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RESUMO

Em virtude do impacto do cancer nos sistemas de saude e dos efeitos adversos causados
pelos medicamentos antineoplasicos, diversas estratégias tém sido investigadas na busca de
novos protoétipos de farmacos, em especial os de origem de plantas, a qual tém gerado
substancias com grande potencial terapéutico. Nesse contexto, destaca-se a lausona (2-
hidroxi-1,4-naftoquinona) e seus derivados, que sdo naftoquinonas com atividade antitumoral,
antifingica, antimalérica, antiviral e antibacteriana. O CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b]
nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) —diona) € um desses derivados, que apresentou potente
atividade antineoplasica em células tumorais in vitro e in vivo, sendo um promissor candidato
a novo farmaco. Desta forma, considerando que o mesmo €é um composto
farmacologicamente ativo, esforgcos devem ser direcionados para investigacdo da etapa de
metabolismo ainda nas etapas iniciais de desenvolvimento dessa nova entidade quimica. Para
esta pesquisa, primeiramente, um método bioanalitico com emprego de cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector por absorcéo ultravioleta (HPLC-UV) foi desenvolvido
para quantificacdo do composto no plasma e em microssomas hepaticos humanos. Além
disso, foram apresentados os dados de cinética enzimatica, os parametros farmacocinéticos
previstos in vivo e o estudo de fenotipagem. Os principais sitios de metabolismo e metabdlitos
foram sugeridos in silico. O método de HPLC desenvolvido com a matriz microssomal foi
linear, reprodutivel, seletivo, preciso e estavel. Os parametros cinéticos enzimaticos revelaram
um perfil sigmoidal. A depuracdo metabdlica hepatica foi de 10,39 mL min? kg* de proteina e
a taxa de extracdo hepéatica foi de 51%. A depuracdo in vivo associada a uma razdo de
extracao hepatica indica que o metabolismo hepatico é a principal via de eliminagdo. Apesar
de todas as enzimas do citocromo P450 avaliadas metabolizarem CNFD, as isoformas
CYP2C9 e CYP3A4 apresentaram maior capacidade metabélica. O metabolismo do CNFD foi
descrito pela primeira vez e servira como ponto de partida para continuidade de estudos de
inibicdo enzimatica e de farmacocinética in vivo.

Palavras-chave: naftoquinona, cinética enzimética, esterases plasméaticas, microssomas
hepaticos, antineoplasico



ABSTRACT

Due to the impact of cancer on health systems and the adverse effects caused by
antineoplastic drugs, several strategies have been investigated in the search for new drug
prototypes, especially those originating from plants, which have generated substances with
great therapeutic potential. In this context, lausone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) and its
derivatives, which are naphthoquinones with antitumor, antifungal, antimalarial, antiviral and
antibacterial activity, stand out. CNFD (6b, 7-dihydro-5H-cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-
5,6(9aH)-dione) is one of these derivatives, which showed potent antineoplastic activity in
tumor cells in vitro and in vivo, being a promising candidate for a new drug. Thus, considering
that it is a pharmacologically active compound, efforts should be directed towards investigating
the metabolism stage in the early stages of development of this new chemical entity. For this
research, firstly, a bioanalytical method using high performance liquid chromatography coupled
to an ultraviolet absorption detector (HPLC-UV) was developed to quantify the compound in
plasma and in human liver microsomes. In addition, data on enzyme kinetics, predicted in vivo
pharmacokinetic parameters and the phenotyping study were presented. The main sites of
metabolism and metabolites were suggested in silico. The HPLC method developed with the
microsomal matrix was linear, reproducible, selective, accurate and stable. The enzyme kinetic
parameters revealed a sigmoidal profile. The hepatic metabolic clearance was 10.39 mL min
1 kg? of protein and the hepatic extraction rate was 51%. In vivo clearance associated with a
hepatic extraction ratio indicates that hepatic metabolism is the major route of elimination.
Although all the cytochrome P450 enzymes evaluated metabolized CNFD, CYP2C9 and
CYP3A4 isoforms showed greater metabolic capacity. The metabolism of CNFD was
described for the first time and will serve as a starting point for further studies of enzyme
inhibition and in vivo pharmacokinetics.

Keywords: naphthoquinone, enzyme Kkinetics, plasma esterases, liver microsomes,
antineoplastic
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INTRODUCAO

Atualmente, o cancer tem sido um dos mais complexos problemas de saude no
mundo (AGYARE et al., 2018; ZANETTI et al., 2018). O cancer € uma variedade de
doencas a nivel tecidual, que tem o diagnostico especifico e a eficacia de tratamento
como grandes desafios (HASSANPOUR & DEHGHANI, 2017). Embora o tratamento
com a quimioterapia tenha avangado, os efeitos adversos e a resisténcia das células
cancerigenas aos agentes antineoplasicos convencionais levaram a busca de
moléculas ativas obtidas de plantas (BENARBA & PANDIELLA, 2018).

Nesse contexto, varios farmacos antitumorais derivados de plantas ja foram
introduzidos na prética clinica, como paclitaxel, vimblastina ou vincristina, irinotecano,
camptotecina e seus derivados ou anélogos (BENARBA & PANDIELLA, 2018). No
entanto, pesquisas ainda sdo desenvolvidas na procura por novas moléculas com
atividades anticancerigenas oriundas de fontes naturais (AGYARE et al., 2018; 1JAZ
et al., 2018).

As naftoquinonas, metabdlitos secundéarios de plantas, como o lapachol e a
lausona, tém sido descritas com atividades farmacolégicas consideraveis, incluindo a
atividade antineoplasica (SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2012; SALUNKE-GAWALI
et al., 2017). De Almeida (2021) estudou o derivado da lausona, CNFD (6b, 7-dihidro-
5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) —diona) em varias linhagens de células
tumorais. Os resultados foram promissores para o desenvolvimento de um novo
farmaco antineoplasico a partir desse composto.

Ressalta-se que o desenvolvimento de um novo farmaco se estende por anos
e abrange uma série de processos e estudos (MOHS et al., 2017). Geralmente, nas
fases iniciais de planejamento, as moléculas devem ser otimizadas em relacdo a
varias propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas (GUIDO et al., 2010). A
modelagem molecular tem sido amplamente utilizada como instrumento na previsao
de atividade farmacologica, mecanismo de agao, toxicidade, caracterizagao de perfil
farmacocinético, entre outros (PINERO et al.,, 2018). Além disso, sdo utilizados
ensaios biolégicos em nivel molecular, celular, orgéanico e de animais integrais para
definir a atividade e a seletividade do futuro candidato a farmaco, para entao partir
para os estudos clinicos (SINGH, 2018).

Nos estudos de farmacocinética, destaca-se a investigacdo do metabolismo

desse novo candidato a farmaco, visto que esse processo pode comprometer a
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eficacia do mesmo e ainda provocar efeitos adversos consideraveis (FAKUNLE et al.,
2012). O figado constitui o principal 6érgdo envolvido no metabolismo dos farmacos,
pois possui 0 complexo enzimético citocromo P450, que é responsavel pelo
metabolismo da maioria dos farmacos disponiveis para uso clinico (OH et al., 2017).
Além do figado, enzimas presentes no plasma, como as butirilcolinesterases e as
paraoxonases, também sdo capazes de realizar o metabolismo de farmacos
(MAKHAEVA et al., 2016).

Para os estudos de metabolismo de um novo farmaco, além das ferramentas
de ancoragem molecular, técnicas in vitro, utilizando microssomas de figado, por
exemplo, sdo extremamente importantes para identificar os metabdlitos formados e
avaliar a toxicidade dos mesmos (FAKUNLE et al., 2012; SINGH, 2018). Os
metabdlitos ativos sdo muito mais propensos a causar reacgfes adversas a
medicamentos do que o seu farmaco (CHAGAS et al., 2018). Atualmente, farmacos
importantes, como paclitaxel e analagos da Vinca, utilizados para varios tipos de
cancer sdo metabolizados por enzimas do citocromo P450 e possuem metabdlitos
menos tdxicos que o composto original, mas ainda assim toxicos para o organismo,
induzindo efeitos adversos importantes (SAINI et al., 2018). Esses efeitos sao
causados pela capacidade dos metabdlitos ativos de se ligarem a diferentes areas,
longe do alvo terapéutico do farmaco (CHAGAS et al., 2018).

Diante do exposto, visto que o CNFD é um candidato a novo farmaco
antineoplasico, é extremamente importante a avaliacdo da atividade metabdlica desta
droga in vitro e a identificacdo dos metabdlitos formados com a finalidade de conhecer
a sua toxicidade antes dos estudos in vivo.

O desenvolvimento da presente tese esta apresentado em 3 capitulos, onde
sdo mencionados a revisao bibliografica, os materiais, as metodologias, os resultados
e discusséo, de acordo com a apresentacao abaixo:

Capitulo 1: Reviséao bibliografica.

Capitulo 2: “Desenvolvimento e validagdo de um método bioanalitico por CLAE para
determinacdo de CNFD em plasma humano”.

Capitulo 3: “Metabolismo do CYP450 de uma naftoquinona semissintética, um
candidato a medicamento anticancer, por microssomas hepaticos humanos”. Este
capitulo esta formatado na forma de artigo (versdo em portugués) de acordo com a
revista Journal of the Brazilian Chemical Society (ISSN 1678-4790). Foi submetido em
18 outubro de 2021 e aceito em 09 de janeiro de 2022.
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OBJETIVOS

GERAL

Investigar o metabolismo in vitro do CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto
[2,1-d] furano-5,6 (9aH) —diona) utilizando enzimas do citocromo P450 e esterases

plasmaticas humanas.

ESPECIFICOS

a) Desenvolver e validar um método bioanalitico para determinacdo do CNFD
em plasma e microssomas hepaticos humanos;

b) Avaliar o metabolismo do CNFD empregando plasma e microssomas
hepaticos humanos in vitro;

c) ldentificar as enzimas envolvidas no metabolismo do CNFD;

d) Caracterizar os parametros cinéticos enzimaticos apos metabolismo para
predicdo dos parametros farmacocinéticos in vivo.

e) Sugerir os possiveis metabdlitos formados in silico.
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CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1Céancer

O cancer refere-se a uma variedade de doencas resultantes de mutagdes
genéticas, ou seja, modificacdes na estrutura do DNA (acido desoxirribonucleico) dos
genes. Essas alteracfes levam a proliferacdo anormal de células, que tendem a
invadir tecidos e 6rgédos vizinhos (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017; INCA, 2020).
Atualmente, existem mais de 277 tipos diferentes da doenca, variando de acordo com
o nivel no tecido, o que torna um grande desafio para o diagnéstico especifico, seguido
pela eficacia do tratamento (ALMEIDA et al., 2005; HASSANPOUR; DEHGHANI,
2017).

O céancer € um importante problema de saude publica para paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo a segunda causa de mortalidade em
todo o mundo (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). O numero de pessoas com cancer
estd em constante crescimento em todo o mundo. Estima-se que em 2040, a
incidéncia de novos casos sera de 29,5 milhées (SMITH; OEFFINGER, 2020). No
Brasil, a maior incidéncia no sexo feminino é o cancer de mama, seguido do cancer
colorretal e de colo uterino. No sexo masculino, o tipo mais incidente é o cancer de
préstata, seguido do cancer colorretal e de traquéia, brénquio e pulméo (INCA, 2020).

O tratamento do cancer pode ser realizado através de radioterapia,
quimioterapia, cirurgia, transplante de medula 6ssea, ou combinacéo de mais de uma
modalidade. A escolha do melhor método depende da extensdo do tumor e do
prognéstico (REN; XU, 2020; INCA, 2020). Um dos tratamentos mais utilizados é
quimioterapia, utilizada para tratar a doenga em estagio avancado ou em estagio de
metastase e que contribui para reduzir o risco de recorréncia e de mortes (REN; XU
2020; C. Ll et al., 2020).

A quimioterapia é o tratamento que utiliza medicamentos quimioterapicos (ou
antioneoplasicos) administrados em intervalos regulares (INCA, 2020). Esses agentes
sao originalmente sintéticos, semi-sintéticos ou naturais, sendo divididos em classes
diferentes: agentes antimetabolicos, hormonais, produtos naturais, alquilantes e

complexos de coordenacéo de platina (ALMEIDA et al., 2005).
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Dentre os quimioterapicos naturais, a vimblastina e a vincristina (extraidas de
Catharrantus roseus), o etoposideo, o teniposideo e o paclitaxel sdo importantes
farmacos utilizados no tratamento do cancer (KUTTIKRISHNAN et al., 2021). A
introducdo desses farmacos na terapéutica nos ultimos anos tem despertado ainda
mais o interesse das industrias farmacéuticas pelos produtos naturais, que ja
representam 74% dos medicamentos antineoplasicos do mercado (FIORITO et al.,
2014).

Atualmente, a busca por novos agentes antitumorais tem se tornado cada vez
mais necesséaria visando encontrar tratamentos mais efetivos e seletivos, ou a
descoberta de novas estratégias (C. Ll et al., 2020; KHAN et al., 2022). Os metabdlitos
secundarios de plantas, incluindo alcal6ides, flavonoéides, cumarinas, quinonas, entre
outros, apresentam atividades antineoplasicas consideraveis (KHAN et al., 2022;
PANDEY; KHAN, 2021)

Na ultima década, moléculas derivadas de plantas, como artesunato,
resveratrol, B-lapachona, entre outras, tém apresentado resultados satisfatérios para
atividade antineoplasica (AGYARE et al., 2018; IJAZ et al.,, 2018). Algumas
naftoquinonas ja foram extensivamente estudadas, como o lapachol, que teve os
estudos interrompidos por causa dos efeitos adversos. A lausona (2-hidroxi-1,4-
naftoquinona) é outro composto bioativo que exibe varias atividades, dentre elas
antimicrobiana e antitumoral. A lausona é facilmente obtida por sintese e é muito
utilizada como matéria de partida na preparacao de derivados bioativos (OTTONI et
al., 2020).

1.2Naftoquinonas

As quinonas representam uma ampla familia de metabdlitos secundarios
presentes na natureza. Elas séo classificadas de acordo com o sistema aromatico
presente em sua estrutura: benzoquinonas - um anel benzénico; naftoquinonas - um
anel naftalénico; antraquinonas - um anel antracénico linear ou angular; e
fenantraquinonas — um anel fenantrénico (FIGURA 1) (SOUSA; LOPES; DE
ANDRADE, 2016). Um grande niumero de moléculas desse grupo possui aplicacdes
praticas reconhecidas, como as vitaminas K, as mitomicinas e as antraciclinas (DA
SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; FIORITO et al., 2014).
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Figura 1 - Classificacdo das quinonas quanto ao sistema aromatico

Benzoquinonas Naftoquinonas

o

Antraquinonas Fenantraquinonas

Fonte: Elaboracgéo propria (2022).
Nota: Sousa et al (2016).

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (2-hidroxi-3-[3-metil-2-
butenil]-1,4- naftoquinona), extraido da Tabebuia sp., que possui muitas atividades
farmacoldgicas, como antimicrobiana, antifingica, tripanossomicida, leishmanicida,
antimalarica, anti-inflamatéria, antineoplésica, entre outras (DA SILVA; FERREIRA;
DE SOUZA, 2003). A B-Lapachona (3,4-dihidro- 2,2-dimetil-2H-nafto [1,2-b] pirano-
5,6-diona), uma naftoquinona natural derivada do lapachol, tém sido amplamente
estudada principalmente por apresentar efeitos seletivos em linhagens tumorais
guando comparados a linhagens normais (SALUNKE-GAWALI et al., 2017; SILVA et
al., 2012).

O extrato da folha de Lawsonia inermis, conhecida como Henna, contém a
lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), outra naftoquinona de grande interesse
farmacolégico (OTTONI et al., 2020). Pesquisadores relataram a sintese de
naftoquinonas a partir da lausona, IVS320 (1H-ciclopenta [b] nafto [2,3-d] furano-5,10
(3aH, 10bH) - diona) e IVS322 (6b,7-di-hidro-5H ciclopenta [b] nafto [2,1-d ]Jfuran-5,6
(9aH) - diona), e verificaram um novo composto com grande potencial antifingico
(FREIRE et al., 2010a).

O potencial antineoplasico da CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-

d] furano-5,6 (9aH) — diona) em diferentes linhagens de células foi estudado. Os
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resultados sugerem que o CNFD é um candidato potencial para uso na terapia
antitumoral (DE ALMEIDA et al., 2021). A estrutura quimica do CNFD é demonstrada

na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica do CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) —
diona)

O

Fonte: Elaboracgéo propria (2022).
Nota: (NAIR et al., 2001).

1.3Desenvolvimento de novos farmacos

O desenvolvimento de um novo farmaco geralmente inicia-se quando ha o
estudo de um alvo biolégico diferente envolvido no processo de uma doenca. Nesse
caso, o medicamento desenvolvido € completamente inovador, pois tem um modo de
acdo diferente dos que ja existem no mercado. O inicio do processo de
desenvolvimento também pode se da a partir da descoberta ou sintese de uma
molécula com potencial ativo e a sua correlacdo com um alvo bioldgico apropriado ja
estudado. O melhoramento dos medicamentos atuais também € fundamental, pois
pode oferecer beneficios em relacdo a poténcia, seguranca, tolerabilidade ou
conveniéncia (MOHS; GREIG, 2017).

O desenvolvimento de um novo farmaco, a partir da identificacdo do alvo, pode
levar 12 anos ou mais (FIGURA 3). O custo para desenvolver uma nova entidade
molecular é estimado em cerca de 2,6 bilhdes de dolares (MOHS; GREIG, 2017;
ZHANG; TANG, 2018). A cooperacdo entre ciéncias quimicas, biologicas,
farmacéuticas, médicas, fisicas e computacionais, e entre estudos pré-clinicos e

clinicos é essencial para o programa de desenvolvimento (MOHS; GREIG, 2017).
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Figura 3 - Processo de desenvolvimento de um novo farmaco

2

Avaliagao farmacolégica
em modelos animais

g Caracterizagdo Ensaios pré- A
Nova entidade = i s Fasel (1,5 Registro (6
molecular(1 ano) fISIC(T:I::,Tlca > clln;::‘zz)ﬁ-S anos) > Fase Il (2 anos) > Fase lll (3 anos)> meses - 2 anos)
—1 )

\L 10 - 15 anos

Estudos de seguranga Farmacocinética Absorgao
e toxicidade pré-clinica

Distribuicao

Metabolismo

Excregdo

Fonte: Elaboragéo propria (2022).
Nota: Adaptado de Fakunle et al. (2012).

As moléculas bioativas de produtos naturais ou compostos sintéticos podem
ser identificadas a partir de triagens experimentais, ou computacionais mediante
planejamento racional (ZHU et al., 2018). A abordagem in silico tem sido bastante
utilizada pelo custo e rapidez nas analises (AMMAR, 2017). Cerca de 70% das
industrias farmacéuticas utilizam modelagem molecular no desenvolvimento de novos
farmacos. Por meio dessa ferramenta, € possivel prever o mecanismo de ac¢do dos
farmacos, avaliar a toxicidade, compreender alterac6es moleculares, otimizar a dose,
programar esquemas terapéuticos, entre outros (PINERO; FURLONG; SANZ, 2018).

Os candidatos a farmacos que passam com sucesso pelos procedimentos
iniciais de triagem seguem para os estudos pré-clinicos, com a finalidade principal de
serem avaliados em sistemas in vitro e em animais in vivo para a obtencédo do maior
conhecimento possivel acerca das propriedades farmacoldgicas, farmacocinéticas e
da toxicidade do farmaco em desenvolvimento (SINGH, 2017). Cerca de 70% dos
candidatos a farmacos falham nessa etapa (FAKUNLE; LORING, 2012).

Os estudos clinicos correspondem a pesquisa conduzida em seres humanos,
sendo voluntarios sadios ou enfermos, e abrange desde o momento que se administra
a substancia pela primeira vez ao ser humano, até a obtencdo dos dados sobre sua

eficicia e seguranca terapéutica em grandes grupos de populacdo (DINGEMANSE;
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KRAUSE, 2017). Esses estudos sdo divididos em quatro fases (ARANYI, 2018;
HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015):

- Fase I: 0 medicamento sera testado pela primeira vez em voluntarios sadios. O
principal objetivo desta fase € verificar a tolerancia, posologia e a seguranca do novo
farmaco;

- Fase IlI: os voluntérios séo pacientes acometidos pela doenca. O objetivo dessa fase
é avaliar a eficacia do novo farmaco, estabelecer o intervalo de dose e determinar os
regimes de administracdo. Esta fase também permite obter informagbes mais
detalhadas sobre a seguranca em curto prazo;

- Fase llI: envolve estudos multicéntricos internacionais e o medicamento é dado a um
grupo extenso de pacientes para avaliar novamente a eficacia e a seguranga do
produto. Geralmente, nos estudos desta fase os pacientes séo divididos em dois
grupos: o grupo controle (recebe o tratamento padréo ou placebo) e o grupo teste
(recebe o novo farmaco);

- Fase IV: esta fase é posterior ao registro e ao lancamento do novo medicamento no
mercado. As pesquisas dessa fase sao estudos de vigilancia pés-comercializacdo, ou
farmacovigilancia, para verificar o surgimento de novos efeitos terapéuticos ou
reacoes adversas, bem como interaces medicamentosas ndo observadas nas fases
anteriores.

No processo de desenvolvimento de novos farmacos, é de suma importancia o
estudo da absorcdo e do metabolismo do fitocomposto para sua posterior utilizagéo
como candidato a farmaco anticancer seguro e eficaz (PANDEY; KHAN, 2021). As
informacBes sobre enzimas especificas envolvidas no metabolismo dessas drogas
podem ajudar a revelar possiveis interagdes medicamentosas e variacdes
interindividuais no metabolismo de drogas (VAVROVA et al., 2022).

1.4Fase pré-clinica: metabolismo de farmacos
Uma tarefa integral da fase pré-clinica € avaliar e prever a toxicidade, a
farmacocinética e o metabolismo de um dado composto. As reacfes adversas a
medicamentos sdo a quarta principal causa de morte nos EUA, sendo a
hepatotoxicidade a principal razdo para falha do medicamento pds-comercializacao
(FAKUNLE; LORING, 2012).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cytochrome-p450
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O metabolismo €& um processo fisiologico que converte farmacos em
metabalitos polares e hidrofilicos, com a finalidade de facilitar a excre¢cdo dos mesmos
pelo organismo (GIRENNAVAR; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007). Esses metabdlitos,
ou produtos do metabolismo, podem apresentar maior potencial farmacol6gico ou
toxicolégico do que o farmaco. O metabolismo também pode diminuir a toxicidade ou
o efeito terapéutico, dependendo do medicamento (HILAL-DANDAN; BRUNTON,
2015).

O figado € o principal 6rgéo envolvido no metabolismo de farmacos (FAKUNLE;
LORING, 2012). Esse processo normalmente acontece em duas fases: Na fase |, as
enzimas catalisam reacdes de oxidacao, reducao ou hidrélise (CHAGAS, MOSS, AND
ALISARAIE, 2018; HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Essas reacdes sao
realizadas, principalmente, pelo citocromo P450 (CYP), que é uma grande familia
multigénica de hemeproteinas, mas também ha outras enzimas envolvidas (TABELA
1) IWATA et al., 2015; KORHONEN et al., 2007). Na fase Il, as enzimas transferases
sdo responsaveis pela conjugacdo dos produtos provenientes da Fase | com uma
molécula maior (4cido glicurdnico ou glutationa, por exemplo), a fim de facilitar a
eliminacdo dos farmacos e inativar metabdlitos toxicos produzidos pela primeira fase
(CHAGAS; MOSS; ALISARAIE, 2018; YIN et al., 2010).

Tabela 1 - Principais enzimas envolvidas no metabolismo dos farmacos

Reacdes de Fase | Principais enzimas envolvidas
Oxidacio EnzirT]as do citocromo P450.(CYPS),
monoxigenases contendo flavina (FMO)
Reducéo Redutases
Hidrélise Esterases, Epoxido-hidrolases (mEH, sEH)
Reacdes de Fase Principais enzimas envolvidas
Glicuronidacéo UDP-glicuronosiltransferases (UGT)
Sulfatacdo Sulfotransferases (SULT)
Acetilagcédo N-acetiltransferases (NAT)
Metilagc&o Metiltransferases (MT)
Glutationizacéo Glutationa-S-transferase (GST)

Fonte: Elaboragéo propria (2022).
Nota: Hilal-Dandan & Brunton (2015)

As enzimas CYPs sédo encontradas na superficie do reticulo endoplasmatico

liso de células do trato gastrointestinal, principalmente no figado e na parede do
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intestino, mas também podem ser encontradas nos pulmdes, rins e sistema nervoso
central (DAHAN; ALTMAN, 2004; SPROUSE; BREEMEN, 2016). Elas apresentam
vérias isoformas com base na estrutura, especificidade de substrato, ou sensibilidade
a agentes inibidores e indutores (NELSON et al., 1993). H4 a identificacdo de varios
tipos de CYP, contudo apenas um pequeno numero € responsavel por metabolizar a
grande maioria dos medicamentos (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e
CYP3A4) (OH et al., 2017).

A CYP3A4 é a forma mais abundante no figado e no intestino, e responséavel
pelo metabolismo de mais de 50% dos farmacos disponiveis no mercado (KANE;
LIPSKY, 2013; NITTAYANANTA et al., 2013). A CYP2D6 metaboliza 20% de todos os
medicamentos, incluindo antidepressivos (por exemplo, imipraprina), entre outros
(FAKUNLE; LORING, 2012).

Embora o figado seja o maior responsavel pelo metabolismo de farmacos, o
plasma também possui as enzimas esterases, que sao capazes de biotransformar
substancias endogenas e farmacos. Elas catalisam a hidrélise da ligacdo éster e
amida, inativando medicamentos, ou ativando pro-farmacos (ANAND et al., 2006;
MAKHAEVA et al., 2016). Essas enzimas também estdo presentes em diversos
tecidos como figado, testiculos, intestino delgado, rim e pulméo (LAMEGO et al.,
2013).

As carboxilesterases humanas (CESs) sdo uma familia multigénica, na qual as
isoenzimas séo classificadas em cinco grupos principais (CES1-5) e varios subgrupos
de acordo com a homologia da sequéncia de aminoacidos. A maioria das CESs
pertencem as familias CES1 (duas principais isoformas CES1b e CES1c) e CES2
(MEYER; SCHUTZ; MAURER, 2015).

Aléem das carboxilesterases, existem outras esterases inespecificas
encontradas no sangue humano, como butirilcolinesterase, paraoxonase,
acetilcolinesterase e albumina, sendo essa Ultima considerada com baixa atividade
catalitica individualmente, mas com contribuicdo significativa pela elevada
concentracdo plasmatica. Nao foi possivel detectar carboxilesterase no plasma
humano (LI et al., 2005). No entanto, outros pesquisadores observaram a presenca
de baixos niveis de ambas as isoformas no plasma (PORRO et al., 2019).

Agéncias reguladoras e diretrizes recomendam que estudos do metabolismo
sejam realizados por ancoragem molecular, bem como in vitro e em animais antes de

serem administrados nos seres humanos. Nesses estudos, é possivel elucidar as vias
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metabdlicas, caracterizar e quantificar os metabdlitos, e propor modelos a serem
seguidos nas fases seguintes do desenvolvimento (MOHS; GREIG, 2017; PINERO;
FURLONG; SANZ, 2018).

O rastreio do metabolismo € tipicamente conduzido por métodos in vitro, em
gue os mais utilizados sao células do carcinoma hepatico HepG2, microssomas do
figado, hepatécitos primarios, entre outros (FAKUNLE; LORING, 2012; SINGH, 2017).
Esses modelos, representantes do figado in vivo, sdo Uteis para gerar perfis de
metabdlitos de drogas, e também para avaliar o potencial para interacfes
medicamentosas e inibicdo do citocromo P450 (SINGH, 2017). Cada um deles
apresenta vantagens e desvantagens. Os hepatocitos primarios parecem reproduzir
mais fielmente o figado, no entanto, h& pouco controle sobre a fonte e as condicfes
dessas células, além disso, perdem as caracteristicas quando expandidas em cultura.
As células HepG2 sdo muito utilizadas, pois sdo imortais, mas também mudam ao
longo do tempo em cultura e sdo geneticamente instaveis (FAKUNLE; LORING,
2012). Os microssomas sdo fragmentos de reticulo endoplasmatico liso dos
hepatécitos, ou seja, consiste huma fragdo subcelular contendo o citocromo P450.
Eles séo obtidos por meio de homogeneizacao e centrifugacdes diferenciais do figado.
Apesar de serem fragmentos e ndo a célula inteira e integra, os modelos microssomais
apresentam elevada concentracdo das enzimas CYP, além disso, sdo de féacil
manuseio, estaveis a -80°C e mais econdémicos que as outras técnicas (DI et al.,
2012).

1.4.1 O metabolismo de farmacos antineoplasicos

A toxicidade é uma das principais preocupacdes no desenvolvimento de novos
farmacos (CHAGAS; MOSS; ALISARAIE, 2018). Os farmacos antitumorais
apresentam baixa especificidade, ou seja, ndo afetam apenas as células
cancerigenas, mas também acometem as células normais. Os metabdlitos formados
pelo metabolismo desses farmacos podem induzir varios efeitos adversos, incluindo
outros problemas graves e até a morte do paciente (CHAGAS; MOSS; ALISARAIE,
2018; SAINI; BAKSHI; SHARMA, 2018).

O metabolismo do paclitaxel foi primeiramente investigado utilizando
hepatocitos de ratos in vitro (WALLE et al., 1993). Nesse estudo, foram identificados

dois metabdlitos formados a partir do paclitaxel. Ele é metabolizado pela CYP2C8 e
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CYP3A4 em dois metabdlitos principais e em outros sete metabdlitos secundarios.
Todos os metabdlitos s&o menos ativos e citotoxicos que o composto original, mas
iISSo ndo descarta a presenca de efeitos adversos ocasionados pelos mesmos
(CHAGAS; MOSS; ALISARAIE, 2018).

Os agentes antineoplasicos analogos da Vinca sado metabolizados pela
CYP3A4, e assim como o paclitaxel, os metabdlitos formados sdo menos toxicos que
0 composto precursor. No entanto, 0s pacientes que ja apresentarem funcéo hepatica
comprometida podem desenvolver neurotoxicidade aguda e grave (MARTINO et al.,
2018).

O irinotecano, outro agente antitumoral, tem a sua atividade associada a efeitos
toxicos clinicamente importantes, como neutropenia grave, lesdo hepética e diarreia
cronica. Além disso, estima-se que cerca de 4% dos pacientes que fazem o uso desse
medicamento vai a O6bito em decorréncia de reacfes adversas associadas a
interacfes medicamentosas (PRESTER et al., 2018). Ele é um pré-farmaco convertido
na sua forma ativa por carboxilesterases humanas, e depois metabolizado por
glicuronosiltransferases. Ele pode, ainda, ser desconjugado novamente e sofrer
circulacao entero-hepatica, acumulando-se no sangue e intestino (MALLICK et al.,
2018).

Vérias estratégias ja foram testadas a fim de diminuir os efeitos adversos, bem
como a toxicidade, desses farmacos antineoplasicos, incluindo a inibicdo enzimatica,
adaptacao de formulac¢des, modificacdo de dose, modificacdo estrutural, entre outros
(CHAGAS; MOSS; ALISARAIE, 2018; MALLICK et al., 2018; MARTINO et al., 2018).

Assim, diante do contexto, o desenvolvimento de metodologias analiticas para
os estudos de identificacdo da via metabdlica e de metabdlitos formados de um novo
farmaco, bem como o conhecimento das propriedades farmacoldgicas e toxicas da
molécula a partir desses estudos, é de extrema importancia para fase inicial do
desenvolvimento de um novo medicamento. Ressalta-se que a molécula CNFD foi
recentemente estudada pelo mesmo grupo de pesquisa, apresentando atividade
antineoplasica consideravel, sendo um forte candidato a novo farmaco antitumoral.
Portanto, o presente estudo visa investigar o metabolismo pela atividade das enzimas
do citocromo P450 e esterases plasmaticas humanas sobre essa molécula derivada
de lausona, buscando identificar a via metabdlica e os metabdlitos formados a partir

dessa interacao para, entdo, prosseguir com o0s estudos subsequentes.
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CAPITULO 2
DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO BIOANALITICO POR CLAE
PARA DETERMINACAO DE CNFD EM PLASMA HUMANO

1. INTRODUCAO

Na medicina tradicional, plantas contendo naftoquinonas bioativas sao
amplamente utilizadas para tratamento de cancer e outras doencas (RANI et al.,
2022). Esses compostos fenodlicos sdo metabdlitos secundarios oriundos de plantas,
mas também de fungos, algas e animais e apresentam diversas atividades bioldgicas
ja descritas na literatura (SILVA et al., 2012). A estrutura molecular desses compostos
fendlicos confere a propriedade de 6xido-reducdo (RANI et al., 2022). Dentre as
naftoquinonas, destaca-se o lapachol e a lausona, que apresentam varias atividades
bioldgicas e farmacoldgicas (RANI et al., 2022). Devido a essas atividades bioldgicas,
os derivados de naftoquinonas sao atrativos para o desenvolvimento de novos
farmacos.

Em 2010, pesquisadores realizaram a sintese do CNFD (6b, 7-dihidro-5H-
ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona) a partir da lausona (2-hidroxi-1,4-
naftoquinona). Inicialmente, foi relatado a atividade antifingica dessa naftoquinona
semissintética (FREIRE et al., 2010b). No entanto, num estudo envolvendo diferentes
linhagens celulares, este derivado também apresentou potente atividade antitumoral,
especialmente por induzir apoptose celular em células de adenocarcinoma de mama
humano MCF-7. Além disso, o CNFD levou a regressdo tumoral dos animais em
modelo murino de melanoma (B16F10), tornando-se um candidato a um medicamento
antineoplasico (DE ALMEIDA et al., 2021).

No desenvolvimento de um novo farmaco, uma das fases importantes é a pré-
clinica, que avalia e prevé a toxicidade, a farmacocinética e o metabolismo de um
dado composto. Embora o figado seja o maior responsavel pelo metabolismo de
farmacos, o plasma também possui as enzimas esterases, que sdo capazes de
biotransformar substancias endogenas e farmacos (ANAND et al., 2006; MAKHAEVA
et al., 2016). O plasma humano tem quatro esterases conhecidas: butirilcolinesterase
(BChE), paraoxonase (PONL1), albumina e vestigios de acetilcolinesterase (AChE) (LI
et al., 2005).
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Os estudos de metabolismo in vitro necessitam de metodologias analiticas
adequadas e eficientes para determinacéo de parametros cinéticos e identificacdo dos
metabdlitos. O desenvolvimento do método bioanalitico pode empregar a técnica da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por absorcao ultravioleta
(CLAE-UV), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS),
utilizando analisadores do tipo triplo quadrupolo (QQqQ), eletroforese capilar (EC), bem
como outras técnicas analiticas. Para caracterizacdo estrutural dos metabdlitos, as
técnicas mais utilizadas sdo a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS) com analisador de massa do tipo tempo de voo (TOF,) com ionizagao
por eletrospray (ESI), ou analisador de massas do tipo ion trap (IT), além de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (Korfmacher, 2005).

Para a obtencao de resultados fidedignos, os métodos bioanaliticos devem ser
validados previamente. A validacdo analitica deve garantir que parametros avaliados
no método atendam aos critérios de aceitacdo da legislacdo vigente, ou seja, visa
garantir um método confidvel e adequado aos objetivos propostos. No entanto, ainda
nao ha um guia especifico para as metodologias de estudos de metabolismo in vitro.
Sendo assim, como critério de aceitabilidade, pode-se utilizar guias de validacao,
como a RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 (ANVISA, 2012).

O metabolismo do CNFD no plasma humano ainda néo foi relatado, embora ele
possua destacada atividade antitumoral. Assim, este estudo teve como objetivo
desenvolver e validar um método bioanalitico, empregando cromatografia liquida de

alta eficiéncia, para avaliar o metabolismo in vitro do CNFD pelas enzimas do plasma.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1Reagentes e solventes

O derivado de lausona, CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d]
furano-5,6 (9aH) -diona) foi cedido pelo Prof. Dr. Vitor Francisco Ferreira (FREIRE et
al., 2010). A solucao estoque padrdo de CNFD foi preparada a 4 mg mL~ ' em metanol.
O plasma humano foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Agua ultrapura
(18,2 MQ cm) foi obtida de um Milli-Q Direct-Q3 UV (Millipore, Bedford, MA, EUA). Os
solventes de grau CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) metanol e acetato

de etila foram obtidos da Panreac (Castellar Del Vallés, Barcelona, Espanha). Outros
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reagentes de grau analitico usados foram tris (hidroximetil) aminometano (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), Cremophor® (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
cloreto de potassio (Mallinckrodt Chemicals, Phillipsburg, NJ, EUA), cloroférmio,
hexano, fosfato de sédio monobésico e fosfato de sddio dibésico (Synth, Diadema,
SP, Brasil).

2.2Analise do CNFD por espectrofotometria

O CNFD foi submetido a analises por espectrofotometria ultravioleta-visivel,
gue é uma técnica amplamente utilizada para a analise quantitativa, baseando-se na
atenuacao de um feixe de radiacdes pelo analito na solugdo. Essa técnica permite
identificar e determinar a concentracdo da substancia que absorve energia em um
solvente (WORSFOLD; ZAGATTO, 2017).

Visto a necessidade de desenvolver um método acessivel em varios
laboratérios analiticos, um ensaio com o detector ultravioleta foi planejado. Para isso,
foi obtido um espectro de varredura do composto na faixa ultravioleta para a

determinacao do comprimento de onda de maior absorcao.

2.3Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

Para o desenvolvimento do método bioanalitico em plasma, foi empregada a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por absorcéo
ultravioleta (CLAE-UV). O sistema de CLAE Shimadzu (Kyoto, Japdo) compreendia
um desgaseificador online DGU-20A5, uma unidade de bomba de solvente LC-20AT,
um injetor automatico SIL-10AF, um forno de coluna CTO-20A, um SPD-M20A (190-
800 nm) detector de matriz de diodos e um controlador de sistema CBM-20A. A coluna
analitica utilizada foi Zorbax C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym de tamanho de particula)
da Agilent (California, EUA). Ajustes foram realizados para o alcance de um pico
simétrico, separado dos interferentes enddgenos e com um tempo de retencdo
adequado (< 10 min), com adequado processamento das amostras. A separacao foi
realizada com a fase mével consistindo em metanol e agua ultra pura filtrada (55:45,
v/v), vazéo de 0,8 mL mini, temperatura em torno de 25°C e volume de injecdo de 10
ML (TABELA 1). A quantificacdo do CNFD foi executada pelo monitoramento no
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comprimento de onda de 260 nm. Os dados foram analisados utilizado o software LC

Solution versado 1.25 SP1 (Shimadzu, Kyoto, Japao).

Tabela 1 - Condi¢cBes cromatograficas estabelecidas

Parametro Condicao otimizada

Coluna Octadecilsilano (150 mm x 4,6 mm, 5 um de

tamanho de particula)

Fase movel Metanol e 4gua ultra pura filtrada (55:45, v/v)
Vazéo 0,8 mL min-t

Temperatura de analise 25°C (temperatura ambiente)

Volume de injegéo 10 pL

Deteccéo 260 nm

Fonte: Elaboracéo propria (2022).

2.4Avaliacdo prévia da estabilidade

A estabilidade da CNFD foi avaliada previamente nas condi¢cdes que seria
submetida ao estudo, como incubagéo a 37°C, luz artificial e secagem por fluxo de ar
comprimido. Para realizacdo do ensaio, uma aliquota de 25uL de CNFD, na
concentracdo de 100ug mL™, foi adicionada em tubos conicos juntamente com 175uL
de metanol, obtendo um volume final de 200pL. Os tubos protegidos da luz foram
expostos a incubacdo a 37°C em banho-maria, sem agitacao, por 30 minutos. As
amostras devidamente tampadas também foram submetidas a luz artificial,
permanecendo na bancada por um periodo de 6 horas. As amostras expostas a
incubacdo e a luz artificial foram diretamente analisadas no equipamento. As
amostras, protegidas da luz, também foram submetidas a condicdo de secagem por
fluxo de ar comprimido, e solubilizadas em metanol (n = 3). Por fim, as amostras foram
analisadas em CLAE-DAD e comparadas com um controle recém-preparado. Os
dados foram analisados estatisticamente utilizando o programa GraphPad Prism,
através do teste t Student (n&o-pareado), com nivel de significancia de 95% (p < 0,05).
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2.5Avaliacao da solubilidade

O ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a solubilidade do CNFD e
garantir que a concentracdo adicionada ao meio estava realmente disponivel para as
etapas subsequentes. A solubilidade do CNFD foi primeiramente avaliada em solucéo-
tampéo Tris-HCI 50mM pH 7,4, que € a solucao utilizada no meio plasmatico. As
amostras de CNFD (25uL) e tampéo (175uL) foram filtradas em membrana de 0,45um
de poro e diretamente analisadas por CLAE-DAD, juntamente com solugdo de CNFD
solubilizada em metanol, considerando 100% de solubilidade nesse solvente.
Observou-se, entéo, a porcentagem de CNFD insoluvel em tampao.

Sendo assim, na tentativa de melhorar a solubilidade do CNFD, adicionou-se
um agente solubilizante. Para isso, diferentes concentracdes de Cremophor®
solubilizado em tamp&o, com concentracao final de 0,1% (m/v) e 0,2% (m/v), foram
adicionados as amostras filtradas, tendo como volume final 200uL (n = 3). As solu¢des
foram analisadas diretamente (sem preparo de amostra) no CLAE-DAD e comparadas
com solugdes de CNFD na mesma concentracao preparadas em metanol (controle).
Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o programa GraphPad Prism,

através do teste t Student (ndo-pareado), com nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

2.6Condicbes de incubacao e extragéo

O meio reacional plasmatico foi preparado em tubo coénico e constituido de
CNFD em metanol (5 L), da solugdo tampéo Tris-HCI pH 7,4 50mM (135 pL), de
solugdo Cremophor® 1% (m/v) (20 uL), na concentragao final de 0,1% (m/v), e plasma
(40 uL), na concentragéao final de 20%, completando um volume de 200 uL. As
amostras foram incubadas a 37°C, em banho-maria (Solidsteel, Sdo Paulo, Brasil).
Apés a incubacao, 1,0 mL de acetato de etila foram adicionados ao meio reacional.
Em seguida, as amostras foram agitadas por 2 minutos a 1500 rpm em agitador Vibrax
VXR® (IKA, Staufen, Alemanha) e centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos a 10°C
em centrifuga Eppendorf, (modelo mini spin
AG 22331, Hamburgo, Alemanha). A fase organica foi coletada (800 uL) e evaporada
sob fluxo de ar comprimido. Por fim, a amostra foi solubilizada em 200 uyL de metanol
e submetida a agitacdo com o auxilio de um agitador de tubo vortex (IKA, Staufen,

Alemanha).


https://www.hexasystems.com.br/produtos/marcas/solidsteel.aspx
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2.7Recuperacao da extracao liquido-liquido (ELL)

Para garantir uma extracdo liquido-liquido eficiente do meio reacional
plasmatico e uma recuperacao adequada do CNFD, foram avaliados alguns solventes
organicos. Os solventes utilizados foram: acetato de etila, cloroférmio e hexano (n =

3). O célculo da porcentagem de extracdo seguiu conforme a Equacéo 1.

Equacéo 1

Area solvente

Extracido (%) = x 100

Area controle

2.8 Validacédo da metodologia analitica em meio plasmatico

O meétodo desenvolvido foi validado tomando como base a RDC n° 27, de 17
de maio de 2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012), que
dispde sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos. Para
andlise do CNFD no plasma, foram avaliados os parametros: linearidade, limite de
quantificacdo, efeito residual, seletividade, recuperacdo, exatiddo, precisdo e
estabilidade.

O meio plasmatico avaliado foi constituido de CNFD em metanol (5 uL), da
solugcéao tampéao Tris-HCI pH 7,4 50mM (135 pL), de solugdo Cremophor® 1% (m/v)
(20 uL) e plasma (40 uL). As amostras foram submetidas ao procedimento de preparo
de amostra e analisadas. As concentracfes de CNFD, em meio plasmatico, que foram

utilizadas para validacado da metodologia estéo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros analiticos da curva de calibracdo para determinacdo do CNFD em plasma
humano

Concentra¢fes da curva analitica 0,5; 1; 2; 5; 10; 50; 100 ug mL™* (2,08;

4,16; 8,33; 20,83; 41,66; 208,3; 416,66
umol L)

Limite inferior de quantificacéo (LIQ) 0,5 ug mL? (2,08 ymol L~ 1)

Controle de qualidade baixo (CQB) 1,5 uyg mL? (6,24 ymol L= 1)

Controle de qualidade médio (CQM) 30 yg mL? (124,98 ymol L-1)

Controle de qualidade alto (CQA) 80 pyg mL? (333,32 ymol L= 1)

Limite superior de quantificagéo (LSQ) 100 pug mL? (416,66 ymol L~ 1)

A linearidade corresponde a relacdo entre a resposta instrumental (area do pico
cromatografico) e a concentracéo do analito (CASSIANO et al., 2009). Esse parametro
foi avaliado no intervalo de concentragdo do CNFD de 0,5 — 100 ug mL* (n = 3) A
correlacao linear entre as concentracdes nominais e a area do CNFD foi avaliada pelo
coeficiente de determinacédo e a equacédo da reta determinada.

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) € utilizado para demonstrar a capacidade
do método em quantificar baixas concentracdes de um analito (CASSIANO et al.,
2009). Dessa forma, esse parametro foi determinado pela andlise da menor
concentracdo do CNFD (n = 5) com precisdo (desvio padrdo relativo percentual) e
exatidao (erro relativo percentual) aceitaveis, ou seja, até 20%, de acordo com a

Equacéo 2 e 3.

Equacéo 2

DP
DPR (%) = — x 100
Cu
DPR: desvio padrao relativo, DP: desvio padrao e Cm: concentragdo média.

Equacéo 3

Ce — Cy

ER (%) = x 100

N
ER: erro relativo, Ce: concentracdo experimental e Cn: concentra¢cdo nominal.

Para avaliacdo da seletividade do método, foi realizada a injegcdo de uma
amostra branca do meio plasmatico (auséncia do CNFD) para avaliacdo da presenca
de interferentes da matriz no tempo de retencdo do analito. Os resultados foram

comparados com uma amostra processada com 0,5 ug mL* (LIQ).
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O efeito residual foi avaliado por meio de uma injecdo da amostra branca
(auséncia CNFD), seguida de uma amostra processada com 100 ug mL* (LSQ), e por
fim mais duas injecbes da mesma amostra branca. Admitiu-se até 20% de
interferentes no tempo de retencdo do CNFD em comparagdo com as amostras
processadas com 0,5 ug mL? (LIQ).

A recuperacao € definida como a eficiéncia de extracdo do método. Para
avaliacdo da mesma, foram utilizadas trés concentracées de CNFD: 1,5 ug mL+?
(CQB), 30 ug mL?* (CQM) e 80 ug mL?* (CQA). Os resultados das amostras extraidas
foram comparados com aqueles obtidos em amostras preparadas em metanol, em
gue se encontram 100% soluvel.

Para avalicdo da precisédo e exatiddo do método, as concentracbes de CNFD
de 0,5 (LIQ), 1,5 (CQB), 30 (CQM) e 80 ug mL* (CQA) foram avaliadas no meio
plasmatico (n = 5). Os ensaios de precisédo e exatidao intradia foram realizados no
mesmo dia, enquanto 0s ensaios de preciséo e exatidao interdia foram realizados em
trés dias consecutivos. A quantificacdo do CNFD foi realizada por meio de curvas de
calibragcédo injetadas diariamente. Para avaliagdo dos resultados, admitiu-se o DPR
(%) e 0 ER (%) em até 20% para o LIQ e até 15% para as outras concentracdes.

A estabilidade foi avaliada nas concentragoes de 1,5 (CQB) e 80 ug mL* (CQA)
do CNFD em amostras plasmaticas. Para quantificacdo do CNFD, uma curva de
calibracéo foi preparada no mesmo dia do ensaio. O resultado foi analisado pela
comparacao da média da concentracdo experimental com a concentracdo nominal,
gue nao deve apresentar desvio superior a 15%. Foram avaliadas a estabilidade no

(i) auto-injetor por 14 horas e no (ii) armazenamento em geladeira a 8 °C por 14 horas.

2.9Estudo da estabilidade metabdlica em plasma humano

Para o estudo da estabilidade metabdlica do CNFD em plasma humano, foi
avaliada a concentragdo de 10ug mL* do CNFD no meio plasmatico (n = 4). O meio
de incubacao seguiu conforme ja descrito. No entanto, os tubos foram incubados por
30, 60 e 90 minutos a 37°C em banho-maria antes do procedimento de preparo de

amostra. Os resultados foram comparados com um controle sem incubacao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento de um método acessivel, foi determinado o espectro
de varredura na regido ultravioleta do CNFD. De acordo com a Figura 1, o
comprimento de absor¢do maximo da substancia foi de 260 nm. Desta forma, este
comprimento de onda foi selecionado nas etapas posteriores para obtencdo de um

método mais sensivel.

Figura 1 - Espectro de absorcao ultravioleta de CNFD (10ug mL-1 em metanol). Comprimento de onda
maximo: 260nm
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3.1Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Foi desenvolvida uma metodologia analitica utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) no modo fase reversa
para separacdo e quantificacdo do CNFD. Como pode ser observado no
cromatograma da Figura 2, o tempo de analise total foi de 12 minutos e o tempo de
retencdo do CNFD foi de 7,3 min.
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Figura 2 - Cromatograma da andlise do CNFD. Condic6es cromatograficas (CLAE-DAD): coluna
analitica Zorbax Agilent C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym, fase mével metanol: agua (55:45, v/v), taxa de
fluxo de 0,8 mL min-1, o volume de injecéo foi de 10 pL e a temperatura foi de 25 °C. A deteccéo foi

realizada a 260 (A) para CNFD.
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3.2Avaliacdo prévia da estabilidade

O estudo da estabilidade é importante para garantir que a substancia estudada
permanece estavel nas condi¢cdes do ensaio e que o decaimento da concentracédo do
CNFD esta sendo ocasionado pela atividade das enzimas. Dessa forma, a
estabilidade foi avaliada na temperatura de incubacéo a 37 °C por 30 minutos, na
presenca de luz artificial a 25°C por 6 horas e no fluxo de ar comprimido. Os resultados

podem ser observados na Figura 3.

Figura 3 - Avaliacdo da estabilidade do CNFD (12,5 pg mL?) nas condicbes de temperatura de
incubacgdo a 37°C por 30 minutos, na presenca de luz artificial a 25°C por 6 horas (A) e no fluxo de ar
comprimido (B)
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Como pode ser observado, ndo houve nenhuma variacdo estatisticamente
significativa, pois o valor de p > 0,05. Dessa forma, o CNFD permaneceu estavel nas

condi¢des do estudo.

3.3Avaliacao da solubilidade

A avaliacéo da solubilidade € um estudo necessério para o desenvolvimento do
método, pois a baixa solubilizacdo do composto pode comprometer os resultados. O
composto estudado necessita estar disponivel para ser metabolizado pelas enzimas.

No caso da CNFD, um ensaio prévio mostrou que a mesma nao estava
totalmente solavel no tampéo Tris-HCI (pH 7,4; 50mM), que é o tamp&o empregado
no estudo da avaliagdo do metabolismo no plasma. Sendo assim, foi necessério
adicionar o Cremophor® para melhorar a solubilidade do composto estudado. Os
resultados do estudo estdo apresentados na Figura 4. A solubilidade da CNFD na

solugéo tampao foi de 56,4% em relagéo ao controle (metanol).

Figura 4 - Avaliagdo da solubilidade do CNFD (12,5 uyg/mL) em solugcédo tampéo Tris-HCI (pH 7,4;
50mM), solugéo tampéao Tris-HCI (pH 7,4; 50mM) + 0,1% (m/v) Cremophor® e solucdo tampéao Tris-
HCI (pH 7,4; 50mM) + 0,2% (m/v) Cremophor®

Tampédo + Cremo 0,2% I

Tampédo + Cremo 0,1% - "l

Tampdao Tris-HCI

Controle

0 20 40 60 80 100

Solubilidade (%)

Liu e colaboradores (2016) relataram que a adicdo de Cremophor® auxilia na
solubilizagdo de compostos insoliveis em agua na descoberta precoce de
medicamentos, sem influenciar as caracteristicas farmacocinéticas dos mesmos (LIU
et al., 2016). No entanto, dependendo da concentracdo utilizada, esse agente
solubilizante pode inativar algumas enzimas do metabolismo (CHRISTIANSEN et al.,
2011). Segundo Carrdo (2015), o Cremophor® até a concentracdo de 0,25% (m/v)
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nao causa prejuizo a atividade enzimatica. Dessa forma, avaliou-se a adicdo de 0,1%
(miv) e 0,2% (m/v) de Cremophor® ao meio e 0s resultados obtidos foram
satisfatorios, com o CNFD possuindo 94,75% de solubilidade com 0,1% (m/v) e
93,81% com 0,2% (m/v). A andlise estatistica comprovou que nao existem diferencas
significativas na relacao entre 0,1% (m/v) e 0,2% (m/v) de Cremophor® (p > 0,05).

Sendo assim, optou-se por utilizar o Cremophor® a 0,1% (m/v).

3.4Recuperacdo da extracédo liquido-liquido (ELL)

A metodologia utilizada para extracdo do analito do meio plasmético, que € uma
matriz complexa, foi a extracao liquido-liquido (ELL). Segundo alguns autores, ela
uma técnica simples e de facil execucédo, que consiste em separar um componente de
uma mistura de liquidos, utilizando solvente de solubilidade diferente (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001; VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007).

Sendo assim, solventes com diferentes polaridades, como hexano, acetato de
etila e cloroformio foram avaliados para extragdo do CNFD do meio plasmatico. Como
pode ser visualizado na Figura 5, o cloroférmio apresentou a melhor porcentagem de
extracdo (aproximadamente 90%), seguido do acetato de etila (78%) e, por ultimo, do
hexano (50%). Este resultado € compativel com os dados preliminares de polaridade

da substancia de interesse (média polaridade).

Figura 5 - Avaliac&o do solvente extrator na ELL do CNFD em plasma
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Apesar de o cloroférmio apresentar a melhor taxa de extracdo, o extrato teve
mais interferentes extraidos, o que pode dificultar a analise. Além disso, por ser um
solvente halogenado de alto custo, de dificil descarte e recuperagédo, bem como de
alta toxicidade para o ser humano (JOSE; RAMANUJAM; PHILIP, 2018), optou-se por

utilizar o acetato de etila como solvente extrator.

3.5Validacdo da metodologia analitica em plasma humano

A validacdo analitica € importante para assegurar a obtencdo de dados
respaldados, com rigor técnico e reprodutibilidade suficiente (ANVISA, 2012). Dessa
forma, alguns parametros importantes foram avaliados para garantir uma metodologia
gue apresente resultados fidedignos.

As concentracfes utilizadas para avaliacdo da linearidade da metodologia
desenvolvida foram 0,5, 1, 2, 5, 10, 50 e 100 yg mL'. Todas as concentragées
apresentaram resultados de precisdo (DPR%) e exatiddao (ER%) inferior a 15% e
coeficiente de determinacdo (r?) maior que 0,99, conforme especificado pela
legislacdo vigente (ANVISA, 2012). Dessa forma, a curva de calibracdo desenvolvida
apresenta linearidade adequada para os estudos de avaliacdo do metabolismo do
CNFD em plasma. O resultado da linearidade esta exposto na Tabela 3.

Na metodologia desenvolvida, o limite inferior de quantificagdo do CNFD em
meio plasmatico foi de 0,5 pg mL%, o erro relativo percentual (ER %) foi de -7% e o
desvio padrao relativo percentual (DPR %) foi de 7%. Sendo assim, os valores obtidos
estiveram abaixo de 20%, estando, portanto, dentro dos limites de preciséo e exatidao
aceitaveis pela ANVISA (2012).

O parametro recuperacao foi utilizado para avaliar a capacidade do método de
tratamento da amostra, ou seja, da extracao liquido-liquido. A amostra de 1,5 pg mL-
1 (CQB) apresentou extracdo de 78,57%, enquanto a de 30 ug mL* (CQM) e 80 ug
mL! (CQA) apresentaram 82,01% e 86,86%, respectivamente (Tabela 3). Esses
valores encontram-se desejaveis, com a recuperacdo consistente, precisa e
reprodutiva. Dessa forma, a metodologia de tratamento da amostra desenvolvida esta
adequada ao método.

A estabilidade do CNFD foi avaliada utilizando condi¢cdes em que 0 mesmo sera
submetido nos estudos de metabolismo in vitro. As amostras preparadas foram

mantidas no auto-injetor por 14 horas e também em geladeira a 8 °C por 14 horas.
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A estabilidade do CNFD apresentou valores de precisdo adequados, porém nao
exibiu resultados satisfatérios para exatiddao, apresentando erro relativo acima do
permitido para legislagdo vigente (+ 15%). Sendo assim, & possivel que as soluc¢des-
estoque de CQB e CQA tenham perdido a estabilidade pelo tempo de
armazenamento.

A precisdo de um método bioanalitico refere-se a proximidade dos resultados
obtidos por repetidas analises da mesma amostra e pode ser expressa como desvio
padrdo relativo percentual (DPR %). O parametro exatiddo esté relacionado com a
concordancia entre o valor encontrado no ensaio e o valor verdadeiro da concentracao
do analito, sendo expresso como erro relativo percentual (ER %) (ANVISA, 2012;
Cassiano et al. 2009). Para avaliagdo da precisdo e exatiddo da metodologia
desenvolvida, foram utilizadas as concentra¢ées 0,5 ug mL* (LIQ), 1,5 ug mL* (CQB),
30 ug mL* (CQM), 80 ug mL* (CQA) e 100 ug mL* (LSQ).

Os experimentos intradia e interdia apresentaram valores de precisdo dentro
dos valores especificados pela legislacdo, com excecdo da precisdo interdia na
concentragdo de 1,5 ug mL*. No entanto, os resultados de exatiddo foram superiores
aos valores aceitaveis pela ANVISA (2012). Sendo assim, o método apresentou
exatiddo adequada. Isso pode ter acontecido pelo tempo de armazenamento das
solucbes estoque, sendo necessdria a repeticdo do ensaio com solucdes estoque

recém-preparadas. No entanto, nao foi possivel a realizacdo do ensaio.



Tabela 3: Parametros de validacdo do método CNFD em meio plasmatico

Linearidade (n=3)

Equacéo linear (ug mL™")

Faixa (ug mL-")

Coeficiente de determinagéo (r?)
Limite de quantificac&o (n=5)

Concentragdo (ug mL-")
Preciséo DPR (%)
Exatiddo RE (%)
Recuperacéo (n = 3)
Concentragdo (ug mL-")
Recuperacao (%)
Concentragdo (ug mL-")
Recuperacao (%)
Concentragdo (ug mL-")
Recuperacao (%)
Estabilidade (n = 4)

Incubacgéo 8 °C por 14 horas
Concentracgao (ug mL™")

Precisédo DPR (%)
Exatidao ER (%)

Concentragéo (ug mL-")

Precisdo DPR (%)
Exatiddo ER (%)

Incubacgéo auto-injetor por 14 horas
Concentracéo (ug mL™")

Precisdo DPR (%)
Exatiddo ER (%)

Concentragdo (ug mL™")

Preciséo DPR (%)
Exatiddo ER (%)
Precisdo DPR (%) (n=5)
0,5 (ug mL™")
1,5 (ng mL™)
30 (Hg mL™)
80 (ug mL™)
100 (ug mL-")
Exatidédo ER (%) (n=5)
0,5 (ug mL™")
1,5 (ng mL™)
30 (Hg mL™)
80 (ug mL™)
100 (ug mL-")
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A seletividade é a capacidade de um método de identificar e avaliar a
substancia de interesse na presenca de componentes que podem interferir na
determinacdo da mesma, como outra substancia ativa, excipientes, impurezas ou
compostos enddgenos (CASSIANO et al., 2009). Sendo assim, como pode ser
observado na Figura 6, o método desenvolvido apresentou-se seletivo, pois ndo houve

qualquer interferente no mesmo tempo de retencédo do CNFD.

Figura 6 - Seletividade da metodologia analitica para o CNFD em plasma (A) CNFD (0,5ug mL1), (B)
Branco
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A metodologia desenvolvida deve garantir que as amostras analisadas nao
estdo apresentando aparecimento ou aumento de sinal do analito por contaminagao
de amostras analisadas anteriormente (ANVISA, 2012). Como pode ser visualizado
na Figura 7, o método desenvolvido neste estudo ndo apresentou efeito residual, pois
as amostras brancas analisadas antes e depois da amostra de 100ug mL? (LSQ) néo
apresentaram residuo de CNFD. Portanto, pode-se garantir que analises com muitas

amostras nao sofrerao interferéncias das analises anteriores.

Figura 7 - Efeito residual da metodologia analitica do CNFD em plasma (A) Branco anterior a amostra,
(B e C) Branco posterior a amostra, (D) CNFD (100ug mL1)
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3.6Estudo prévio da estabilidade metabdlica em plasma humano

Apo6s o desenvolvimento do método, um estudo prévio do metabolismo do
CNFD em plasma foi realizado em trés diferentes tempos de incubagdo. Como pode
ser observado na Figura 8, nos tempos de 30 e 90 minutos ndo houve diferenca
estatistica significativa em relacdo ao controle. No entanto, no tempo de 60 minutos,
houve um decréscimo da area do sinal do CNFD em relacao ao controle. O ensaio foi
repetido comparando-se o controle com o metabolismo no tempo de 60 minutos e
novamente houve um resultado semelhante, sendo estatisticamente diferente. Com
essa informacéo, € provavel que o CNFD sofra metabolismo por enzimas presentes

no plasma humano ou sofra degradacéo.

Figura 8 - Estudo prévio do metabolismo do CNFD (10ug mL1) em plasma humano nos tempos de
30, 60 e 90 minutos
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N&o foi possivel dar continuidade a pesquisa e aprofundar os experimentos em
relacdo ao metabolismo e validagdo de método, devido a uma série de dificuldades

em relacdo aos equipamentos e a pandemia do Covid-19.

4. CONCLUSAO

O método desenvolvido para determinacdo do metabolismo do candidato a
farmaco CNFD no plasma humano apresentou linearidade, seletividade, preciséo,
efeito residual e recuperacdo adequadas. No entanto, o parametro exatiddo nao foi
adequado para validacdo do método. No estudo prévio do metabolismo em meio

plasmatico, o CNFD teve um decréscimo do sinal comparando-se ao controle. Nao foi
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possivel determinar se houve metabolismo ou degradacdo dele durante o tempo de
incubacédo de 60 minutos. Apesar das dificuldades, esses resultados podem ser Gteis

para futuros estudos.
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CAPITULO 3

METABOLISMO DO CYP450 DE UMA NAFTOQUINONA
SEMISSINTETICA, UM CANDIDATO A MEDICAMENTO
ANTICANCER, POR MICROSSOMAS HEPATICOS
HUMANOS

Este capitulo esta formatado na forma de artigo e foi aceito para publicacdo na
revista “Journal of the Brazilian Chemical Society” (ISSN 1678-4790)
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CAPITULO 3

METABOLISMO DO CYP450 DE UMA NAFTOQUINONA SEMISSINTETICA, UM
CANDIDATO A MEDICAMENTO ANTICANCER, POR MICROSSOMAS
HEPATICOS HUMANOS

1. INTRODUCAO

O cancer é um dos principais problemas de satide publica em todo o mundo. E
a primeira ou a segunda causa de morte prematura em 134 paises'?. Geralmente, o
tratamento quimioterapico atualmente disponivel para o cancer ainda é ineficiente,
com alta toxicidade e baixa seletividade. Assim, torna-se necessaria a busca por
novos antineoplasicos mais eficazes, seletivos e de baixa toxidade®“. Nesse contexto,
moléculas derivadas de plantas, como as naftoquinonas, sdo candidatas promissoras
para novos agentes anticancer®.

As naftoquinonas sdo metabdlitos secundarios de plantas que apresentam
atividades biologicas consideraveis, como atividade antimicrobiana, antifingica,
antiviral, antimalarica e antitumoral®>2. Dentre as naftoquinonas naturais, a lausona (2-
hidroxi-1,4-naftoquinona), encontrada nas folhas de Lawsonia inermis L. (Lythraceae),
uma planta conhecida como hena, destaca-se pelas folhas sendo amplamente
utilizada como corante natural para pele e cabelo®>°. Os derivados de lausona séo
atrativos para o desenvolvimento de novos farmacos devido ao amplo espectro de
suas atividades biolégicas!. Varias propriedades farmacolégicas deles ja foram
relatadas, como antibacteriana'®, antifiingica'! e antitumoral®?.

O CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona)
(Figura 1) é uma naftoquinona sintetizada a partir de lausona com notavel atividade
antifungica®®. Além disso, este derivado também demonstrou potencial como agente
antineoplasico em diferentes linhagens celulares, especialmente em células de
adenocarcinoma de mama humano MCF-7 com um CI 50 menor 1 yM. O CNFD tem
a capacidade de induzir a apoptose celular. Em um estudo in vivo utilizando um
modelo murino de melanoma (B16F10), o CNFD levou a regressao tumoral dos
animais (inibicdo de 46, 50 e 52% nas doses de 10, 30 e 60 mg/ Kg/dia,
respectivamente), tornando-se um candidato a um medicamento antineoplasico!4.
Uma patente, relacionada as propriedades antineoplasicas do CNFD, ja foi depositada
sob o numero de registro BR10201700717.
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Durante o desenvolvimento de novos medicamentos, os candidatos a
medicamentos devem passar por estudos pré-clinicos para obter o maior
conhecimento possivel sobre as propriedades farmacologicas, farmacocinéticas e
toxicidade!®. Nesse contexto, a contribuicdo das enzimas do citocromo P450
(CYP450) para o metabolismo desse novo candidato é fundamental, uma vez que
essas enzimas sao responsaveis pelo metabolismo da maioria dos farmacos
comercializados*®. Estudos in vitro e in silico durante a descoberta de medicamentos
podem ser Uteis para prever questdes relacionadas a seguranca de medicamentos,
como parametros farmacocinéticos e interagées medicamentosas?!’-*8,

Os medicamentos antitumorais tém baixa especificidade, ou seja, ndo afetam
apenas as células cancerigenas, mas também as células normais. Os metabdlitos
formados pelo metabolismo dessas drogas podem induzir diversos efeitos adversos,
incluindo outros problemas graves e até a morte do paciente®®.

Apesar da atividade antitumoral do CNFD, sua via metabdlica no corpo humano
nao foi relatada. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o metabolismo in vitro
do CNFD pelas enzimas CYP450, incluindo elucidacao do perfil cinético enzimatico,
identificacdo das principais isoformas do CYP450 responsaveis pelo seu metabolismo
e predicdo de parametros farmacocinéticos in vivo. Além disso, prevé os locais de
metabolismo do CNFD pelas enzimas CYP e os possiveis metabdlitos formados in

silico.

N
Figura 1: Estrutura quimica do CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -
diona).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1Reagentes e solventes

O derivado de lausona, CNFD (6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d]
furano-5,6 (9aH) -diona), foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Vitor Francisco
Ferreiral®. A solugdo estoque padrdo de CNFD foi preparada a 4000 ymol L™ ' em
metanol. A fenacetina (= 98,0%), usada como padréo interno (PI), foi adquirida da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A solucdo estoque padrdo de fenacetina foi
preparada a 200 pmol L~ ' em metanol. O plasma humano foi obtido da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), e os microssomas de figado humano (HLMs) (pool de 150
doadores) e isoformas CYP450 (rCYP450) recombinantes (Supersomes®) foram
adquiridos da Corning Life Science (Phoenix , AZ, EUA). Agua ultrapura (18,2 MQ cm)
foi obtida de um Milli-Q Direct-Q3 UV (Millipore, Bedford, MA, EUA). Os solventes de
grau CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) metanol e acetato de etila foram
obtidos da Panreac (Castellar Del Valles, Barcelona, Espanha). O sal de sddio de
glicose-6-fosfato, glicose-6-fosfato desidrogenase e fosfato de dinucleotideo de [3-
nicotinamida e adenina (NADP*), componentes do sistema de cofator NADPH (fosfato
de dinucleotideo de B-nicotinamida e adenina) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). As solucbes foram preparadas em um tampao tris-KCl (tris
(hidroximetil) aminometano 0,05 mol L™ ' e KCI 0,15 mol L™ ', pH 7,4) nas seguintes
concentragdes: glicose-6-fosfato (50 mmol L™), e glicose-6-fosfato desidrogenase (8,0
U mL™") e NADP + (2,5 mmol L™ ") e armazenado a -20 °C. Outros reagentes de
grau analitico usados foram tris (hidroximetil) aminometano (JT Baker, Phillipsburg,
NJ, EUA), Cremophor® (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), cloreto de potassio
(Mallinckrodt Chemicals, Phillipsburg, NJ, EUA), fosfato de sédio monobasico e fosfato

de sédio dibasico (Synth, Diadema, SP, Brasil).

2.2 Condigdes de incubag&o microssomal

O meio de incubacg&o microssomal consistiu no substrato (CNFD), sistema de
cofator NADPH, HLMs ou rCYP450 e tampao fosfato (0,1 mol L-', pH 7,4) com 0,1%
(m/v) de Cremophor®, em um volume final de 200 pL. As amostras foram pre-

incubadas por 5 minutos a 37 °C, em banho-maria. O metabolismo foi iniciado pela
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adicdo do sistema cofator NADPH. Apdés o tempo de incubacdo, a reacao foi
interrompida com a adicdo de 1 mL de acetato de etila e 50 yuL de padréo interno (PI).
Em seguida, as amostras foram agitadas por 15 min a 1500 rpm em um agitador
Vibrax VXR® (IKA, Staufen, Alemanha) e centrifugadas a 1800 x g por 15 minutos a
4 ° C em uma centrifuga HIMAC CF15D2 (Hitachi, Toquio, Japao) Em seguida, a fase
organica foi coletada e evaporada empregando um concentrador de amostras a vacuo
(modelo Concentrator Plus, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O residuo final foi
reconstituido na fase movel e analisado por HPLC.

2.3CLAE

O sistema de CLAE Shimadzu (Kyoto, Jap&o) compreendia um desgaseificador
online DGU-20A5, uma unidade de bomba de solvente LC-20AT, um injetor
automatico SIL-10AF, um forno de coluna CTO-20A, um SPD-M20A (190-800 nm)
detector de matriz de diodos e um controlador de sistema CBM-20A. A separagao foi
realizada usando uma coluna de guarda Ascentis Express C18 (3,0 mm x 4,6 mm, 2,7
Mm) e uma coluna analitica Ascentis Express Fused Core C18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7
um) e (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). A fase mével consistia em metanol: agua
(55:45, viv) com vaz&o de 0,8 mL min—'. O volume de injecdo foi de 30 pL e a
temperatura de analise de 30 °C. A deteccéo foi realizada a 260 e 247 nm para CNFD
e PI, respectivamente. Os dados foram coletados usando o software LC Solution 1.25
SP1 (Shimadzu, Kyoto, Japéo).

2.4Validagao de método

O método analitico foi validado de acordo com a diretriz da ANVISA sobre
validacdo de método bioanalitico?°. Os parametros avaliados foram linearidade, limite
de quantificacéo, efeito residual, seletividade, exatidéo, precisédo e estabilidade.

A linearidade foi avaliada para as seguintes concentracdes de CNFD: 0,3 (limite
inferior de quantificacdo - LIQ), 2,56 (controle de qualidade baixo - CQB), 10,07
(controle de qualidade - CQ), 20,14 (controle de qualidade médio - CQM), 80,59
(controle de qualidade alto - CQA) e 100,73 umol L~ (limite superior de quantificacéo
- LSQ). As curvas de calibracéo foram construidas plotando a area normalizada versus

concentracdo de CNFD. A curva analitica foi ponderada (fator de peso 1/ X?) e o
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coeficiente de correlacdo (r) e a equacgao de regressao linear foram calculados. Além
disso, a linearidade foi avaliada por meio de uma analise da validade da regresséo e
o teste de falta de ajuste (ANOVA lack of fit), calculando os valores de F e p com o
Minitab 16 Statistical Software (State College, PA, EUA). O limite de quantificagao foi
determinado analisando a menor concentracdo do CNFD com desvio padréo relativo
(DPR) e erro relativo (ER) inferior a 20%. O efeito residual foi avaliado avaliando a
presenca de interferéncias no CNFD e no tempo de retencéo do PI. A seletividade foi
avaliada analisando uma amostra em branco do meio microssomal (sem CNFD e PI)
para avaliar a presenca de interferentes da matriz. A exatidao e precisao intradia (n =
5) e interdia (n = 5) foram avaliadas para os niveis LIQ, CQB, CQM, CQA e LSQ. Os
resultados eram aceitaveis se DPR e ER fossem menores que 20% para o LIQ e
menores que 15% para 0s outros niveis de concentracédo. A estabilidade foi avaliada
em condic¢des de incubacédo (37 ° C por 60 minutos) e autoinjetor por 24 horas, para
as amostras CQOB e LSQ.

2.5Cinética enzimética

A cinética enziméatica do metabolismo do CNFD pelas enzimas CYP450 (n = 4)
foi determinada em condicbes de velocidade inicial (concentracdo de proteina
microssomal de 0,20 mg mL~'e tempo de incubacéo de 60 min) para a seguinte faixa
de concentracdo de CNFD: 0,15 - 80 umol L= '. Apés o metabolismo, as amostras
foram analisadas e quantificadas por CLAE, utilizando uma curva de calibracdo (n =
3), elaborada no mesmo dia do estudo. A taxa de reacdo enzimatica, para cada
concentracédo de CNFD, foi determinada pela normalizacdo da concentracédo de CNFD
encontrada pela concentracdo de proteina e tempo de incubacdo. Os resultados
obtidos foram plotados em um grafico de taxa de reacdo enzimatica versus
concentracdo de CNFD e analisados por regressao nao linear em modelos
enzimaticos, utilizando o programa GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, EUA). Os
parametros cinéticos enzimaticos da reacdo de metabolismo foram obtidos e a
depuracéo intrinseca in vitro (CLinT, invitro) foi calculada pela Equacéo 1.2 Em seguida,
0 CLinTinvitro fOI €xtrapolado para a depuracdo intrinseca do figado in vivo (CLINT, in vivo),

de acordo com a Equacéo 2.%?
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Equacao 1
o V(=)
INT, invitro SSO h (h _ 1)1/h

CLinT, invitro: Clearance intrinseco in vitro; Vwax: velocidade maxima da reagéo enzimética; Sso:
concentracao do substrato onde V corresponde a metade de VMAX; h: coeficiente de Hill.

Equacgéo 2

40 mg proteinas microssomais 21,4 g figado
CLINT, invivo — CLINT, invitro X X

g figado kg corporal

CLinT, invivo: clearance intrinseco in vivo e CLinT, inviro: Clearance intrinseco in vitro.

2.6Predicdo de parametros farmacocinéticos in vivo

Para a predicdo dos parametros farmacocinéticos in vivo, a porcentagem de
ligacdo de CNFD as proteinas plasméticas e microssomais foi determinada utilizando
a concentragéo de substrato abaixo do valor Sso determinado na cinética enzimatica.
O meio microssomal foi preparado com o substrato, HLMs (0,2 mg mL~") e tampé&o
fosfato (0,1 mol L=, pH 7,4) com 0,1% (m/v) de Cremophor®. O meio plasmatico
consistia em substrato e plasma humano (concentracdo de proteina 42 mg mL~").
Amostras controle (na auséncia de plasma ou proteinas microssomais) foram
preparadas com o substrato e tampao fosfato (0,1 mol L=, pH 7,4) com 0,1% (m/v)
de Cremophor®. Todas as amostras foram incubadas a 37 °C durante 60 min. Ap6s
incubacéo, as amostras foram submetidas a ultracentrifugacdo a 1.50060 x g 4 °C por
3 h, em Beckman Optima XL-100K (Brea, CA, EUA). O sobrenadante foi coletado,
submetido ao preparo da amostra e analisado por CLAE. A fracdo néo ligada do
substrato (fu) foi determinada de acordo com a Equacéo 3.%3

Equacéo 3

fu_CC

fu: fracdo néo ligada do substrato, Ca: concentragdo da amostra e Cc: concentragéo do controle

Usando os resultados obtidos: fragdo n&o ligada do substrato em microssoma
e plasma, CLinT, in vivo € 0 fluxo sanguineo hepatico (Q) 20 mL min™" kg™' 24, os
parametros farmacocinéticos in vivo: depuracao hepéatica (CLH) e a taxa de extracao
hepética (EH) foram calculadas usando a Equagdo 4 e a Equacdo 5,

respectivamente.??
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Equacéao 4

Cly = L
n fi
Q + (ﬁ CLINT, in vivo)

CLINT, in vivo

CLn: clearance hepatico, Q: fluxo sanguineo hepdtico, fyp: fracdo ndo ligada do substrato no plasma,
fum: fracdo nao ligada do substrato em meio microssomal e CLinT, invivo: Clearance intrinseco in vivo.

Equacao 5
CLy
g

En: taxa de extrac@o hepética, CLu: clearance hepético e Q: fluxo sanguineo hepatico.

2.7Fenotipagem CYP450

A determinacdo das principais isoformas do CYP450 humano responsaveis
pelo metabolismo do CNFD foi realizada com o rCYP450. O substrato foi incubado
com uma isoforma rCYP450 (50 pmol mL- ') (rCYP1A2, rCYP2B6, rCYP2CS,
rCYP2C9, rCYP2C19, rCYP2D6, rCYP2EL, rCYP3A4 ou rCYP5). Foram preparados
controles contendo células de inseto em vez da isoforma rCYP450. A mistura foi
incubada a 37 °C durante 60 min e a reacao foi parada pela adicdo de acetato de etila.
A preparacdo da amostra e a andlise por CLAE foram realizadas conforme descrito
anteriormente. As amostras foram quantificadas por meio de curvas analiticas
preparadas no mesmo dia e as taxas de reacao foram determinadas. Para obter a
taxa normalizada (TN) (Equacgéo 6), foi considerada a abundancia de cada isoforma
CYP450 em microssomas de figado humano. A taxa normalizada total (TNT) para
cada isoforma foi obtida pela razédo de TN para a soma de TN de todas as isoformas
do CYP450 (Equagéo 7) [24].

Equacéo 6

TN = vrcy450 X Abundéncia(cyp450)

TN: taxa normalizada de cada isoforma do CYP450 e vicypaso: velocidade da reacéo enzimatica para
cada isoforma do CYP450.

Equacgéo 7
TN x 100

%WTNT =
% STN

%TNT: porcentagem da taxa normalizada total e TN: taxa normalizada.
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2.8Predicdo do metabolismo usando o software SMARTCyp

A previsdo dos sitios de metabolismo do CNFD pelas enzimas CYP3A4,
CYP2D6 e CYP2C9 foi realizada usando o servidor online SMARTCyp
(http://smartcyp.sund.ku.dk/). Quanto menor a energia de ativacdo, maior a
probabilidade de um local ser metabolizado.?®
O CNFD foi submetido a um servidor online, o0 MetaTox
(http://www.way2drug.com/mg/), por meio de um desenho bidimensional em um banco
de dados para prever os possiveis locais de metabolismo, a partir das reacfes de fase

1 (oxidacéo, reducéo e hidroxilagdo) e fase 2 (conjugacéo).?’

3. RESULTADOS

3.1 Validacédo de método

O cromatograma da anélise do CNFD pode ser visualizado na Figura 2. A curva
de calibracdo desenvolvida apresentou linearidade adequada para estudos de
avaliacdo do metabolismo do CNFD em meio microssomal. O teste de falta de ajuste
mostrou que a curva analitica obedece a um modelo linear. O limite inferior de
quantificacdo de CNFD em meio microssomal foi de 0,3 umol L~ '. O método foi
seletivo e ndo foi observado efeito residual. A precisédo e exatidao intradia e interdia
foram inferiores a 7% para todas as concentracfes. Os resultados de estabilidade
garantiram a estabilidade do CNFD nas condi¢Bes de incubacado e autoinjetor, uma

vez que tanto o ER quanto o DPR foram inferiores a 8% (Tabela 1).
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Figura 2: Cromatograma da andlise do CNFD. Condi¢gbes cromatograficas (HPLC-DAD): coluna de

guarda Ascentis Express C18 (3,0 mm x 4,6 mm, 2,7 ym) e uma coluna analitica Ascentis Express

Fused Core C18 (100 mm x 4,6 mm, 2,7 ym), fase moével metanol: 4gua (55:45, v/v), taxa de fluxo de

0,8 mL min-1, o volume de injec&o foi de 30 pL e a temperatura foi de 30 °C. A deteccéo foi realizada a

260 (A) para CNFD e 247 nm (B) para PI.




Tabela 1: Limites de confianca obtidos para a analise do método CNFD em meio microssomal.

Linearidade (n=5)

Equacéo linear (umol L) y =0,1027x + 0,0027

Faixa (umol L) 0,3-100,73

Coeficiente de determinacao (r?) 0,9994

Lack of fit F=1,73;,p=0.208
Limite de quantificac&o (n=5)

Concentragédo (umol L-1) 0,3

Precisdo DPR (%)

Exatiddo RE (%) 7

Estabilidade (n=3)

Incubagéo 37 °C por 60 minutos

Concentracéo (umol L) 2,56 (umol L)
Preciséo DPR (%) 0
Exatidéo ER (%) -8
Concentracao (umol L-") 80,59 (umol L")
Precisdo DPR (%) 2
Exatidao ER (%) 1
Incubacgéo auto-injetor por 24 horas
Concentracéo (umol L) 2,56 (umol L)
Preciséo DPR (%) 1
Exatidéo ER (%) -3
Concentracéo (umol L) 80,59 (umol L")
Precisdo DPR (%) 1
Exatidao ER (%) 0
Precisdo DPR (%) (n=5) Intradia Interdia
0,3 pmol L 7 6
2,56 pmol L 3 2
20,14 pmol L 3 3
80,59 pmol L 5 3
100,73 pmol L 7 5
Exatiddo ER (%) (n=5) Intradia Interdia
0,3 pmol L™ 7 3
2,56 pmol L1 0 0
20,14 pmol L 4 4
80,59 pmol L 6 6
100,73 pmol L 0 -5

DPR: desvio padréo relativo; ER: erro relativo.
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3.2Cinética enzimatica

A cinética enzimética do metabolismo CNFD por HLMs demonstrou um perfil
cinético sigmoidal (Figura 3). Os parametros enzimaticos foram VMAX =8,6 £ 1,7 nmol
mg~" proteina min -1, S50 = 137,1 + 36,4 ymol L~' e um coeficiente de Hill de 1,23 +

0,05. O gréfico de Eadie-Hofstee resultou em uma curva convexa.
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Figura 3: (A) Perfil cinético in vitro (grafico sigmoidal) de CNFD catalisado por enzimas CYP. (B) Gréfico
de Eadie-Hofstee.

3.3Predicdo de parametros farmacocinéticos in vivo

A ligacdo do CNFD as proteinas microssomais e plasmaticas foi de 4% e 37%,
respectivamente. Os parametros previstos de depuracao intrinseca in vitro, depuracao
intrinseca in vivo, depuracdo hepatica e taxa de extracdo hepatica foram expressos
na Tabela 2.

Tabela 2: Determinacéo da fragao livre ndo ligada as proteinas microssomais e plasmaticas e aos
parametros farmacocinéticos in vivo.

CLH
fu,m fu,p CLINT, in vitro CLINT, in vivo A | — 0
(%) (%) (uL mg?lmin?) (mL mintkg?) ﬁ;”L min™ kg~ En (%)
96 63 38,5 32,98 10,39 51

fu, m: fracdo ndo ligada do substrato em meio microssomal, fu, p: fragcdo ndo ligada do substrato em
meio plasmatico, CLinT, in vio: depuracao intrinseca in vitro, CLinT, in vivo: depuracao intrinseca in vivo,
CLn: depuracéo hepatica, Ex: taxa de extragdo hepatica.
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3.4Fenotipagem CYP450

O rCYP450 foi usado para determinar o papel de cada isoforma CYP450
envolvida no metabolismo do CNFD. Como mostrado na Figura 4, todas as isorformas

de rCYP450 avaliadas contribuiram para o metabolismo de CNFD.

:lf:
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Isoformas CYP450 Isoformas CYP450

Figura 4: Determinacdo da isoforma CYP envolvendo o metabolismo de CNFD usando enzimas
recombinantes. (A) Velocidade da reacdo enzimatica. (B) Taxa normalizada total.

3.5Previsdo do metabolismo usando software SMARTCyp e Metatox

A previséo dos locais de metabolismo do CNFD pelas enzimas CYP foi avaliada
pelo servidor SMARTCyp. A plataforma classificou a relevancia do metabolismo da
cor e o principal local do metabolismo por CYP3A4 e CYP2D6 foi o carbono 8. Para
CYP2C9, o local do metabolismo detectado foi o carbono 12. Os resultados estéo

disponiveis na Figura 5 e na Tabela 3.

Figura 5: Local de metabolismo por CYP3A4 (A) CYP2D6 (B) CYP2C9 (C), de acordo com a plataforma
online SMARTCyp. O cédigo de cores pode ser encontrado na Tabela 3.
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Tabela 3: Previsdo do metabolismo CNFD usando a plataforma online (os valores foram calculados

pelo servidor SMARTCyp).

Ranking (CYP3A4) Atomo Pontuacédo Energia

1 (vermelho) C8 39,8 46,2

2 (laranja) C9 55,7 62,2

3 (amarelo) C12 56,2 65,6
Ranking (CYP2D6) Atomo Pontuacéo Energia

1 (vermelho) C8 59,2 46,2

2 (laranja) C12 64,2 65,6

3 (amarelo) cl11 71,1 65,6
Ranking (CYP2C9) Atomo Pontuagéo Energia

1 (vermelho) C12 81,9 65,6

2 (laranja) C8 87,1 46,2

3 (amarelo) cl11 88 65,6

As reacdes quimicas metabdlicas previstas pela enzima CYP450 sao reacdes

de fase I, onde uma maior predicédo foi observada para reacdes de hidrogenacéo,

epoxidacéo e oxidacdo. Dentre os metabolitos previstos, 0 metabdlito M1 obtido pela

reacao de hidrogenacao foi 0 que apresentou maior probabilidade de ocorréncia. Os

resultados estdo disponiveis na Figura 6.
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Figura 6: Previsdo de metabdlitos CNFD e suas respectivas reagfes quimicas. Hidrogenagdo: M1
(93,93%) e M2 (88,42%); Epoxidacéo: M3 (84,82%) e M4 (71,09%); C-Oxidacao: M5 (67,39%).

4. DISCUSSAO

O desenvolvimento de um novo farmaco passa por estudos pré-clinicos,
incluindo a avaliacdo da contribuicdo das enzimas CYPP450 no metabolismo deste
novo candidato a farmaco.?®2°. Por meio desses estudos, é possivel prever as
enzimas envolvidas no metabolismo e as interacées medicamentosas.3® Uma vez que
o CNFD ainda esta nos estagios iniciais do processo de desenvolvimento do
medicamento, o presente estudo relata as primeiras evidéncias de seu metabolismo
pelas enzimas CYP450.

A cinética enzimética obtida apresentou um perfil sigmoidal, com
cooperatividade positiva por ter apresentado h acima de 1 (um) (h = 1,23) [30] e 0
grafico de Eadie-Hofstee resultou em uma curva convexa.3! Isso faz com que a ligagéo
do substrato com a enzima ocorra em mais de um sitio ativo.3* Além disso, a
velocidade da reagéo enzimética pode ser a soma da catélise de varias enzimas CYP,
pois 0 estudo de fenotipagem mostrou a contribuicdo de todas as isoformas para o
metabolismo do CNFD, exceto CYP3A5. Os parametros cinéticos obtidos foram

utilizados para determinar a depuracgao intrinseca in vitro.
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A partir dos dados obtidos na cinética enzimatica, foi possivel extrapolar esses
resultados in vitro para in vivo, prevendo os parametros farmacocinéticos. A
depuracéo hepatica é extremamente importante durante o desenvolvimento de uma
nova droga, pois esta relacionada a exposicdo e meia-vida da droga.*®. A taxa de
extracdo hepética (EH = 51%) indica que parte da droga sofre metabolismo de
primeira passagem.33 Além disso, a depuracgédo do figado (CLH = 10,39 mL min~" kg~
1) indica que o CNFD é rapidamente metabolizado pelo figado. O CNFD foi fracamente
ligado as proteinas microssomais, minimizando assim a ligacao nao especifica. Além
disso, apenas 37% do CNFD estava ligado as proteinas plasmaticas. A baixa ligacéo
da molécula com as proteinas plasméaticas é desejavel, pois reduz o risco de
interacdes competitivas.

Conforme mencionado anteriormente, o estudo de fenotipagem sugere a
participacdo das isoformas de CYP avaliadas, principalmente CYP3A4 e CYP2C9. O
metabolismo por multiplas enzimas também é importante para uma droga ideal.*° Se
alguma via enzimética for prejudicada, outras enzimas podem realizar o metabolismo
da droga, garantindo a eliminagcdo do organismo. O metabolismo mediado por
diferentes enzimas CYP € positivo, pois permite a biotransformacéo por meio de mais
de uma via e reduz o risco de interacdes. Apesar das limitagcdes, o uso de
Supersomes® é uma das estratégias mais utilizadas em estudos de metabolismo in
vitro.

O CNFD é um derivado da naftoquinona e as naftoquinonas sao conhecidas
por terem potencial inibitério em algumas isoformas humanas de CYP450, além das
enzimas do citocromo P450 e P450 redutase poderem promover a ativacao redutora
de quinonas por uma ou duas reducdes de elétrons, proporcionando a producédo de
semiquinona instavel.3*3>

Abordagens in silico tém sido cada vez mais utilizadas para prever o
metabolismo de novos candidatos a farmacos, permitindo economia de tempo e
custo.!” As abordagens preditivas desenvolvidas ndo podem substituir completamente
0s protocolos padrdo, mas podem fornecer um processo de tomada de decisao
anterior até que os dados necessarios estejam disponiveis. A predicdo dos sitios de
metabolismo pela plataforma SMARTCyp para CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C9 ocorreu
por meio do uso de algoritmos que utilizam a energia de ativacdo do Citocromo P450
para reacdo com uma molécula.?%?°, Os principais sitios do metabolismo tém sido

sugeridos, fornecendo informagdes importantes para a identificacdo de metabdlitos. A
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analise com os trés algoritmos SMARTCyp diferentes também foi usada no estudo in
silico do metabolismo mediado por CYP de DA-Phen, um novo agente
dopaminérgico.36

O método bioanalitico desenvolvido e validado € simples e tem sido usado com
sucesso para os fins pretendidos. Além disso, é totalmente compativel com a
espectrometria de massa, sendo um ponto de partida para estudos futuros. Néao foi
possivel detectar metabolitos de CNFD pelo método cromatogréfico desenvolvido,
sendo necesséria a utilizagdo de meétodos mais sensiveis, como LC-MS, para
determinar, isolar e elucidar esses metabdlitos. Como o CNFD é um candidato a
farmaco, avaliar a toxicidade desses metabdlitos € de grande importancia. Além disso,
o estudo de inibicdo enzimética pode indicar as provaveis interagcdes medicamentosas

gue podem ocorrer.

5. CONCLUSAO

Em resumo, o metabolismo do candidato a farmaco CNFD foi caracterizado
pela primeira vez. Os dados estabelecidos no estudo cinético foram usados para
prever parametros farmacocinéticos importantes, determinando a depuracao
hepatica. O CYP450 esta envolvido no metabolismo do CNFD, com todas as enzimas
apresentando papéis importantes, especialmente o CYP3A4 e o CYP2C9. Locais de
metabolismo foram previstos. Esses resultados podem ser Uteis para futuros estudos

in vitro, bem como para estudos clinicos.
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CONCLUSAO FINAL

e Foi desenvolvido um método bioanalitico utilizando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia para determinag¢éo do CNFD no plasma. Os parametros exatidao
e estabilidade da validacao ndo foram adequados e apresentaram erro relativo
percentual superior ao preconizado pela legislagdo em vigor.

¢ No estudo de metabolismo prévio do CNFD em meio plasmatico foi observado
o decréscimo do sinal do CNFD no tempo de incubacédo de 60 minutos, que
pode ser um indicativo de metabolismo. No entanto, sdo necessarios estudos
mais aprofundados para avaliar a participacdo das enzimas plasmaticas no
metabolismo.

¢ Um método bioanalitico utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
determinacdo do CNFD em meio microssomal foi desenvolvido e validado.

e O CNFD sofre metabolismo pela via Citocromo P450 e todas as enzimas
estudadas apresentaram papéis importantes, especialmente a CYP3A4 e a
CYP2C9. A taxa de extracdo hepatica indica que parte da droga sofre
metabolismo de primeira passagem. Além disso, a depuracao do figado indica
que o CNFD é rapidamente metabolizado pelo figado.

e Nao foi possivel realizar o isolamento e identificacdo do metabdlito
experimentalmente. No entanto, alguns metabdlitos foram propostos in silico.

e Este trabalho € o primeiro a descrever o metabolismo do CNFD e servird como
ponto de partida para continuidade de estudos de inibicdo enzimatica e de

farmacocinética in vivo.
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