéncia do procedimento de
extragdo ja que o analito esta contido em uma matriz bioldgica, contudo ainda figura
no mais recente esbogo do guia de validagdo de meétodos bioanaliticos do FDA
(2013). Apesar de nao haver um critério de aceitagdo para a recuperagao, esse
parametro € uma importante informagao do potencial de eficiéncia do procedimento
de extragédo ou preparo da amostra. Diversas abordagens podem ser utilizadas para
alcangar o maximo de recuperacdo com o minimo de interferentes (maior
seletividade) e essas abordagens constituem os principais procedimentos de
preparo de amostras, como extracdes liquido-liquido, precipitacdo de proteinas, e
extracdo em fase soélida (Novakova e Vickova, 2009).

A avaliagao da estabilidade tem por objetivo evitar que o método subestime
os valores da amostra devido a perdas de analito durante o armazenamento, pré ou
pos-processamento, além de evitar superestimacdo dos valores da amostra por
perda do analito em solugdes estoque, que sdo usadas para a construgcao da curva
de calibragdo. As avaliagcbes de estabilidade de armazenamento devem cobrir as
necessidades de condigdes de armazenamento que serao utilizadas na aplicagao do
meétodo bioanalitico, ou limitar essas condi¢des a partir dos resultados de
estabilidade observados (Snyder et al., 2010; Gonzalez et al., 2014).

No que tange os parametros de validagdo, enquanto a preciséo e a
linearidade s&o os mais reportados, presentes em quase 100 % dos estudos
avaliados por Ruiz-Angel e colaboradores (2014), seguidos pela exatiddo com pouco
mais de 80 % de frequéncia, a estabilidade é insuficientemente avaliada, mesmo
sendo um dos parametros mais importantes no planejamento de um estudo que
necessite de um método validado.

Na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, o aumento da énfase
no entendimento das caracteristicas farmacocinéticas dos candidatos a farmaco de

forma mais prematura trouxe consigo a necessidade antecipada de desenvolvimento
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de métodos bioanaliticos para esses candidatos a farmacos (Timmerman, De Vries e
Ingelse, 2001).

A validagdo, por sua vez, ndao deve ser considerada como um passo
meramente burocratico, regulatério, ou desnecessario no caminho das analises
alvejadas, mas sim como uma maneira de garantir a confiabilidade das analises
preservando a qualidade dos dados por todo o mundo (Ruiz-Angel et al., 2014).

Neste capitulo serdo abordados os procedimentos de validacdo dos métodos
analitico e bioanalitico por UHPLC utilizados nesse trabalho. Isso garante o mais alto
grau de confiabilidade nos valores de quantificagdo obtidos nos experimentos em

que esses metodos foram aplicados.

1-1. Material e métodos
1-1.1 Reagentes, farmacos e solventes

O LAPDESF-SCDO03 e seu intermediario de reacdo foram obtidos no
laboratorio de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (LAPDESF) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP de Araraquara. A agua ultrapura foi
obtida por sistema Milli-Q (Millipore®). Outros reagentes, farmacos e solventes,
incluiram:

e Metanol, J. T. Backer;
e Acetonitrila, J. T. Backer;
e Acido Metanodico, Scharlau;

e Diazepam, Sigma-Aldrich;

1-1.2 Equipamentos

e UPLC Acquity®, Waters;
e Banho ultrassénico, Ultrasonic Cleaner 2840DA, odontobras;
e Vortex AP56, Phoenix;

e Centrifuga Sorval Biofuge, Thermo scientific;
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1-1.3 Correlatos

e Coluna BEH 2,1x50mm, 1,7um, Waters®;
e Pré-coluna BEH 2,1x5mm, 1,7um, Waters®;
e Filtro de seringa de PTFE, poro de 0,22um, Flowsupply;

1-1.4 Softwares

e Empower 3, Waters®;
e Prism 5, GraphPad®;

1-1.5 Método analitico para determinagcao de LAPDESF-SCD03

O método analitico foi desenvolvido com o objetivo de determinar as
concentragcbes do analito em solugdo aquosa e aquosa tamponada, além de sua
aplicagao no controle de qualidade das pré-formulagdes utilizadas na administragao

intravenosa.

1-1.5.1 Sistema cromatografico

O sistema cromatografico consistiu de um UPLC Acquity® com detector UV-
Visivel configurado para 254 nm. A separacgédo foi realizada por uma coluna BEH
2,1x50mm, 1,7um com pré-coluna BEH 2,1x5mm, 1,7um. A fase mdével foi
Acetonitrila:Acido férmico 0,1% (38:62) e vazdo de 0,5 mL/min. As amostras foram
mantidas a 10 °C até a injecao, enquanto a coluna foi mantida a 50 °C. O volume de

injecéo foi de 5 L.

1-1.5.2 Validacao

O método foi validado com base nas normas do Guia para Validacdo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) resolugédo 899/2003 (2003).

Seletividade

A seletividade € a capacidade do método de analisar a substancia de
interesse na presenca de componentes previsivelmente passiveis de serem

encontrados na amostra.

Michel L. de Campos



36

Linearidade e limite inferior de quantificacéao

A curva analitica foi construida para o LAPDESF-SCDO03 plotando-se a area
do pico de LAPDESF-SCDO03 contra a concentragao nominal do composto. O critério
de aceitagao da linearidade é um coeficiente de correlagao igual ou superior a 0,99.
O limite inferior de quantificagdo é expresso como a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada com exatiddo e precisdao aceitaveis, desde que com
relagao sinal-ruido superior a 10:1.

Preciséo e Exatidao
A precisao e a exatiddao do método foram avaliadas intra-corridas e inter-corridas. Os
resultados intra-corridas foram determinados por 3 replicatas dos controles de
qualidade alto (CQA), médio (CQM), baixo (CQB) em um mesmo dia, ja para os
resultados de precisdo e exatidao inter-corridas as determinagdes foram feitas em
dois dias consecutivos. O critério de aceitagdo da precisdo € um coeficiente de

variagao de até 5%, ja para a exatidao, valores proximos de 100% sao desejaveis.

1-1.6 Método bioanalitico para determinagao de LAPDESF-SCDO03

1-1.6.1 Sistema cromatografico

O sistema cromatografico consistiu de um UPLC Acquity® com detector UV-
Visivel configurado para 226 nm. A separacao foi feita por uma coluna BEH
2,1x50mm, 1,7um com pré-coluna BEH 2,1x5mm, 1,7um. A fase modvel foi
Acetonitrila:Acido formico 0,1% (38:62) e vazdo de 0,5 mL/min. As amostras foram
mantidas a 10°C até a inje¢édo, enquanto a coluna foi mantida a 50°C. O volume de

injecao foi de 5 L.

1-1.6.2 Preparo da amostra

Cada amostra de plasma humano ou de rato (0,1 - 0,05 mL) adicionada ou
nao de LAPDESF-SCDO03 passou por um procedimento de precipitagao de proteinas
com mesmo volume de uma solugdo de diazepam (padrao interno) em acetonitrila

na concentracao de 550ng/mL. Apds a adicao desta solugao, a mistura foi submetida
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a 10 segundos de agitagdo em vortex e 15 minutos de centrifugacdo a 13 000 x g a
temperatura de 8°C. Logo apds a centrifugagéo, o sobrenadante foi retirado e filtrado
por filtro de seringa de PTFE de 0,22um, em seguida 5 pL desse filtrado foi injetado

no sistema cromatografico.

1-1.6.3 Validagao

A validagao € a avaliagdo sistematica dos procedimentos utilizados no método
bioanalitico desenvolvido com a finalidade de estabelecer os seus limites de
confianca. Esta avaliagao foi fundamentada nas normas da ANVISA de acordo com
as resolugdes 899/2003 (Anvisa, 2003) e 27/2012 (Anvisa, 2012), e da Food and
Drug Administration (FDA) de acordo com o Guidance for Industry: Bioanalytical
Method Validation, de maio de 2001 (Fda, 2001). Os parametros determinados
foram: seletividade, linearidade, limite inferior de quantificacédo, precisdo e exatidao,
recuperacao e estabilidades de armazenamento.

Seletividade

A seletividade € a capacidade do método de analisar a substancia de
interesse na presenga dos componentes enddgenos comuns a matriz biolégica de
interesse. Assim, ndo deve haver picos interferentes no tempo de retencdo do
farmaco ou do padrao interno.

Linearidade e Limite inferior de quantificacédo (LIQ)

A curva analitica foi construida para o LAPDESF-SCDO03 plotando-se a razao
da area do pico do composto e do padrao interno (area do composto/area do Pl)
contra a concentracdo nominal do composto. Os critérios de aceitacdo da
linearidade incluem um coeficiente de correlagao acima de 0,98 e exatidao de 85% a
115%, exceto para o limite inferior de quantificagdo (LIQ), para o qual a exatidao
deve estar entre 80% e 120%. O limite inferior de quantificagéo € expresso como a
menor concentracdo do analito que pode ser quantificada com exatiddo de 80-120%
e precisédo de 0-20%, com no minimo 5 replicatas.

Efeito residual

O ensaio de efeito residual tem por objetivo avaliar se ha ocorréncia de
contaminagdes de uma injecdo de amostra para outra. Consiste de analisar uma

amostra branco seguida de uma amostra do maior ponto da linearidade e
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novamente se analisa a amostra branco mais duas vezes. Deve ser observado se ha
picos interferentes no tempo de retengédo do analito, que sejam superiores a 20% da
resposta do analito, e do padréo interno, que sejam 5% superiores a resposta do
padréo interno.

Preciséo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas intra-corridas e inter-
corridas. Os resultados intra-corridas foram determinados por 5 analises dos
controles de qualidade diluido (CQD) alto (CQA), médio (CQM) e baixo (CQB) em
um mesmo dia, ja para os resultados de precisdo e exatidao inter-corridas as
determinacdes foram feitas em dois dias ndo consecutivos. Os critérios de aceitacao
foram precisédo de 0-15% e exatidao de 85-115%.

Recuperacéo

A recuperacao reflete a eficiéncia do procedimento de extragdo do analito, a
partir do meio complexo que € a matriz biolégica. Consiste da avaliagdo do analito
no extrato final do procedimento de preparo, extraido e ndo extraido. As solugdes
nao extraidas foram feitas por adigdo ao extrato final do processamento da amostra
de concentracbes conhecidas do composto. A recuperagao foi calculada pelo
percentual da area da amostra extraida de CQA e CQB em relacdo a amostra ndo
extraida das mesmas concentragdes.

Estabilidade de armazenamento

A estabilidade foi avaliada em fungao da necessidade de armazenamento das
amostras apds cada coleta ou apds o processamento. Até a analise das amostras,
estas ndo deverao ser mantidas armazenadas por tempo superior ao determinado
nos ensaios de estabilidade.

Os ensaios de estabilidade realizados foram estabilidade pds-processamento
(10°C) por 14 horas, curta duragao (temperatura ambiente) por 15 minutos, longa
duracdo (-20°C) por 35 dias e trés ciclos de congelamento (-20°C) e
descongelamento a cada 24 horas com analise apds o terceiro descongelamento,
em 72 horas.

O ensaio foi realizado nas concentracbes do CQB e CQA em ftriplicata. Os
compostos sao considerados estaveis quando nao se observa desvio maior que

15% do valor obtido nas amostras recém-preparadas.
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Estabilidade das solu¢cdes matriz

As solucbdes preparadas pela dissolucdo de uma massa conhecida de
LAPDESF-SCDO03 ou do padrao interno em solvente organico, como a acetonitrila,
tiveram sua estabilidade constantemente avaliada por meio do método
cromatografico previamente descrito. Isso foi necessario para se determinar se havia
a necessidade de preparo de nova solugdo em cada ocasido em que estas solugdes

foram necessarias no decorrer do estudo.

1-2. Resultados e discussao

1-2.1 Validagao do Método Analitico

O método analitico foi validado para sua aplicacdo na quantificacdo de
LAPDESF-SCD03 em amostras nado biolégicas, como aquelas de estudos de

solubilidade e estabilidade in vitro.

1-2.1.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada em relagdo ao 2-(3-(hidroximetil)fenil)isoindoline-
1,3-dione, que é o intermediario de reacdo (IR) imediatamente anterior na sequencia
reacional que leva ao LAPDESF-SCDO03. A Figura 3 mostra o LAPDESF-SCDO03
(750 ng/mL) e o IR (250 ng/mL), em tempos de retencao diferente.

0,0014] 264 nm
0.\001 2‘: -‘:"‘. — intermediario de reagéo [

| — LAPDESF-SCD03 [
0_‘001 D’: | " — Branco (Acetonitrila e agua) |

00008 || |
000061 | [
00004 | | |

AU

00002 | | [

00000 —"—mouo

[ \
|
T e e[ A
— T ee——

<2002t Y—H 20————D—7Z"7-+-—="—-——F———F"——"F""
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50

Minutes

Figura 3. Cromatograma da seletividade do método analitico. Intermediario de reagao (250
ng/mL) e LAPDESF-SCDO03 (750 ng/mL).
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1-2.1.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construcdo de uma curva analitica por
regresséao linear nas concentra¢des de 50, 100, 250, 500, 750, 1500 e 3000 ng/mL
em ftriplicata das concentragbes (Figura 4), que foram preparadas a partir de uma
solugédo matriz em acetonitrila. A equacgao da reta foi y=11,24x + 39,00, o coeficiente
de correlacdo (r) foi de 0,9997 e o p-valor foi de 4,06x10°. A exatid&o (concentragdo
experimental / concentragdo nominal x 100) dos pontos da curva foi de 87,3-104 %.
O limite de quantificagdo foi de 50 ng/mL, sendo a menor concentragdo que
apresentou precisdo (CV %= 3,39) e exatidédo (87,35%) aceitaveis com uma area do

pico de interesse dez vezes maior que o ruido da amostra branco.

40000+

30000-

20000+

10000-

Area do pico de LAPDESF-SCDO03

0 1000 2000 3000 4000
Concentragcao de LAPDESF-SCD03

Figura 4. Curva de linearidade do LAPDESF-SCDO03.

1-2.1.3 Precisao e Exatidao

Foi avaliada a precisédo e a exatidao de trés concentragées (CQB=100 ng/mL;
CQM=750 ng/mL; e CQA=3000) em triplicatas, no mesmo dia e em dois dias néo

consecutivos, os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Precisdo e exatidao do método analitico

Concentragao nominal (ng/mL)

100 750 3000
(Cn%r/\rc;LI?xperlmental 87.1 708.7 2844 2

Roplioatas  Preciséo (CV %) 2,8 0.9 0.8
Exatid&o (%) 87,1 94,5 94,8
n 3 3 3
(Cn%r/\rc;LI?xperlmental 86.6 727.6 2908.6

Roplloatas  Precisao (CV %) 15 13 1.5
Exatidao (%) 86,6 97,0 97,0
n 6 6 6

CV %= coeficiente de variagao [(desvio padrao/média) x 100]

Exatiddo % = [concentragido experimental / concentragdo nominal) x 100]

Esses valores foram considerados adequados para a aplicacédo pretendida do

meétodo analitico.

1-2.2 Validagao do Método bioanalitico

O método bioanalitico foi validado com a finalidade de quantificar o
LAPDESF-SCDO03 em plasma.

1-2.2.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada quanto a existéncia de picos interferentes no tempo
de retengdo do LAPDESF-SCDO03, principalmente os de origem bioldgica, ja que néo
serdo administrados outros farmacos concomitantemente a administracido de
LAPDESF-SCDO03. Na Figura 5 podem ser vistos o pico de LAPDESF-SCD03 em 2,6
minutos, o padrao interno (zero) em 1,9 minutos e nenhum pico interferente (branco)

nesses dois tempos de retengéao.
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Figura 5. Cromatograma em 226 nm demonstrando a seletividade do método. LAPDESF-SCD03
(250ng/mL) em 2,6 minutos e padrao interno em 1,9 minutos na amostra LAPDESF-SCDO03 e na

amostra zero.

1-2.2.2 Linearidade

A partir da construgdo de uma curva de linearidade com a razdo da area do
pico de LAPDESF-SCDO03 pela area do pico do padrao interno no eixo y e valores
nominais de concentragao previamente estabelecidos e preparados, foi calculada a
equacdo de linearidade que permite calcular a concentracdo de valores
desconhecidos do analito pela interpolagcdo das razdes de area e padrao interno
nesse grafico. A Figura 6 apresenta a curva construida com as concentragdes: 100,
250, 500, 750, 1000, 2500, 4000 e 5000 ng/mL.

area de LAPDESF-SCDO03/area do PI

T L T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentragao de LAPDESF-SCD03 (ng/mL)

Figura 6. Curva de linearidade do LAPDESF-SCD03 em plasma.
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A equacédo da reta foi y=0,0017x-0,0756, o r foi de 0,9996 e p-valor foi de
1,47x107'%. A exatiddo da curva de linearidade ficou entre 95,76 e 104,11. O LIQ foi
de 100 ng/mL, pois foi a menor concentragdo que apresentou precisdo (CV %=7,04)
e exatidao (104,11%) dentro dos critérios de aceitagdo. O ensaio de efeito residual
nao apresentou picos no tempo de retencdo do analito, que fossem superiores a
20% do LIQ, ou do padrdo interno, que superassem 5% da resposta da

concentracao utilizada.

1-2.2.3 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas por meio dos controles de
qualidade CQB (250 ng/mL), CQM (1000 ng/mL), CQA (4000 ng/mL) e CQD (15000

ng/mL) de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Precisido e exatidao do método bioanalitico.

Concentragao nominal (ng/mL)
250 1000 4000 15000
Conc. Experimental (ng/mL) 254,5 886,9 3609,8 13430,2

intra-dia Precisao (%) 7,5 6,6 4,6 5,6
Exatidao (%) 101,8 88,7 90,2 89,5
n 5 5 5 5
Conc. Experimental (ng/mL) 243,1 9586 38359,6 13086,6

inter-dia Preciséo (%) 11,9 7,8 7,7 6,6
Exatidao (%) 97,2 95,9 96,5 87,2
n 15 15 15 15

CV %= coeficiente de variagao [(desvio padrao/média) x 100]

Exatiddo % = [concentragdo experimental / concentragdo nominal) x 100]

Os resultados da Tabela 2 encontram-se todos dentro dos limites de precisao
(CV<15%) e exatidao (85-115%) propostos pelos guias de validagdo de métodos
bioanaliticos. Isso permite o uso confiavel do método validado para os estudos de

quantificacdo do analito em amostras de plasma.

1-2.2.4 Recuperagao

Os resultados de recuperacao para o LAPDESF-SCDO03 podem ser vistos na

Tabela 3. A recuperagao nao possui critérios de aceitagcao, no entanto, recuperagoes
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préximas de 100% sdo desejaveis. Assim, de acordo com esses resultados o

método pode ser considerado de alta recuperagao.

Tabela 3. Recuperagao do LAPDESF-SCDO03.
250 ng/mL 4000 ng/mL

Recuperacéao
(%) 105,1 94,2
CV (%) 10,9/4,8 3,7/1,5

CV %= CV de trés replicatas extraido / CV de trés replicatas ndo extraidas.

1-2.2.5 Estabilidade de armazenamento

O ensaio de estabilidade de armazenamento em plasma contido na validagao

do método bioanalitico, tem a funcdo de determinar em que condicdes as amostras

que serao quantificadas podem ser estocadas. Portanto, apés a coleta de uma

amostra ela deve ser armazenada em uma condigdo que tenha sido avaliada neste

ensaio. A Tabela 4 apresenta os resultados dos ensaios de estabilidade de

LAPDESF-SCDO03 em plasma, ja realizados. Ainda, mostra ensaio que devem ser

realizados, e cuja condicdo de armazenamento sera evitada até que o seja.

Tabela 4. Estabilidade de LAPDESF-SCDO03.

-20 8h PP 14h 10°C CD CCD -20°C LD -20°C

250 ng/mL
N 3 5 3 3 3
CV (%) 5,2 8,9 0,6 FC 8,0
Exatidao (%) 108,5 93,2 86,8 95,4
4000 ng/mL
N 3 5 3 3 3
CV (%) 6,9 9,1 4.1 FC 5,1
Exatidao (%) 97,1 93,6 87,9 109,6

CV %= Coeficiente de variacdo. -20 8h: amostras congeladas a -20°C por 8 horas; PP 14h 10°C:

amostras reinjetadas apés 14 horas de armazenamento a 10°C; CD: estabilidade de curta duragao,

15 minutos na bancada; CCD -20°C: estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento a

-20°C; LD -20°C: estabilidade de longa duragéo a -20°C por 35 dias; FC: falhou no critério.
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Um analito é considerado estavel quando ndo se observa desvio maior que
15% do valor obtido nas amostras recém-preparadas. Assim, o LAPDESF-SCDO03 foi

estavel nas condicbes avaliadas.

1-3. Conclusao e Perspectivas

Os métodos analitico e bioanalitico foram completamente validados e seus
limites de confiangca determinados. Em caso de necessidade futura, o método
bioanalitico pode alcangar maior sensibilidade utilizando-se procedimentos de
preparo de amostra que permitam a concentragdo da amostra, como extragdes do
tipo liquido-liquido ou extragbes em fase sélida, com secagem e reconstituigdo do
extrato em volume menor que o volume de plasma utilizado na extracdo. Essas
opgdes, principalmente a extracdo em fase solida, tém ainda o potencial para
aumentar a seletividade. Por fim, podem ser utilizados os sistemas de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas propiciando a melhora de sensibilidade

e a especificidade inerentes a essa técnica.

Michel L. de Campos






47

Capitulo 2 — Solubilidade e log P

A solubilidade em agua € uma importante caracteristica fisica e quimica de
cada substancia, assim como seu coeficiente de particdo. Independente da via ou
forma farmacéutica utilizada na administragdo de um farmaco, alguma solubilidade
sera necessaria, seja para absorgao ou para agado farmacologica. Substancias com
solubilidade menor que 10 mg/mL podem ser erratica, incompleta ou lentamente
absorvidas (Allen, Popovich e Ansel, 2005).

A medida de solubilidade dos novos farmacos na fase de descoberta
aumentou expressivamente nos anos 90 devido a seu papel nos processos de
absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo, e toxicidade (ADMET). Em seguida,
foi reconhecido o impacto da solubilidade em varios experimentos chaves da fase de
descoberta de farmacos (Kerns, Di e Carter, 2008), além de um aumento na parcela
de compostos pouco soluveis entrando na fase de desenvolvimento clinico
(Curatolo, 1998; Avdeef, Berger e Brownell, 2000; Lipinski, 2000; Van De
Waterbeemd et al., 2001; Di, Kerns e Carter, 2009).

A falta de solubilidade suficiente pode afetar os resultados dos ensaios
realizados nas fases iniciais de desenvolvimento e a capacidade para conseguir
exposicoes relevantes para eficacia e toxicidade em animais. Ainda, esse aspecto
afetara o desenvolvimento farmacotécnico, aumentando os esforgos necessarios
para obtengao de formulagdes do farmaco (Chen et al., 2006). A maior preocupagao
na ocasiao da falta de solubilidade é o risco de absorcao reduzida e variavel apos a
administracao oral (Williams et al., 2013).

Deve sempre ser considerado que nao ha um unico valor de solubilidade, pois
€ determinada pelas energias das interagdes das moléculas do soluto entre si, das
moléculas do solvente entre si, e do soluto com o solvente. Assim, condicdes como
pH, solvente, co-solvente, aditivos, tempo do experimento e temperatura podem
afetar essas interagdes e, portanto, a solubilidade (Kerns, Di e Carter, 2008).

No decorrer do processo de desenvolvimento de farmacos, a solubilidade
pode ser avaliada mais de uma vez. Ha dois tipos de medi¢des de solubilidade: a
cinética e a termodinamica (Locatelli et al., 2012). Em todo caso, ambos os tipos de
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medicdes necessitam de um método de determinacdo da concentracdo do analito
como HPLC (Saal e Petereit, 2012).

A solubilidade cinética consiste de submeter o farmaco ja dissolvido até o
ponto em que o solvente o expulse da solugdo. Essa medi¢ao é feita com o soluto ja
molecularmente disperso em um solvente como o dimetil-sulfoxido, sendo em
seguida adicionada gradualmente a agua (ou meio em que se quer determinar a
solubilidade) até que ocorra precipitagao, ou seja o ponto em que o solvente nao
mais pode solvatar o soluto (Bhattachar, Deschenes e Wesley, 2006; Locatelli et al.,
2012; Saal e Petereit, 2012).

A solubilidade termodinamica consiste basicamente da capacidade do
composto de ser molécula a molécula dispersado no solvente a partir da forma
soélida. Isso € alcancado pela adicdo do solido ao solvente de escolha, agua para
obter a solubilidade em agua, até atingir a saturagéo, agitagdo por tempo suficiente
para o sistema alcancgar o equilibrio (24-72 horas) e quantificacdo da concentragao
livre do excesso ndo dissolvido (Bhattachar, Deschenes e Wesley, 2006; Locatelli et
al., 2012; Saal e Petereit, 2012).

A solubilidade €& afetada por varios mecanismos, como a lipofilicidade,
ligacbes de hidrogénio com o solvente, ligagdes de hidrogénio intramoleculares, e
ionizagdo. Devido a essa natureza multi-mecanistica da solubilidade aquosa, a sua
obtengdo com base na estrutura quimica em modelos de predicdo € muito dificil.
Valores de solubilidade aquosa, geralmente funcionam em um intervalo estreito
apenas para compostos neutros e dentro de uma gama de compostos
estruturalmente semelhantes (Lipinski, 2000).

Na Tabela 5 esta apresentada a classificacao de solubilidade de acordo com

a farmacopeia brasileira e a conversao para valores de concentracao.

Tabela 5. Classificagao de solubilidade.

Solvente Termo descritivo Concentragao
Muito soluvel menos de 1 parte >1.000 mg/mL
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes 100-1.000 mg/mL
Soluvel De 10 a 30 partes 33-100 mg/mL
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes 10-33 mg/mL
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes 1-10 mg/mL
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes  0,1-1 mg/mL
Praticamente insolivel Mais de 10000 partes <0,1 mg/mL

Adaptado da Farmacopeia brasileira (Anvisa, 2010)
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Outra propriedade fisico-quimica importante dos novos farmacos é
lipofilicidade, a qual é expressa pelo coeficiente de particdo (log P), uma medida da
distribuicdo do farmaco em um sistema lipofilico-hidrofilico (Van De Waterbeemd e
Gifford, 2003; Allen, Popovich e Ansel, 2005; Locatelli et al., 2012).

Alguns trabalhos um pouco mais antigos desenvolveram varios calculos de
correlagdo entre a solubilidade em agua e o log P, junto com suas limitagdes e, as
vezes usando outros parametros para melhorar essa correlacdo (Mackay et al.,
1980; Miller et al., 1985; Isnard e Lambert, 1989). Apesar disso, essas duas
propriedades sao muito distintas em suas aplicagcbes no desenvolvimento de
farmacos. Nao se deve, portanto, confundir um log P baixo com alta solubilidade em
agua ou vice-versa. Uma substancia pode ter um log P em torno de 1, por exemplo,
sendo altamente soluvel em agua, basta que entre agua e 1-octanol, ela tenha 10
vezes mais afinidade pelo octanol.

Contudo, em uma série de derivados estruturalmente relacionados, pode se
supor uma reducdo da solubilidade em agua com o aumento da lipofilicidade
(Curatolo, 1998). Esse aumento tende a aumentar a absorg¢do oral, ligagdo a
proteinas plasmaticas e volume de distribuigcdo, contudo aumenta a vulnerabilidade
ao clearance metabdlico. Apesar do esperado aumento na absorcéo, esse aumento
de lipofilicidade alcanca um ponto em que a absorcdo sera limitada pela baixa
solubilidade em agua. Quanto a eliminagdo, a excregado urinaria diminui
drasticamente com o aumento da lipofilicidade devido a um aumento na importancia
do clearance metabdlico (Van De Waterbeemd, Smith e Jones, 2001).

Os dois principais métodos de determinacédo do coeficiente de particdo sédo o
shake-flask (Organisation for Economic Co-Operation and Development., 1995b) e o
método cromatografico (HPLC) em fase reversa (Organisation for Economic Co-
Operation and Development., 2004). A determinacédo do Log P pode ser feita
satisfatoriamente por ambos (shake-flask e HPLC) que diferem apenas em termos
de metodologia e, em geral, os valores de Log P obtidos para um composto através
da aplicagao destes métodos nao apresentam diferencgas relevantes (Locatelli et al.,
2012).

O desenvolvimento do ensaio de log P foi embasado na observagéo da

necessidade dos farmacos de se difundirem por meios lipofiicos como as
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membranas e meios aquosos como 0 meio intracelular e o meio extracelular até
alcancarem seu local de acdo. Assim foi proposto por Hansch, como uma medida de
lipofilicidade, o coeficiente de particdo P, entre 1-octanol e agua (Hansch, Maloney e
Fujita, 1962; Fujita, Hansch e Iwasa, 1964).

Além do log P, a lipofilicidade pode ser expressa pelo coeficiente de
distribuicdo (log D), no qual a agua € substituida por tampéo 7,4 ou 6,5 no método
experimental. Enquanto o calculo de log P por meio de softwares tem aumentado
devido a sua rapidez e certa seguranga no resultado, os programas capazes de
calcular o log D ainda s&o escassos (Van De Waterbeemd e Gifford, 2003).

Com a boa correlagdo nos valores de log P calculados por softwares, e outros
descritores (propriedades estruturais ou fisico-quimicas de uma molécula ou de
parte de uma molécula) foi estabelecida a regra dos 5, na qual conclui-se que os
farmacos tem maior probabilidade de terem uma absorcio limitada quando a massa
molar é maior que 500 Da, o log P € maior que 5, o numero de doadores de ligagao
de hidrogénio € maior que 5, e o0 numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio &
maior que 10 (atomos de nitrogénio e oxigénio). Essa regra deve ser vista como um
indicador qualitativo de absor¢ao ou permeabilidade e ndo quantitativo (Lipinski et
al., 1997; Van De Waterbeemd et al., 2001; Van De Waterbeemd e Gifford, 2003).

Assim, um composto deve ser soluvel e ainda ter uma certa lipofilicidade para
facilitar sua passagem de ambientes aquosos, como o trato gastrintestinal, o
sangue, e o fluido extracelular, para tecidos e células. Essa propriedade esta
envolvida em muitos eventos ligados a farmacocinética, como quando se observa
uma diminuicdo da estabilidade metabdlica em fracdes de células hepaticas
conforme ha um aumento do log P (Tsaioun e Kates, 2011).

Neste capitulo serdo abordados os experimentos realizados com o objetivo de
alcancar maior conhecimento quanto a essas propriedades fisico-quimicas do
LAPDESF-SCDO03, como solubilidade e log P.
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2-1. Material e métodos

2-1.1 Reagentes, farmacos e solventes

O LAPDESF-SCDO03 foi obtido no laboratério de pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos (LAPDESF) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP
de Araraquara. A agua ultrapura foi obtida por sistema Milli-Q (Millipore®). Outros
reagentes, farmacos e solventes, incluiram:

e Cloreto de potassio, QEL;

e Acido cloridrico, Vetec;

e Fosfato de potassio, Synth;

e Hidréxido de sddio, Audaz;

e Acetato de sddio, J.T.Baker;

e Acido acético, Quemis;

e Isoniazida, Lanza Pharmaceuticals;
e Butanona, Panreac;

¢ Acetanilida, Panreac;

e Fenobarbital, Sigma-Aldrich;

¢ Nifedipino, Lanza pharmaceuticals;
e Benzeno, Merck;

e Probenecida, ICN Biomedicals;

e Diazepam, Sigma-Aldrich;

e Clorobenzeno, Panreac;

e Timol, Merck;

2-1.2 Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento, Ethiktechnology;

e Banho ultrassénico, Ultrasonic Cleaner 2840DA, odontobras;
e Vortex AP56, Phoenix;

e Centrifuga Sorval Biofuge, Thermo scientific;

¢ Mini-centrifuga, Gilson;
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2-1.3 Correlatos

Filtro de seringa de PVDF, poro de 0,22um, Flowsupply;
Filtro de seringa de PTFE, poro de 0,22um, Flowsupply;

2-1.4 Softwares

Chemdraw® Ultra v. 8.0, CambridgeSoft Corporation;
ALOGPS v. 2.1, VCCLAB;
Prism 5, GraphPad®;

2-1.5 Solubilidade em agua e tampoes (1,2; 4,5 e 7,4)

A solubilidade em agua e tampdes foi determinada com base nos métodos

descritos no Guideline 105 (1995a) da OECD (Organisation for Economic Co-

operation and Development) e na publicacdo de Talluri e colaboradores (2009),

considerando-se resultados de ensaios de estabilidade em agua e tampdes (pH 1,2,

4,5 e 7,4) (Capitulo 3 - Ensaios in vitro).

O estudo de solubilidade em agua do LAPDESF-SCDO03 foi realizado em agua

ultrapura (sistema Milli-Q) com pH 6,5. Abaixo se encontram as variagdes dos

procedimentos realizados, todos em triplicata.

Ensaio agua 1 — Saturagdo de 1 mL de agua com LAPDESF-SCDO03, por 15
minutos de banho ultrassénico seguido de 24 horas de agitagdo em vortex
(26,5 £1 °C), com subsequente centrifugacado por 13000 x g por 15 minutos e
filtracdo do sobrenadante por filtro de seringa de PVDF com poro de 0,22 um;

Ensaio agua 2 — Saturagao de 1 mL de agua com LAPDESF-SCDO03, por 30
minutos de banho ultrassénico seguido de 24 horas de agitacdo em vértex
(26,7 0,8 °C), com subsequente centrifugagdo em 2150 x g por 5 minutos e
filtracdo do sobrenadante por filtro de seringa de PTFE com poro de 0,22 pm,;

Ensaio agua 3 — Saturagdo de 1 mL de agua com LAPDESF-SCDO03, por 30
minutos de banho ultrassénico seguido de 24 horas de agitagdo em vortex
(26,7 0,8 °C) e nova adicédo de LAPDESF-SCDO03 com 10 minutos adicionais

de banho-ultrassénico, subsequente centrifugacdo em 2150 x g por 5 minutos
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e filtragdo do sobrenadante por filtro de seringa de PTFE com poro de 0,22
Mm;

Ensaio agua 4 — Cerca de 5 mg de LAPDESF-SCDO03 foram adicionados a
0,5 mL de agua. Na sequencia permaneceu em banho ultrassénico por 5
minutos, seguido de 1 minuto em voértex. A mistura foi centrifugada a 2150 x g
por 5 minutos e 250 pL foram retirados para a filtragédo em filtro de seringa de
PTFE com poro de 0,22 pm;

O estudo de solubilidade em solugdes tampéao (1,2; 4,5 e 7,4) do LAPDESF-

SCDO03 foi realizado com os tampdes de Clark-Lubs (pH 1,2), fosfato de potassio-

hidroxido de sédio (pH 7,4) e o tampao acido acético-acetato (pH 4,5) , preparados

como segue.

Tampao de Clark-Lubs: Foi preparada uma soluc¢ao de cloreto de potassio na
concentracio de 0,2 M e uma solugao de acido cloridrico na concentragao de
0,2 M. Em seguida 100 mL da solucédo de cloreto de potassio recebeu a
solucao de acido cloridrico até alcancar o pH desejado de 1,2;

Tampao fosfato monopotassico-hidroxido de soédio: Foi preparada uma
solucao de fosfato monopotassico na concentragao de 0,1 M e uma solugao
de hidroxido de sodio na concentragdo de 0,1 M. Em seguida 100 mL da
solucédo de fosfato monopotassico recebeu a solugdo de hidroxido de sédio
até alcancar o pH desejado de 7,4;

Tampao de &cido acético-acetato: foi preparada uma solugao de acetato de
sdédio na concentracdo de 2 M e uma solugao de acido acético concentragao
de 2 M. Em seguida 100 mL da solugdo de acetato de sddio recebeu ca

solugéo de acido acético até alcancar o pH desejado de 4,5;

Cerca de 5 mg de LAPDESF-SCDO03 foram adicionados a 0,5 mL de cada

tampao. Na sequencia, a mistura permaneceu em banho ultrassénico por 5 minutos,

seguidos de 1 minuto de agitagdo. A mistura foi centrifugada a 2150 x g por 5

minutos e 250 uL foram retirados para a filtragao em filtro de seringa de PTFE com

poro de 0,22 um. Todas as solugdes filtradas foram analisadas pelo método analitico

do Capitulo 1.
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2-1.6 LogP

O log P previsto do SCD-03 foi determinado pelos software ChemDraw® Ultra
8.0 e ALOGPS 2.1, cujos resultados foram 2,02 e 1,92, respectivamente. A partir
desses resultados foi realizada a determinagdo experimental por método
cromatografico.

O sistema cromatografico consistiu de um UPLC Acquity® com detector UV-
Visivel. A separacgao foi feita por uma coluna BEH 2,1x50mm, 1,7um com pré-coluna
BEH 2,1x5mm, 1,7um, mantida a uma temperatura de 30° C. A fase movel foi
Metanol:Acido férmico 0,1% (70:30) pH 4 e vazdo de 0,4 mL/min. O volume de
injecao foi de 5uL.

O ensaio foi realizado com base no Guideline 117 (2004) da OECD e para a
construgéo da curva foram selecionadas substéancias cuja curva de log k (log do fator
de capacidade) versus o log P compreendesse o log P previsto para o LAPDESF-
SCDO03 (Tabela 6).

Tabela 6. Substancias utilizadas na curva para a determinagao do log P do LAPDESF-SCD03.

Substancia LogP

Isoniazida -0,8
Butanona 0,3
Acetanilida 1
fenobarbital 1,47
Nifedipina 2
Benzeno 2,1
Probenecida 2,3
diazepam 2,7
Clorobenzeno 2,8
Timol 3,3

O fator de capacidade k, ou razao de distribuicdo das massas, € determinado
dividindo-se a diferenga entre o tempo de retencdo do composto e o tempo morto
pelo préprio tempo morto. O tempo morto por sua vez é definido como o tempo de
deteccdo de uma substancia n&o retida na coluna, ou pode ser aproximado pelas

dimensdes da coluna de acordo com a Equacéo 1.
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05XmTXr?xC
v

to =
Equacgéao 1
Onde r é o raio interno da coluna em mm, C é o comprimento da coluna
(somado a pré-coluna se houver) e v € a vazao do sistema em pL/mL.
Assim o log k de cada substéncia da Tabela 1 foi calculado e plotado em
funcdo de seu log P para construcdo da equacgao de regressao linear que foi
utilizada para o calculo do log P do LAPDESF-SCDO3.

2-2. Resultados e discussao

2-2.1 Solubilidade em agua e tampoes (1,2; 4,5 e 7,4)

Os resultados de solubilidade sao apresentados na Tabela 7, abaixo. Em
geral nota-se que houve um coeficiente de variagcdo demasiado alto em alguns dos
ensaios.

Tabela 7. Ensaios de solubilidade (tampao ou agua) nas diferentes condigbes avaliadas

Ensaios de Solubilidade Média (ng/mL) CV %

agua 1 1133,3 18,4
agua 2 1413,4 18,3
agua 3 2351,5 3,7
agua 4 868,7 30,3
pH 1,2 354,2 24,7
pH 4,5 1236,1 7,5
pH 7,4 596,2 24,8

A descrigao detalhada de cada experimento esta no item 4.2.3

O ensaio de solubilidade em agua que levou a maior solubilidade foi o numero
3, onde houve saturagcdo de 1 mL de agua com LAPDESF-SCDO03, banho
ultrassénico por 30 minutos, 24 horas de agitagdo em vértex e nova adicao de
LAPDESF-SCDO03 com 10 minutos adicionais de banho ultrassdnico. Esse ensaio
teve a finalidade de corrigir uma possivel degradacdo do farmaco nos ensaios de
numero 1 e 2, ja que nesses houve longo periodo de agitagdo ou banho
ultrassénico. Quanto a diferenca em relagdo ao ensaio numero 4, ha a probabilidade
de que o tempo em banho ultrassdnico e agitagao tenha sido insuficiente. Portanto,

dentre os ensaios realizados, o ensaio de numero 3 € o que melhor parece
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balancear o equilibrio da solubilidade e potencial degradagao aquosa do farmaco em
24 horas.

Os ensaios em tampao, apesar de nao respeitarem um periodo de tempo
razoavel em banho e agitagdo, permitem observar que a solubilidade do farmaco é
maior em pH 4,5. O curto periodo de tempo utilizado no ensaio foi em funcdo da
baixa estabilidade do composto em pH 7,4 e do desconhecimento de sua
estabilidade em pH 4,5.

A partir desse resultado podemos inferir que o farmaco na forma cristalina
avaliada é praticamente insoluvel. Isso podera leva-lo a uma baixa solubilidade no
trato gastrintestinal, levando a uma absorgdo erratica ou incompleta quando
administrado pela via oral (Van De Waterbeemd et al, 2001). Uma
biodisponibilidade oral reduzida, se o composto for administrado sem utilizacdo de

modificadores de solubilidade, podera ser observada (Fasinu et al., 2011).

2-22LogP

A partir do log P previsto do LAPDESF-SCDO03, determinado pelos softwares
ChemDraw® Ultra 8.0 e ALOGPS 2.1, cujos resultados foram 2,02 e 1,92,
respectivamente, foram selecionadas as substancias cuja curva do log k versus o log
P compreendesse esses valores.

A curva de linearidade dessas substancias em ftriplicata permitiu o calculo da
equagao y=0,2576x — 0,2362 e coeficiente de correlagao, r = 0,98 (Figura 7). O log k
do LAPDESF-SCDO03 foi determinado a partir de seu tempo de retencdo e

interpolado na curva de linearidade de log k versus log P.

1.0+

Log k

Log P

Figura 7. Linearidade de Log k versus Log P das substancias selecionadas
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O log P experimental alcangado foi de 2,61+0,1, portanto os métodos
calculados do software ChemDraw® Ultra 8.0 e ALOGPS 2.1 tiveram um desvio do
valor experimental de -22,3 % e -26,2 %, respectivamente.

Esse log P observado de 2,6, além da massa molar de 298 Da, menos que 5
doadores de ligagdes de hidrogénio (nenhum NH ou OH) e menos que 10 aceptores
de hidrogénio (7 O e N) aumentam as chances da molécula ter uma absorgéo ou

permeabilidade viavel (Lipinski et al., 2001).

2-3. Conclusao e Perspectivas

Se por um lado o log P obtido categoriza o farmaco para uma boa absorgéo e
permeabilidade, por outro lado, a solubilidade podera ser um fator limitante a
observacado de uma biodisponibilidade completa. Assim o planejamento do estudo
incluiu a administracdo de uma suspensao pela via oral em ratos.

Abordagens farmacotécnicas podem ser capazes de melhorar a solubilidade
do farmaco. Um ensaio realizado utilizando poloxamer 407 em dispersao solida e
mistura fisica levou a uma melhora de 15 vezes na solubilidade do farmaco em
agua, mostrando um potencial de melhora desta propriedade (Apéndice A).

Modificagdes moleculares como a latenciagdo, gerando um pro-farmaco mais

soluvel que a molécula matriz, também pode ser uma alternativa.
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Capitulo 3 - Ensaios in vitro

A avaliagao de propriedades do farmaco candidato através de ensaios in vitro
permite a aquisicdo de uma série de informagdes que podem fundamentar o
planejamento e a interpretagdo dos ensaios in vivo.

A estabilidade quimica é uma das mais importantes propriedades de farmacos
candidatos, tendo grande influéncia na fase da descoberta e desenvolvimento, ja
que uma biodisponibilidade reduzida pode ser resultado da instabilidade do
composto no local de administragao, cujo mecanismo de degradagdo mais comum &
a hidrdlise. (Cannazza et al., 2014).

Informacgdes sobre a estabilidade de uma substéncia ativa ou novo farmaco
sao necessarias ja nos estagios iniciais de seu desenvolvimento e obter
prematuramente uma vasta base de informagbes pode evitar equivocos nas
interpretacdes de resultados e situagdes inesperadas na sequencia do trabalho de
desenvolvimento (Berglund, Bystrom e Persson, 1990; Cannazza et al., 2014). O
objetivo dos estudos de estabilidade nessa fase & obter uma visdo geral da
estabilidade do farmaco em diversas situacbes de importancia farmacéutica e
identificar suscetibilidades que possam afetar o desenvolvimento do farmaco (Chen
et al., 2006).

A deteccdo e identificagcdo de picos de provaveis produtos de degradacao
equivalentes a 1/1000 do pico do farmaco testado deveria ser alcangada em um
ensaio ideal, contudo esta pratica € de dificil execu¢dao nas fases iniciais e de
descoberta de farmacos. A elucidacdo dos mecanismos de degradagéao € outro fator
que, apesar de poder guiar a solugado de problemas relacionados a estabilidade e
planejamento de estratégias para melhorar a estabilidade, nem sempre s&o
praticaveis na fase de descoberta (Gilard et al., 1999; Chen et al., 2006).

A avaliacdo da estabilidade permite um maior entendimento do
comportamento do farmaco diante das caracteristicas fisiolégicas sob as quais sera
submetido e também o desenvolvimento de formas farmacéuticas adequadas. No
que se refere a estabilidade pH dependente, ela pode ser avaliada a 37°C, com base
na temperatura corporal, em pHs de 1 a 9 por periodo entre 1 e 9 dias (Chen et al.,

2006). De acordo com Di (2009) a maioria dos compostos tende a ser mais estavel
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em pH neutro, enquanto outros sdo mais estaveis em condigdes acidas ou basicas.
Os perfis de estabilidade sob condi¢cdes de pH controladas podem ter varias formas,
dependendo da estabilidade de certos grupos funcionais sob agéo catalitica basica
ou acida (Di e Kerns, 2009).

A tendéncia é a instabilidade ocorrer em compostos com grupos funcionais
suscetiveis. Os mecanismos de decomposicdo mais comum incluem a hidrdlise, a
hidratacdo, a oxidagdo, a ciclizagdo intramolecular, a fotdlise e a racemizacgao.
Muitas substancias com carbonilas eletrofilicas sado suscetiveis a hidrolise como
ésteres, lactonas, amidas, e lactamas (Di e Kerns, 2009).

Quase todos os farmacos estdo sujeitos a algum nivel de instabilidade em
solugcdes aquosas. A consequéncia mais comum € a perda na poténcia, contudo
produtos de degradacdo com acdes prejudiciais podem ser formados, como reacgdes
alérgicas que muitas vezes sao devido a um produto de degradagcéo e ndo ao
farmaco matriz (Loukas, Vraka e Gregoriadis, 1998).

Os estudos de estabilidade ou hidrélise, por vezes focam-se no calculo da
constante de hidrélise (Moeker e Thiem, 2012; Wang et al., 2013; Salmani et al.,
2014; See et al., 2014), que permite a comparagao das constantes em diferentes
condicbes. Em outros avalia-se o decaimento percentual do farmaco matriz em
funcado do tempo e usando o tempo zero como ponto de referéncia (Radford et al.,
1991; Chung et al., 2009).

Os resultados observados no trabalho de Radford (1991) alertam ainda para a
instabilidade que pode ocorrer com o aumento de temperatura para um farmaco que
se mostrou estavel a temperatura ambiente. Isso € importante visto que uma pratica
comum nos experimentos com farmacos € o uso de aquecimento para facilitar a
dissolucdo antes da administracdo em um modelo animal, resultando em
observacdes que tem o efeito de produtos de degradacédo térmica e ndo apenas do
farmaco matriz.

Os ensaios de estabilidade ganham ainda mais importancia quando se trata
de pro-farmacos, cuja labilidade é uma premissa por definicdo. Se o objetivo for
apenas melhorar aspectos como a solubilidade ou absorgao, sua ativacido rapida
pode nao ser um problema. Nesse caso o ensaio de estabilidade dara indicios da

viabilidade do planejamento, pois pode ser observada se a formagcao da molécula
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matriz estd em acordo com a decomposicdo do farmaco ou se pode haver a
formacgao de produtos inesperados (Teitelbaum et al., 2013)

Em contrapartida, uma das aplicagdes da abordagem de pro-farmacos é a
melhora da estabilidade, sendo esta uma estratégia que pode ser muito efetiva em
resolver problemas néo s6 de estabilidade, como de solubilidade, permeabilidade e
outros que afetam a biodisponibilidade de farmacos (Chen et al., 2006).

Além da avaliac&do da estabilidade quimica — solugdes e tampdes aquosos —
deve ser avaliada também a estabilidade em plasma. Apos estabilidade em tampdes
(pH 1,2 e 7,4) e uma rapida taxa de converséo hidrolitica em plasma, ambos em
condicbes similares pode-se inferir que a suscetibilidade a acado enzimatica é
independente da reatividade intrinseca do composto em avaliagdo (Dhingra et al.,
2014).

Farmacos que séao instaveis em plasma tendem a ter um clearance elevado,
meia-vida curta, e fraca eficiéncia in vivo. Se o nivel de instabilidade for muito
grande, isso podera afetar inclusive o método bioanalitico, ja que a degradagao
continuara entre o momento da coleta e o da analise, a ndo ser que medidas de
armazenamento validadas sejam aplicadas, desde o congelamento até o uso de
inibidores enzimaticos(Di et al., 2005).

A presenga de metabdlitos resultantes de hidrolise plasmatica complica e
desacelera o processo de desenvolvimento do farmaco, levando as companhias
farmacéuticas a desistirem do desenvolvimento de compostos que apresentem
degradagao plasmatica excessivamente rapida, exceto por pré-farmacos, antedrugs
e outros casos especiais (Di et al., 2005).

O ensaio de estabilidade em plasma pode ser realizado como uma forma
menos dispendiosa de encontrar e avaliar as chances de diferencas
farmacocinéticas especificas entre os ensaios pré-clinicos e em humanos. No
trabalho de (Ge et al.,, 2013), os decaimentos das concentracbes do analito no
ensaio de estabilidade em plasma humano e de rato ndo ficaram muito distantes,
meias-vidas de 23,5 h e 31,8 h, enquanto em plasma suino a meia-vida foi de 83,1
h, indicando alguma peculiaridade para o ultimo.

Em uma série com dois ou mais derivados, esse tipo de ensaio pode mostrar

quem é o mais estavel em plasma de um mesmo modelo animal levando a um
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parametro de decisdo na continuidade do desenvolvimento, como no trabalho de
Kumarasinghe (2014), onde o peptideo ciclico 9 com meia-vida de quase 60 minutos
foi mais estavel que o peptideo linear 7, com meia-vida inferior a 15 minutos.

Os ensaios em plasma sao uteis ao ceder o primeiro indicativo do nivel de
acerto na abordagem de pro-farmacos, seja para caracteristicas de administragdo do
farmaco, as quais exigem uma rapida bioconversdo ou de manutengdo das
concentragdes, onde a estabilidade em plasma sera mais apreciada, pois indica uma
bioconversdo mais lenta in vivo (Ettmayer et al., 2004; Chung et al., 2009).

Existe ainda a facilidade e robustez da incubagdo em plasma, cuja atividade
enzimatica se mantém mesmo apds 24 horas do inicio da incubagao a 37°C, aceita
uma extensa faixa de concentracado do analito sem perder a atividade (até 20 uM ou
6 pg/mL para um composto de 300 Da), que também se mantém mesmo apos
diluicdo 1:1 em tampao pH 7,4 e contendo até 2,5% de DMSO, na necessidade
deste solvente para dissolugcao do farmaco (Di et al., 2005)

A suscetibilidade a hidrdlise plasmatica esta relacionada a presenga de certos
grupos funcionais, como ésteres, amidas, lactonas, lactamas, carbamidas e
sulfonamidas. Devido a diferencas interespécies, o screening dessa estabilidade em
plasma de modelos animais mais relevantes propicia informag¢des uteis aos grupos
de desenvolvimento e descoberta, permitindo-os modificar estruturas, diagnosticar
resultados de ensaios in vitro e in vivo, e aumentar a qualidade de desenvolvimento
dos candidatos (Di et al., 2005).

Farmacos que apresentem estabilidade quimica, quando forem instaveis em
plasma, permitem assumir que a agado enzimatica é a causa da degradacgao.
Todavia, se houver degradacdo no ensaio de estabilidade quimica, isso nao
determina o nivel de instabilidade em plasma, ja que outros fatores estarao
envolvidos. Um desses fatores € a ligagao a proteinas plasmaticas, ja que o farmaco
precisa estar livre para ser sujeito a agao enzimatica do plasma.

A fracao de farmaco ligado no plasma é determinada pela interacdo entre
cada farmaco e as proteinas plasmaticas, representadas principalmente pela
albumina, onde tipicamente se ligam compostos acidos. A concentragdo de albumina
tanto em humanos quanto em ratos Wistar é cerca de 4g/dL ou 0,6 mmol/L (Ccac,

1993; Rang e Dale, 2012). Sua capacidade de ligagdo é de 1,2 mmol/L (ou 1,2
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pmol/mL) devido a seus dois sitios de ligagdo por molécula (Rang e Dale, 2012).
Para um farmaco de 300 Da, a concentragdo necessaria para se ligar a 100% da
albumina disponivel seria de 360 pg/mL, o que é bem acima de concentragdes
terapéuticas usuais.

A outra proteina de importancia na taxa de ligagdo de farmacos é ay-
glicoproteina acida, cuja concentracdo esta em torno de 0,016 pmol/mL
(Berezhkovskiy, 2008). Se considerado o mesmo farmaco de 300 Da, a
concentracdo necessaria para se ligar a toda aj-glicoproteina acida seria de 4,8
ug/mL, um valor mais proximo de concentracbes terapéuticas comumente
observadas. Contudo, os compostos basicos apesar de se ligarem mais a ay-
glicoproteina acida, frequentemente também se ligam a albumina (Berezhkovskiy,
2008; Zhang et al., 2012).

Entre os métodos frequentemente publicados, a ultrafiltracdo, a dialise de
equilibrio e a centrifugagdo sdo os métodos mais usados para determinagdo da
fragdo livre em plasma (Berezhkovskiy, 2008; Howard et al., 2010). Sdo métodos
que quantificam diretamente o farmaco livre, baseando-se no peso molecular ou na
densidade (Vuignier et al., 2010).

A ultracentrifugacdo se fundamenta na aplicagdo de elevadas forgas
gravitacionais (625.000 x g) para separar o farmaco livre do farmaco ligado. O
farmaco ligado, devido a densidade maior das proteinas, se deposita no fundo do
recipiente, enquanto o farmaco livre pode ser quantificado na fase intermediaria,
abaixo de lipoproteinas de baixa densidade e quilomicrons que ficam na superficie.
Contudo, limitagdes como dificuldade na separagao ideal das fragdes ligada e nao
ligada, longo periodo de centrifugagdo necessario, € uma mudanca do equilibrio
durante o processo de centrifugagcao, tornam essa técnica desvantajosa em relagao
a ultrafiltracao e a dialise de equilibrio (Howard et al., 2010; Zhang et al., 2012).

A dialise de equilibrio parte do principio de equilibrio do farmaco entre dois
continentes separados por uma membrana, a qual permite a difusdo apenas do
farmaco livre, assim a concentragao do farmaco livre sera a mesma em ambos os
lados no equilibrio (Berezhkovskiy, 2008). Entre suas desvantagens estdo a
mudanga em condi¢cbes de equilibrio iniciais, ligagcado inespecifica, mudangas de

volume, e vazamento de proteina pela membrana (Howard et al., 2010). E o método
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mais padronizado, “padrdo ouro”, contudo pode ser problematico para farmacos
instaveis devido ao tempo necessario para o equilibrio (Zhang et al., 2012).

A ultrafiltracdo usa a centrifugagdo para filtrar o plasma através de uma
membrana que retém as proteinas e separa a agua de plasma onde esta o farmaco
livre (Berezhkovskiy, 2008). Sua principal vantagem é a rapidez em comparagéo
com o método mais utilizado que é a didlise em equilibrio e, diferente do
previamente estabelecido, coletando um volume menor que 10% do total no lado
filtrado, ndo havera perturbag¢ao do equilibrio inicial. Sua maior limitagao é a ligagao
inespecifica a membrana de filtracdo ou a camera receptora, levando a uma
subestimacao dos valores de concentragao livre do farmaco (Howard et al., 2010).
Porém, é o adequado para farmacos instaveis (Zhang et al., 2012) e o mais
frequentemente utilizado em laboratorios clinicos (Calvo et al., 2006).

Nos estagios iniciais de desenvolvimento, a medicdo da fragdo ligada em uma
concentracdo alta e outra baixa, em torno das concentragcbes esperadas no plasma
€ suficiente (Berezhkovskiy, 2008). O efeito da concentragdao livre pode ser
correlacionado com a eficacia em modelos pré-clinicos e ser usada na extrapolagao
da eficacia através das espécies pré-clinicas até o humano. Obviamente a fragao
livre € requerida para suportar a estimativa consistente do clearance hepatico a
partir do clearance hepatico intrinseco obtido em incubagdes in vitro (Berezhkovskiy,
2008).

A cinética da ligacao a proteinas nao deve ser considerada na maioria dos casos, ja
que o equilibrio ocorre muito mais rapido que os processos farmacocinéticos
(Berezhkovskiy, 2008).

A ligagao a proteinas plasmaticas tem influencia significativa na taxa de difusdo dos
farmacos entre o plasma e os tecidos influenciando, portanto, o clearance e o
volume de distribuicdo. O efeito da ligagdo a proteinas plasmaticas no clearance é
dependente da rota majoritaria de clearance do farmaco e da taxa de extragao
hepatica do farmaco, no caso de farmacos eliminados hepaticamente (Bohnert e
Gan, 2013). As definicdes e mais detalhes dos parametros clearance e volume de

distribuicao estao apresentados no
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Capitulo 4.

Da mesma forma que a fracdo livre de farmaco é importante na extrapolagao
do clearance hepatico intrinseco para o clearance hepatico in vivo, em farmacos
com baixa taxa de extragdo hepatica, mudangas no valor da fragao livre vao alterar o
clearance hepatico, como na Equacéo 2
Equacgao 2

Clhep = fu X Clint

em que Clyep € 0 clearance hepatico, f, € a fragéo livre e Clir; € 0 clearance
intrinseco.

Isso ndo ocorre com farmacos de alta taxa de extracdo onde o clearance
hepatico € aproximadamente igual ao fluxo sanguineo para o figado, portanto
mudancas na fragao livre ndo alteram o clearance (Bohnert e Gan, 2013).

Nos farmacos com eliminacdo preponderantemente renal, a depuragao por
mecanismos de filtragdo glomerular ou secrecédo ativa sdo dependentes da fragao
livre, desde que apenas o farmaco ndo ligado pode ser excretado por esses
processos (Bohnert e Gan, 2013).

O volume de distribuicdo reflete a extensao da distribuicdo do farmaco e é
determinado pela ligacdo do farmaco a proteinas no plasma e nos tecidos. Como
pode ser observado na Equacdo 3, o volume de distribuicdo € diretamente
proporcional a fracdo livre no plasma, enquanto a fracdo livre no tecido é

inversamente proporcional ao volume de distribuigao.
Equacgao 3

fu
fu,T

onde Vg € 0 volume de distribuicdo, Vp € 0 volume de plasma, V1 € o volume do

Vs =Vp +Vr

tecido, f, € a fragdo livre no plasma, e f,t é a fragdo livre no tecido. Entretanto,
mudancas na fracao livre no plasma nem sempre refletem mudancas da fracao livre
no tecido, tornando dificil estimar com exatiddo como as mudancgas da fracao livre
no plasma e no tecido vao afetar o V¢ (Rowland e Tozer, 2011).

Assumindo que tanto o clearance quanto o volume de distribuicdo sao
parcialmente afetados pela mudanca na taxa de ligagao a proteinas plasmaticas, os
dois parametros determinantes da meia-vida, fica clara a importancia de investigar a

fracao livre nas fases iniciais do desenvolvimento, permitindo incorporar a
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concentragao livre na discussao das relagées de concentragao e eficacia (Bohnert e
Gan, 2013).

Quanto maior a taxa de ligagao a proteinas plasmaticas, maior sera o impacto
de uma mudanga no percentual de farmaco ligado na flutuagdo da concentracao
livre, a qual esta relacionada com o efeito, ndo apenas farmacoldgico, mas também
toxico, sendo esta uma razdo para evitar altas taxa de ligagdo durante a fase de
desenvolvimento (Bohnert e Gan, 2013). Note pela Figura 8 como um aumento de
2% na taxa de ligagdo de dois farmacos com diferentes taxas de ligacéo levou a
uma reducao de 3 vezes na concentracdo livre de um dos farmacos, que pode
resultar em perda de eficacia, enquanto houve uma reducdo de apenas 10 % na

concentracao livre do outro farmaco.

Cp,e= 2,7 ng/mL

80% 0,20

Cpye= 3 ng/mL

78% 0,22

Cpya=13,6 ng/mL Cp.,=13,6 ng/mL

Figura 8. Representacido do impacto na concentragao livre de uma mudancga de 2% na taxa de

ligacdo a proteinas plasmaticas e dois farmacos com diferentes taxas de ligagao.

Entretanto, algumas vezes, mesmo para um farmaco altamente ligado, as
alteragdes da fracdo livre podem ndo levar a mudangas consideraveis no efeito
terapéutico. O propofol € um farmaco altamente ligado (99%) e apesar de sua fragao
livre se alterar na diabetes, na insuficiéncia renal, na insuficiéncia hepatica e em
pacientes internados estado de critico, apenas em alguns casos a farmacocinética
ou a resposta foram afetadas (Calvo et al., 2006).

A relagao entre a concentragao livre de farmaco e a eficacia € mais facil de
ser estabelecida para alvos farmacoldgicos no espago extracelular (canais ibnicos,
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receptores acoplados a proteina G), ja que a permeabilidade celular e transporte
ativo n&o estéo implicados. No caso onde os receptores alvos estdo dentro da célula
(enzimas e receptores nucleares) as correlagdes entre a concentragao no plasma e
a eficacia in vivo se tornam mais complexas de serem estabelecidas (Smith, Di e
Kerns, 2010; Bohnert e Gan, 2013).

Contudo n&o deve ser assumido que reduzir a ligagao a proteinas plasmaticas
nas fases de desenvolvimento de farmacos para aumentar a fragao livre ira garantir
a otimizacao da eficacia in vivo. Modificar as estruturas para aumentar a fragao livre
com base em estudos in vitro de ligagao a proteinas plasmaticas acreditando que
isso resultara em aumento da concentragao livre in vivo ndo assegura eficacia. Isso
ocorre por que a fragao livre ndo limita a penetragdo do farmaco nos tecidos e nem
afeta concentragao livre ou exposicao, os quais determinam a eficacia (Smith, Di e
Kerns, 2010; Bohnert e Gan, 2013). Farmacos que formam metabdlitos ativos nao
obedecem a hipétese de que a atividade farmacoldgica é afetada pela concentragao
do farmaco livre, nesses casos a correlagao pode ser complexa (Smith, Di e Kerns,
2010)

Aumentar a fragao livre in vivo leva a um aumento no clearance total (exceto
farmacos onde ocorre depuracao irrestrita ou perfusao limitada, que sdo imunes a
mudanga na fragdo livre do farmaco) e diminui a exposi¢ado total, mas ndo a
exposicao ao farmaco livre, que conduz a eficacia (Smith, Di e Kerns, 2010; Bohnert
e Gan, 2013). O zamifenacin e darifenacin, antagonistas antimuscarinicos, tem
poténcia semelhante, mas suas fragdes livres tem uma diferenca de 300 vezes.
Apesar dessa diferenca na fracdo livre desses farmacos, a dose diaria de
zamifenacin (fracao livre de 0,02%) € apenas duas vezes maior que a dose diaria do
darifenacin (fragao livre de 6%), ambos levando a uma resposta farmacodinamica
similar. Isso reflete a afinidade pelo receptor e o clearance intrinseco e nado sua
diferenca de taxa de ligacéo a proteinas plasmaticas (Smith, Di e Kerns, 2010).

Nao existe um valor 6timo de taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas que
garanta o sucesso de uma série de derivados, na verdade esses valores podem ser
bem diferentes para cada série, mesmo que tenham o mesmo alvo. Apenas em caso

de substancias com poténcia e perfil farmacocinético similar, deve-se dar preferéncia
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aos compostos com menor taxa de ligacao a proteinas plasmaticas (Bohnert e Gan,
2013).

Em caso de avaliagdo de um composto individual como candidato ao
desenvolvimento clinico, o uso da exposigao total para aplicacao das relagdes
farmacocinéticas e farmacodinamicas é bem sucedida ou se os compostos da série
de derivados tiverem taxa de ligagéo a proteinas plasmaticas semelhantes. Contudo
se o0 objetivo € a comparagdo de compostos com estruturas distintas, essa
abordagem nao ¢é a ideal, ja que as fragdes livres poderao ser diversas (Smith, Di e
Kerns, 2010).

Neste capitulo serdo abordados experimentos realizados in vitro para avaliar
aspectos especificos como hidrolise em agua e tampdes, hidrélise plasmatica, além
de um ensaio para determinacdo da taxa de ligacao a proteinas plasmaticas do
LAPDESF-SCDQ3.

3-1. Material e métodos

3-1.1 Reagentes, farmacos e solventes

O LAPDESF-SCDO03 foi obtido no laboratério de pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos (LAPDESF) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP
de Araraquara. A agua ultrapura foi obtida por sistema Milli-Q (Millipore®). Outros
reagentes, farmacos e solventes, incluiram:

e Cloreto de potassio, QEL,;
e Acido cloridrico, Vetec;

e Fosfato de potassio, Synth;
e Hidréxido de sédio, Audaz;

e Acetato de sédio, J.T.Baker;

3-1.2 Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento, Ethiktechnology;
e Centrifuga Sorval Biofuge, Thermo scientific;

e Banho-maria 1147, Fanem;
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3-1.3 Correlatos

¢ Dispositivo de ultrafiltragao centriprep-30, Millipore®;

e Dispositivo de ultrafiltragdo Centrifree Ultracel 30K, Millipore®

3-1.4 Softwares

e Prism 5, GraphPad®;

3-1.5 Estabilidade em agua e tampdes (pH 1,2 e 7,4)

A estabilidade do composto foi realizada em triplicata com base no estudo
publicado por Chung e colaboradores (2009), incluindo-se ensaios de estabilidade
em agua sem correcao de pH. Para estabilidade em agua foi utilizada agua ultrapura
(sistema Milli-Q) com pH 6,5. Enquanto para a estabilidade em tampdes foi utilizado
o tampao de Clark-Lubs (pH 1,2) o tampao fosfato de potassio-hidroxido de sodio
(pH 7,4), preparados como descrito no item 2-1.5 Solubilidade em agua e tampdes
(1,2; 4,5 e 7,4) no capitulo 2.

As solugdes foram adicionadas de LAPDESF-SCDO03 para uma concentragao
final de 1500 ng/mL a partir da solugdo matriz em acetonitrila. Aliquotas de 500 uL
de cada solucao foram coletadas nos tempos 0, 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24
horas, e analisadas pelo método analitico validado. Trés experimentos foram feitos
sob agitagcao (agitador magnético) e controle de temperatura (manta aquecedora,
37°C) com agua, tampao pH 1,2 e tampao pH 7,4. Além desses, foram realizados
ainda experimentos em agua, sem aquecimento (temperatura ambiente, 25°C) e

sem agitacao sob resfriamento (geladeira a cerca de 5,0 °C).

3-1.6 Determinacao da estabilidade de LAPDESF-SCD03 em plasma

O ensaio foi realizado em ftriplicata em plasma de rato e em plasma humano.
O plasma isento de analito foi adicionado de solugao estoque de LAPDESF-SCDO03
suficiente para produzir uma concentragao nominal em plasma de 1500 ng/mL. Essa

mistura foi mantida em agitacao, por agitador magnético, e temperatura de 37°C, por
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manta aquecedora, constantes até o fim do experimento. Nos tempos de 0, 5, 15,
30, 45, 60 e 75 minutos aliquotas de 0,1 mL foram coletadas e analisadas para

determinar se o farmaco é suscetivel ao metabolismo em plasma.

3-1.7 Determinacgao da taxa de ligagao proteinas plasmaticas

Para esse ensaio foi considerado o resultado do ensaio de estabilidade em
plasma, ja que ha a necessidade de submeter o analito a um tempo de incubagao
onde pode haver acédo das enzimas plasmaticas sobre o composto.

O plasma foi adicionado de quantidades conhecidas de LAPDESF-SCDO03
para produzir concentragcbes nominais de 4000 ng/mL e 15000 ng/mL. Essas

amostras foram incubadas em banho-maria por 15 minutos a 37° C.

3-1.7.1 Experimento sem corregao da ligacao inespecifica

Em cada replicata uma aliquota de 0,1 mL foi coletada para a analise (concentracido total no
(concentragdo total no plasma) e o restante foi transferido para tubos de separagcao de
de proteinas (CENTRIPREP-30, Millipore®) e centrifugados por 15 minutos a 4000 x g na
g na temperatura de 37°C. Apos a centrifugacgao, 0,1 mL do filtrado foi analisado (concentragao
(concentragao de farmaco livre no plasma). A taxa de ligagdo a proteinas plasmaticas (%) foi

plasmaticas (%) foi calculada através da aplicagao da

Equacao 4

Equaciao 4
Taxa de Ligagdo (%) = (1 — Fu) x 100

onde, Fu é a fracdo nao ligada do farmaco (do inglés unbound fraction). Fu, por sua
vez, é determinado como a divisdo da concentragcéo do farmaco no filtrado (ou livre)

pela concentragao total do farmaco no plasma (Park et al., 2003).

3-1.7.2 Experimento com correc¢ao da ligagao inespecifica

Primeiramente foi determinado o valor da ligagdo nao especifica (NSB,
nonspecific binding). Para essa determinacdo foi realizada a dissolucédo da

substancia em plasma desprovido de proteinas com peso molecular maior que 30
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KDa. Em seguida a substancia foi quantificada antes e apds ser filtrada através da
membrana (Centrifree Ultracel 30K, Millipore®) que seria utilizada no ensaio de

ligacao a proteinas plasmaticas. NSB foi determinado de acordo com a Equacgéao 5
Equacao 5
NSB = Cep — Cpr
Cpp

onde, NSB denota a ligagao inespecifica, Cgp a concentragado de farmaco no
plasma desprovido de proteinas e Cgr a concentragcdo de farmaco em agua de
plasma no filtrado.

Em seguida, uma aliquota de 0,05 mL foi coletada da amostra que estava incubada em
incubada em banho-maria para a analise (concentragdao total no plasma) e o restante foi
foi transferido para tubos de separagao de proteinas (Centrifree Ultracel 30K, Millipore®) e
Millipore®) e centrifugados por 10 minutos a 1315 x g. Apdés a centrifugacido, 0,05 mL do
mL do filtrado foi analisado (concentragdo de farmaco livre no plasma). A taxa de ligagao a

ligacdo a proteinas plasmaticas foi calculada através da aplicagao da

Equacgao 6 seguida da
Equacao 4.

Equacgao 6

— CSF
(1 — NSB)Csp,

Fu
onde, Fu é a fracdo nao ligada do farmaco, Csr a concentragdo de farmaco no
filtrado ap6s ultrafiltracao do farmaco no plasma, NSB ¢é ligacdo nao especifica e Cgp

a concentragao de farmaco no plasma (Zhang et al., 2012).

3-2. Resultados e discussao
3-2.1 Estabilidade em agua e tampoes (1,2 e 7,4)

O LAPDESF-SCDO03 foi quantificado em tempos determinados a partir de
aliquotas retiradas das condigbes avaliadas em triplicata: agua (37°C com agitagéo,
temperatura ambiente com agitagdo e refrigerado sem agitagdo) tampao pH 1,2 e
tampado pH 7,4. A quantificacdo dessas amostras pelo método analitico validado

permitiu construir o grafico de estabilidade apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Estabilidade de LAPDESF-SCD03 em solugdes (1500 ng/mL). * p<0,05 em relagdo ao
tempo 0 (ANOVA para medidas repetidas, seguido de tukey).

No pH de 1,2 o farmaco foi estavel por 6 horas, apresentando
desaparecimento estatisticamente significativo (p<0,05) apenas a partir do tempo 8
horas. No pH 7,4 o LAPDESF-SCDO03 teve desaparecimento estatisticamente
significativo (p<0,05) a cada tempo de analise em relagao ao anterior. Além disso foi
possivel calcular a constante de decaimento das concentragbes que obedeceu uma
cinética de primeira ordem, cujo resultado foi 0,3210£0,0513 (média £ 1C95) horas.
O ensaio em agua a temperatura ambiente mostrou perfil semelhante ao do pH 1,2,
contudo o desaparecimento, estatisticamente significativo (p<0,05), em relacdo ao
tempo zero teve inicio em 4 horas. Neste ensaio, para cada tempo em relagéo ao
anterior houve diferenca apenas em 6 e 24 horas, em relacdo a 4 e 12,
respectivamente.

No estudo de estabilidade em agua (pH 6,5) na temperatura a 37°C, houve
diferenga estatisticamente significativa no tempo 12 horas. Ja no ensaio onde o
farmaco em agua foi mantido em geladeira ( 5,0 C ) por 24 horas, mas sem

agitacdo, ndo houve degradacgao significativa.

3-2.2 Estabilidade de LAPDESF-SCDO03 em plasma

O ensaio de estabilidade em plasma foi realizado para mimetizar a acao das
enzimas plasmaticas, proveniente do sangue circulante, sobre o farmaco. A Figura
10 mostra a estabilidade plasmatica do composto sob agitacdo e temperatura de
37°C.
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Figura 10. Estabilidade de LAPDESF-SCD03 em plasma (1500 ng/mL). * p<0,05 em relagédo ao
tempo 0 (ANOVA para medidas repetidas, seguido de tukey).

Houve diferenca estatisticamente significativa para cada tempo em relagao ao
anterior a partir de 15 minutos para o plasma de rato. A diferenca nao foi
demonstrada apenas no ultimo tempo de cada experimento, devido a numero
insuficiente de replicatas. No ensaio em plasma humano houve diferenca
estatisticamente significativa a partir de 5 minutos em relagéo ao tempo anterior. E
possivel inferir que o farmaco em sua forma matriz estad suscetivel a
biotransformacgao plasmatica in vivo.

Foi comparada, ainda, a inclinacdo de decaimento dos dois experimentos.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa (p>0,05 teste de Mann Whitney)
na comparagao das constantes de decaimento em plasma humano (0,03267 *
0,01434 min™") e em plasma de rato (0,05767 + 0,02387 min™'). Ambas as constantes

foram determinadas a partir de uma equacao de decaimento monoexponencial.

3-2.3 Taxa de ligagao a proteinas plasmaticas

O método mais utilizado para obter valores de ligacao a proteinas plasmaticas
€ a dialise em equilibrio, contudo sua principal limitagédo é a necessidade gue de o
farmaco teste ser estavel. Como observado previamente, o LAPDESF-SCDO03 possui
uma estabilidade plasmatica bastante limitada, levando a necessidade de se aplicar
o meétodo alternativo de obtencdo da ligacdo a proteinas a plasmaticas, a
ultrafiltracdo. Assim, os ensaios foram realizados pelo método de ultrafiltracado, que é
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o ideal para farmacos com estabilidade em plasma insuficiente para a realizagado dos
outros métodos disponiveis (Zhang et al., 2012).

A Tabela 8 apresenta os resultados dos experimentos realizados com a
finalidade de obter a taxa de ligagdo a proteinas plasmaticas para o LAPDESF-

SCDO03. Esse resultado ficou muito semelhante ao obtido in silico (Anexo ).

Tabela 8. Taxas de Ligagao a proteinas plasmaticas obtidas por meio de dois experimentos

% ligagao a proteinas

Experimento 1 Experimento 2
4000 ng/mL 15000 ng/mL 4000 ng/mL 15000 ng/mL
1 91,0 98,6 88,6 71,9
2 91,9 98,7 88,5 75,0
3 89,3 98,8
média 90,7 98,7 88,6 73,4
CV% 1,4 0,1 0,1 3,0

CV %= coeficiente de variagéo; A descricdo detalhada de cada experimento esta no item 4.2.7

Ambos os ensaios realizados demonstraram que o novo farmaco tem uma
elevada taxa ligagao a proteinas plasmaticas (média total de 87,9%), apesar do

restrito tempo de incubacéo.

3-3. Conclusao e Perspectivas

A estabilidade em pH 1,2 por 6 horas ndo deve ser um problema para a
absorcao oral no que se refere ao pH gastrico. Por outro lado o decaimento muito
mais acentuado no pH 7,4 infere uma suscetibilidade do farmaco quando estiver em
pH fisioldgico, como o sanguineo.

No ensaio de estabilidade em plasma nao houve diferenga na constante de
decaimento das concentragdes entre o plasma dos dois modelos animais testados.
Além disso, o decaimento mais acentuado que o observado no ensaio em tampao
de pH 7,4 sugere que ha metabolismo enzimatico, apesar de haver uma alta taxa de
ligacao a proteinas plasmaticas, que poderia amenizar a degradagao ocorrida em pH

7,4 e a atividade enzimatica.
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Capitulo 4 - Ensaios in vivo

ApOs a administragdo de um farmaco, os eventos que se seguem podem ser
divididos em duas fases: a fase farmacocinética, onde os elementos flexiveis dose,
forma farmacéutica, frequéncia e via de administracdo estdo relacionados a
concentracdo do farmaco no corpo em fungao do tempo, e a fase farmacodinamica,
na qual as concentragdes do farmaco no local de agdo se relacionam com a

magnitude do efeito farmacolégico (Rowland e Tozer, 1995).

Farmacocinética Farmacodinamica

Dose concentragéo | local ,
Frequéncia plasmatica |de agdo efeitos

e e e ——

Figura 11. Regime de dose como um feedback do efeito através da farmacocinética. Adaptado
de Rowland e Tozer (1995).

A Figura 11 ressalta a importancia da farmacocinética como ponto de ajuste
de um farmaco que pretenda levar a um efeito clinico, mesmo que o farmaco tenha a
capacidade de se ligar a seu alvo terapéutico e produzir o efeito, € necessario que
ele alcance esse lugar em uma determinada quantidade e por um tempo suficiente.
Essa relagédo entre a concentracdo no organismo e o tempo que permanecerao em
certo nivel é traduzida pela farmacocinética na dose e frequéncia de administracao
do medicamento.

A farmacocinética € o estudo do curso temporal do farmaco no organismo, o
qual permite o calculo dos parametros farmacocinéticos, e incorpora os processos
de absorgao, distribuicdo, metabolismo, e excre¢do. (Smith, Waterbeemd e Walker,
2001). Assim, pode-se defini-la também como a “analise quantitativa dos processos
de absorgao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de um farmaco que determinam

0 seu tempo de ag¢ao” (Peccinini e Campos, 2015).
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No caminho da descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, as
propriedades farmacocinéticas foram e continuam sendo uma raz&o significativa
para a falha dos candidatos ao avango como alternativas terapéuticas para o homem
(Van De Waterbeemd e Gifford, 2003).

Comparada ao inicio dos anos 90, quando a farmacocinética era uma
ferramenta descritiva como parte da caracterizacdo dos compostos por parte dos
grupos de descoberta e desenvolvimento de farmacos nas companhias
farmacéuticas, houve um grande avanco no reconhecimento da necessidade da
farmacocinética como parte imprescindivel do planejamento das moléculas (Di et al.,
2013), ja que mesmo que o farmaco tenha a capacidade de provocar o efeito em seu
alvo, € necessario também que ele chegue a esse alvo, permanega produzindo seu
efeito por um tempo, e seja eliminado.

A farmacocinética passou a ser avaliada o quanto antes no desenvolvimento
de farmacos, sendo suas propriedades utilizadas para aperfeicoamento simultaneo
dos processos ADME e da poténcia farmacologica (Di et al., 2013). A Figura 12
mostra como a inclusdo da farmacocinética como uma ferramenta de planejamento
ao invés de apenas ser utilizada para a caracterizagdo dos novos candidatos reduziu
o percentual de compostos que falharam no decorrer do desenvolvimento por

problemas farmacocinéticos em mais de 30% (Kola e Landis, 2004).
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Figura 12. Causas de falha no desenvolvimento de farmacos entre 1991 e 2000 nas

companhias farmacéuticas. Adaptado de Kola e Landis (2004).
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Seria extremo concordar com Fan e Lannoy (2014) ao considerarem que para
testar um composto, especialmente uma nova entidade quimica, in vivo sem o
conhecimento de suas propriedades farmacocinéticas — mesmo a um nivel
rudimentar — pode ser um exercicio de futilidade. Contudo ha evidencias de que
avaliar o perfil farmacocinético antes no processo de desenvolvimento de farmacos
pode aumentar a chance de alcance das fases Il e Ill de ensaios clinicos (Kola e
Landis, 2004).

Entre os modelamentos farmacocinéticos, apesar do crescimento dos
modelos farmacocinéticos fisiologicamente baseados, que permitem uma integragao
de dados obtidos in vitro com dados obtidos in vivo, a analise farmacocinética
compartimental continua sendo muito utilizada, principalmente em funcdo de sua
complexidade reduzida.

Nessa abordagem o movimento do farmaco no organismo € interpretado na
forma de compartimentos. Um modelo monocompartimental emerge da curva de
concentracédo pelo tempo em que apenas uma reta de decaimento € observada no
grafico de cinética de primeira ordem, o que significa que o farmaco se distribuiu
para todos os locais em que poderia se distribuir em uma unica velocidade. Ja os
perfis de concentragdo plasmatica pelo tempo em que duas retas sdo observadas
sao melhor interpretados pelo modelo bibompartimental, indicando que durante a
distribuicdo do farmaco pelo organismo, ele encontrou tecidos onde pode se
distribuir, mas sua entrada (equilibrio) é regida por uma constante de distribuicdo
que limita seus acesso instantaneo.

Um perfil farmacocinético (in vivo) € fundamentalmente influenciado por 4
processos, e sao eles absorcado, distribuigdo, metabolismo, e excregao, por vezes
agrupados pela sigla ADME (Figura 13). Esses processos sao distintos, embora
estejam inter-relacionados em varios aspectos enquanto ocorrem entre
administracao e a eliminacao (Fan e De Lannoy, 2014).

A absorcdo é um processo necessario na administragdo extravascular de
farmacos para que alcancem a circulagdo. Entre as vias de administracéo
extravasculares, a via oral € a mais utilizada (Han et al., 2010). Rowland e Tozer
(1995) definem a absorgdo como o processo pelo qual o farmaco (inalterado) passa

do local de administrac&o para o local em que ocorre sua medi¢ao no corpo, o que &
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uma definicdo melhor da fracdo biodisponivel, ja que o local de medicdo € a

circulacao sistémica e ndo a veia porta.

Distribuicao

Absorcao

vV

Excrecao

Metabolismo

Figura 13. Representagao da presenc¢a dos processos ADME na disposi¢dao do farmaco.

Antes que o farmaco seja absorvido € necessaria sua dissolugao no fluido do
trato gastrintestinal. Farmacos em solugéo ja estdo prontos para iniciar o processo
de absorcdo, enquanto formas sdélidas como comprimidos, que precisam se
desintegrar para iniciar a dissolugado, e suspensdes que ainda precisam ficar em
solugéo, precisardao de mais tempo (Han et al., 2010).

Uma dissolucdo incompleta pode resultar em fraca absorgcdo e por
conseguinte a uma baixa biodisponibilidade oral. Apds estar em solugdo no fluido
gastrintestinal o farmaco precisa resistir a degradagéo nesse meio (Benedetti et al.,
2009). O farmaco agora em solugao, precisa entdao passar por pelo menos duas
membranas celulares da barreira epitelial que separa o lumen gastrintestinal da
circulacao mesentérica do estdmago, intestinos ou colon, sendo o intestino delgado
o principal local de absor¢do. Durante essa travessia o farmaco pode ser
metabolizado por enzimas metabolizadoras de fase | e fase Il, além de proteinas de
transporte como a P-glicoproteina que pode forgcar o retorno do farmaco ao lumen.
Ao alcancar de forma intacta a circulacdo mesentérica, o farmaco pode ser
considerado absorvido (Craig e Stitzel, 2004; Han et al., 2010; Rang e Dale, 2012).

Antes de chegar a circulagao sistémica, o farmaco pode ainda ser extraido do
sangue pela agao metabdlica do figado e subsequente excregéo biliar, ja que sua

“‘porta” de entrada apds passar pelas barreiras previamente descritas € a veia porta
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hepatica, destino de convergéncia da circulagdo mesentérica. Esse processo de
extracdo do farmaco que se aplica a todo o farmaco absorvido por esta via é
chamado de efeito de primeira passagem (Benedetti et al., 2009). Embora seja um
processo de metabolismo, o efeito de primeira passagem €, geralmente, levantado
na analise do processo de absorgcédo, 0 que se encaixa na definicdo supracitada de
absorcéo segundo Rowland e Tozer (1995).

Para a administracao oral durante os ensaios de farmacocinética pré-clinica é
muito util formular os compostos em solugdo para eliminar as dificuldades
relacionadas a dissolugdo. Entretanto, a maioria dos candidatos nessa fase de
desenvolvimento € de baixa solubilidade, impossibilitando a solugdo como uma
formulacéo viavel, especialmente se for necessario administrar doses elevadas. Uma
abordagem comum neste caso € a veiculagdo do farmaco em uma suspensao
contendo um polimero para auxiliar na suspensdo e homogeneidade, como a
metilcelulose, e um surfactante para auxiliar a molhagem e na dispersdo das
particulas, como o Tween 80 (Neervannan, 2006; Li e Zhao, 2007).

Uma vantagem das suspensodes frente as solugdes é capacidade de veicular
altas doses (Li e Zhao, 2007). Contudo, altas doses em suspenséo frequentemente
tém problemas de estabilidade fisica, tais como alta viscosidade e agregagéo,
levando a dificuldades na administragdo, dispersdo heterogénica, inconsisténcia na
concentracao, e assim, variacdo na dose (Neervannan, 2006; Li e Zhao, 2007). No
entanto o uso das suspensdes proporciona uma resposta mais realistica do futuro
uso oral por meio de formas sodlidas, que séo a forma farmacéutica mais comum (Li e
Zhao, 2007).

Apesar de ter um processo de absorgdao similar, a administragdo oral das
suspensdes nos ensaios pré-clinicos € por meio da gavagem, a qual consiste da
introdugéo do farmaco formulado diretamente no estémago por meio de uma agulha
de gavagem ou um tubo (Li e Zhao, 2007).

A absorgao, como processo fundamental da farmacocinética, é caracterizada
pelos parametros, concentragdo maxima (Cmax), tempo de ocorréncia do Cmax
(tmax), @ area sob a curva (ASC), e por extensao dessa ultima, a biodisponibilidade
oral (Foral) (Benedetti et al., 2009; Han et al., 2010).
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Uma vez que o farmaco resiste ao efeito de primeira passagem, ele chega a
veia hepatica e torna-se biodisponivel para os outros processos, como a distribuicio.
A distribuicdo é o processo pelo qual o farmaco € transportado pela circulagéo
sanguinea, permitindo alcancar outros tecidos e 6rgaos para os quais ele pode (ou
nao) se mover bidirecionalmente regido por uma constante de distribuicdo ou
livremente (Rowland e Tozer, 1995; Benedetti et al., 2009; Han et al., 2010).

O conceito de retorno do farmaco para o sangue como principal aspecto
determinante da distribuicdo é explicado por Rowland e Tozer (1995) no seguinte
exemplo de um farmaco que seja suscetivel ao ciclo entero-hepatico: O farmaco
pode sair da corrente sanguinea, ser armazenado na vesicula biliar e em seguida
excretado para transitar no intestino delgado e ser reabsorvido para circulagéo.
Nessa situacgao, o ciclo € considerando um componente de distribuigdo e ndo uma
via de eliminagédo (Rowland e Tozer, 1995).

O parametro farmacocinético relacionado a distribuicido é o volume de
distribuicdo ou volume de distribuicao aparente (Vq4). O V4 € 0 volume aparente que
seria necessario para conter todo farmaco do organismo na concentragao observada
no plasma (Peccinini e Campos, 2015). Assim, o V4 € uma constante de
proporcionalidade entre a quantidade de farmaco no corpo e a concentracédo aferida
no plasma. A interpretagdo fisioldgica do V4 € possivel, mas requer recorrer a
modelos envolvendo a ligagdo a proteinas e tecidos (Toutain e Bousquet-Melou,
2004).

Cpemt=0
/ Dose
V. =
° Cp,
Dose « ASMC,
Vo=—""——7"—"7—=CL*MRT
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/7 /Cp no pseudo-equilibrio
/ /I '\ RN CL Dose
/ : N V=—=—
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Administragéao IV
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Figura 14. Volumes de distribuicdo. Adaptado de Smith (2015) e Toutain (2004).

Mais de um volume de distribuicdo pode ser calculado de acordo com a
disposicdo do farmaco (Figura 14). O volume inicial (V.) reflete a distribuicdo
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aparente do farmaco logo apdés administragdo intravenosa desde que o farmaco se
distribua a todos os seus locais de distribuigdo instantaneamente, ou seja, em um
modelo monocompartimental (Toutain e Bousquet-Melou, 2004).

O volume de distribuicao terminal (V) é calculado pela area sob a curva e
pode ser calculado tanto em modelo mococompartimental, quanto em casos onde o
modelo bicompartimental foi o que melhor se adaptou aos dados. Em ambos os
casos, assume-se um pseudoequilibrio, pois durante o decaimento das
concentragbes plasmaticas, ha uma redugdo suave na concentragao extravascular.
Ou seja, ha um equilibrio relativo entre as concentragdes plasmaticas e teciduais,
mas nao um equilibrio absoluto ja que estdo direcionadas ao decaimento. Outra
forma de analisar o V., mas exclusiva ao modelo bicompartimental é sua tempo-
dependéncia. Devido a menor velocidade de acesso do farmaco ao segundo
compartimento, o V. imediatamente apds a administragao IV bolus se expande em
funcdo do tempo até se tornar o valor maximo V, (Toutain e Bousquet-Melou, 2004).

O volume de distribuicdo no estado de equilibrio (Vss) € um volume de
distribuicdo clearance independente, que assume um equilibrio absoluto do farmaco
distribuido. Portanto, o Vs € uma constante de proporcionalidade entre a
concentracdo plasmatica no estado de equilibrio e a quantidade de farmaco no
corpo em condi¢des de equilibrio (taxa de entrada igual a taxa de saida do farmaco).
Pode ser obtido pelos momentos estatisticos, que relaciona a dose intravenosa, o
quadrado da area sob a curva, e area sob o momento da curva (Toutain e Bousquet-
Melou, 2004).

Para os farmacos cuja distribuicdo ocorre imediatamente, sem nenhum
reflexo no perfil de decaimento das concentragdes plasmaticas, situagao
caracteristica ao modelo monocompartimento, os trés volumes de distribuicao terdo
valores similares (Toutain e Bousquet-Melou, 2004).

No desenvolvimento de candidatos a farmaco, o Vs € o volume de
distribuicdo mais frequentemente calculado, por estar relacionado a concentragdes
em estado de equilibrio, que € o modelo no qual a maioria dos farmacos é
desenvolvido. (Smith et al., 2015).

Modificagcdes moleculares estruturais podem ser aplicadas para aumentar ou

diminuir o Vs enquanto mantem o clearance, mas o caminho para alcancar esse
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objetivo pode ser bastante complexo, necessitando de planejamento e estratégias
bem direcionadas. A principal abordagem para modulagcdo de Vg € o controle dos
grupos funcionais basicos e da lipofilicidade, de um modo que n&o altere o clearance
intrinseco livre (Smith et al., 2015).

Eventualmente, a distribuicdo também pode desempenhar papel na resposta
farmacolégica, embora deva ficar claro que ndo ha necessariamente uma correlagéo
entre um alto volume de distribuicdo e a atividade farmacolégica, apesar de um alto
volume de distribuicdo estar relacionado a extensao de distribuicdo do farmaco
(Benedetti et al., 2009).

Aspectos do volume de distribuicdo relacionados a ligagdo a proteinas
plasmaticas podem ser vistos no Capitulo 3.

Ao passo que ocorre a distribuicdo, ja estda em andamento o processo de
metabolismo (ou biotransformagdo) uma das fases da eliminagcdo. Esse processo
pode ser responsavel pela eliminagdo de um farmaco (Tang, 2003), pela ativagao de
um pro-farmaco (Huttunen et al., 2013), ou ainda, pode ter impacto quase nulo no
perfil farmacocinético, quando o farmaco € eliminado por excregéo renal (Barr et al.,
1995).

O figado é o principal érgdo metabolizador, contudo o metabolismo pode
ocorrer também no trato gastrintestinal, pulmées (Han et al., 2010), rins, e até
mesmo no sangue (Benedetti et al., 2009).

A funcdo do metabolismo é converter uma molécula que atravessa as
membranas biolégicas em uma que seja eliminada, geralmente na urina. Cada
passo metabdlico geralmente reduz a lipofilicidade em relagdo a molécula
predecessora. As reacdes de metabolismo de farmacos sao divididas em duas
categorias gerais: reacdes de fase | e reagcdes de fase Il (Silverman e Holladay,
2014).

As transformacdes de fase | envolvem reagdes que introduzem ou expdem
grupos funcionais, tais como oxidacdo, reducao, carboxilagdo ou hidrolise e sao
frequentemente facilitadas pelas enzimas do citocromo P450. As transformagdes de
fase Il ligam pequenas moléculas endbégenas polares como acido glucurédnico,
sulfato, ou aminoacidos aos farmacos ou aos metabdlitos de resultantes das

transformacgdes de fase | (Silverman e Holladay, 2014).
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O metabolismo pode levar a exposigao sistémica de metabdlitos possuindo a
atividade farmacoldgica desejada em menor ou maior magnitude que o farmaco
matriz. Esses metabdlitos podem também apresentar atividades farmacolégicas
qualitativamente diferentes de seu predecessor. Em alguns casos, torna-se
necessario avaliar ndo apenas a farmacocinética do farmaco matriz, mas também o
perfil farmacocinético dos metabdlitos ativos, para obter uma melhor correlagcao
entre as concentracdes e efeito (Han et al., 2010).

No ambiente do desenvolvimento de novos farmacos, uma recente mudanca
no status quo dos ensaios relacionados a seguranga de metabdlitos levou a
farmacocinética e a analise bioanalitica mais um passo adiante em sua importancia
nas fases iniciais de desenvolvimento. Ficou estabelecido pelo guideline M3(R2) on
non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing
authorisation for pharmaceuticals (Ich, 2009) e também pelo Guidance for industry
Safety Testing of Drug Metabolites (Fda, 2008), entre outras coisas, que seja
demonstrada a seguranga de metabolitos circulantes observados em humanos que
representem 10% ou mais que a exposi¢éo relacionada ao farmaco. Assim, quanto
antes no desenvolvimento de farmacos, esses metabdlitos, caso existam, forem
conhecidos, mais tempo havera para avalia-los realizando os ensaios extras sem
atrasos no projeto de desenvolvimento (Pellegatti, 2012).

A outra face da eliminagao de um farmaco é a excrecao, processo pelo qual
uma substancia é removida do corpo para o ambiente externo. O figado, mas
principalmente os rins sdo os mais importantes 6rgdos excretores, havendo ainda,
uma pequena contribuicdo de outras vias de excre¢cdo, como a expiracdo, suor,
lagrimas, leite, cabelo e unhas (Benedetti et al., 2009)

.Os mecanismos fisiolégicos mais comuns de excrecdo de farmacos sao a
filtragdo glomerular e a secregao tubular, proporcionado pelos rins, e secre¢ao pela
via biliar, realizada no figado (Han et al., 2010).

De forma conjunta, os processos de metabolismo e excrecao representam a
eliminagéo, que é a remocgéo irreversivel do farmaco da circulagao sistémica, ou
seja, indisponivel para causar o efeito farmacoldgico. Isso se limita a cada

substancia individualmente, portanto a presenca de um metabdlito € prova de que o
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farmaco matriz foi eliminado, mesmo que este ainda precise ser excretado (Tsaioun
e Kates, 2011).

O parametro farmacocinético relacionado a eliminacdo € o clearance (Cl),
mais especificamente o clearance plasmatico, que pode ser definido como o volume
de plasma que ¢ livrado do farmaco por unidade de tempo. Como supramencionado,
sdo varios os mecanismos de remogao de farmacos da circulagdo assim, para
remogao hepatica, ha o clearance hepatico (Cly) e para a remogao renal ha o
clearance renal (Cl;). Em geral, exceto se houver evidencia em contrario os outros
mecanismos de clearance podem ser negligenciados. Por conseguinte, o clearance
plasmatico total (ou corporal) € a soma de Cly e Cl; (Toutain e Bousquet-Mélou,
2004).

Apesar de presente em quase 100% das publicacbes que apresentam
estudos de farmacocinética, poucas vezes se observa uma interpretagéo individual
desse parametro, mesmo que isso seja facilmente alcangado por meio do calculo da
taxa de extracdo corporal, permitindo inclusive inferir a magnitude do clearance
obtido no perfil farmacocinético conduzido (Toutain e Bousquet-Mélou, 2004).

Os estudos de estabilidade metabdlica in vitro e a obtengcdo estimada do
clearance intrinseco in vivo permitem um aperfeicoamento racional de propriedades
farmacocinéticas dos candidatos a farmaco, auxiliando no sucesso de seu
desenvolvimento. Entretanto a estimativa do clearance intrinseco in vivo a partir do
clearance intrinseco in vitro ainda tem limitacdes que podem levar a 80 vezes de
diferencga entre o valor estimado e o observado (Chiba, Ishii e Sugiyama, 2009).

As avaliacbes por meio de experimentos in vitro fornecem informacgdes
valiosas para o inicio do planejamento dos estudos in vivo, porém € necessario ter
cautela, pois sdo ensaios conduzidos em ambiente controlado e de complexidade
limitada, diferente do ambiente fisioldégico. Por exemplo, nas fases iniciais do
desenvolvimento de farmacos nao existem informacdes sobre os mecanismos de
biotransformacao dos candidatos a farmacos e sua importancia em relagao a outros
mecanismos de clearance. Somente através dos estudos in vivo os aspectos das
interagbes farmaco-organismo podem ser satisfatoriamente  observados
(Masimirembwa, Bredberg e Andersson, 2003; Singh, 2006). Segundo Singh (2006):
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“a farmacocinética € um importante fator no destino de um farmaco na clinica. Assim
os compostos devem ser submetidos a tantas verificagdes in vivo quanto possivel”.

Além disso, o clearance também ¢é o ponto chave dos métodos de
determinacédo da primeira dose humanos, abordagem necessaria a qualquer
farmaco que pretenda chegar a estudos clinicos de fase I. Como a extrapolagéo
através das espécies animais dos estudos pré-clinicos para estimar o clearance em
humanos, na correlagdo entre os clearances das espécies pré-clinicas e as
respectivas doses administradas, ou na relagao entre a area sob a curva do modelo
animal que apresentou a menor NOAEL (no observed adverse effect level ou dose
de efeito adverso ndo observado) com o clearance estimado em humanos, levando
a dose equivalente em humanos (HED ou human equivalente dose) (Mahmood,
Green e Fisher, 2003).

Por ser o determinante da quantidade e do intervalo de administracdo dos
farmacos no regime de dose, o clearance pode ser considerado o parametro

farmacocinético mais importante, como pode ser observado na Equacgao 7
Equagio 7
Dose  Cl X Cpssgpo
T - F
onde dose é quantidade a ser administrada, 1 (tau) é intervalo de administragdes, Cl

€ o clearance plasmatico, Cpssavo € concentracao efetiva média necessaria para
obter a resposta clinica desejada e F é fracdo biodisponivel de uma dose
administrada por via extravascular (Toutain e Bousquet-Mélou, 2004).

Segundo Toutain e Bousquet-Mélou (2004) a inspe¢dao da Equacdo 7
apresenta a dose mais como uma variavel PK/PD do que um parametro do farmaco,
ja que ¢é influenciado pelo clearance (parametro PK), pela biodisponibilidade
(variavel PK), e por um parametro farmacodinamico (PD), que é a concentragao
alvo, a qual reflete a poténcia do farmaco in vivo.

A dose administrada de um farmaco esta relacionada a sua concentragaéo no
plasma e na biofase, que é sua farmacocinética, e a farmacodinamica liga as
concentracbes observadas ou modeladas com o efeito terapéutico. Desde que o
efeito em fungdo do tempo ndo pode ser modelado per se, sua estimativa na
variagdo de doses e estratégias s6 pode ser realizada na integragdo entre

farmacocinética e farmacodinamica (PK/PD) (Calvo et al., 2006). Na definicao de
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Holford (1995), a farmacocinética € a ciéncia que permite a previsdo da evolugao no
tempo do efeito do farmaco, transformando as concentragées em seu efeito atraves

da faramcodinamica.

Farmacocinética Farmacodinamica

Concentragdo
Efeito

Tempo Concentragéo (log)

~

Tempo

Efeito

Figura 15. Inter-relagdo entre farmacocinética, farmacodinamica e PK/PD. Adaptado de
Meihbohm e Derendorf (1997)

Como a farmacocinética estuda a relagao entre as concentragdes plasmaticas
de farmaco em fung¢ao do tempo e a farmacodinamica estuda a intensidade do efeito
em funcdo da concentragao de farmaco, podemos dizer que o modelamento PK/PD
cria uma ponte de ligagao entre essas areas, frequentemente distintas, permitindo
sua aproximacao para descrever o fendbmeno de efeito em funcdo da variavel
independente tempo (Derendorf e Meibohm, 1999).

No trabalho de Wang e colaboradores (2007) foi validado um protocolo de
avaliacao de um farmaco com atividade inibidora da liberagdo de TNF-a estimulada
por lipopolissacarideo (LPS) em ratos. Esse protocolo correlaciona o efeito redutor
da liberacdo de TNF-a e a farmacocinética do farmaco para obter o modelo PK/PD
proporcionando a integracao da farmacocinética com a poténcia in vivo de farmacos
para os quais se espera essa reposta.

A utilizagdo de LPS como forma de elevar a citocina inflamatéria TNF-a pode
levar a alteragdo de parametros bioquimicos, principalmente hepaticos, como as
enzimas transaminase piruvica (TGP) e transaminase oxalacética (TGO) (Miyoshi et
al., 2011). Isso devido a uma agado mediada pelo préprio TNF-a (Czaja, Xu e Alt,

1995; Morio et al., 2001), portanto é natural supor que uma acéao inibitéria do
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aumento dos niveis de TNF-a pode ter efeito redutor na alteracdo hepatica causada
pelo LPS. Ainda, o oxido nitrico (NO) também pode causar um efeito hepatoprotetor,
que pode ser mediado pela inibicdo de TNF-a (Morio et al., 2001).

Neste capitulo estdo detalhados os experimentos realizados in vivo, mais
precisamente em modelos animais, que incluem o estudo do perfil farmacocinético
do LAPDESF-SCDO03, um estudo de relagdo farmacocinética e farmacodinamica,
aléem de uma avaliagéo preliminar de sua seguranga renal e hepatica, observando
principalmente se o farmaco teste seria capaz de atenuar a alteracdo hepatica

causada pelo LPS.

4-1. Material e métodos
4-1.1 Reagentes, farmacos e solventes

O LAPDESF-SCDO03 foi obtido no laboratério de pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos (LAPDESF) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP
de Araraquara. A agua ultrapura foi obtida por sistema Milli-Q (Millipore®). Outros
reagentes, farmacos e solventes, incluiram:

e Acetonitrila, J. T. Backer;

e Propilenoglicol, Synth;

e Polietilenoglicol 400, Synth;
e N-metil-pirrolidona, Synth;

e Metilcelulose, Sigma-Aldrich;
e Tween 80, Synth.

4-1.2 Equipamentos

¢ Mini-centrifuga, Gilson;
e Banho-maria 1147, Fanem;

e Leitor de placas PowerWave HT, Biotek®;

4-1.3 Correlatos

e Kit Elisa KRC3012, Invitrogen®;
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e Kit transaminase oxalacética (ref. 52), Labtest®;
e Kit transaminase pirtvica (ref. 53), Labtest®;
e Kit creatinina (ref. 35), Labtest®;

e Kit uréia UV liquiform (ref. 104), Labtest®;

4-1.4 Softwares

e Phoenix WinNonlin 6.3, Pharsight®;
e Gen 5 versao 2.0, Biotek®;
e Prism 5, GraphPad®;

4-1.5 Veiculagao da nova molécula

Para o ensaio de farmacocinética, a utilizacdo de um veiculo que permita a
dissolugédo do farmaco € preferencial, exceto no grupo cuja administragao sera pela
via intravenosa, onde uma solugao é imprescindivel. Como observado pelos ensaios
de solubilidade em agua previamente apresentados, uma solugdo em agua pura nao
seria possivel. Na administragdo pela via oral ha a possibilidade de veicular o
farmaco por uma suspensdo, como foi feito no trabalho de Dos Santos e
colaboradores (2011).

Para o grupo da via intravenosa foi utilizada uma mistura de n-metil-
pirrolidona, polietilenoglicol 400 e propilenoglicol na propor¢ao de 10:40:50 (v/v/v),
essa mistura foi selecionada devido a sua capacidade de nao alterar as
concentragcdes de TNF-a (Wang et al., 2007), permitindo a manutengdo do mesmo
veiculo no ensaio de atividade farmacoldgica.

O preparo se iniciou com a mistura dos constituintes do veiculo, seguida da
adicao de 11 mg de farmaco, agitagdo da mistura em vértex por 5 minutos e banho
ultrassonico por 20 minutos sem aquecimento. Em seguida essa mistura foi filtrada
em membrana de PTFE (0,22 um) e quantificada. Para garantir a reprodutibilidade
da solugado, seu preparo foi avaliado em triplicata em dois dias diferentes e nao
consecutivos. O teor aferido da pré-formulagéo foi de 5,2 mg/mL com desvio padrao
relativo de 3,2 %, que foi administrada em 1 mL/kg, levando a dose final de 5,2

mg/kg.
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Na administracéo oral, a pré-formulacédo consistiu de uma suspensao aquosa
com 2% tween 80 e 0,5% metilcelulose. A concentragdo da suspenséao foi de 3,6
mg/mL no ensaio piloto com volume administrado de 5 mL/kg (18 mg/kg), e 30
mg/mL no ensaio final com volume administrado de 10 mL/kg levando a dose

proposta de 300 mg/kg.

4-1.6 Protocolo Experimental

Foram utilizados ratos Wistar, com peso aproximado de 200-250 g,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista-UNESP. Os
animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Principios Ativos
Naturais e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara, onde foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 £ 1°
C), umidade (55 + 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 07h) e com ragao
balanceada e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados na fase de claro. O
protocolo para uso de animais descrito nesse projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara,
protocolo CEUA/FCF/CAr n° 34/2012 com parecer n°® 58/2012 (Anexo Il) e protocolo
CEUA/FCF/CAr n° 06/2014 com parecer n® 11/2014 (Anexo llI).

Como os derivados ftalimidicos sdo resultado de uma hibridagdo, possuem
caracteristicas derivadas tanto da hidroxiuréia quanto da talidomida. A dose minima
em humanos da hidroxiuréia ¢ de 10 mg/kg, que convertida para ratos por
extrapolagdo alométrica resulta em 40,88 mg/kg (537 pmol/kg) (Lanzkron et al.,
2008). A talidomida ndo possui estudo de uso clinico ou pré-clinico na anemia
falciforme, entretanto seu analogo estrutural, pomalidomida foi estudada em
camundongos transgénicos para anemia falciforme, em a dose utilizada foi de 10
mg/kg, que convertida para ratos por extrapolagao alométrica, resulta em 5,94 mg/kg
(21,76 pmol/kg) (Meiler et al., 2011).

Nos ensaios de Dos Santos e colaboradores (2011) foram utilizadas doses de
100 (29,8 mg/kg) e 300 (89,4 mg/kg) pymol/kg em camundongos, de acordo com o
ensaio. Assim, seria utilizada para o ensaio de farmacocinética e de relagao PK/PD
uma dose de 60 pumol/kg (18 mg/kg), resultante da extrapolagao alométrica da dose

de 100 pumol/kg utilizada em camundongos. Contudo, a limitagdo de solubilidade
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levou a reducdo da dose a ser administrada pela via intravenosa para 5,2 mg/kg
(17,4 pmol/kg). Na administragédo pela via oral a dose de 18 mg/kg n&o apresentou
niveis quantificaveis em estudo piloto, sendo em seguida elevada para 300 mg/kg.

A avaliagao preliminar de seguranca foi realizada nos animais que receberam
administragdo do farmaco na dose de 300 mg/kg, mesmo grupo do ensaio de
relacdo PK/PD pela via oral, contudo as amostras para essa avaliacdo foram
coletadas 24 horas ap6s administracdo do farmaco (Miyoshi et al., 2011). Os grupos
estao detalhados nos texto subsequentes.

Para o calculo do tamanho da amostra adotamos o método publicado por
Chow e Wang (2001). Tal procedimento considera o nivel de significancia, o poder
do teste e coeficiente de variagdo do parametro a ser estudado. Calculamos o
tamanho amostral minimo, com nivel de significancia de 0,05 e poder de 80%. O n
considerado para inicio dos calculos foi de 5 para os ensaios de farmacocinética,
baseado na publicagdo de Yang e colaboradores (2005), e de 4 para o ensaio de
atividade inibitéria de TNF-a baseado na publicagcdo de Wang e colaborares (2007).

Para ambos os estudo, o tamanho da amostra foi de 5.

4-1.7 Implantagao cirurgica de canulas em veia e artéria femorais

A administracdo de farmacos e coleta seriada de sangue necessaria aos
estudos de farmacocinética requer acesso a veias e artérias de maneira precisa,
garantindo a administracdo intravenosa e a coleta do material biolégico no volume e
tempo estabelecidos em protocolo. Desta forma, os animais submetidos ao
experimento receberam o implante de canulas por um procedimento cirurgico.

Para a realizacdo desse procedimento, os animais foram anestesiados
através da administracao intraperitoneal de uma associagcao contendo xilazina (5,5
mg/kg) e cetamina (73mg/kg). Em seguida foi realizada a tricotomia da face ventral
da parte superior da pata traseira e da regido dorsal proxima a nuca, onde a canula
foi externada. Uma incisdo foi realizada na face ventral superior da pata traseira,
onde por tato encontrou-se a pulsacdo da artéria femoral, e em seguida o feixe
vasculo-nervoso foi exposto. No feixe, o vaso a ser canulado foi isolado e através de
pequena secc¢ao fez-se a inser¢do do tubo de polietileno P-10 fundido a um tubo

polietileno P-50 e preenchido com heparina 100Ul/mL em soro fisiolégico para evitar
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coagulacdo. Com auxilio de um trocater externou-se a canula na regiao cervical do
animal entrelacando-a pela sutura do local. A face ventral da parte superior da pata
traseira, onde a canula foi implantada, foi suturada e o animal foi mantido em
recuperacao por um periodo de 24 horas. Apos esse periodo o animal foi utilizado,
sem superar o periodo maximo de 72 horas depois de finalizado a recuperagao
(Mactutus, Herman e Booze, 1994; De Paula et al., 1999; Braga et al., 2007; Tong,
Ratnaraj e Patsalos, 2007; Loeffelbein et al., 2010).

4-1.8 Estudo de farmacocinética pré-clinica

Os animais receberam LAPDESF-SCDO03 por via intravenosa ou oral
(gavagem) e foram submetidos a coletas seriadas através de canula implantada na
artéria femoral. Durante as coletas, os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno individuais para prevenir perda da canula por intervencdo de outros
animais, recebendo agua ad libitum. Em cada tempo de coleta foram coletados 0,1
mL de sangue, em seguida o plasma foi separado e armazenado até analise,

respeitando-se as condi¢des estabelecidas no estudo de validagéo.

4-1.8.1 Desenho experimental do estudo de farmacocinética pré-clinica

Abaixo estdo descritos os grupos que resultaram no calculo dos parametros
farmacocinéticos de LAPDESF-SCDO03 pelas vias intravenosa e oral em ratos Wistar.
Grupo PK IV LAPDESF-SCDO03: tratados com 5,2 mg/kg de LAPDESF-SCDO03

em mistura de n-metil-pirrolidona, polietilenoglicol 400 e propilenoglicol na proporgao

de 10:40:50 (v/v/v) via intravenosa. Coletas foram realizadas nos tempos 5, 10, 15,
20, 30, 45 e 60 minutos. Foram obtidas 5 amostras em cada tempo de coleta (n=5).
Grupo PK p.o. LAPDESF-SCDO03: tratados com 300 mg/kg de LAPDESF-

SCDO03 em suspensao aquosa com 2% tween 80 e 0,5% metilcelulose via gavagem.

Coletas foram realizadas nos tempos 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 150 minutos.

Foram obtidas 5 amostras em cada tempo de coleta (n=5).

4-1.8.2 Analise Farmacocinética
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Os parametros farmacocinéticos foram primeiramente calculados pelo método
grafico. Um modelo monocompartimental foi o que melhor se adaptou a curva de
decaimento das concentragdes plasmaticas em funcdo do tempo, tanto para
administragdo intravenosa, quanto para administracdo oral. Os parametros
constante de eliminagédo (ke), constante de absorgao (k,), meia-vida de absorgéo
(t12a), meia-vida de eliminagao (t12), area sob a curva de 0 ao ultimo tempo (ASCo.),
area sob a curva de 0 extrapolada ao infinito (ASCy..), biodisponibilidade (F),
clearance (Cl), volumes de distribuicao (Vdc, Vdz, Vss), area sob o momento da
curva de 0 ao ultimo tempo (ASMCy.t), area sob o momento da curva de O
extrapolada ao infinito (ASMCy..) e tempo de residéncia meédio (MRT) foram
calculados por equacdes previamente publicadas (Gabrielsson e Weiner, 2006;
Campos, 2012; Fan e De Lannoy, 2014). Os paradmetros concentragcdo maxima
(Cmax) e tempo de ocorréncia da concentragdo maxima (tmax) foram obtidos
diretamente dos valores experimentais da curva de concentragao por tempo.

Os valores de k¢ € Vdc da administragao intravenosa e os parametros kg, ks €
Vdc da administragdo oral calculados pelo método grafico foram utilizados como
estimativas de parametro iniciais para o calculo dos parametros farmacocinéticos por

meio do software WinNonlin versio 6.3.

4-1.8.3 Analise Estatistica

Os parametros farmacocinéticos estdo apresentados como médias e
medianas com intervalo de confianga de 95% (IC95%). Nenhuma comparagao

estatistica foi realizada.

4-1.9 Estudo de relagao farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD)

Nesse estudo o LAPDESF-SCDO03 foi administrado em ratos com elevacgéao de
TNF-a induzida por administragcao de lipopolissacarideo (LPS) de acordo com Wang
e colaboradores (2007). O LPS (100 ug/kg) foi administrado intravenosamente e
coletas de sangue para quantificacdo de TNF-a e de LAPDESF-SCDO03 foram
realizadas em tempos especificos.

Os animais receberam LAPDESF-SCDO03 por via intravenosa ou por via oral

(gavagem) e foram submetidos a coletas seriadas através de canula implantada na
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artéria femoral. Durante o estudo os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno individuais para prevenir perda da canula por intervengdo de outros
animais, recebendo agua ad libitum. Em cada tempo de coleta foram coletados
volumes variaveis de sangue, dependendo se a coleta era exclusiva para analise de
LAPDESF-SCDO03 ou também para analise de TNF-a. Apdés cada coleta, o plasma
foi separado e armazenado até analise, respeitando-se as condi¢cdes estabelecidas
no estudo de validagdo e na bula do kit KRC3012 para analise de TNF-a de rato
Wistar.

O volume maximo de sangue coletado foi de 3 mL, abaixo do volume
necessario para causar um choque hipovolémico e sem alteragcdes hemodinamicas
que possam alterar o calculo da meia-vida, ja que o ultimo ponto de coleta para a
farmacocinética foi realizado em menos de 24 horas (Diehl et al., 2001). Ainda, o
hematocrito pré (41,0+4,39) e pos-coletas (36,8+4,51), foram ambos considerados
dentro da normalidade com base nos valores publicados por Branco e colaboradores
(2011).

4-1.9.1 Quantificagao de TNF-a em plasma

Para essa analise foi utilizado kit para quantificagcao especifica de TNF-a de
ratos Wistar por ELISA e as leituras foram feitas em leitor de placas de 96 pocos
Biotek®, modelo powerwave HT, sob o comprimento de onda de 450 nm. As
amostras de sangue foram coletadas, o plasma foi separado e uma aliquota foi

utilizada para a quantificagao de TNF-a.

4-1.9.2 Desenho experimental do estudo de relagao PK/PD

O estudo de relagcao PK/PD consistiu de 3 experimentos individuais. Em dois
deles o LAPDESF-SCDO03 foi administrado pela via intravenosa diferindo pelo
momento de administracao do estimulador da formacao de TNF-a, e no terceiro o
LAPDESF-SCDO03 foi administrado pela via oral (gavagem), seguido da

administracao intravenosa de LPS.
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4-1.9.2.1 Inibigcao de TNF-a pela via IV com LPS pés-administrado

Nesse ensaio o farmaco ou veiculo foi administrado no tempo 0 e o LPS em
15 minutos apos a administracdo do farmaco ou veiculo. Para esse estudo foram

necessarios os seguintes grupos.

Grupo PK/PD 1V veiculo+LPS: foi administrado 1 mL/kg da mistura de n-metil-

pirrolidona, polietilenoglicol 400 e propilenoglicol na propor¢ao de 10:40:50 (v/v/v) e
15 minutos depois foi administrado 100 ug/kg de LPS. Coletas foram realizadas nos
tempos 45, 60, 90, 120 e 180 minutos a contar da administragédo do veiculo. Para

cada tempo de coleta foram realizadas 5 replicatas (n=5).

Grupo PK/PD 1V _LAPDESF-SCDO3+LPS: tratados com 5,2 mg/kg de
LAPDESF-SCD03 em mistura de n-metil-pirrolidona, polietilenoglicol 400 e

propilenoglicol na propor¢cao de 10:40:50 (v/v/v) e 15 minutos depois foi administrado
100 pg/kg de LPS. Coletas foram realizadas nos tempos 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90,
120 e 180 minutos a contar da administracdo de LAPDESF-SCD03. Para cada

tempo de coleta foram realizadas 5 replicatas (n=5).

4-1.9.2.2 Inibigcao de TNF-a pela via IV com LPS pré-administrado

Nesse ensaio o farmaco ou veiculo foi administrado no tempo 40 min apés a

administracao de LPS. Para esse estudo foram necessarios os seguintes grupos.

Grupo PK/PD IV LPS+veiculo: foi administrado a mistura 1 mL/kg de n-metil-

pirrolidona, polietilenoglicol 400 e propilenoglicol na propor¢ao de 10:40:50 (v/v/v) 40
minutos depois de administrado os 100 pg/kg de LPS, ambos pela via intravenosa.
Coletas foram realizadas nos tempos 30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos a contar da
administragcdo de LPS. Para cada tempo de coleta foram realizadas 5 replicatas
(n=5).

Grupo PK/PD 1V _LPS+LAPDESF-SCDO03: tratados com 5,2 mg/kg de
LAPDESF-SCD03 em mistura de n-metil-pirrolidona, polietilenoglicol 400 e

propilenoglicol na proporgao de 10:40:50 (v/v/v) 40 minutos depois de administrado
os 100 pg/kg de LPS, ambos pela via intravenosa. Coletas foram realizadas nos

tempos 30, 45 (5 min para o farmaco), 50 (10 min para o farmaco), 60 (20 min para o
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farmaco), 70 (30 min para o farmaco), 85 (45 min para o farmaco), 90, 120 e 180
minutos a contar da administracdo de LPS. Para cada tempo de coleta foram

realizadas 5 replicatas (n=5).

4-1.9.2.3 Inibicao de TNF-a pela via oral com LPS pés-administrado

Nesse ensaio o farmaco ou veiculo foi administrado pela via oral (gavagem)
no tempo 0 min e o LPS foi administrado pela intravenosa 15 minutos apds a
administracdo do farmaco ou veiculo. Para esse estudo foram necessarios os

seguintes grupos.

Grupo PK/PD oral veiculo+LPS: foi administrado 10 mL/kg da suspensdo aquosa

com 2% tween 80 e 0,5% metilcelulose pela via oral e 100 pg/kg de LPS IV em 15
minutos apos a administracdo do veiculo. Coletas foram realizadas nos tempos 30,
45, 60, 90, 120 e 180 minutos a contar da administragcdo do veiculo. Para cada

tempo de coleta foram realizadas 5 replicatas (n=5).

Grupo PK/PD oral LAPDESF-SCDO03+LPS: tratados com 300 mg/kg de LAPDESF-

SCDO03 em suspensao aquosa com 2% tween 80 e 0,5% metilcelulose pela via oral e

100 pg/kg de LPS IV em 15 minutos apds a administragdo do farmaco. Coletas
foram realizadas nos tempos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos a contar da
administracao do farmaco. Para cada tempo de coleta foram realizadas 5 replicatas
(n=5).

4-1.9.3 Analise farmacodinamica

Uma curva de concentragao de TNF-a por tempo foi construida para cada
grupo que recebeu veiculo (controle) e para cada grupo que recebeu o farmaco
(tratado). As areas sob a curva da concentragéo de TNF-a pelo tempo de 0 ao ultimo
tempo analisado foram utilizadas para expressar a redugao ocorrida na exposicao
globalao TNF-a causada pelo tratamento com LAPDESF-SCDO03. A curva de
inibicdo pelo tempo foi construida utilizando-se a diferenga percentual entre a média
das concentragbes do grupo controle em relagdo ao grupo tratado. Enquanto a
inibicdo total é a diferenga percentual entre a média das areas sob a curva do grupo
controle em relagcéo ao grupo tratado.
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4-1.9.4 Analise Estatistica

As concentragcbes de TNF-a estdo apresentadas através das médias com
intervalo de confianga de 95% (1C95%). Assim as areas sob a curva de TNF-a por
tempo, que por sua vez, foram comparadas estatisticamente entre os grupos
controle e tratado por teste t de Student unilateral com um nivel de significancia (a)
de 0,05. A hipotese nula (Ho) foi de que a area sob curva de TNF-a observada no
grupo tratado ndo € menor que a area sob curva observada no grupo controle,
portanto a hipétese alternativa (H4) foi de que a area sob curva de TNF-a do grupo
tratado € menor que a area sob a curva do grupo controle. Assim, se a probabilidade
de se obter uma estatistica de teste igual ou mais extrema que aquela observada em
uma amostra (valor-p) for menor que o nivel de significancia, a hipotese nula sera

rejeitada.

4-1.9.5 Analise farmacocinética/farmacodinamica

Os parametros farmacocinéticos necessarios a construg¢ao da relacdo PK/PD
foram calculados como descrito na analise farmacocinética do estudo de
farmacocinética pré-clinica (4-1.8.2 Analise Farmacocinética).

Os valores de inibicdo de TNF-a obtidos com o tratamento com LAPDESF-
SCDO03, independentemente da ocorréncia de rejeigcdo da hipotese nula na analise
estatistica, foram relacionados com o perfil farmacocinético do LAPDESF-SCDO03
para obtencao do EC50, ou seja, a concentracdo que de acordo com o experimento
€ capaz de inibir a liberagdo de TNF-a em 50%. Para alcangar esse resultado, o
modelo que melhor se adaptou aos dados foi a equagao de Hill, um modelo Emax
sigmoidal (Equagéao 8).

Equacao 8
_ Epax - C7
ECY +cCY
Onde E é o efeito na concentragdgo C, Emax é o efeito maximo, EC50 ¢é a
concentragéo que leva a metade do efeito maximo e y é o fator de Hill ou fator de

declividade.
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4-1.10 Avaliagao preliminar de seguranga hepatica e renal

Para essa avaliacdo foram coletadas amostras dos mesmos animais do
estudo de relagdo farmacocinética/farmacodinamica. As amostras foram coletadas
24 horas ap6s a administragdo do veiculo ou farmaco. Essa avaliagao se limitou aos
animais do estudo de relacdo farmacocinética/farmacodinamica devido a baixa
biodisponibilidade observada no estudo de farmacocinética, quando ainda era
pretendido realizar o ensaio de seguranga em estudo de doses repetidas. Assim, os
animais do estudo de farmacocinética pré-clinica nao tiveram amostras coletadas
para essa avaliagao preliminar de segurancga.

Os resultados da avaliagéo preliminar de segurancga representam dois grupos,
a saber:

Grupo seguranca controle: tratados com 10 mL/kg da suspensao aquosa com

2% tween 80 e 0,5% metilcelulose pela via oral e 100 ug/kg de LPS IV em 15
minutos apos a administragdo do veiculo (n=5).

Grupo seguranca tratado com LAPDESF-SCDO03: tratados com 300 mg/kg de

LAPDESF-SCD03 em suspensao aquosa 2% tween 80 e 0,5% metilcelulose pela via

oral e 100 pg/kg de LPS IV em 15 minutos apds a administragao do farmaco (n=5).

4-1.10.1 Determinacgao dos parametros bioquimicos hepaticos e renais

A atividade das enzimas transaminase piravica (TGP) e transaminase
oxalacética (TGO), como biomarcadores da fungédo hepatica, foram quantificadas por
método colorimétrico - reagcao de Reitman e Frankel - utilizando-se kits Labtest® Ref.
52 e 53, respectivamente. Ainda, foram avaliados os parametros bioquimicos ureia
(kit Labtest® Ref. 104) e creatinina (kit Labtest® Ref. 35), como indicadores da
funcao renal na avaliagado preliminar de seguranga. As analises foram realizadas em

leitor de placas Powerwave HT da Biotek®.

4-1.10.2 Analise estatistica

Os resultados dos parametros bioquimicos estdo apresentados como média e

intervalo de confianca 95%.
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Os grupos controle e tratado foram comparados estatisticamente por teste t
de Student bilateral com um nivel de significancia (a) de 0,05. A hipétese nula (Ho)
foi de que os resultados para cada parametro bioquimico observados no grupo
tratado ndo sao diferentes dos resultados para o mesmo parametro bioquimico
observados no grupo controle, portanto a hipétese alternativa (H1) foi de que eles
séo diferentes. Assim, se a probabilidade de se obter uma estatistica de teste igual
ou mais extrema que aquela observada em uma amostra (valor-p) for menor que o

nivel de significancia, a hipétese nula sera rejeitada.

4-2. Resultados e discussao

4-2.1 Perfil farmacocinético de LAPDESF-SCDO03

A solugcdo de LAPDESF-SCDO03 foi administrada intravenosamente na dose
de 5,2 mg/kg (1mL/kg) e via gavagem na dose de 300 mg/kg (10 mL/kg). As analises
das amostras coletadas a partir da artéria femoral permitiram a construcido das
curvas de concentragcao plasmatica versus tempo que podem ser observadas na
Figura 16.
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Figura 16. Perfil farmacocinético de LAPDESF-SCD-03 ap6s administragao intravenosa de 5,2

mg/kg e via gavagem de 300 mg/kg. Média + IC95 e mediana + quartil .
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A menor variabilidade geral com maior concordéncia entre a média e a
mediana para o grupo que recebeu o farmaco pela via intravenosa é comum se
considerarmos que o processo de absorgao € um fator a mais na variabilidade das
concentracbes que sao observadas na curva de concentragdo plasmatica pelo
tempo. Contudo, nesse estudo podemos considerar, ainda, a variabilidade imposta
pelo uso de uma suspensdo no grupo que recebeu o farmaco pela via oral, ja que
alcangar uma dose uniforme e exata € mais dificil no uso de suspensdes frente ao
uso de solucdes.

Assim, a partir da variabilidade inerente ao uso de suspensdes, ha ainda a
baixa solubilidade em meio aquoso, o processo de absorgcdo propriamente dito, € 0
efeito de primeira passagem, todos culminando em uma variabilidade elevada das
concentragbes plasmaticas do grupo oral. Em farmacos de meia-vida longa,
principalmente em se tratando da alta estabilidade metabdlica e da baixa excregéo
inalterado, haveria um acumulo de farmaco na biofase de eliminagao até o momento
em que a influéncia dos processos que elevam as concentragdes plasmaticas seria

negligenciavel, o que provavelmente, reduziria essa variabilidade.

Tabela 9. Parametros farmacocinéticos de LAPDESF-SCDO03 em ratos apos administragdao

intravenosa de 5,2 mg/kg e oral de 300 mg/kg.

v Oral

Parametros Média #IC95% Média *IC95%
Cmax (ng/mL) 2317.24 873.68 1635.18 1042.36
tmax (min) 5 53 50.17
ka (min-1) 0.032 0.031
t1/22 (min) 33.86 46.59
ke (min-T) 0.115 0.026 0.020 0.024
t1/> (min) 6.20 1.61 60.49 58.84
ASC o.; (ug/mL.min) 30.65 11.70 68.77 32.60
ASC ¢ (ug/mL.min) 31.75 11.83 114.52 99.90
Razdo ASC 0.96 0.01 0.70 0.31
Fow (%) 6.48 5.65

Cl (mL/min.kg) 174.74 57.36  169.65 0.00
vdc (mL/kg) 1627.07 374.56

Vdz (mL/kg) 1513.29 337.07 14807.21 14404.48
Vss (mL/kg) 1383.5 313.8

AUMCq, (ug/mL.min?) 22472 14397 3975.48 2409.60
AUMCy... (ng/mL.min2) 269.26  168.04 16719.37 28649.59
MRT (min) 8.17 2.05 112.11 87.90
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Um modelo monocompartimental foi aplicado considerando o decaimento das
concentracbes na fase de eliminagdo. Isso permitiu o calculo dos parametros
farmacocinéticos elencados na Tabela 9.

Além do calculo pelo método grafico, o uso de softwares especializados para
analise farmacocinética € comum, e entre os mais utilizados estda o software
WinNonlin. Na entrada de dados desse software um ponto que pode melhorar a
qualidade dos resultados € o uso das estimativas iniciais dos parametros constante
de eliminagdo (kel) e volume de distribuicdo (Vd) para perfis de administragbes
intravenosas, além da constante de absorcao (ka) para perfis de administragdes pela
via oral. Os valores utilizados como estimativas iniciais para esse estudo estao

elencados na Tabela 10, que foram obtidos graficamente.

Tabela 10. Estimativas iniciais dos parametros farmacocinéticos primarios.

Animal v Oral
kel (min-')  Vvdc (mL/kg) kel (min-') Vdz/F (mL/kg) ka (min-")
1 0.126 1190.59 0.005 239976.5 0.009
2 0.083 1498.43 0.014 383140.6 0.034
3 0.140 1654.58 0.018 134216.3 0.027
4 0.116 1972.24 0.054 67304.62 0.056
5 0.111 1819.52 0.011 455199.1 0.032

A partir dos perfis farmacocinéticos individuais e dessas estimativas iniciais, a
analise farmacocinética foi realizada, levando aos parametros apresentados na
Tabela 11.

Entre os parametros farmacocinéticos observados para o LAPDESF-SCD03
apdés administracdo pela via intravenosa, destacam-se a meia-vida curta e o
clearance elevado. A meia-vida curta ndo surpreende devido a observacdo de uma
hidrdlise rapida no estudo ex vivo realizado anteriormente. Na administragao oral
houve um aumento expressivo no volume de distribui¢do devido a ser calculado pelo
método da area, que sofre influéncia dos valores obtidos para a constante de
eliminacdo, os quais sdo muito menores que aqueles observados na administragao

intravenosa.
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Tabela 11. Parametros farmacocinéticos de LAPDESF-SCD03 em ratos apés administragao

intravenosa de 5,2 mg/kg e oral de 300 mg/kg, calculados pelo software WinNonlin 6.3.

v Oral
Parametros Média +IC95% Média +1C 95%
Cmax (ng/mL) 474753 162826  1091.50 586.13
tmax (min) 0 45.306491 37.74
ka (min-") 0.081 0.212
t1/2a (min) 31.61 34.83
kei (Min-T) 0.148 0.020 0.039 0.050
t1/> (min) 4.71 0.57 31.49 24.60
ASC o.; (ug/mL.min) 68.77 32.60
ASC ¢« (ng/mL.min) 32.30 12.45 105.35 72.29
Razdo ASC 0.76 0.37
Fo- (%) 5.65 3.88
Cl (mL/min.kg) 172.51 58.84
CI/F (mL/min.kg) 4360.82 4903.78
Vdz (mL/kg) 1163.4 389.7
Vdz/F (mL/kg) 135932.19 105341.44
AUMC... (Hg/mL.min?) 221421 99348.7
MRT (min) 6.79 0.83

O clearance, por sua vez, deve ser avaliado em funcido da taxa de extracéo
corporal que pode ser esperado do modelo animal utilizado. A Equagao 9 permite o
calculo da taxa de extracdo maxima do modelo animal, bem como permite
determinar qual é o valor maximo de clearance para esse modelo.

Equacao 9

£ Cl
180 x m=019

Onde E é a taxa de extracao corporal, Cl é o clearance e m é massa do animal em
kg. Assim, com base no clearance de LAPDESF-SCDO03 pela via intravenosa
(172,51 mL/min.kg) a taxa de extracao de LAPDESF-SCDO03 é de 0,74 e o clearance
corporal maximo considerando rins e figado é de 117,12 ml/min/kg. Nota-se,
portanto, que o Cl observado supera o maximo previsto para rins e figado, indicando
eliminagcdo pulmonar ou mais provavel, metabolismo direto na corrente sanguinea.
Essa ultima hipotese é a mais plausivel, ja que foi observado metabolismo no ensaio

de estabilidade em plasma, ex vivo.
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Para avaliacdo do volume de distribuicdo (1163,4 mL/kg) € necessario
recorrer a um modelo fisiolégico, como o proposto por Toutain e Bousquet-Mélou
(2004) (Equacgao 10)

Equacgédo 10

Ves = Vp + VT%:
onde Vss € o volume de distribuicdo no estado de equilibrio, que em um modelo
monocompartimental IV ndo difere do Vdz da tabela 9, Vp € 0 volume de plasma, Vr
€ o volume tecidual, fup é a fracdo de farmaco nao ligado no plasma e fu 1 € a fragéo
de farmaco nao ligado fora do plasma.

De acordo com Toutain e Bousquet-Mélou (2004), como o Vd de LAPDESF-
SCDO03 é numericamente alto, podemos negligenciar Vp e V1 pode ser estimado em
1 L/kg de massa, ja a fracdo nado ligada sera considerada como 0,12, obtido
experimentalmente a partir dos dados do ensaio de ligagao proteinas plasmaticas,

onde foi observado 88% de taxa de ligagdo. Temos portanto

1,163 L/kg =1 L/k 012
] / g - / gfu,T
0,12
fu_T = m = 0,10

Assim, podemos inferir que 90% do LAPDESF-SCDO03 que sai do plasma esta
ligado, em outras palavras o coeficiente de particdo (Kp, que € a razéo fu p/fu 1) do
farmaco livre é de 1,163. Apesar de haver apenas 1,2 vezes mais fragdo nao ligada
no plasma do que fora do plasma, devemos considerar que ha uma grande
quantidade de farmaco em locais extravasculares ja que um Vd de 1163,4 mL/kg
supera em muito o volume intravascular de um rato que é de aproximadamente 64
mL/kg.

A biodisponibilidade limitada pela via oral esta em acordo com a baixa
solubilidade previamente determinada. Outro reflexo dessa baixa solubilidade pode
ser visto nos resultados de MRT, cuja diferenga entre as duas vias foi maior que 10
vezes. Nesse caso, também pela caracteristica da suspensdao de prolongar a

absorcao, além de levar a uma alta variabilidade na maioria dos parametros. A meia-
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vida da administracdo oral mantém a linha de influencia do processo de absor¢éo no
perfil farmacocinético como um todo.

Podemos sugerir a partir desses resultados que a propriedade fisico-quimica
solubilidade, além de forgar a necessidade de uso de uma suspensao como veiculo
de administracdo, levando a absorcao erratica e limitada, também provocou uma
liberagdo sustentada do farmaco.

No entanto isso pode ter sido um aspecto positivo, o de limitar a eliminagéo
do farmaco por sua absorgao, ja que a elevada taxa de extragao corporal do farmaco
eliminaria uma fragdo ainda maior caso a absorc¢ao fosse imediata, o que reduziria a
extensao da exposicao total ao farmaco a niveis mais baixos, provavelmente com

um MRT mais proximo daquele observado na administragao intravenosa.

4-2.2 Estudo da relagao farmacocinética e farmacodinamica

4-2.2.1 Analise farmacocinética

A Figura 17 apresenta os perfis farmacocinéticos dos grupos que receberam o
farmaco pela via intravenosa (5,2 mg/kg) antes e apés a administracao de 100 ug/kg
de LPS e o grupo que recebeu o farmaco por gavagem (300 mg/kg) 15 minutos

antes da administragao de 100 ug/kg de LPS.
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Figura 17. Perfil farmacocinético de LAPDESF-SCD-03 via intravenosa (5,2 mg/kg) antes e apés
a administragao de 100 ug/kg de LPS e via gavagem (300 mg/kg) 15 minutos antes da
administragado de 100 pg/kg de LPS. Média + IC95 e mediana + quartil.
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A curva de concentragao plasmatica pelo tempo dos grupos que receberam o
farmaco pela via intravenosa n&o apresentaram uma grande variabilidade entre os
valores de cada tempo, enquanto médias e medianas ficaram bem préximas. O
grupo que recebeu o farmaco antes do LPS apresentou perfil mais semelhante ao
grupo que nao havia recebido LPS, enquanto o grupo que recebeu o farmaco 40
minutos apds a administracdo de LPS mostrou um decaimento menos acentuado.
Na administragdo de LAPDESF-SCDO03 pela via oral a maior distancia entre média e
mediana ocorreu no tempo 30 minutos.

Como observado no grafico de concentragdo plasmatica pelo tempo, houve
uma elevacdo na meia-vida de eliminagdo na administragdo intravenosa no grupo
que recebeu o farmaco apds a administracdo de LPS, o que também refletiu na
permanéncia do farmaco no organismo, representada pelo MRT. Na administragao
pela via oral destaca-se que a exposi¢do do organismo ao farmaco foi menor em
relagdo ao grupo que recebeu o farmaco pela via oral sem administragdo de LPS,
como pode ser notado pelos valores de biodisponibilidade e area sob a curva.

Os parametros farmacocinéticos de cada grupo foram calculados pelo método
grafico (Apéndice B) e obtidos os valores utilizados como estimativas iniciais
(Apéndice C). A analise farmacocinética foi realizada, resultando nos parémetros
farmacocinéticos (Apéndice D), que levaram aos valores que foram utilizados na

relacdo PK/PD, apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros PK utilizados na modelagem PK/PD

Parametro  IVinibicdo IV reducdo Oral
Vvd (mL/kg) 1811.16 244485  725937.54
Kel (min-") 0.146 0.109 0.048
Ka (min-") 0.017

4-2.2.2 Analise farmacodinamica

Os experimentos foram planejados com o objetivo de observar a capacidade
do farmaco teste, LAPDESF-SCDO03, em diminuir as concentragdes plasmaticas de
TNF-a elevadas por estimulo com LPS. Nesse experimento, o farmaco ou o veiculo
sdo administrados e observa-se se ha ou nao inibigdo na formacédo de TNF-a, onde
0 grupo que recebeu apenas veiculo é considerado como a linha de base de nao

inibicao.
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4-2.2.2.1 Inibicao de TNF-a pela via IV com LPS pés-administrado

O farmaco ou veiculo foi administrado intravenosamente no tempo 0 e o LPS
foi administrado intravenosamente 15 minutos apds a administragcdo do farmaco ou
veiculo. A Figura 18 apresenta as curvas das concentragdes séricas de TNF-a no
grupo que recebeu o farmaco teste (tratado) e no grupo que recebeu apenas o

veiculo (controle), além do percentual de inibicdo em cada tempo.
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Figura 18. Curva das concentra¢ées plasmaticas de tnf-a em ambos os grupos e inibicao em

funcao do tempo. Farmaco administrado no tempo 0 e LPS em 15 minutos. Média + IC95.

A comparagado estatistica das areas sob a curva de TNF-a dos grupos
controle (85883 + 100599 pg.mL/h) e tratado (52771 = 25498 pg.mL/h) néao
apresentou diferenca significativa entre os grupos comparados, tratado e controle
(teste t ndo pareado p>0,05). Contudo a area sob a curva média do grupo que
recebeu o farmaco foi 39 % menor que a do grupo que recebeu apenas veiculo.
Assim, considerando os resultados de atividade obtidos anteriormente (Dos Santos,
Lanaro, et al.,, 2011), podemos considerar esse valor como um forte indicio de
atividade do farmaco. A falta de diferenca suficiente para ser traduzida em diferenca
estatisticamente significativa pode, portanto, estar relacionada a outros fatores que
nao a falta de atividade.

Como previamente observado, o farmaco possui uma meia-vida curta e tempo
de residéncia médio de ndo mais que 8 minutos, e o LPS por sua vez, foi

administrado 15 minutos apds a administragao do farmaco, sendo que a elevagao de
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TNF-a se inicia apos pelo menos mais 15 minutos. Assumindo o principio da navalha
de Occam, podemos simplesmente concluir que a permanéncia curta foi responsavel
pela atividade reduzida.

Ja a tendéncia ao efeito, cujo indicio seria a inibicdo total de 39% junto aos
efeitos observados em estudos anteriores, pode ser explicada pela existéncia de um
metabdlito ativo da substancia, que quando administrada pela via oral tem sua
formacao privilegiada e quando administrado pela via intravenosa tem sua formagéao
em velocidade ou em quantidade insuficientes para garantir a diferenca estatistica,
mas suficiente para na auséncia de concentracdes quantificaveis do farmaco levar a

atividade observavel.

4-2.2.2.2 Inibigao de TNF-a pela via IV com LPS pré-administrado

Como supracitado, a eliminagdo rapida do farmaco somada ao tempo

necessario para que a elevacao de TNF-a ocorra podem ser os fatores que
resultaram em diferenca insuficiente entre os grupos. A solugdo mais simples seria
aproximar as concentragdes quantificaveis de farmaco da elevagcdo de TNF-a.
Assim, o farmaco ou veiculo foi administrado intravenosamente 40 minutos apds a
administragcdo intravenosa de LPS. Na Figura 19 podem ser observadas
concentragdes de TNF-a no grupo que recebeu o farmaco teste (tratado) e no grupo
que recebeu apenas o veiculo (controle), além do percentual de inibicdo em cada
tempo.
Nesse experimento, a area sob a curva de TNF-a do grupo que recebeu o farmaco
(78194 + 38651 pg.mL/h) foi estatisticamente (teste t ndo pareado p<0,05) menor
que aquela observada no grupo controle (263690 + 229887 pg.mL/h). Ainda, a area
sob a curva média do grupo que recebeu o farmaco foi 70 % menor que a do grupo
gue recebeu apenas o veiculo.

Esse resultado é evidéncia da capacidade do farmaco matriz de produzir seu
efeito, contudo nao elimina a possibilidade de que haja a formagdo de um metabdlito
ativo. Exceto na abordagem de pro-farmacos, cujo objetivo € inativar uma substancia
ativa para que seu efeito ocorra apenas apos a bioconversdo, ndao € incomum que

metabdlitos e suas moléculas matrizes compartilhem seus efeitos farmacoldgicos.
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Figura 19. Curva das concentra¢des plasmaticas de tnf-a em ambos os grupos e inibigdo em

fungao do tempo. LPS administrado no tempo 0 e farmaco em 40 minutos. Média + I1C95.

4-2.2.2.3 Inibicao de TNF-a pela via oral com LPS pés-administrado

Em estudos anteriores o LAPDESF-SCD03 mostrou atividade quando
administrado pela via oral, apesar da baixa biodisponibilidade quando administrado
por essa via veiculado por suspensdo aquosa, como foi mostrado no estudo de
farmacocinética. Além disso, a atividade por esta via € preponderante no futuro uso

clinico de um farmaco em desenvolvimento.
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Figura 20. Curva das concentrag¢des plasmaticas de tnf-a em ambos os grupos e inibigado em

fungao do tempo. Farmaco administrado no tempo 0 e LPS em 15 minutos. Média + 1C95.
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Nesse sentido, o farmaco ou veiculo foi administrado via gavagem e 15
minutos apos sua administragdo, LPS foi administrado pela via intravenosa. Na
Figura 20 podem ser observadas as concentragdes de TNF-a no grupo que recebeu
o farmaco teste (tratado) e no grupo que recebeu apenas o veiculo (controle), além
do percentual de inibicdo em cada tempo.

Apos a administragao oral de farmaco ou apenas veiculo, a area sob a curva
de TNF-a do grupo que recebeu o farmaco (47664 * 33598 pg.mL/h) foi
estatisticamente (teste t ndo pareado p<0,05) menor que aquela observada no grupo
controle (126854 + 54552 pg.mL/h). Ainda, a area sob a curva média do grupo que

recebeu o farmaco foi 62 % menor que a do grupo que recebeu apenas o veiculo.

4-2.2.3 Analise farmacocinética/farmacodinamica de LAPDESF-SCD03

Os dados de farmacocinética e farmacodindmica alcangados pela
quantificacdo de LAPDESF-SCDO03 e pela quantificacdo da inibicdo de TNF-a
estimulada por LPS foram empregados na obtencdo de um modelo PK/PD que
descreve o curso temporal do efeito do farmaco.

O modelo que melhor se adequou aos valores de farmacocinética e
farmacodinamica foi um Emax sigmoidal (equacéo de Hill) com modelo PK/PD link-
indireto.

A Figura 21 apresenta as concentracdes plasmaticas de LAPDESF-SCDO03 e
de inibicdo de TNF-a em funcdo do tempo para os trés experimentos realizados:
administragdo de farmaco pela via intravenosa seguido da administracdo de LPS,
administracao de farmaco pela via intravenosa precedido pela administracdo de LPS
e administracdo de farmaco pela via oral seguido da administragcdo de LPS. Em

todos os casos o LPS foi administrado pela via intravenosa.

Como pode ser observado, apesar de mostrar uma inibicdo média, mesmo
que sem diferengca estatistica significativa (p>0,05), o efeito observado no
experimento que recebeu o farmaco IV seguido do LPS (15 minutos) nao alcangou
50% de inibigao (inibicao maxima de 49,2%). Essa dificuldade de correlagado entre o

efeito observado e a farmacocinética do farmaco se refletiu na modelagem PK/PD,
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onde n&o foi observada boa correlagdo (-0,754) entre os valores previstos pelo

modelo e os valores observados.
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Figura 21. Curvas de concentragées plasmaticas de LAPDESF-SCDO03 e de inibicao de TNF-a

versus tempo apés administragcao do farmaco e de LPS.

A partir desse momento, consideremos apenas os experimentos restantes:
administracao de farmaco IV 40 minutos apdés o LPS e administracido do farmaco
oral 15 minutos antes do LPS.

Os resultados do experimento em que o farmaco foi administrado
intravenosamente 40 minutos apds a administragdo do LPS, com o objetivo de
aproximar o farmaco da elevacédo de TNF-a, mostraram inibicdo maxima préxima de
74,7 % ainda no primeiro tempo de coleta. Esse experimento resultou ainda na
melhor correlagao (0,995) entre valores previstos pelo modelo e observados entre os
experimentos de PK/PD (Figura 22b). O ECso foi de 14,7 ng/mL e o ke foi de 0,05
min™', o que resulta em uma meia-vida do equilibrio do farmaco no plasma e na

biofase do efeito de 13,9 min.
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Figura 22. Curvas de efeito versus tempo com os valores previsto pelo modelo e os valores
observados experimentalmente. a) Administracdo de 300 mg/kg pela via oral e b)

administragao de 5,2 mg/kg pela via intravenosa.

Para o experimento em que o farmaco foi administrado pela via oral pode ser
observado na Figura 21 que a inibicdo persiste mais que apdés a administragcao
intravenosa citada no paragrafo anterior, além de uma inibicdo maxima de 77,4 %
seguido de um decaimento e uma nova elevacao. Esse fenbmeno pode ter ocorrido
devido as oscilagdes de concentracao inerentes a administragao oral da suspenséo,
como pode ser visto nos valores de concentracao plasmatica (Figura 21).

No que se refere a modelagem PK/PD a Figura 22a apresenta o grafico dos
valores previstos e observados para esse experimento, cuja correlacao foi de 0,309.
Essa baixa correlagdo pode estar relacionada com a dificuldade do modelo de
considerar as oscilagdes das concentragbes plasmaticas, ja que suaviza a linha de
concentracdes previstas, com as oscilagdes do efeito observado. O ECs, foi de 62,9
ng/mL e o kg foi de 2,6 min™', resultando em uma meia-vida do equilibrio do farmaco
no plasma e na biofase do efeito de 0,3 min.

Comparado ao keo observado na administragao intravenosa, podemos concluir
que o equilibrio entre as concentracbes no plasma e na bioafase ocorre mais
rapidamente apdés administracdo oral que apds administracdo intravenosa, o que
sugere um mecanismo de acesso a essa biofase que seja saturavel. Ou seja,
mesmo com a disponibilizagdo imediata do farmaco no plasma houve um atraso

para que se equilibrasse com a biofase, enquanto na administracido oral, as
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concentragcbes mais baixas, mas constantes alcangaram o equilibrio mais
rapidamente.

O ECsp de ambos os experimentos resultou em concentragdes bem baixas em
relagdo a outros inibidores de TNF-a, como aquele avaliado por Wang (2007)
Contudo esses resultados ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método
bioanalitico utilizado, ou seja, metade do efeito maximo foi alcangcado na faixa de
concentracao que jaz no modelo farmacocinético e ndo nos valores observados.

A Tabela 13 resume os resultantes apresentados nos paragrafos anteriores.

Tabela 13. Parametros resultantes do modelo PK/PD link indireto Emax sigmoidal.

Parametros IV LPS pés Oral LPS pré

ECso (ng/mL) 14,7 62,9
keo (Min™") 0,0527 2,65
Correlacao 0,995 0,309

Outro ponto a se considerar é a inversao entre as vias que levaram ao maior
EC50. No trabalho de Wang (2007) o farmaco teste levou a um efeito maior pela via
oral do que pela via intravenosa, contudo ndo ha qualquer mengao a metabdlitos
ativos do farmaco teste. O LAPDESF-SCDO03 apresentou maior efeito em fungao da
concentracado pela via intravenosa em relacéo a via oral. Primeiramente, deve ser
lembrado o elevado clearance observado no estudo de farmacocinética, inclusive
superando o maximo para o figado e rins, indicando que pode haver a formagéo de
um metabdlito ativo fora do tecido hepatico. Assim, a observacao de um efeito maior
pela via intravenosa pode ser reflexo da maior formagao desse metabdlito, enquanto
pela via oral, devido as concentragdes mais baixas, também podem ter se mantido
menores as concentragcdes do metabdlito, levando a um efeito total menor em
relagdo a concentragao do farmaco.

No entanto, a presenca de um metabdlito ativo € apenas uma hipétese com
base em fortes evidéncias, ja que esse estudo ndo quantificou esse provavel
metabdlito ativo. Outra consideracdo a se destacar € que na presenca de
observagdo de concentragbes quantificaveis de outra substancia ativa agindo
simultaneamente a agdo do LAPDESF-SCDO03, a acao intrinseca do LAPDESF-
SCDO03 pode ser diferente.
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4-2.3 Avaliagao preliminar de segurancga

A Figura 23 apresenta os resultados para a avaliagdao de TGO e TGP nos
grupos controle e tratado. A média dos valores de TGO do grupo tratado
(389,2+305,3 U/L) nao foi estatisticamente diferente da média dos valores de TGO
do grupo controle (707,3+629,0 U/L), contudo, este ultimo apresentou uma média
cerca de 4 vezes maior que valores de normalidade (Branco et al., 2011). A média
dos valores de TGP do grupo tratado (45,49+22,47 U/L) foi estatisticamente menor
que a média dos valores de TGP do grupo controle (118,7+73,24 U/L), inclusive
levando os valores de TGP do grupo que recebeu o farmaco para valores dentro da

normalidade (Branco et al., 2011).
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Figura 23. Valores de TGO e TGP ap6s administragdao de 300 mg/kg de LAPDESF-SCD03 e LPS

em ratos Wistar. * Teste t de student relagdao ao grupo controle (p<0,05). Média+IC95.

Visto que o LPS é um indutor de dano hepatico, os resultados de menor
alteracdo dos parametros bioquimicos no grupo tratado com LAPDESF-SCDO03
estdo em acordo com o ensaio de atividade farmacoldgica. Inclusive, vale destacar a
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) ocorrida justamente na TGP, um
biomarcado de dano hepatico mais especifico em relagdo a TGO, que esta presente
também em outros 6rgdo como intestino, rins e coragao.

A Figura 24 apresenta os resultados para a avaliagdo de ureia e creatinina
nos grupos controle e tratado. Nesses resultados ndo foram observadas diferencgas
estatisticamente significativas entre a média dos valores de ureia do grupo tratado
(40,43+10,25 mg/dL) e a média dos valores de ureia do grupo controle (55,94+37,91
mg/dL), bem como entre a média dos valores de creatinina do grupo tratado

(0,3200+0,0637 mg/dL) e a média dos valores de creatinina do grupo controle
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(0,2783+0,2480 mg/dL). Todas as meédias se encontram dentro da faixa de

normalidade publicada por Branco e colabores (2011).
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Figura 24. Valores de Ureia e creatinina ap6s administragdao de 300 mg/kg de LAPDESF-SCD03
e LPS em ratos Wistar. Média+IC95.

Esses resultados demonstram que em uma dose suficiente para produzir
efeito farmacologico, o LAPDESF-SCD03 n&o produziu dano a fungdo renal que
fosse refletida nos parametros ureia e creatinina.

Tanto para a avaliagdo de seguranga hepatica quanto para avaliagdo de
seguranga renal, a analise histopatoléogica mostrando auséncia de lesdo ou
alteracdes estruturais significativas dos tecidos apds a administragdo do farmaco
seria uma evidéncia mais forte da seguranga do farmaco. Contudo, em se tratando
de uma avaliacao preliminar em administragcdo de dose Unica podemos afirmar que
nas condicbes avaliadas o farmaco nado apresenta evidéncia de toxicidade, bem

como pode ter um potencial efeito hepatoprotetor em danos mediados por TNF-a.

4-3. Conclusao e Perspectivas

A avaliagao da farmacocinética de LAPDESF-SCDO03 foi realizada pelas vias
intravenosa e oral, demonstrando que o farmaco pode ser classificado como de alta
taxa de extracao corporal e meia-vida curta pela via intravenosa, ao passo que tem
uma absorgao limitada com uma baixa biodisponibilidade.

O LAPDESF-SCDO03 apresentou atividade inibitéria da elevagdao de TNF-a
estimulado por LPS nas vias intravenosa e oral, sendo possivel inclusive, adaptar

um modelo PK/PD aos efeitos observados. No mesmo grupo que foi tratado com o
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LAPDESF-SCDO03 pela via oral seguido da administragdo de LPS, foi observado
também a n&o ocorréncia de alteracdo hepatica maior que a observada no grupo
tratado apenas com veiculo.

Um numero maior de observagdes na curva de TNF-a, refinando ainda mais a
caracterizagdo do quao reduzida foi a exposicdo do modelo in vivo a citocina
estimulada por LPS apds administragdo de LAPDESF-SCDO03, associado a uma
sensibilidade ainda maior do método bioanalitico, por meio de técnicas como a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, seria capaz de
aumentar a correlagdo PK/PD e dar evidéncias ainda mais fortes da atividade do
farmaco avaliado.

Podemos sugerir também um aumento da solubilidade da molécula
diminuindo a fracdo nao biodisponivel da dose administrada aferida como 0,95
nesse trabalho, acessando mais de sua atividade em potencial. Contudo seria
necessario aumentar a estabilidade quimica e/ou metabdlica da molécula, levando a
uma reducao do clearance com um aumento da meia-vida que seria benéfico na sua
aplicagao clinica em se tratando de intervalo de administragdes. A produgao de um
pro-farmaco pode ser uma alternativa.

Por outro lado, a identificacdo e subsequente sintese do metabdlito hipotético
cuja atividade parece ser compartiihada com a molécula matriz, pode ser uma
alternativa mais rapida. A partir dessa abordagem, seria possivel elucidar a
farmacocinética do metabdlito e sua relagdo farmacocinética/farmacodinamica,
permitindo ainda rastrear a magnitude de sua formacgdo, que se for inferior em
estudos clinicos (ou relacionados a humanos) em relagdo aos estudos pré-clinicos
levaria a isenta-lo da necessidade de realizagcdo de mais ensaios pré-clinicos de

seguranga além dos exigidos para a molécula matriz.
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Capitulo 5 — Investigagdo de metabélito

Um passo importante no desenvolvimento de novos farmacos, como o
LAPDESF-SCDO03, € a avaliacdo de suas propriedades metabdlicas (Kostiainen et
al., 2003). Segundo Waterbeemd e Gifford (2003), problemas no perfil
farmacocinético estdo entre as mais importantes razdes para a falha de novos
farmacos no desenvolvimento. Além disso, a preocupagdo com a formagdo de
metabdlitos desconhecidos apenas nas fases de ensaios clinicas tem aumentado
cada vez mais (Pellegatti, 2012). Para evitar atrasos no desenvolvimento, a
identificacdo de um metabdlito nas fases iniciais de desenvolvimento do farmaco
candidato deve ser feita, proporcionando informacdes essenciais sobre as rotas de
eliminacdo e formagdo de potencias metabdlitos ativos (Brandon et al., 2003;
Masimirembwa, Bredberg e Andersson, 2003; Beuck, Schanzer e Thevis, 2011).
Metabolitos ativos sdo uma das principais causas para problemas de segurancga
inesperados na pesquisa e desenvolvimento de farmacos (Baillie et al., 2002;
Leclercq et al., 2009).

O método classico de investigacdo do perfil metabdlico de farmacos € o uso
de composto radiomarcados, 0s quais sao normalmente usados para a
determinacdo de metabdlitos nos estagios mais avangados do desenvolvimento.
Contudo, nas fases iniciais esses farmacos marcados nao estdo disponiveis na
maioria das vezes, devido ao alto custo, tempo despendido e riscos para a sua
obtencao (Kostiainen et al., 2003).

Uma alternativa ao uso de farmacos radioativamente marcados € o uso de
is6topos estaveis como aqueles marcados com deutério. Misturas contendo o
farmaco marcado e nao marcado resultam em um padrao isotépico, o qual é
caracteristico e pode ser usado para auxiliar na identificacdo de metabdlitos por
meio de andlises com cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(Avula et al., 2013; Li et al., 2013). A incubagdo em culturas de hepatdcitos é uma
abordagem comum usada para formacao e identificacdo de metabdlitos de novos
farmacos (Wind et al., 2006; Avula et al., 2013; Gandhi et al., 2013; Wohlfarth et al.,
2013).
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A identificagdo de metabdlitos torna-se mais facil usando isétopos estaveis. A
melhor forma de realizar estudos de identificacdo de metabdlitos é usando a
espectrometria de massas em tandem e a analise por espectrometria dealt
resolucéo (Thurman et al., 2013; Omar et al., 2014; Ballesteros-Gomez et al., 2015).
A espectrometria de massas de alta resolugcdo pode separar razdes massa/carga
(m/z) com exatiddo muito elevada, tais como 2 ppm ou menos (Kern et al., 2015), a
qual deve ser suficiente para revelar a composig¢ao elemental, enquanto resultados
de dissociacdo induzida por colisdo geram informag¢des uteis na elucidagdo da
estrutura por meio de m/z dos fragmentos observados (Pozo et al., 2008; Hoff et al.,
2014).

Neste capitulo estdo detalhados os experimentos relacionados a busca pelo
provavel metabdlito de LAPDESF-SCDO03 utilizando espectrometria de massas de
alta resolucao, espectrometria de massas em tandem e uso de is6topo estavel em

incubagéo com hepatdécitos de ratos.

5-1. Material e métodos

Esse estudo foi desenvolvido na Faculty of Science, department of chemistry,
Centre for research in Mass Spectrometry (CRMS) da York University, Toronto

Canada, sob supervisdo do Professor Demian R. Ifa (Anexo V).

5-1.1 Reagentes, farmacos e solventes

O LAPDESF-SCDO03 e seu isotopo estavel foram obtidos no laboratério de
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (LAPDESF) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, UNESP de Araraquara. A agua ultrapura foi obtida por
sistema Milli-Q (Millipore®). Outros reagentes, farmacos e solventes, incluiram:

e Metanol, J. T. Backer;

e Acetonitrila, J. T. Backer;

e Acido Metanoico, Sigma-Aldrich;

e Acetato de Etila, Caledon Laboratories;
e Hidroxido de sodio, Audaz;

e Acido tricloroacético, Fisher Scientific;

e Meio de lavagem InVitroGRO HT, Bioreclamation;
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e Meio de incubacao InVitroGRO KHB, Bioreclamation;

e Azul de tripan, Sigma-Aldrich.

5-1.2 Equipamentos

¢ NanoLC-Ultra, Eksigent;

e Espectrébmetro de massas hibrido ion trap linear-orbitrap LTQ-Orbitrap Elite,
Thermo Scientific;

e Agitador magnético com aquecimento, Ethiktechnology;

e Vortex AP56, Phoenix®;

e Micro-centrifuga 5417R, Eppendorf®;

5-1.3 Correlatos

e Coluna C18 Biobasic 50 x 0.075mm, 5um, Objective;
e Filtro de seringa de PTFE 4 mm, poro de 0,22um, Fischer scientific®;

e Hepatocitos de rato criopreservados, Bioreclamation;

5-1.4 Softwares

e Chemdraw® Ultra v. 8.0, CambridgeSoft Corporation;
e Thermo Xcalibur 2.4;

5-1.5 Obtencao do is6topo estavel

No procedimento de sintese do LAPDESF-SCDO03 o anidrido ftalico foi
substituido por anidrido ftalico deuterado contendo 4 deutérios em lugar de seus
hidrogénios. Isso levou a formacédo de LAPDESF-SCD03 com 4 Da a mais que a
molécula original, o qual foi denominado D4-LAPDESF-SCDO03 (Figura 25).
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Figura 25. As moléculas LAPDESF-SCDO03 e D4-LAPDESF-SCD03.

5-1.6 Condi¢oes cromatograficas e espectrométricas

Um sistema NanoLC-Ultra (Eksigent, Singapore) acoplado a um
espectrometro de massas hibrido ion trap linear-orbitrap (LTQ-Orbitrap Elite, Thermo
Scientific, USA) foi usado. A injegdo de amostra foi feita diretamente na valvula de
10 portas usando um loop de 2 uL. A separagao foi realizada através de uma coluna
C18 Biobasic 50 x 0.075 mm com 5 ym de tamanho de particula. A fase movel foi
acido férmico 0,1%:acetonitrila (62:38) em uma vazdo de 1000 nL/min. Todas as
amostras foram filtradas por membrana de PTFE de 0,22 ym antes da injegéo.

O nano eletrospray foi obtido usando um emissor capilar PicoTip (New
Objective, USA). A voltagem do spray foi configurada para 2 kV e a temperatura do
capilar foi de 250° C. Espectros full scan foram adquiridos no modo de ion positivo
em um alcance de m/z de 160-600, a resolugao configurada foi de 30 000 e tipo de
dados profile. Espectrometria de massas em tandem (MS/MS) foi realizada usando
dissociagao induzida por colisdo com energia de colisdo normalizada de 25-35
(unidade do fabricante), a qual ocorreu no analisador ion trap linear, enquanto a
deteccao ocorreu no Orbitrap com dados do tipo centroid e resolugao configurada
para 15 000. Para ambos os experimento, MS e MS/MS, a ativacao Q foi de 0,25,

tempo de ativacao foi de 10 ms e a janela de seleg¢ao do ion precursor foi de 1 Da.

5-1.7 Estudo de metabolismo em hepatécitos de rato criopreservados

Hepatécitos de rato criopreservados foram obtidos comercialmente (Male
Wistar Rat Cryopreserved Hepatocytes, Bioreclamation, Baltimore, Marylan, USA).

As células foram descongeladas e lavadas em meio InVitroGRO HT (Bioreclamation,
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Baltimore, Maryland, USA) e a incubagdo foi feita em meio InVitroGRO KHB
(Bioreclamation, Baltimore, Maryland, USA). O numero de hepatocitos foi
determinado por contagem usando corante azul de tripan, levando a uma
concentraco final de 2,0x10° células/mL.

Para o procedimento de incubagdo, 0,5 mL de analito (triplicata) ou
diclofenaco (controle positivo) em meio de incubac&do foram adicionados em nove
pogos de uma placa de 12 pogos, 6 para o analito e 3 para o controle positivo. Em
seguida, os hepatdécitos em meio InVitroGRO KHB foram transferidos para 6 pogos
(0.5 mL cada), 3 contendo o analito e 3 contendo o controle positivo, e os 3 pogos
restantes contendo analito receberam hepatécitos ndo funcionais para o controle
negativo.

As concentragbes de LAPDESF-SCDO03 e D4-LAPDESF-SCDO03 foram 19,8
MM cada, enquanto a concentragao do diclofenaco foi de 20,3 uM.

Antes de iniciar a incubacao propriamente dita, 0,1 mL de meio foi coletado de
cada poco representando a amostra de tempo zero, em seguida a mistura foi
mantida a 37°C sob agitacdo por 2 horas. No decorrer desse periodo 0,1 mL de
meio foi coletado de cada pogo nos tempos 45 minutos, 1, 1,5 e 2 horas. Essas
amostras foram divididas em aliquotas de 50 pL cada. A incubacao foi interrompida
usando acetonitrila ou acido tricloroacético 10%, os quais constituem o primeiro

passo do processo de extragao.

5-1.7 Procedimento de extragao

O meio de incubagédo (50uL) foi preparado para inje¢cdo seguindo dois
processos extrativos. O primeiro consistiu da adicao de 10 uL de acetonitrila e 40 uL
de NaOH 0,1 M, enquanto o segundo consistiu da adicao de 50 uL de acido
tricloroacético 10%. Em seguida, ambos receberam 1 mL de acetato de etila e foram
agitados por 30 segundos. As misturas foram centrifugadas por 10 minutos a 20850
X g, 0s sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo plastico de 1,5 mL e
evaporados por 1 hora. Antes da inje¢cdo, as amostras, cujo solvente foi previamente
evaporado, foram ressuspendidas usando 100 yL de agua e agitagdo em vortex por
30 segundos. Entdo, cada amostra ressuspendida foi filtrada por membrana de

PTFE de 0,22 e 10 puL foram usados para carregar o loop de 2 L.
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5-1.8 Desenho experimental

O experimento de analise por espectrometria de massas de alta resolucéo,
além das condigbes supracitadas, foi desenhado utilizando a fungcdo de data
dependent, na qual foram criados 11 eventos, sendo que o primeiro destes consistia
de um full scan dentro do intervalo especificado. Os 10 eventos seguintes consistiam
de analises em tandem dos ions presentes no full scan realizado no evento 1 que
apresentassem sinal minimo de 1 x 10%.

Como parte do refinamento desse experimento, foi criada uma lista com as
massas (Apéndice E) de provaveis estruturas (Apéndice F) esperadas, de acordo
com mecanismos de metabolismo de farmacos que pudessem ser exercidos sobre o
farmaco teste, LAPDESF-SCDO03. Os eventos de fragmentagdo (2-11) realizados
com as m/z observadas no full scan (evento 1) ocorriam prioritariamente com picos
de m/z constantes da lista de provaveis m/z. Outra lista incluiu massas preé-
selecionadas nas analises de amostras branco para constituir a lista de rejeigdes,
evitando que durante a analise das amostras teste, dados sabidamente inuteis
fossem coletados.

Assim, em resumo, durante cada segmento de analise (eventos de 1 a 11) era
gerado um full scan no evento 1, e nos eventos seguintes era preferencialmente
realizada a fragmentagdo dos dez ions mais abundantes que fossem constantes da
lista de precursores, seguida dos mais abundantes do full scan que nao estivessem

presentes na lista de rejeicao.

5-2. Resultados e discussao

5-2.1 Produto de LAPDESF-SCDO03 apés incubagao

Com base na forte evidéncia de uma ag¢ao compartilhada por um metabdlito
ativo, como a altamente suscetibilidade a conversao tanto em solugdo, quanto em
plasma, a curta meia-vida e o efeito apdés administragdo pela via oral, apesar da
baixa biodisponibilidade, tornou-se de interesse investigar que produtos poderiam se

formar a partir de LAPDESF-SCDO03. Isso foi feito utilizando-se a espectrometria de
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massas de alta resolucdo e a incubacado em hepatécitos, além do uso de um isétopo

estavel.

5-2.2 Estudo de ionizagcao por eletrospray em HRMS

O experimento foi realizado usando uma solu¢cao de LAPDESF-SCDO03 e D4-
LAPDESF-SCDO03. Os resultados podem ser observados na Tabela 14.

Tabela 14. Resumo da analise por espectrometria de massas de alta resolugéao

Massa exata Massa medida Exatidao

Formula (Da or mu) (Da or mu) (ppm)
SCDO03-NO3 [C15H10NO2]" 236.0706 236.07068 -0.34
D4-SCD03-NO3  [C15HsD4sNO2]" 240.09571 240.09551 0.83
SCDO03+H [C15H11N2Os]" 299.06625 299.06631 -0.20
D4-SCDO03+H [C15H7D4N20s]" 303.09135 303.09126 0.30
SCDO03+NH4 [C15H14N30s]" 316.0928 316.09302 -0.70
D4-SCDO03+NH;  [C15H19D4N30s]" 320.1179 320.11771 0.59
SCD03+Na [C15H10N2OsNa]” 321.04819 321.04796 0.72
D4-SCD03+Na  [CysHeD4N,OsNa]” 325.0733 325.07309 0.65
SCDO03+K [C15H10N20sK]* 337.02213 337.02217 -0.12
D4-SCDO03+K [C15HsD4N205K]* 341.04724 341.04743 -0.56

A exatiddo de massa para todos os ions propostos foi menor que 1 ppm. Os
fragmentos apds a dissociagdo induzida por colisdo confirmaram os ions principais
de m/z 236 e 316 como sendo uma fragmentagcéo na fonte (perda de ONO;) e o

aduto de aménia, respectivamente (Figura 26).
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Figura 26. Espéctros de fragmentagao dos ions 236 e 316.

O ion 236 ¢ proveniente da fragmentagao na ligacao simples entre o oxigénio
e 0 grupo metilénico em posicdo meta do anel, levando a formagdo de um
carbocation e a perda neutra de um nitrato. Com isso, um rearranjo pode ocorrer
para formar um anel de sete membros como no ion tropilio devido a sua maior
estabilidade. No espectro de MS/MS do ion 236 foram observados os fragmentos
208, como perda de um dos grupos carbonila, e 180 como perda do segundo grupo
carbonila apés um rearranjo entre o nitrogénio e o anel principal mantendo-os
ligados. O fragmento de m/z 130 pode ocorrer pelo rompimento da ligacdo entre a
ftalimida e o grupo fenil seguido pela perda de oxigenio a partir de um dos grupos
carbonila levando a formacao de uma dupla ligagao entre o carbono e o nitrogénio e
a formagao de um carbocation no mesmo carbono. A perda de um oxigénio do grupo
carbonila provavelmente também aconteceu resultando na formagéo do fragmento
192 ap6s a perda do primeiro grupo carbonila. Outra indicagdo dessas
pressuposicoes € o padrao de fragmentacado do ion precursor 240, o ion resultante
da fragmentacédo na fonte da molécula deuterada. O MS/MS do ion com m/z 240
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mostrou os fragmentos de m/z 212, 196, 184 and 134 garantindo que o anel
ftalimidico permaneceu intacto em todos esses fragmentos.

A fragmentagao do ion de m/z 316, o qual € a molécula matriz adicionada de
um grupo NH,4", é a perda neutra de of NH3, levando ao m/z 299, seguida pela perda
de HNOj; deixando a carga positiva no carbono adjacente e resultando na m/z 236.
No MS/MS da molécula deuterada, cuja m/z é 320, foram observados os fragmentos
303 e 240, ou seja, os mesmo fragmentos do 316, mas com 4 deutérios em lugar

dos 4 hidrogénios na subunidade ftalimidica.

5-2.3 Analise do controle positivo

Diclofenaco foi usado como controle positivo para confirmar a viabilidade do
sistema, sendo observado no tempo zero e confirmado pelo MS/MS na extragao
usando acido tricloroacético 10%. A m/z monoisotopica protonada medida do
diclofenaco (massa exata 296,0245) foi 296,0241 (exatiddo de 1,39 ppm), enquanto
o MS/MS apresentou os fragmentos 278 e 250, os quais sdo a perda do grupo
hidroxila seguido pela perda do grupo carboxila (Figura 27).

O funcionamento do sistema metabdlico de fase | foi confirmado pela
presenca do hidroxidiclofenaco (massa monoisotdpica protonada exata de 312,0189)
com massa monoisotopica protonada medida de 312,0190 (exatiddo de -0,54 ppm).
O MS/MS do metabdlito supracitado mostrou os fragmentos 294 e 266 equivalentes
a rompimentos nos mesmos locais da molécula precursora, mas com as 16 unidades
a mais referentes a hidroxilagdo aromatica, uma reagdo oxidativa (figura 16).
Contudo, ha duas posigdes nessa molécula onde o grupo hidroxila pode ocorrer,
levando a seus dois principais metabdlitos de fase |, o 5-hidroxidiclofenaco e o 4'-
hidroxidiclofenaco, os quais sdo formados pelas enzimas do citocromo P450 2C8,
3A4, 2C19 and 2C9 (Sparidans et al., 2008; Sarda et al., 2012).

A observacdo do ion de m/z 472,0567 referente ao ion protonado do
diclofenaco glucuronideo (massa monoisotopica protonada exata de 472,0561,
exatidao de -1.27 ppm), corrobora o bom funcionamento do sistema metabdlico de
fase Il com uma glucuronidacdo. Bem como, a observacéo do ion de m/z 488,0523 é

referente ao hidroxidiclofenaco glucuronideo (massa monoisotopica protonada exata
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de 488,0515, exatiddao de -1.64), os quais sdo formados pela uridina glucuronil

transferase (Sparidans et al., 2008; Sarda et al., 2012).
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Figura 27. Espectros das analises de amostras de controle positivo.
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5-2.4 Analise das amostras contendo LAPDESF-SCD03

No estudo metabdlico do LAPDESF-SCDO03, tanto na presenga dos
hepatdcitos funcionais quanto na incubagdo com os hepatdcitos nao funcionais, foi
observada a m/z 317,0774 ([C15H13N2O¢]", massa exata 317,07736, exatiddo de -
0,13 ppm) como sendo o ion protonado do metabdlito formado por hidrélise, e
confirmado pela presenca da m/z 321,1022 ([C1sHsD4N2Og]’, massa exata 321,
10192, exatidao de -0,87 ppm). Contudo, a intensidade do ion protonado nao foi
suficiente para resultar em dados de MS/MS conclusivos. Assim, foram avaliados os
fragmentos resultantes da dissociagdo induzida por colisdo do ion aduto sodiado
339,0591 ([C1sH12N20gNa]", massa exata 339,0593, exatiddo 0,59 ppm) e seu ion
deuterado 343,0845 ([C1sHgD4sN2OgNa]®, massa exata 343,0844, exatiddo de -0,29
ppm) (Figura 28).

A m/z de alta resolugéo dos fragmentos de MS/MS esta em acordo com a
analise elemental das estruturas propostas para os fragmentos de massa aferida
292,0581, 264,0632, e 171,0054 (massa exata de 292,0580, 264,0632, e 171,0054,
respectivamente; exatidao de -0,34, -0,38, e -0,58 ppm). Fragmentos equivalentes
foram observados na dissociagao induzida por colisdo do ion sodiado do metabdlito
deuterado, cujas exatidées foram 0,44, 0,19, e -0,91 ppm. Mesmo que com
intensidade muito reduzida, o aduto potassiado também foi observado com m/z de
355,0325 (massa exata 355,0327, exatidao de 0,56 ppm) e m/z de 359,0575 (massa
exata de 359,0578, exatiddo de 0,84 ppm) para o aduto deuterado. Ainda, foi
observado no mesmo tempo de retencao os ions com m/z 254,0810 e 258,1060, os
quais sdo provavelmente resultantes da fragmentagcédo na fonte (para deuterado e
para nao deuterado) do metabolito supracitado (massa exata 254,0812 e 258,1063;
extiddes de 0,79 e 1,16 ppm). O local desta fragmentagcdo & provavelmente o
mesmo que forma o ion de m/z 236 na molécula matriz ndo deuterada. Uma ruptura
na ligagdo simples entre o oxigenio e a metila em meta do anel nao ftalimidico,
levando a formagao de um carbocation e a perda neutra de nitrato, entretanto, nesse
ion ha o aumento de 18 Da resultantes da hidrolise em relagéo ao fragmentagéo na

fonte ocorrida na molécula matriz. Essa reagao de hidrélise no grupo ftalimidico
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também ocorre para formar um dos principais metabdlitos da talidomida, o acido
imida N-(o-carboxibenzoil)glutamico (Chung et al., 2004)(Chung et al., 2004).

343.0845
330.0591

100
a
90
50
70
w 60
5
m
]
S50
=1 169.0610
E 3170774
= 40
B 321.1022
T
x
30
20
10
0
200 250 300 350 400 450 500
miz
264.06
100
b 8 . Ya MS/MS 339
3 1714H 2 P
; i i 0 /O
o N
a0 H N, H
OH
70 o 292+H
[+]
60 i 264-H

o
=

i +Na o o *
. J

u
[
oH

+Na [+] i 1

292.06
o
o

171.01

Relative Abundance
] (5] S
= = =

-
=

P T T T T
140 160 180 200 220
miz

T
240 260 280 300 320 340

0 P
80 100 120

Figura 28. Espectros do metabdlito de LAPDESF-SCDO03. (a) Espectro mostrando o padrao

isotopico dos ions protonado e sodiado. (b) Espectro em Tandem do ion sodiado em m/z 339.

Apesar de ser observado ja no tempo zero do experimento, provavelmente
devido a sua rapida formacado, mesmo durante os poucos minutos em que o analito
se encontrava no meio de incubagdo aguardando a adigdo dos hepatdcitos, O

metabdlito de m/z 339 ndo € encontrado na analise de solugdao do padrdo de
LAPDESF-SCDOQ3 (Figura 29).
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Figura 29. Cromatogramas dos ions 316 e 339. (A) solugdo de LAPDESF-SCDO03 ion 316, de (B)
solugao de LAPDESF-SCDO03 ion 339, de (C) extrato da incubag¢ao no tempo 0 ion 316, de (D)
extrato da incubag¢ao no tempo 0 ion 339, de (E) extrato da incubagéo no tempo 45 minutos ion

316 e de (F) extrato da incubacio no tempo 45 minutos ion 339.

O estudo para identificar os metabolitos do LAPDESF-SCDO03 foi realizado em
hepatdcitos do mesmo vial dos que foram utilizados no controle positivo, os quais
mostraram metabolitos de fase | e de fase Il do diclofenaco. Baseado no
metabolismo da talidomida (Chung et al., 2004) (Chung et al., 2004)ja que o
LAPDESF-SCDO03 tem o mesmo grupo ftalimida, era esperado que ocorresse a
hidroxilacdo do anel ftalimidico, a qual nao foi observada sob as condi¢cdes testadas
nesse estudo. Outrossim, o metabdlito hidroxiglucuronideo do LAPDESF-SCDO3,
resultante de uma reagao de fase Il de glucuronidagdo no ponto de hidroxilagéo
prévia, também nao foi encontrado.

Considerando o metabdlito de LAPDESF-SCDO03 resultante de hidrolise na
subunidade ftalimidica, cumpre salientar que de acordo com os estudos de
Nakamura e colaboradores (2007) com a talidomida e seus metabdlitos, a hidrélise
da subunidade ftalimidica pode resultar em atividade inibitéria da produgéo de TNF-a
in vitro consideravelmente elevada em relagdo a molécula matriz, com aumento de

32% da molécula matriz para 80% no metabdlito.
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5-3. Conclusao e Perspectivas

A estrutura proposta, além dos resultados analiticos, ainda é condizente com
as observagdes de que pode haver uma contribuicio de um metabdlito para
atividade final do LAPDESF-SCDO03, que foi observada apdés a administragcdo do
farmaco matriz nos estudo in vivo.

A disponibilidade de uma pequena quantidade dessa substancia seria util na
validagao de um método bioanalitico capaz de determinar seu nivel de exposicdo em
relacdo a molécula matriz em estudo de administracdo do LAPDESF-SCDO03. Seria
suficiente também para conducido de estudos in vitro de atividade e metabolismo.
Por outro lado, para avaliacdo de seu proéprio perfil farmacocinético, uma quantidade
maior seria necessaria com o intuito de administra-lo a modelos animais pelas vias

oral e intravenosa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Como parte do desenvolvimento do farmaco LAPDESF-SCDO03 foi avaliado
seu perfil farmacocinético em modelos animais, além de ensaios de atividade e
obtencgao de algumas propriedades fisico-quimicas.

A solubilidade de 2,3 pg/mL é o provavel fator limitante a observagao de uma
biodisponibilidade completa, por outro lado o farmaco deve possuir uma boa
permeacéo, visto que houve absorgédo (F= 5,6 %) apesar da baixa solubilidade e da
instabilidade em fluidos aquosos.

O metabolismo em plasma foi similar entre o plasma do modelo animal e o
plasma humano, sugerindo inexisténcia de peculiaridades do modelo que
necessitassem mais atengao no que se refere ao metabolismo plasmatico. A taxa de
ligagdo a proteinas plasmaticas de 88 % nao foi suficiente para amenizar a
degradagao quimica somada ao metabolismo por enzimas plasmaticas.

Quanto ao movimento do farmaco no organismo, os parametros
farmacocinéticos observados sao forte evidéncia de uma rapida conversao (meia-
vida de 5 min e clearance de 173 mL/min.kg) a uma ou mais formas ativas, no
entanto ndo foi possivel estabelecer que essa forma seja detentora exclusiva da
atividade observada na administragdo do farmaco. Ainda, foi possivel sugerir um dos
provaveis produtos do LAPDESF-SCDO03.

Esse trabalho confirma, uma vez mais, o potencial farmacoldgico in vivo do
LAPDESF-SCDO03, que € um dentre uma série de derivados ftalimidicos planejados
para apresentar agao inibitoria de TNF-a com objetivo de tratamento sintomatico da

anemia falciforme.
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In silico Pharmacokinetic data

ONO,

Model Name
Water solubility

Caco2 permeability

Intestinal absorption (human)

Skin Permeability
P-glycoprotein substrate
P-glycoprotein | inhibitor
P-glycoprotein Il inhibitor
VDss (human)

Fraction unbound (human)
BBB permeability

CNS permeability
CYP2D6 substrate
CYP3A4 substrate
CYP1A2 inhibitior
CYP2C19 inhibitior
CYP2C9 inhibitior
CYP2D6 inhibitior
CYP3A4 inhibitior

Total Clearance

Predicted Value

-4.461

1.102

99.132

-3.15

Yes

No

No

-0.693

0.114

-0.558

-2.333

No

No

Yes

No

No

No

No

0.265

Unit

Numeric (log mol/L)
Numeric (log Papp in 10
Numeric (% Absorbed)
Numeric (log Kp)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log L/kg)
Numeric (Fu)

Numeric (log BB)
Numeric (log PS)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)

Numeric (log ml/min/kg)
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Property

Model Name

Renal OCT2 substrate

AMES toxicity

Max. tolerated dose (human)
hERG | inhibitor

hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation
T.Pyriformis toxicity

Minnow toxicity

Predicted Value

No

Yes

1.148

No

No

2.309

2.148

No

No

1.468

0.297

Unit

Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (mol/kg)
Numeric (log mg/kg_bw/c
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ug/L)

Numeric (log mM)
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Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 34/2012

Interessado: MICHEL LEANDRO DE CAMPOS

Orientador: Prof2Dr2 Rosangela Gongalves Peccinini

Projeto: Farmacocinética pré-clinica, estudo de relacéo pk/pd e avaliacéo
preliminar de seguranca hepatica e renal de derivados
ftalimidicos em ratos

Parecer n° 58/2012 — Comisséo de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacfes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa “Farmacocinética pré-clinica, estudo de relacdo pk/pd e
avaliacdo preliminar de seguranca hepética e renal de derivados ftalimidicos
em ratos”, apresentado pelo poés-graduando MICHEL LEANDRO DE
CAMPOS, sob orientacdo da Professora Doutora Roséngela Goncgalves
Peccinini, desta Faculdade.

Um relatorio parcial do protocolo de pesquisa devera ser entregue
em FEVEREIRO de 2014 e um final em ABRIL 2015, em formuléario para este

fim.
Araraquara, 23 de novembro de 2012.

04t

Prof.Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 06/2014

Interessada: MICHEL LEANDRO DE CAMPOS

Supervisor: Prof? Dr?2 Rosangela Gongalves Peccinini

Projeto: Farmacocinética pré-clinica, estudo de relacdao pk/pd e avaliacao
preliminar de seguranca hepatica e renal de derivados ftalimidicos em ratos

Parecer n? 11/2014 — Comissio de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacdes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa “Farmacocinética pré-clinica, estudo de relacado pk/pd e
avaliacao preliminar de seguranga hepatica e renal de derivados ftalimidicos
em ratos”, apresentado pelo Poés-graduando MICHEL LEANDRO DE
CAMPOQOS, sob orientacdo da Professora Doutora Roséngela Gongalves
Peccinini, do Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia desta
Faculdade.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
OUTUBRO de 2015, em formulario para este fim.

Araraquara, 11 de abril de 2014.

(b Ui Ut

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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of Pharmaceutical Sciences - Sao Paulo State University, was an exchange
PhD student in my research group at Faculty of Science and Engineering - York
University, from May 8" to December 16" of 2014. He developed a project
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imaging to the analysis of natural products and fungal networking using a DESI

source coupled to a linear ion trap instrument.

Sincerely,

Assistant Professor


Michel
Texto digitado
Anexo IV


APENDICES



APENDICE A
Preparo e avaliagao da solubilidade da dispersao sélida e da mistura fisica

A dispersdo solida contendo LAPDESF-SCD03 e poloxamer 407 na
proporcao de 1:9 foi preparada utilizando acetonitrila como solvente de dissolugéao.
O farmaco e o poloxamer 407 foram dissolvidos no solvente e em seguida o solvente
foi evaporado a temperatura ambiente em agitacdo com barra magnética. Na
sequencia, o produto foi estocado sem agitagdo por 48 horas para garantir a
completa evaporagao da acetonitrila e apds esse periodo foi realizada uma
pulverizagcdo com almofariz e pistilo para reduzir o tamanho das particulas. Por fim, o
po residual foi tamisado para obtencdo de particulas menores que 0,59 mm de
diametro.

A mistura fisica foi preparada em almofariz juntando-se o farmaco e o
poloxamer na propor¢ao de 1:9 e misturando os dois com auxilio de pistilo.

A solubilidade do LAPDESF-SCDO03 puro, na dispersao soélida e na mistura
fisica foi avaliada pela adigdao de 5 mg de farmaco puro, 10 mg de dispersao sélida
(1 mg de farmaco) e 10 mg de mistura fisica (1 mg de farmaco) a, respectivamente,
1000 L, 200 yL e 200 pL de agua. Todas as solugbes se mostraram saturadas. Em
seguida, as trés preparagdes foram mantidas em agitagao por vortex por um periodo
de 24 horas em temperatura ambiente. Apds transcorrido esse periodo, as amostras
foram filtradas (0,22 um) e analisadas por cromatografia liquida (n=3). As amostras
que apresentaram valores acima da linearidade do método foram diluidas (1/10) em

agua e reanalisadas.
Ensaio de solubilidade de LAPDESF-SCDO03 puro, em mistura fisica e em dispersao solida,

ambas com poloxamer 407.

Ensaios de Solubilidade Média (ng/mL) CV %

Puro 2381,88 8,02
Dispersao sélida 38625,22 25,99
Mistura fisica 35966,20 10,73

Houve um aumento de aproximadamente 15 vezes na solubilidade em
comparagao com o farmaco puro em ambas as técnicas de preparo. Entretanto
houve maior variabilidade da dispersao sélida, cujos valores minimo e maximo foram
29,8 yg/mL e 49,6 ug/mL. Essa estratégia sera considerada na eventualidade de um

novo experimento utilizando a via oral.



Apendice B. Pardmetros farmacocinéticos obtidos graficamente de LAPDESF-SCD-03 via intravenosa (5,2 mg/kg) antes e apés a administragao de

100 pg/kg de LPS e via gavagem (300 mg/kg) 15 minutos antes da administragao de 100 pg/kg de LPS.

IV inibicdo IV reducao oral
Parametros Média Mediana IC95% Meédia Mediana 1C95% Média Mediana 1C95%
Cmax (ng/mL) 1409.74 1469.57 244.88 1527.59 1461.63 776.90 454.72 385.75 414.45
tmax (min) 5 5 5 5 78 60 77.24
k. (min-") 0.031 0.024 0.017
t1/24 (mMin) 26.57 28.88 14.62
kel (Min-) 0.122 0.113 0.028 0.057 0.060 0.017 0.008 0.008 0.004
t1/2 (min) 5.81 6.13 1.07 12.72 11.55 3.77 96.30 86.63 57.57
ASC o (Hg/mL.min) 19.87 20.71 354 23.85 1933 1076  26.51 25.68 5.33
ASC ¢... (Ug/mL.min) 20.65 21.57 3.69 26.92 22.19 10.57 46.38 49.22 7.70
Razdo ASC 0.96 0.96 0.002 0.88 0.88 0.06 0.58 0.57 0.14
Fo- (%) 3.89 4.13 0.65
Cl (mL/min.kg) 256.67 241.13 53.02 207.15 23431 69.64 251.78 251.78 0
Vdc (mL/kg) 2258.66 2192.52 173.02 3500.52 2961.44 2174.19
Vdz (mL/kg) 2110.48 2041.79 160.59 3911.86 3192.46 2195.69 34986.51 31472.64 20917.10
Vss (mL/kg) 1900.62 1850.17 155.76 3747.38 3051.16 2222.36

AUMCy; (pg/mL.min?) 129.53 137.66 4290 267.86 227.59 120.26 2222.09 2168.27 517.58
AUMC... (ug/mL.min?) 158.70 170.90 52.64 455.68 467.25 137.80 8633.51 8964.56 4418.46
MRT (min) 7.56 7.92 1.49 17.52 15.96 5.52 182.64 184.52 74.93




Apendice C. Estimativas iniciais dos parametros farmacocinéticos primarios

IV inibicdo IV reducao Oral
Animal kel (min-") Vdc (mL/kg) kel (min-') Vdc(mL/kg) kel (min-") Vdz/F (mL/kg) ka (min-")
1 0.11 2125.746 0.06 2961.444 0.004 1451927.92 0.043
2 0.113 2309.366 0.064 2194.371 0.013 542379.00 0.048
3 0.162 2192.52 0.043 6532.827 0.01 587041.59 0.016
4 0.111 2477.842 0.044 2477.842 0.008 1002929.30 0.024
5 0.114 2187.816 0.074 3336.113 0.007 870652.47 0.023




Apendice D. Parametros farmacocinéticos de LAPDESF-SCD-03 via intravenosa (5,2 mg/kg) antes e apos a administragao de 100 ug/kg de LPS e

via gavagem (300 mg/kg) 15 minutos antes da administragcao de 100 ug/kg de LPS, calculados pelo software WinNonlin 6.3

IV inibicdo IV reducdo oral
Parametros Média Mediana 1C95% Média Mediana IC95% Média Mediana IC 95%
Cmax (ng/mL) 2909.60 2771.25 480.27 2580.09 2876.34 1460.38 296.92 229.19 361.63
tmax (min) 0 0 41.88658 34.24934 46.96
ka (min-1) 0.048 0.036 0.080
t1/2 a (min) 19.15 19.48 26.80
kel (min-") 0.146 0.141 0.026 0.109 0.109 0.029 0.017 0.010 0.040
t1/2 (min) 4.83 491 0.90 6.63 6.37 1.83 70.03 68.78 127.51
ASC 0-t (ug/mL.min) 29.11 29.90 7.73
ASC 0-inf (ug/mL.min) 20.20 21.78 3.95 23.48 20.22 11.93 40.21 42.23 10.59
Razdo ASC 0.73 0.69 0.37
F, O-inf (%) 3.45 3.62 0.91
Cl (mL/min.kg) 263.72 238.73 61.99 249.65 257.17 110.07 221.48 221.48 0.00
CI/F (mL/min.kg) 7520.54 7104.13 2104.51
Vdz (mL/kg) 1811.16 1876.41 280.88 2444 .84 1807.85 1527.24 2237490 21976.73 40742.54
Vdz/F (mL/kg) 725937.67 690840.70 1260649.95

AUMCO-inf (ug/mL.min2)

MRT (min) 6.97 7.09 1.30

9.56

9.19

142583.05 140274.10 47989.86 219825.48 208294.30 108048.89

2.63




Apéndice E. Massas de ions de metabodlitos possiveis

M Formula Massa exata H+ NH4+ Na+ K+
1 M166 CsHsO4 166.0266 167.03 184.06 189.02 204.99
M166-D4 CgH2D404 170.0517 171.06 188.09 193.04  209.01
2 M316 C15H12N206 316.0695 317.08 334.10 339.06 355.03
M316-D4 C15HsD4N2O¢ 320.0946 32110 338.13 343.08 359.06
3 M314 C15H10N20s 314.0539 315.06 332.09 337.04 353.02
M314-D4 C15HgD4N2Og 318.0790 319.09  336.11 341.07 357.04
M314-D3 C15H7D3N206 317.0727 318.08  335.11 340.06  356.04
4 M330 C15H10N207 330.0488 331.06 348.08 353.04 369.01
M330-D4 C15HeD4N207 334.0739 335.08 352.11 357.06 373.04
5 M271 C15H13NO4 271.0845 272.09 289.12 294.07 310.05
M271-D4 C15HgD4NO4 275.1096 276.12  293.14  298.10 314.07
6 M253 C15H11NO3 253.0739 254.08 271.11 276.06  292.04
M253-D4 C15H7D4sNO3 257.0990 258.11 27513 280.09 296.06
7  M284 C15H12N204 284.0797 285.09  302.11 307.07  323.04
M284-D4 C15HgD4N204 288.1048 289.11 306.14 311.09 327.07
8 M268 C15H12N203 268.0848 269.09 286.12 291.07 307.05
M268-D4 C15HsD4N203 272.1099 273.12  290.14 29510 311.07
9 M251 C15HoNO3 251.0582 252.07 269.09 274.05 290.02
M251-D4 C15HsD4NO3 255.0833 256.09 273.12 278.07 294.05
10 M169 C7H7NO4 169.0375 170.04 187.07 192.03  208.00
1 M168 C7HsN203 168.0535 169.06 186.09 191.04  207.02
12 M490 C21H1sN2012 490.0860 491.09 508.12 513.08 529.05
M490-D3 C21H15D3N2012 493.1048 494 11 511.14 516.09 532.07
13  M445 C21H19NO10 445.1009 446.11 463.13 468.09 484.06
M445-D3 C21H16D3NO10 448.1197 44913 466.15 471.11 487.08
14 M508 C21H20N2013 508.0965 509.10 526.13 531.09 547.06
M508-D3 C21H17D3N2013 511.1154 512.12 529.15 534.10 550.08
15 M429 C21H19NOg 429.1060 430.11 44714 45210  468.07
M429-D4 C21H15D4NOg 433.1311 43414 45116  456.12  472.09
16  M447 C15H13NO4 447.1166 448.12  465.15  470.11 486.08
M447-D4 C15HgD4sNO4 451.1417 45215 469.18 47413  490.10
17 M339 C14H13NOg 339.0590 340.07 357.09 362.05 378.02
M339-D3 C14H10D3NOg 342.0779 343.09 360.11 365.07 381.04
18 M492 C21H20N2012 492.1016 493.11 510.14 515.09 531.06
M492-D4 C21H17D3N2012 496.1267 497.13 51416 519.12 535.09
19 M558 C25H26N409S 558.1421 559.15 576.18 581.13 597.11
M558-D3 C25H23D3N409S 561.1609 562.17 579.19 584.15 600.12
20 M560 C25H28N409S 560.1577 561.16  578.19  583.15  599.12
M560-D4 C25H24D4N4O9S 564.1828 565.19 582.22 587.17 603.15
21 M39%4 C15H10N20¢S 394.0107 395.02 412.04 417.00 432.97
M394-D3 C15H7D3N20S 397.0295 398.04 415.06 420.02 435.99
22 M356 C17H12N207 356.0645 257.07 27410 279.05 295.03
M356-D3 C17HgD3N207 359.0833 260.09 27712 282.07 298.05
23 M379 C15H11N205S™ 379.0231 190.02 198.53  201.01 208.99
M379-D4 C15H7D4N20sS™ 383.0482 192.03 200.54 203.02 211.01
24 M333 C15H11NOeS 333.0307 334.04 351.06 356.02 371.99
M333-D4 C15H7D4NO6S 337.0558 338.06 355.09 360.05 376.02




25

26

27

M295
M295-D4
M227
M227-D4
M189
M189-D4

C17H13NO4
C17H9DsNO4
CsHD4NOsS
C10H3DsNO3

295.0845
299.1096
226.9888
231.0139
189.0426
196.0677

296.09
300.12
228.00
232.02
190.05
197.07

313.12
317.14
245.02
249.05
207.08
214.10

318.07
322.10
249.98
254.00
212.03
219.06

334.05
338.07
265.95
269.98
228.01
235.03




Apendice F. Estruturas dos metabdlitos citados no apendice A.
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